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De nombreux processus cellulaires mettent en jeu des protéines membranaires. Par
exemple, les protéines transmembranaires de la chaine respiratoire localisées dans la
membrane interne des mitochondries ou dans la membrane plasmique des bactéries jouent un
role fondamental dans la formation du potentiel chimio-osmotique qui régle la conversion
d’¢énergie dans les cellules. Parmi les quatre métalloprotéines (complexe I, II, IIT et IV) qui
assurent le transport des électrons dans la chalne respiratoire, la cytochrome ¢ oxydase
(complexe 1V) catalyse la réduction du dioxygene moléculaire en eau et participe également a
la formation de la force proton-motrice nécessaire a la synthése d’ATP, en pompant quatre
protons supplémentaires par molécule de dioxygene réduit. La réduction a quatre électrons du
dioxygene en eau a lieu au niveau d’un site actif qui inclut un héme surmonté d’un complexe
de cuivre B, et appartient ainsi a la super-famille des oxydases a héme cuivre. Ces deux
cofacteurs peuvent fixer, outre 1’0O,, d’autres ligands diatomiques impliqués dans la

signalisation tels que le monoxyde d’azote (NO) et le monoxyde de carbone (CO).

La résolution de la structure de la CcO a suscité I'intérét des chimistes de synthése pour
I’¢laboration des modéles bimétalliques Fe-Cu mimant son site actif. Leur relative simplicité
au regard du site naturel a permis d’étudier ’influence de la modification des sites de

coordination, des ligands ou de I’environnement sur leur activité.

Dans I’objectif de mieux cerner les relations structure-fonction qui régissent la réactivité
de la cytochrome ¢ oxydase, mon travail de thése consiste a utiliser la technique originale que
constitue la spectroscopie IR différentielle pour apporter des informations précieuses
concernant les propriétés du site actif et le role d’acides aminés de la protéine dans le
mécanisme réactionnel en alliant deux approches complémentaires : I’étude de 1’enzyme

naturelle et celle de systeémes mod¢les.
Le travail présenté dans ce mémoire s’articule autour de sept chapitres.

Le chapitre I est consacré, dans premier temps a un rappel bibliographique concernant la
chaine respiratoire et la phosphorilation oxydative, suivie d’une présentation de la structure et
du mécanisme de la CcO. Les différents systémes biomimétiques de la CcO sont ensuite
présentés, ainsi que le choix des modéles qui sont étudiés par la suite. Les objectis de la thése
sont alors précisés. Ce chapitre se termine par une présentation générale sur les porphyrines

ainsi que les différentes techniques spectroscopiques utilisées pour les étudier.

Le chapitre II décrit la préparation des différents échantillons puis les différentes
techniques spectroscopiques utilisées. La premicre partie de ce chapitre concernant la
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préparation des échantillons de la CcO suivie de 1’é¢tude par spectroscopies UV-visible,
fluorescence et ATR-FTIR différentiel. La deuxiéme partie concernant la préparation de
différents complexes de fer(Ill), fer(I1) et fer(I[)-Cu(I) et leurs complexes avec des ligands de
type O, et CO, suivie de leur étude par ATR-FTIR et IRTF couplée a la photochimie a basse

température.

Le chapitre III montre la caractérisation par spectroscopies UV-visible, de fluorescence
résolue en temps et ATR-IRTF les propriétés électroniques et vibrationnelles de certains
intermédiaires du cycle catalytique de la CcO. L’analyse de son site actif grace a des
substitutions isotopiques du CuB ainsi que I’influence du pH sur sa structure sont également

présentees.

Dans les chapitres IV et V nous présenterons une étude systématique des modes de
vibration des porphyrines (ligands libres, complexes ferriques et ferreux) dans les différents
modeles choisis afin d’identifier de modes IR sensibles a la structure du ligand et la
conformation de la porphyrine ainsi qu’aux propriétés de coordination distale dans les
complexes synthétiques de la CcO. Cette étude a permis de proposer des attributions pour des
marqueurs IR sensibles a I’état d’oxydoréduction ou de spin du fer ainsi qu’a la structure du
ligand. Dans le domaine IR lointain, ce travail fourni les premiéres données sur des
porphyrines superstructurées et sur I’influence de 1’état d’oxydoréduction du fer ou de la

structure des complexes sur la position et ’intensité des modes IR.

Le chapitre VI sera consacré, dans un premier temps, a [’analyse détaillée des propriétés
vibrationnelles des complexes superstructurés fer(Il)-ligand et fer(Il)-ligand- cuivre(I) en
absence et en présence de monoxyde de carbone dans les domaines IR moyen et lointain.
Dans un second temps, les modes IR du monoxyde de carbone seront suivis apres
photodissociation. Ces expériences ont permis d’identifier un transfert du CO du fer vers le
cuivre(I) dans certains complexes et d’établir des hypothéses concernant les paramétres
structuraux permettant ce transfert. L’interaction de ces modeles avec le dioxygéne a
¢galement pu étre étudiée, des modes correspondant a une liaison fer-oxygene ayant pu étre

caractérisés dans certains cas.

Enfin le chapitre VII présente les conclusions et perspectives de ce travail.
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Chapitre I : Cytochrome ¢ oxydase et ses modeles

Dans cette introduction bibliographique, apres avoir présenté, de manicre générale, le role
de la chaine respiratoire dans la production d’énergie nécessaire aux organismes vivants, nous
détaillerons la structure de la cytochrome c¢ oxydase et son mécanisme fonctionnel (les
différents intermédiaires de I’enzyme et leurs caractéristiques spectroscopiques). Puis, nous
rappellerons les modéles biomimétiques marquants de la CcO décrits dans la littérature. Nous
terminerons par quelques rappels sur les techniques utilisées pour les caractériser (les

spectroscopies UV-Visible, de fluorescence et infrarouge).

I.1 Chaine respiratoire de mitochondries et de procaryotes

Tout organisme vivant nécessite un apport continu d’énergie pour maintenir sa croissance
et sa reproduction. La majeure partie de cette énergie doit étre extraite a partir des molécules
organiques (comme le glucose) et convertie, ensuite, en une forme utilisable par toutes les
cellules, en général en produisant de 1’adénosine triphosphate (ATP), la molécule énergétique
essentielle au travail cellulaire. L’hydrolyse exergonique de 1I’ATP, permettant la libération
de Dl’acide adénosine diphosphorique (ADP) et de phosphate inorganique (Pi), fournit
¢galement 1’énergie nécessaire aux réactions chimiques des cellules. Comme elle en
consomme en permanence, la cellule doit constamment synthétiser ’ATP grace a I’énergie

fournie au cours de la respiration cellulaire.

Durant les deux premiéres étapes cataboliques de la respiration, la glycolyse et le cycle de
Krebs, seulement quelques molécules d’ATP sont produites par le processus de
phosphorylation au niveau du substrat. Il s’agit d’un transfert direct d’un groupement
phosphate (Pi) a partir d’un substrat a I’ADP pour synthétiser I’ATP. La glycolyse, qui a lieu
dans le cytoplasme, est un processus au cours duquel les molécules du glucose sont
transformées en molécules d’acide pyruvique avec production du nicotinamide adénosine
dinucléotide (NADH). Le cycle de Krebs se déroule dans la matrice mitochondriale et termine
la glycolyse en dégradant un dérivé de 1’acide pyruvique (I’acétyl-CoA) en dioxyde de

carbone avec formation de flavine adénosine dinucléotide (FADH,) et du NADH.

Cependant, la majeure partie de I’ATP (90 %) est produite dans la membrane interne de la
mitochondrie par la phosphorylation oxydative. Lors de ce processus, les électrons, mis en
réserve dans les cofacteurs réduits (FADH, et NADH), sont transférés via une chaine de

transport d’électrons a 1’oxygéne, qui est I’accepteur terminal d’électrons.'

Chez les organismes eucaryotes, 1’énergie est extraite par une oxydation compléte des

métabolites énergétiques via la chaine respiratoire en dioxyde de carbone et en eau. L’énergie
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résultante de la réduction extrémement exergonique de I’oxygéne (AG® = - 2880 kJ/mol) est
principalement emmagasinée sous forme d’un gradient électrochimique de protons a travers la
membrane interne de la mitochondrie. La théorie chimiosmotique®”, propose que I’oxydation
de la chaine de transport des électrons est couplée au transfert transmembranaire de protons,
pour générer un gradient électrochimique. Le transfert des protons depuis la matrice crée une
séparation de charges de part et d’autre de la membrane conduisant a la formation d’une force
proton-motrice permettant le retour ultérieur des protons dans la matrice. L’énergie ainsi
produite par I’entrée de protons au niveau de I’ATP synthase, généralement appelé complexe
V de la chaine respiratoire, permet la synthése d’ATP a partir d’ADP et de phosphate

inorganique (Pi).*

Au sein des cellules eucaryotes, les mitochondries sont des organelles qui, selon la théorie
endosymbiotique, seraient issues d’une eubactérie entrée en symbiose avec un eucaryote
primitif.’ La présence d’une double membrane mitochondriale, 1’existence d’un génome ADN
propre (mtADN) et d’un appareil de transcription pour la biosynthese des protéines dans les
mitochondries constituent des preuves a I’appui de cette théorie.’ Il a été proposé que la
bactérie Paracoccus denitrificans est probablement I’ancétre de la mitochondrie, car certaines
voies de la respiration sont similaires a celles rencontrées dans la chaine respiratoire de la
mitochondrie.” La présence d’un grand nombre de sous-unités codées par I’ADN nucléaire
autour du cceur fonctionnel de la CcO mitochondriale entraine une activité enzymatique tres
régulée, et permet donc de fournir I’énergie nécessaire aux cellules eucaryotes. Cependant, les
complexes des cellules procaryotes contiennent moins de sous-unités codées par I’ADN
nucléaire autour de leurs sous-unités fonctionnelles, et présentent, donc, une activité moins
régulée. Celle-ci est principalement modulée par le rapport ATP/ADP qui active la chaine

respiratoire et donc la synthése d’ATP.*

De maniére intéressante, plusieurs génes présents dans les sous-unités fonctionnelles des
cellules eucaryotes sont encore codés par I’ADN mitochondrial, et sont trés conservés dans
les organismes aérobies. L’analyse des mécanismes de la phosphorylation oxydative, par
lesquels les complexes de la chaine respiratoire assurent la production d’énergie de la cellule,
est grandement facilitée par 1’é¢tude des complexes des procaryotes (bactéries et archaea) car
leur composition protéique est en général plus simple. Ils ne contiennent principalement que

les sous-unités fonctionnelles.

Chez les eucaryotes, la chaine respiratoire est principalement formée de cinq

complexes (Figure 1) : la NADH-ubiquinone oxydoréductase (complexe I), la Succinate
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déshydrogénase (complexe II), le complexe cytochrome bc; (complexe III), la cytochrome ¢

oxydase (complexe IV) et I’ATP synthase (complexe V).’

Cytachmume Cylochmime s
HADH Ubiquinons complex - oniduse
oxydomincie

"‘.

e H* Cylochmme
peu it £
Espace Qth .I-é. :
intermembranaie ,-"‘" Qi i
T Q

Famarse ¢ naie

Complexe I Complexe II Complexe 111 Complexe IV Complexe V

Figure 1 : Une vue d’ensemble des complexes protéiques et des transporteurs mobiles associés dans la
chaine respiratoire mitochondriale. 3M9S (NADH : ubiquinone oxydoréductase) ; 1QLB (Succinate
déshydrogénase) ; 1ZRT (complexe cytochrome bc;); 3HB3 (CcO); 1BMF (partie F; de I’ATP
synthase). Les fléches noires symbolisent la translocation des protons. '’

Chaque complexe contient des cofacteurs possédant une fonction d’oxydoréduction. Ils
catalysent le transport des électrons provenant initialement soit du NADH soit du succinate.
Les transporteurs de la chaine respiratoire sont disposés suivant un ordre de potentiel redox
croissant. Chacun est réduit par les électrons qu’il regoit du transporteur qui le précede dans la
chaine, puis oxydé par la perte des ¢électrons qui vont au transporteur suivant. Les complexes
sont fonctionnellement reliés par des transporteurs d’électrons mobiles: soit 1'ubiquinol

(UQH,) soit le cytochrome ¢ (Cyt ¢) soluble.

Au cours du transfert d’électrons dans la chaine respiratoire, une différence de potentiel
redox est établie entre les électrons provenant du NADH réduit (AE® = - 0,315 V) et le
dioxygéne (AE” =+ 0,815 V) et sert a fournir I’énergie nécessaire au pompage des protons de
la matrice vers I’espace intermembranaire. Parmi les quatre métalloprotéines (complexes I, I,
II et IV) qui assurent le transport des électrons dans la chaine respiratoire, seuls les
complexes I, Il et IV ont la capacité de pomper des protons a travers la membrane,
produisant un potentiel électrochimique (force proton-motrice), tandis que le complexe II
fournit des molécules de quinol qui seront oxydées par la suite par le complexe III. Le
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complexe V utilise 1’énergie contenue dans la différence de concentration de protons et de
charge d’un c6té et de I’autre de la membrane pour synthétiser une molécule riche en énergie,

I’ATP en grande quantité.

I.2 Cytochrome C oxydase

La cytochrome ¢ oxydase (CcO), aussi appelée complexe IV, est ubiquitaire chez les
organismes aérobiques, depuis les bactéries jusqu’aux mammiferes et aux plantes supérieures.
Elle catalyse la réduction de I’oxygene en eau au niveau d’un site catalytique qui contient un
atome de fer hémique et un atome de cuivre. La famille de ces oxydases est ainsi appelée
super famille des oxydases a "héme-cuivre". Les cytochromes ¢ oxydases découvertes
jusqu’ici peuvent étre classées en trois principales familles, en fonction des types d’hémes
qu’elles contiennent et des acides aminés des sous-unités I et II constituant les différents
canaux pour le transfert de protons'': mitochondrial-CcO (Type Al et A2); bas-CcO (Type B)
et cbb;-CcO (Type C) (Figure 2).

La famille A des CcO a "heéme-cuivre" est divisée en deux familles de Types Al et A2, qui
se différencient par ’'un de leurs deux canaux de protons, nommés K et D (Figure 2 A). Les
CcO de Type Al contiennent un résidu glutamate a la fin du canal D, tandis que celles de
Type A2 comportent un motif composé de tyrosine-serine dans cette position. Dans les CcO
de Type B, les résidus formant les canaux D et K ne sont plus conservés. Cependant, un canal
homologue a celui du canal K est probablement présent dans cette famille d’oxydase (Figure
[.2 A). Les CcO de Type C, semblent comporter uniquement une partie du canal K et un
résidu tyrosine a la place du motif tyrosine-serine détecté¢ dans la famille des oxydases de
Type A2. En outre, les CcO de Type C contiennent une sous-unit¢ nommée FixP dihémique
(vert, Figure 2 A et B) au lieu de la sous-unité II des oxydases de Type A et B, ainsi qu’une
sous-unité additionnelle monohémique (violet, Figure 2 A et B). (Les structures chimiques

des différents types d’hémes sont présentées dans I’annexe 1).
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A

[Type A1) [Type AZ] [Type B] [Type C]

@ Hérme B
h
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4 SU-28,Cc0
[Type A1.AZ. B] [Type A1, AZ] [Type B] [Type C] [Type A1)

Figure 2 : Modé¢les schématiques des sous-unités I (gris) et II (bleu) des différentes familles a "héme-
cuivre".'> A) Mitochondrial-CcO (Type Al et A2); ba;-CcO (Type B) et cbbs-CcO (Type C) sont
présentés selon les acides aminés qui différencient leurs canaux de transfert de protons. B) Les
différents types de CcO sont présentés en fonction de leur composition hémique: Types aas, caas, ba;
et cbb; (ce type d’oxydase comprend une sous-unité (SU) FixP (vert) au lieu de la SU II et une SU
additionnelle (violet) contenant un héme ¢). L’ensemble des quatre sous-unités (4SU) aa;-CcO de P.
denitrificans est également représenté.

La CcO est 1’accepteur final des ¢lectrons de la chailne respiratoire. Elle catalyse la
réduction a quatre électrons de 1’oxygene moléculaire en eau a partir des ¢électrons fournis par
le cytochrome c, et utilise I’énergie libérée par cette réaction pour pomper quatre protons de la
matrice vers ’espace intermembranaire.” Les membres de cette famille présentent une
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séquence en acides aminés de la sous-unité I trés conservée, et un site catalytique bimétallique

. . . 14
constitué d’un héme et d’un atome de cuivre.

Pour chaque cycle catalytique de la CcO, quatre électrons sont fournis par le Cyt ¢ et huit
protons sont prélevés de la matrice. Quatre de ces protons et quatre électrons sont consommeés
par la production de deux molécules d’eau par molécule d’oxygene réduite, tandis que les

quatre autres protons sont libérés dans 1’espace inetrmembranaire.
r . A r r . -1
La réaction globale peut étre résumée ainsi' :

4eyt ™+ 0, + 8 H pae— 4 eyt ™ + 2H,0 + 4H jpeer

De nombreuses structures obtenues par cristallographie aux rayons X de la cytochrome ¢
oxydase 4 partir des mitochondries de mammiféres (ceeur de beuf)'® et des bactéries :

17

Paracoccus denitrificans'’, Rhodobacter sphaeroides'™ et Thermus thermophilus® sont

aujourd’hui disponibles et permettent de comprendre 1’organisation protéique des oxydases.

Nous nous intéressons, dans ce travail de theése, a ’enzyme de P. denitrificans. Dans un
premier temps, nous décrivons la structure globale de la protéine obtenue par diffraction aux
rayons X, puis nous abordons le mécanisme fonctionnel impliqué lors de la catalyse

enzymatique.

I.2.1 Structure de I’oxydase aaz de Paracoccus denitrificants

Parmi les oxydases terminales a "héme-cuivre", la cytochrome ¢ oxydase de type aa; est la
mieux caractérisée, notamment chez la bactérie P. denitrificans. Cette enzyme a été tout
d’abord isolée sous forme d’un sous-complexe fonctionnel de deux sous-unités en 1980%° puis
dans son ensemble de quatre sous unités en 1988°'. Les quatre sous-unités de la CcO de P.
denitrificans (4 SU-CcO) montrent une masse moléculaire apparente de 126 kDa et théorique
de 132 kDa.** Les trois sous-unités (I, II et IIT) présentent une grande similarité avec les sous-
unités (I, II et IIT) codées par le génome mitochondrial de I’oxydase eucaryote, tandis que la

-\ o . - 13
quatriéme sous-unité est spécifique des oxydases bactériennes.

La structure cristallographique & I’état oxydé, obtenue a la résolution de 2,8 A" (Figure
3), a permis de comprendre 1’organisation protéique de 1’oxydase. Elle contient quatre sous-
unités transmembranaires et les cofacteurs suivants : deux hémes de type a, trois atomes de
cuivre répartis en deux centres, un atome de calcium et un atome de manganése ou de

magnésium. Les sous-unités I et II, qui contiennent I’ensemble des cofacteurs redox, ont été
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par la suite cristallisées a la résolution de 2,4 A'”. Cette nouvelle détermination de la structure
a permis de décrire le site actif avec plus de précision. Ces deux sous-unités sont considérées
comme "le cceur fonctionnel" de 1’oxydase puis qu’elles sont impliquées dans D’activité
catalytique de I’enzyme. L’absence des sous-unités III et IV ne provoque pas un changement
de cette fonction catalytique. Récemment, les sous-unités I et IT ont été affinées a la résolution
de 2,25 A® afin d’apporter des éléments permettant une meilleur compréhension du cycle
catalytique de la CcO. Compte tenu de cette nouvelle structure et de I’analyse de la densité
¢lectronique, il a été suggéré la présence d’un pont peroxo entre ’héme a3 et le Cup dans la
forme oxydée de la CcO. Il a été également proposé que le transfert de protons dans le canal
D est bloqué par les chaines latérales des trois résidus asparagine localisés a proximité de la
porte d’entrée des protons dans ce canal. En outre, ’analyse du réseau de liaisons hydrogene
formé autour des propionates de I’héme a; suggeére que 1’imidazole de I’histidine 326 est

plutdt sous sa forme neutre, contrairement aux résultats obtenus auparavant qui ont proposé

que la chaine latérale de I’histidine 326 présente un imidazolate (charge négative) et peut étre
24

considéré comme un site de pompage de protons.

Périplasme

-

N sull

Figure 3 : Modéle du 4 SU-CcO (P. denitrificans, pdb file 1qglr)."* Les ions du cuivre (magenta)
forment le centre dinucléaire Cu, localisé dans la sous-unité II. Deux hémes de type a (bleu foncé)
situés dans la sous-unité I constituant I’heme a et le site actif a3-Cusg.

La sous-unité I (SU I) est composée de douze hélices hydrophobes et forme des canaux

hydrophiles permettant le transfert de protons. La SU I contient I’héme a, de bas spin, et le
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site catalytique constitué de I’héme a3, de haut spin, et du centre Cug. L’héme a; est ancré
dans la protéine par une histidine (His 411) qui sert de ligand proximal au fer. L autre site de
coordination de I’héme a; libre pour la liaison avec I’oxygéne est également accessible a
d’autres ligands exogénes compétitifs comme le monoxyde de carbone, le monoxyde d’azote
ou le cyanure. Outre les cofacteurs cités précédemment, des sites de fixation de magnésium?®

et de calcium® sans fonction oxydo-réductrice ont été découverts dans la SU 1.

L’héme a; et le Cug situé a proximité constituent le centre binucléaire de I’enzyme (Figure
4) ou I’oxygene se fixe, avant d’étre réduit en eau. Le Cug, distant du fer de I’héme a; de 5,2
A, est lié a trois histidines. L’une de ces histidines (His 276) forme une liaison covalente
inhabituelle avec une tyrosine (Tyr 280). La présence de cette liaison dans le site actif de la
CcO fait la particularité de ce site catalytique. De nombreuses études menées sur différentes
familles des oxydases a "héme-cuivre" ont recherché a €lucider le role de cette liaison dans le

r . \ r r . B 17,27,2
mécanisme a quatre électrons de la réduction de I’oxygéne en eau.'?"*
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Figure 4 : Représentation des centres métalliques de la CcO de P. denitrificans et du cyt ¢ soluble."
Les deux SU I et II contiennent quatre centres redox actifs situés proche des autres cofacteurs inactifs
(les deux hémes a et a; (gris) ; Cu (magenta) ; Ca (bleu) et Mn/Mg (vert)). Le centre dinucléaire Cux
recoit les électrons du cyt ¢ et ’héme a;-Cup constitue le centre binucléaire ou la réduction du

dioxygene a lieu. Les résidus D124 et K354 représentent des résidus clés pour les canaux ioniques D
et K.
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Il a ét¢ démontré que ce pontage servirait a maintenir I’architecture du site actif et a
moduler les propriétés de la tyrosine en diminuant le pKa du phénol, facilitant ainsi la

formation du radicale tyrosyle.

La sous-unité II (SU II) est formée de deux hélices transmembranaires dans sa partie N-
terminale et d’un domaine hydrophile contenant le centre cuivre Cua du coté périplasmique.
Ce centre (Cup) est constitué de deux atomes de cuivre distant de 2,6 A, dans un état de
valence mixte (Cu'-Cu") lorsqu’il est oxydé. Il est 1’accepteur immédiat des électrons

provenant du cytochrome c.

La sous-unité III (SU III) est composé de sept hélices transmembranaires réparties en deux
groupes de deux et cing hélices o en V et ne fixe aucun centre redox. Son rdle reste encore un
sujet a débat. I1 a été suggéré que la SU III constitue un canal d’accés conduisant I’oxygeéne au
site actif’ ou qu’elle stabilise la structure de I’oxydase au cours du cycle catalytique. Cette
dernieére hypothése découle de la dénaturation du complexe 2 SU-CcO pendant un cycle

. ’ . \ 30,31
continu de la réduction de I’oxygene.”™

La perte de la fonction enzymatique peut étre due a
un changement structural ou a une augmentation de la flexibilité du centre binucléaire en

absence de la SU III.

La sous-unité IV (SU 1V) a été découverte dans certains complexes bactériens cristallisés.
Elle est constituée d’une seule hélice transmembranaire en contact avec les SU I et IIl. La
délétion de son géne donne un complexe a 3 sous-unités et ne montre aucun effet sur
Iactivité enzymatique.’> Bien que son role ne soit pas encore déterminé, la SU IV, entourée
par des molécules de lipides, peut étre impliquée dans la structuration du complexe dans son

environnement hydrophobe."

1.2.2 Mécanisme réactionnel de la CcO

L’activité principale des oxydases mitochondriales et bactériennes est la réduction du
dioxygeéne en eau. Cette réduction est complexe car elle implique le transfert de 4 ¢ et
nécessite donc un catalyseur. Par ailleurs, le couplage avec la synthése d’ATP n’est pas direct
mais passe par un couplage des réactions redox avec la formation de gradient de pH a travers
la membrane, de sorte que la CcO est non seulement un systéme de transfert d’électrons mais
aussi une pompe a protons. La compréhension des mécanismes de transfert d’électrons et de
transfert de protons, qui constituent encore a I’heure actuelle des sujets de recherche tres

controversés et trés activement développés, a fait 1’objet de nombreuses études sur les
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différents types d’oxydases. La caractérisation des intermédiaires du cycle catalytique a fait

I’objet de mon travail de these.

2.2.1 Transfert de protons

De nombreuses études sont menées afin de déterminer le cheminement des électrons et
leur vitesse de transfert d’un cofacteur a 1’autre. Quatre molécules de cyt ¢ réduits et de
potentiel redox de 0.235 V (Tableau 1) se fixent successivement a un site présent sur la SU II
de I’oxydase. Un électron est donc transféré depuis I’héme de chaque cyt ¢, d’abord vers le
centre Cup de potentiel redox plus élevé, puis vers I’héme a 1i¢ a la SU I et enfin vers le
centre binucléaire (le Cug et I’héme a3) de I’enzyme. Le dioxygeéne se réduit en eau grace a

son potentiel d’oxydoréduction élevé,” et permet ainsi aux organismes de disposer d’énergie.

AE° Référence
Cytc 0.235 Voet et coll., 1999
Centre Cu, 0.245 Voet et coll., 1999

Héme a 0.22 +/- 0.04 Hellwig et coll., 1999
Heéme a; -0.03+/- 0.01 Hellwig et coll., 1999
Cup 0.34 Voet et coll., 1999
0O, 0.815 Voet et coll., 1999

Tableau 1 : Les potentiels redox du cyt ¢ et des différents cofacteurs de la CcO obtenus au cours de
transfert des électrons.***’

Lors de la réduction du dioxygene, huit protons sont prélevés du cytoplasme. La moitié
sert a la formation d’eau, les protons chimiques, et les quatre autres, les protons pompés, sont

rejetés de I’autre coté de la membrane.

L’alignement des séquences des acides aminés de la CcO a montré que certains résidus tels
que : D124, N131, E278, K354 et Y280 sont extrémement bien conservés, et a suggéré des
sites de liaison entre ces résidus et les ions métalliques (Figure 5).""'**° En se basant sur les
¢tudes par mutagenese dirigée et 1’analyse de la structure par diffraction aux rayons X, deux
canaux K et D ont été identifiés chacun comme une chaine d’acides aminés protonables
pouvant établir entre eux des liaisons hydrogene et permettant ainsi le transfert des protons

(les protons chimiques et pompés) au sein de la CcO.

La caractérisation des acides aminés décrivant ces canaux a fait I’objet de trés nombreuses

études.>”™ En particulier, la lysine K354 a été définie comme la porte d’entrée du canal K des
11
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protons chimiques.®’ Il a été également proposé que ce résidu permet de relayer I’arrivée des
protons chimiques de la membrane cytoplasmique jusqu’a I’héme a3 par un réseau de liaisons
hydrogéne comprenant les résidus : T351 et Y280.27*® En effet, toute mutation d’un des
résidus du canal K empéche la réduction de 1’oxygéne au niveau du centre binucléaire.
Cependant, il a été suggéré que ce canal peut fournir un a deux protons au site actif durant la
phase de réduction du cycle catalytique, puisque cette phase est bloquée uniquement dans le

cas de la mutation du résidu lysine K354.%4!

N131

© E(1)78
o

analD Canal K

D124

+

H+

Figure 5 : Transfert de protons & deux canaux (K et D) dans la CcO de P. denitrificans."” Les acides
aminés jouant un role fonctionnel dans le transfert de protons sont montrés sur la figure (pbd-file
larl)”. Les résidus du canal D sont les suivants : D124, N131, N199, G196, S193, E278 (W164). Le
canal K est formé a partir des résidus K354, T351 et Y280. Un canal de sortie, comprenant les
propionates des hémes, R373/374, les ions Mg/Mn, T329 et D399, a été proposé.

13,39,42,43
413742

Le canal D dont la porte d’entrée est un résidu aspartate D12 permet la

translocation vectorielle des protons a partir de la membrane cytoplasmique. De plus, Les

12
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données obtenues par diffractions des rayons X montrent qu’une chaine de molécules d’eau,
mettant en jeu des liaisons hydrogene, s’établit entre le résidu D124 et les résidus asparagine
N131, N113 et N199. Ces derniers sont aussi en interaction avec le résidu glutamate (E278)
par le biais d’une autre chaine de molécules d’eau produisant un réseau de relais de charge, et
donc permettant de transférer les protons.”>*** Puisqu’il a été postulé que tous les protons
pompés et au moins deux protons chimiques sont transférés a travers le canal D, il existe donc
un site de branchement permettant de distribuer les protons soit vers le centre binucléaire soit
vers le site de pompage.*® Des études récentes ont suggéré que 1’entrée de chaque électron
dans le site actif est couplée d’une part a une consommation d’un proton chimique et d’autre

part & une translocation d’un proton a travers la membrane au niveau du résidu E278.%

Afin de réveler la maniere dont cette translocation de protons s’effectue, certains résidus
localisés au sein de la SU I ont été mutés ; les résidus D124 et N131 ont été identifiés d’avoir
un ro6le fonctionnel important dans la consommation et le pompage de protons,
respectivement. La variante D124N a perdu la majorité de son activité catalytique puisque
I’oxydation du cyt ¢ et le pompage de protons sont quasiment déficients. Ces résultats ont été
récemment confirmés par 1’utilisation de la spectroscopie ATR-FTIR.*® D’autre part, I’étude
du mutant N131D s’est révelée particulierement intéressante car celui-ci présente une activité
totale de la réduction de 1’oxygene, tandis qu’il ne montre aucun pompage de protons. Ce
mutant est donc désigné par la variante découplée.’” La mesure des valeurs du pKa des acides
aminés chargés peut jouer un role important dans 1’¢lucidation des résidus impliqués dans la
translocation de protons. Dans ce cadre, des expériences de spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (IRTF) ont déterminé les états de protonation du résidu E278 de la
CcO sauvage™ et du mutant N131D* dans I’état totalement réduit de I’oxydase (état Pg). Les
résultats obtenus montrent que la valeur du pKa du résidu E278 augmente de deux unités, de
pKa = 9 pour I’enzyme native au pKa = 11 pour la variante N131D. En effet, I’introdduction
d’une charge négative (N— D) semble distribuer le couplage électrostatique au sein du canal
D, ce qui induit la varition des valeurs de pKa des acides aminées et la perturbation des
liaisons hydrogene établies entre les molécules d’eau. Il a été également suggéré que la
déficience du mutant N131D peut avoir une influence directe sur le résidu E278. E278 a été
proposé d’étre le site de branchement de protons : les protons chimiques sont transférés vers
le centre binucléaire, tandis que les protons pompés sont transférés vers le site de pompage.
L’analyse de la structure du mutant N131D a suggéré que 1’énergie €lectrochimique de la

réduction du dioxigene pourrait étre couplée aux réseaux de liaisons hydrogéne, et donc ceci
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pourrait induire différentes conformations au résidu E278 afin de pomper les protons a travers

50
la memebrane.

De maniére intéressante, la variante doublement mutée N131D/DI124N s’est révélée
capable de pomper les protons et ne présente aucune modification de la valeur du pKa du
résidu E278 lors de I’état Pgr, mais elle ne catalyse plus la réduction de I’oxygéne en eau. Ces
résultats ont été interprétés en terme de la suppression d’une charge négative (D — N) au sein
du canal D de la variante N131D/D124N qui peut restaurer la valeur du pKa du résidu E278 a
la valeur typique de la CcO native.”' Il a été postulé que la distorsion de charges négatives au

. .. o N . . N 52
sein du canal D diminue la capacité de 1’oxydase a réduire le dioxygene en eau.

Bien que le résidu W164 est localisé au dessus de E278 qui constitue le site terminal du
canal D, I’étude du mutant W164F a montré que ce canal ne permet plus la translocation de
protons & travers la membrane.” Ces résultats ont suggéré donc la présence d’un canal de
sortie passant par le résidu W164. Un troisieme canal H de transfert de protons a été proposé

54-56
f

chez I’enzyme de cceur de beeu , tandis qu’il n’est pas admis pour les enzymes

bactériennes.

La réduction de I’oxygéne moléculaire en eau est couplée au pompage de protons, mais la
chronologie des différentes étapes de la réaction et de cette translocation reste encore
controversée. Ainsi, une meilleure connaissance des étapes de transfert de protons vers le site
actif au cours du cycle catalytique permettrait une meilleure compréhension de la réduction du

dioxygene par les CcO.

2.2.2 Intermédiaires du cycle catalytique

La cytochrome ¢ oxydase est une métalloprotéine contenant deux métaux de transition au
niveau du site actif, et qui doit son activité au changement d’état d’oxydation de ces métaux.
Elle est directement impliquée dans une chaine de transfert d’électrons par le changement

réversible de la valence des métaux Fe(IV)/Fe(Ill)/Fe(II) et Cu(II)/Cu(l).

Le mécanisme de la réduction du dioxygene a été étudi¢ selon trois états redox différents
de I’enzyme au départ : 1’état complétement réduit (FR) ([Cu' Cu']s, Fe'y, Fe''ss, Cu'p), Iétat
dit a "valence mixte" (MV) ([Cu' Cu'']a, Fe'",, Fe''s3, Cu'g) et I’état complétement oxydé (O)
([Cu! Cua, Fe,, Fe'll,;, Cully).
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Réactivité des états complétement réduit et a valence mixte avec ’oxygeéne

L’étude des réactions des états redox (MV)’’ et (FR)™® de I’enzyme avec le dioxygéne a
été principalement réalisée par la méthode de flow flash mis au point par Gibson.” Cette
méthode consiste a photodissocier la protéine ligandée avec le CO en présence d’oxygene
pour induire la réaction. En effet, la photodissociation du CO libere le site catalytique de
I’enzyme et permet ainsi a 1’oxygene de s’y fixer pour étre réduit. Les différents
intermédiaires de réaction sont alors suivis et identifiés par différentes techniques. La
spectroscopie d’absorption® permet de distinguer et mesurer le temps de transfert d’un
intermédiaire a 1’autre. La spectroscopie de résonance Raman (RR) est utilisée ensuite afin
d’identifier avec plus de précision ces intermédiaires.®** Actuellement, le schéma réactionnel
de la réduction de dioxygeéne par CcO peut étre décrit de la fagon suivante a partir de 1’état

redox (MV)®* (Figure 6):

Fe3'-OH-
Cug'
HO-Y

Fe,v=0
H j':"CUQI

Figure 6 : Schéma du cycle de réduction de 1’oxygéne par la CcO a partir de 1’état redox (MV). Les
différents intermédiaires sont nommés par les lettres en majuscules ; les cadres présentent une vue
schématique du site actif avec le fer de ’héme a3, le Cug et la tyrosine 280. L’intermédiaire O
représente 1’état oxydé, E est un état partiellement réduit, R est 1’état réduit du site actif, A représente
I’intermédiaire suivant la fixation du dioxygene, P désigne I’intermédiaire « peroxy » et F ferrique.

D’une manicre générale, le cycle catalytique de la CcO se déclenche lorsque 1’état oxydé
O de I’enzyme regoit un ¢électron du cytochrome ¢ et deux protons chimiques de 1’espace
intermembranaire pour former I’intermédiaire E.* Le pompage d’un proton a été observé

pour cette transition.
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L’entrée d’un second ¢€lectron dans le site actif ainsi que le transfert de deux autres protons
entraine la formation de I’intermédiaire réduit R. Un proton semble étre libéré a 1’extérieur

pendant la transition E—R.

Malgré les différences redox de ces deux intermédiaires (I’héme a et le Cuu sont réduits
pour 1’état (FR) et sont oxydés pour 1’état (MV)), leur réactivité vis-a-vis de I’oxygéne est la
méme. Ils permettent tous les deux la formation du premier intermédiaire réactionnel, le
composé A (Fe'-0,)%, présentant un maximum d’absorption 4 595 nm et une bande Raman®’
4 571 cm’™. Dans le cas de la CcO, ce complexe Fe'-0, est relativement instable et donc il
n’est observable qu’a basse température. Cette étape est suivie par la rupture héterolytique de
la liaison O-O en moins de 200 us pour former le second intermédiaire Py (Fe''=0),
caractérisé par un maximum d’absorption a 607 nm et une bande RR a 804 cm™. Une des
questions essentielles posées par ce mécanisme est la provenance des quatre électrons
nécessaires & cette réaction. Deux proviennent de Ioxydation du Fe" en Fe'', un de

. 1 it . .. oy , . , .
I’oxydation du Cu’ en Cu mais I’origine du quatriéme €lectron est moins évidente.

Les structures cristallographiques des oxydases de P. denitrificans et des mitochondries
montrent que 1’une des histidines liées au Cug (His 276) forme une liaison covalente avec une
tyrosine (Y280). L’¢tude de I’intermédiaire Py par spectroscopie RPE a montré que cette

tyrosine émettait un signal caractéristique d’un radical.’® La tyrosine passerait d’une forme
OH a une forme O en libérant un électron et un proton. L’¢lectron ainsi libéré permettrait la

réduction de 1’oxygeéne en une seule étape, évitant ainsi la formation d’intermédiaires
radicalaires toxiques.”” Par ailleurs, 1’étude du mutant Y280H chez P. denitrificans a montré
I’importance de cette liaison dans le maintien de la distance entre les deux métaux du centre

. ;. 28
binucléaire.

Cependant, lorsque la catalyse commence par I’état compleétement réduit de 1’enzyme, le
quatriéme électron est directement fourni par I’héme a (Pr). La durée de la transition A—P
est de I’ordre de 170 ps pour I’état a mixte valence (Py) et de 30 ps pour I’état complétement
réduit (PR).70 Cette différence au niveau de la durée de la transition entre A—Pr et A—>Pyp a
été reliée a la vitesse du transfert du quatriéme électron au site actif. Les constantes de temps
trouvées pour le transfert des électrons entre les hémes (a et a3) sont trés inférieures a celles
obtenues entre la Tyr280 et I’héme a;. Dans le cas de 1’état P, le transfert électronique se fait
en méme temps que 1’extinction du composé A. Ainsi, la disponibilité de 1’¢électron dans

I’héme a est a I’origine de la différence de réactivité entre I’état complétement réduit et 1’état
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a valence mixte.”' Il a été proposé que ’état Pr présente un tyrosinate au lieu d’un radical

. . )
tyrosine dans le centre binucleaire.

Par ailleurs, la modélisation du site actif de 1’enzyme a 1’état réduit et 1’étude du
mécanisme de la rupture de la liaison O-O par la théorie de la fonctionnelle de la densité
(DFT) ont apporté des informations supplémentaires sur la transition A—P. Le mode¢le utilisé
comporte une porphyrine de fer avec un imidazole proximal et un atome de cuivre lié a trois
autres imidazoles, dont I’un porte un groupe phénol, analogue de la tyrosine 280. En effet, ces
travaux ont suggéré que le chemin réactionnel pour lequel 1’enthalpie libre d’activation
calculée est la plus proche de la valeur expérimentale passe par une espece transitoire du type
u-hydroperoxo (Fe,;"(OO(H)Cug") (Figure 7).”** Dans ce scénario, les auteurs en déduisent
que le transfert d’un proton au dioxygeéne coordonné a I’héme Fea; est une étape préalable et

nécessaire a la rupture de la liaison O-O.

I:rz:j " hﬁrﬂ: ﬁ I:*{;‘{é“ :;!:Hn

i)

Fe'
Etat raduit BTy

g ,H}J ""'*f/ HHJ"(’ k:hﬂ(

HG
(H. ?
F-']'_ F:‘—
P“ [Hydro)paraxa

Figure 7 : Modéle schématique proposant la formation d’une espéce transitoire de type peroxo entre
les deux intermédiaires A et PM.73’74

On suppose aussi la formation d’un pont peroxo transitoire entre les deux centres

métalliques (Fe''(0,”)Cu") a trés faible durée de vie, lors de la transition de I’état A & 1’état

61,75 . . r . r r o
Py’ Les calculs de la mécanique moléculaire menés sur le composé A ont suggéré la

111 ... I P . . < . oy
(Oy)Cu), ce qui indique que le cuivre se trouve a proximité de

formation de I’espéce (Fe
I’atome d’oxygéne du superoxo (Cu~O = 2.12 A).”® Ces résultats appuient également
I’hypothése de la formation d’une espéce transitoire de type peroxo lors de la transition de
I’état A a I’état P.
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Pour poursuivre le cycle catalytique, le composé Py regoit un électron supplémentaire et
se convertit en un autre état oxoferryl F”’, caractérisé par un maximum d’absorption & 580 nm
et une bande Raman a 7857 cm™. 11 a été montré que 1’électron nécessaire pour la transition
Py—F n’est pas transféré directement au site actif mais plutot, du Cup a I’héme a.
Contrairement a [’état Py, 1’¢tat redox de Dl’intermédiaire F peut contenir un proton
supplémentaire avec une liaison hydrogéne liée au Fe''=0."' Cependant, le site exact de cette
protonation n’est pas encore clairement déterminé mais pourrait correspondre a un tyrosinate
ou un ligand hydroxyde 1i¢ au Cug. Il a été montré que cette transition est couplée a une

translocation d’un proton.”

L’entrée du quatriéme électron et proton au site actif de I’enzyme accompagné par la
libération d’un proton, cldt le cycle catalytique en restaurant 1’état oxydé O de départ. La
nature exacte de ce premier intermédiaire n’est pas encore clairement définie mais pourrait
correspondre a une espeéce hydroxy ferrique, comme nous en discuterons plus loin. Sa

formation est dépendante du pH.

La méconnaissance du mécanisme de réduction de I’oxygeéne par la CcO provient
fondamentalement de la méconnaissance des étapes de transfert de protons vers le site actif.
La steechiométrie de la réaction de réduction de 1’oxygene en eau oblige en effet a considérer
que quatre protons doivent & un moment ou un autre étre ajoutés aux réactifs et parallélement
quatre autres devraient étre pompés a ’extérieur de la membrane. Ce sont précisément les
paramétres de ces étapes de transfert de protons (nombre de protons, source, géométrie du
transfert) qui déterminent 1’évolution de 1’état O vers 1’une ou I’autre des espéces proposées.
Le couplage du transfert d’électrons et de protons dans la CcO est toujours sujette a

discussion (les différents mécanismes proposés sont présentés dans 1’annexe 2).

Réaction de I’état complétement oxydé avec le peroxyde d’hydrogéne

L’¢état réduit R peut réagir avec le dioxygene quelque soit son mode de formation. Il a été
montré que ’état P peut étre généré a partir de la forme oxydée par: "ATP-energised
mitochondria" (Iétat Py)*, par la réaction avec CO-O, (I’état Pco)®', par I’oxygénation de
I’état totalement réduit (I’état Pgr)”’ ou encore par I’ajout de quantités équimolaires de

peroxyde d’hydrogéne (I’état Py).5**

Les ¢études de spectroscopies de résonance Raman et d’absorption UV-Vis confirment que
I’intermédiaire obtenu a partir de la réaction CcO-oxydée/H,0O, est identique a 1’état Py

formé lors de la réaction CcO-MV/O,. De plus, ces études ont montré que trois intermédiaires
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peuvent étre généreés artificiellement a partir de la CcO oxydée du cceur de beeuf en modulant
simplement la concentration de H,O, et/ou en modifiant le pH du milieu : 1’état Py, I’état F'y

et I’état Fyy (Figure 8 A).**
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Figure 8 : Cycle catalytique des intermédiaires de la CcO de P. denitrificans. (A) spectres
d’absorption différentiels des intermédiaires (moins 1’état 0).'* (B), a partir de 1’état O, I’état E est
formé par I’entrée d’un ¢”. Le transfert d’un 2°™ ¢” conduit 4 la formation de I’état R. L’état A est
généré apres la fixation de 1’oxygéne. Une rupture de la liaison O-O résulte en 1’état P et une étape

de protonation entraine la formation de 1’état F". Le transfert de deux autres e au site actif conduit a
I’état F qui se relaxe a 1’état O."
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Ces intermédiaires se différencient par leurs spectres d’absorption de différence (spectre de
I’oxydase obtenu par différence entre le spectre de I’intermédiaire et celui de la forme oxydée
0O), notamment, au niveau de la bande a (Figure 8 B). L’¢tat Py, généré par une quantité
équimolaire de H,O, a pH 9, est caractérisé par un maximum d’absorption a 610 nm. Cet
intermédiaire peut se convertir en une seconde espece isoélectronique (1’état F'y) mais avec
un maximum d’absorption a 575 nm, par une simple diminution du pH a pH 6.*° L’addition
d’un grand excés de H,O, (rapport molaire 1:500) a chacune de ces deux especes entraine la

formation de 1’état Fy dont le maximum d’absorption est observé a 580 nm.%¢

De plus, des ¢tudes de spectroscopie RPE ont permis de mettre en évidence la présence
d’un radical tyrosyl Y167 dans les deux espéces Py et F'y**® (Figure 9). Cette tyrosine Y167
est située assez loin du site actif de la CcO pour étre considérée comme le donneur direct du
quatrieme ¢€lectron manquant pour la réduction de I’oxygene en eau, et donc il a été proposé

que le premier donneur de cet électron puisse étre un résidu tryptophane.®

Y167

Haem aa

Figure 9 : Site actif de la CcO de P. denitrificans (la liaison covalente entre Y280 et H276 est
représentée par une fléche bleue).'”

Récemment, des résultats de spectroscopie "microsecond freeze hyperquenching" (MHQ)

ont montré que la densité électronique est localisée a la fois sur les deux résidus tyrosine et
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tryptophane et non uniquement sur le systéme m ou 1’oxygéne phénolique de la tyrosine.® Les

auteurs suggérent un transfert électronique rapide entre un radical cation Trp ™ et un radical

Tyr. D’apres la structure cristallographique du site actif de la CcO (Figure 1.9), les auteurs
proposent de désigner Trp 272 comme candidat potentiel de la formation de ce radical cation,
qui pourrait étre un intermédiaire entre le donneur original de 1’électron manquant, Tyr 167, et
le complexe [Fea3H-02/CuBI]. Ce résidu est localisé a une distance de 3 A de la tyrosine 167 et
permet de lier directement cette dernic¢re au centre binucléaire. Cependant, les études réalisées
par diffraction des rayons X suggerent que la tyrosine Y280, liée d’une maniere covalente
avec I’histidine H276, forme un radical tyrosyl durant le cycle catalytique naturel de la CcO.

Le Tableau 2 présente tous les intermédiaires introduits dans cette partie.

Etat de Site Mode de Maximum Références
Réduction  bimétallique production d’absorption
Etat O - Fea;(IIT) Cug(II) "As isolated" 601 nm
Y280
Etat E réduita l ¢  Feas(IlI) Cug(l) Complexes de 608 nm Witt et Chan,
Y280 ruthénium ou état 1987
F+CO
Etat R réduita 2 e Fea;(1) Cup(l) - Morgan, 1996
Y280
Etat A réduita2 e Fea;(I1)-0, Cugp() totalement réduit 590 nm Chance, 1975
Y280 + 0,
Etat P réduita2 e Fea;(IV)=O "HO-Cug(Il) "Energised 607 nm Wikstrom, 1981
Y280* mitochondria"
Etat Pco réduita2e  Fea;(IV)=0O HO-Cug(ll) CO+0, 607 nm Chance, 1975
Y280
Etat Pg réduita2 e Fea3;(IV)=0 HO-Cug(Il) totalement réduit 607 nm Morgan, 1996
Y280 +0;
Etat Py réduita2 e Fea;(IV)=0O "HO-Cup(ll) Quantité 610 nm Bickar, 1982
Y167* équimolaire  de
Hzoz, pH 9
Ftat Fy réduita2e  Fea;(IV)=O H,O-Cug(ll) Quantité 575 nm Fabien, 1995
Y167* équimolaire  de
Hzoz, pH 6
Etat F réduita3 e Fea;(IV)=0O H,0O-Cup(Il) "Energised 580 nm Wikstrom, 1981
Y280 mitochondria"
Etat Fy réduita3e  Fea;(IV)=O H,O-Cug(Il) Excés de H,0, 580 nm Bickar, 1982
Y280

Tableau 2 : Résumé des intermédiaires naturels et artificiels du cycle catalytique de la CcO. Les
maximums des intermédiaires listés sont obtenus a partir des spectres d’absorption différentiels (moins
I’état O).
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Nature du premier intermédiaire (état O)

A la différence des intermédiaires Py et F ou les spectres d’absorbance ont clairement
permis de définir leur nature (Fe''=0), le spectre de ’état oxydé O ne permet pas clairement

son identification. Plusieurs propositions ont été faites sur la nature du premier intermédiaire :

11 est proposé que I’intermédiaire O pourrait étre espece hydroxyde ferrique. Les études de
spectroscopie Raman réalisées sur cet état ont montré la présence d’une bande caractéristique

d’une espéce hydroxyde ferrique a 450 cm™.”*"!

Cependant, d’autres études apportent des résultats contradictoires avec cette hypothese et
tendent 2 montrer que 1’espéce oxydée ne serait pas le complexe hydroxyde ferrique. En effet,
des études de susceptibilité magnétique (St = 2), de RPE et de Mdssbauer ont montré un
couplage antiferromagnétique entre le fer(Ill) et le Cu(Il) du site actif de I’enzyme a 1’état
natif.”® Il a été suggéré qu’un ligand pontant sert de médiateur a ce couplage magnétique. Il
pourrait s’agir d’un ion oxyde (O%), hydroxyde (OH), un superoxyde (O,>), d’une espéce
(H,OOH), CI ...

De plus, I’étude de plusieurs structures cristallines de la CcO a 1’état oxydé a révélé la
présence d’une densité électronique entre les deux centres métalliques Feas® ™ et Cug®’ du site
actif.'* Afin de déterminer les espéces qui peuvent étre & I’origine de cette densité, la
modélisation de certaines espéces (une seule molécule H,O, un pont peroxo (‘O-O’) ou une
molécule de dioxygéne (0=0), 2H,0, 1H,0 + OH, COs>, CI) a été effectuée. Il s’avére que
les ions CI" et O-O" permettent une meilleure modélisation de cette densité électronique. De
plus, les deux charges négatives portées par I’ion O'-O" peuvent neutraliser ’exces de charge
positive localis¢ dans les deux centres métalliques (Figure 10). Il est important de noter que
selon la nature du premier intermédiaire, le mécanisme conduisant a la réduction de

dioxygene sera différent.

$Q=+1
p

Figure 10 : Mod¢le d’un pont peroxyde complexé entre les deux centres métalliques oxydés du site
binucléaire. Y-OH représente la tyrosine 280. La charge totale du site binucléaire est Y Q = +1.
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Chapitre I : Cytochrome ¢ oxydase et ses modeles

Role du Cug et de son environnement dans I’activité catalytique des CcO

Les données obtenues par diffraction des rayons X montrent que le Cug est un centre
unique des oxydases a "heéme-cuivre" et qu’il est différent des autres sites cuivriques

93,94

communément découverts (les centres de cuivre de type I-III) , méme si les centres de

cuivre de type Il rencontrés dans les oxydases de galactose, dopamine -monooxygénase et

. ;N .. . g 93.94
laccase sont également coordonnés a trois ligands histidine.”™

Il a été suggéré que la liaison
particuliere His-Tyr située au voisinage du centre Cug diminue ’affinit¢ du proton de la
tyrosine 280 (numérotation CcO de Bos tauru, entrée PDB 1V54”). Des études réalisées sur
des composés modeles tel 2-imidazole-1-yl-4-méthylphénol, révelent que la liaison covalente
¢tablie entre 1’imidazole et le cycle du phénol provoque une diminution du pKa du proton
phénolique par 1.6 pour obtenir un pKa = 8.6, et une augmentation de 66 mV du potentiel
redox pour le radical formé (~750 mV (En7)).”® Des travaux de chimie quantique effectués
sur un systéme modélisant le complexe imidazole-phénol, ont montré également que la liaison
formée entre ces deux cycles aromatiques contribue significativement aux affinités
d’¢lectrons et de protons, tandis que, 1’atome de cuivre, simulé comme une particule de
charge, contribue plutdt aux propriétés thermodynamiques du phénol.”” Compte tenu des
études de DFT, Daskalakis et coll. ont proposé récemment que la liaison covalente His-Tyr
est importante pour la fixation du centre Cug dans une certaine configuration par rapport a
I’héme 613.98 Toutefois cette étude est focalisée sur les états de coordination du monoxyde de
carbone au centre Cup et leurs vibrations infrarouge sans considérer les contraintes
structurales imposées par la chaine polypeptidique de la protéine. D’autres études de chimie
quantique décrivant la structure électronique et énergétique du site Cupg dans différents états
redox et de coordination du mécanisme fonctionnel ont été réalisées afin de mesurer
I’importance de ce centre métallique dans I’activité catalytique des oxydases.”” Les résultats
obtenus au cours de ces études montrent que la liaison His-Tyr provoque une diminution de
I’affinité¢ des protons et un accroissement de celle des électrons pour le résidu Tyr280 et le
Cug. De plus, un équilibre électronique entre ces deux derniers a été observé et semble étre lié
a la structure unique de ce systeme. Il a été suggéré que cet équilibre électronique peut étre
sensible a la présence d’une charge positive située a 10 A du centre Cup. Des études de
mécanique quantique/mécanique moléculaire (QM/MM) et de dynamique moléculaire (MD)
ont permis de prédire des propriétés vibrationnelles de 1’unité His-Fe''=0 des intermédiaires
oxoferryl de la CcO."™ Ces résultats ont montré une dépendance entre les fréquences
vibrationnelles de cette unité et la distance séparant le Cug et I’atome du fer de I’héme as;.

Cette distance semble étre associée a 1’état de protonation du propionate A de ’héme a; et
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peut jouer un role crucial dans le mécanisme fonctionnel de 1I’oxydase. Ces études suggerent
qu’un tel mouvement ayant lieu a proximité du Cug est capable de moduler les équilibres

redox permettant a ce site d’injecter des électrons au substrat.

A partir des différentes informations structurales et spectroscopiques citées plus haut,
plusieurs mécanismes possibles de réduction de 1’oxygeéne par ’enzyme ont été postulés et
aucun consensus n’a été atteint jusqu’a aujourd’hui. De plus, peu d’informations existent sur
les propriétés fonctionnelles des processus de protonation/déprotonation qui peuvent jouer ou
non des roles fondamentaux dans la distribution des protons nécessaires pour la réduction de
I’oxygéne et le pompage de protons. Enfin, il faut noter que les propositions sur la nature
chimique des intermédiaires réactionnels restent aussi des hypothéses. Un moyen d’apporter
des informations sur le mécanisme catalytique de la cytochrome ¢ oxydase, consiste a
¢laborer des modeles synthétiques, reproduisant la fonction du site actif: c’est ’approche

biomimétique.

Dans la suite de ce chapitre introductif, nous analyserons 1’évolution structurale des
modeles biomimétiques et nous nous intéresserons plus particulierement aux conséquences de
petites modifications structurales de ces mode¢les sur les propriétés catalytiques du systéme
et/ou sur les adduits oxygénés formés lors de réactions avec 1’oxygene moléculaire. Nous

introduirons ensuite les modéles étudiés au cours de cette thése.

1.3 Modéles biomimétiques de la cytochrome c oxydase

Les modeles biomimétiques synthétisés par les chimistes s’attachent a reproduire les
caractéristiques géométriques et électroniques du site actif de 1’enzyme en mettant en

évidence des relations structure-fonction.

Au cours de ces dernieres années, l'intérét pour les modeles biomimétique de la
cytochrome ¢ oxydase ne cessant d’augmenter, de nombreuses stratégies de synthése ont été
¢laborées et des avancées considérables dans la compréhension des interactions heme/Cu/O;
ont été obtenues via I’isolation d’intermédiaires réactionnels et leurs caractérisations. Ainsi

deux grands types de mod¢les ont été développés.

- Les modeles fonctionnels visant a reproduire 1’activité catalytique de la CcO qui est la

r . \ 7 \ 101
réduction & quatre électrons de I’oxygéne. "
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- Les mode¢les structuraux reproduisant un état spécifique du site actif de 1’enzyme sont
principalement désignés pour I’étude des interactions qui peuvent avoir lieu entre d’une part

héme/O, et d’autre part Cu/O,.'%

Cependant, il serait inconcevable de les séparer, puisque un grand nombre des modéles

structuraux sont aussi fonctionnels.

La modélisation du site actif de la CcO requiert de rassembler, pour une méme molécule,
un ensemble de critéres distincts. Le premier d’entre eux est d’utiliser un ligand support
susceptible de former un complexe de Fe(Il) tétravalent-plan, permettant au métal de fixer
différents coordinats exogeénes sur ces positions axiales laissées encore vacantes. Dans cette
optique, le ligand porphyrine s’impose immédiatement : il est le plus proche des systemes
naturels modélisés, il est de synthése aisée et posséde plusieurs positions accessibles
permettant, dans la plupart des cas, la complexation du cuivre sur la face distale en vue d’une

fonctionnalisation.

Depuis la résolution de la structure de la CcO en 1995, de nombreux modeles ont été
décrits dans la littérature. Il parait impossible de tous les énumérer dans ce manuscrit, nous
nous contenterons de décrire un nombre restreint de modeles de la CcO que nous jugeons

significatifs.

1.3.1 Modéles Fonctionnels

Un des objectifs de I’approche biomimétique est de mettre en relation structure et activité
de I’enzyme afin de synthétiser des catalyseurs qui conduiront a une meilleure compréhension
au niveau moléculaire des facteurs qui controlent la réduction tétraélectronique de 1’oxygeéne

€n cau.

En 1997, I’équipe de Collman a publié le premier modele fonctionnel de la cytochrome ¢
oxydase capable de fixer irréversiblement le dioxygene a pH physiologique, avec un rapport

molaire de 1:1 (Figure 11).'%

Ce systéme associe une porphyrine de Cobalt(Il) et un chapeau
triazacyclononane (TACN) permettant la coordination du cuivre. Les deux sites de
complexation sont reliés par des liaisons amide permettant de maintenir la distance cobalt-
cuivre entre 4.5 et 5.5 A. Ce modéle comporte une base axiale de type imidazole imitant

I’histidine proximale du systéme naturel.
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Figure 11: Premier mode¢le fonctionnel de la CcO a pH physiologique.103

Afin d’étudier le comportement biomimétique des modeles héme/cuivre, 1’électrocatalyse
sur ¢lectrode rotative «disque-anneau» s’est révelée étre une méthode de choix. L’¢lectrode,
qui sert a la fois de support de catalyseur et de donneur d’¢lectrons est formée d’un disque de

graphite entouré d’un anneau de platine (Figure 12).

anneau de
platine

Disque en
EPG

Tetlon

104

Figure 12 : Schéma d’une ¢électrode rotative «disque-anneau» (RDE).

Le principe de cette technique est basé¢ sur I’adsorption des catalyseurs insolubles dans
I’eau sur le disque de graphite, puis I’introduction cet ensemble dans une solution aqueuse
saturée en dioxygene et tamponnée a un pH proche des valeurs physiologiques. Le potentiel
de I’anneau est fixé de facon qu’il puisse réoxyder en oxyeéne les especes partiellement
réduites du dioxygene, tandis que le potentiel du disque est balayé afin de déterminer le
potentiel de réduction de I’oxygene. L’efficacité du catalyseur pour la réduction de I’oxygéne
en eau est déterminée en fonction de la quantité du d’espeéces partiellement réduites

. 101
formées.
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Le complexe Co(II)-Cu(I) du modele (1-Co) montre en électrocatalyse une réduction
tétra¢lectronique du dioxygeéne en eau avec production négligeable d’espéces partiellement
réduites (peroxyde d’hydrogene). Cependant les études d’électrocatalyse réalisées sur les
complexes 1-Co(Il) sans cuivre et Co(Il)-Cu(I) en absence de la base axiale proximale
révelent une réduction a deux ¢€lectrons du dioxygene en peroxyde d’hydrogene. Ces résultats
suggerent que 1’atome de cuivre et la base axiale sont directement impliqués dans la réduction
a quatre ¢électrons par ce modele. Bien que ce modele contienne un atome de cobalt au lieu
d’un atome de fer comme dans le systéme naturel, il est connu que le comportement de ces

deux atomes vis-a-vis de I’oxygene est similaire.

De maniére surprenante, le modele Fe(II)-Cu(I) (1-Fe) analogue du composé (1-Co)
(Figure 13) entraine une réduction di€¢lectronique du dioxygene avec production de peroxyde
d’hydrogéne.'” Cette différence de réactivité a été expliquée en termes de différence de
potentiel d’oxydoréduction du fer et du cobalt. Dans le complexe de cobalt, le potentiel du
couple Co(IIT)/Co(II) est plus élevé que le potentiel Cu(Il)/Cu(I) et donc la réduction du
cobalt se produit avant celle du cuivre, tandis que dans le complexe de fer, le potentiel du
couple Fe(IIT)/Fe(II) est moins ¢élevé que celui du Cu(Il)/Cu(I), ce qui provoque probablement
la fixation du dioxygeéne sur le cuivre au lieu du fer et il en résulte une réduction

diélectronique.

Figure 13: Mode¢le a chapeau TACN avec une base azotée en position axiale.

Afin de bénéficier d’un modéele Fe(Il)-Cu(I) permettant une réduction tétraélectronique du
dioxygéne en eau, le chapeau TACN a été remplacé par un chapeau Tribenzyl-

tris(aminoethyl)amine (TBTren). Le nouveau modele (2) (Figure 1.14) ainsi obtenu permet
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dans les conditions physiologiques de réaliser une réduction tétraélectronique du dioxygeéne

cn eau.l%

Figure 14 : Modéle a chapeau TBTren avec une base axiale embarquée.'**

Bien que les spectres RMN des modeles 1 et 2 révélent un couplage antiferromagnétique,
indiquant la formation d’un pont p-peroxo entre les centres métalliques (Fe''-(0,%)-Cu"), les
études de I’électrocatalyse montrent une réactivité différente avec 1’oxygene. Ces résultats
indiquent donc I’influence de I’environnement distal sur I’état peroxo formé et montrent
notamment le role important du potentiel redox du cuivre dans la distinction de la réduction
dié¢lectronique ou tétraélectronique de 1’oxygene. Dans le chapeau TACN, le cuivre(I) est
coordonné par trois atomes d’azote, ce qui rend I’état oxydé cuivre(Il) moins stable que celui
du chapeau TBTren, ou il est coordonné avec quatre atomes d’azote. Cet encombrement
stérique autour du cuivre du chapeau TBTren entraine une réduction du centre ferrique en
premier pour fixer le dioxygéne dans la cavité distale puis le cuivre se lie a son tour au

dioxygene pour s’oxyder.

Le remplacement de la base proximale de 1-Fe par une base de type pyridinique ou par une
base de type N-benzylimidazole plus rigide a montré en électrocatalyse une réduction a quatre
électrons avec une formation négligeable d’eau oxygénée.'”’ Ces résultats montrent qu’un
léger changement structural de la base proximale de la porphyrine peut affecter ¢galement les

propriétés catalytiques.

En 2002, le groupe de Collman décrit la synthése d’une série de complexes 3, 4 et 5
(Figure 15), possédant trois imidazoles dans le site distal permettant la complexation du

cuivre et une base axiale proximale de type imidazole coordinant le fer.'®

28



Chapitre I : Cytochrome ¢ oxydase et ses modeles

Fe[NHPr] 5

Figure 15 : Série de modéles « trés biomimétique » de Collman et coll.'®

Les deux sites de complexation sont reliés par des liaisons amides permettant de maintenir
la distance fer-cuivre de ~5 A. Le ligand utilisé posséde des propriétés électroniques et
structurales (ligands de type imidazole) qui modélisent plus fidélement celles de la cavité
distale du site actif de la CcO. Les résidus histidines complexant le cuivre posseédent des
groupes NH qui pouvaient jouer un réle important dans 1’activité catalytique de 1’enzyme.
Ainsi, les groupements imidazole-NH contenus dans ces modeles sont susceptibles d’élucider

la contribution de la liaison hydrogéne dans le fonctionnement de la CcO.

Bien que les modeles 3, 4 et 5 soient des catalyseurs a quatre ¢lectrons pour la réduction de
’oxygéne moléculaire, leur réactivité vis-a-vis de 1’oxygéne est bien différente.'” La
réactivité des complexes 3 et 5 avec le dioxygene induit la génération d’un intermédiaire

Fe""/Cu" p-peroxo, tandisque celle du composé Fe/Cu[NMePr]" (4) conduit a la formation

10 Malgré que

d’un superoxyde stable [Fe,''O,7/Cu'] & température ambiante (Figure 1.15).
les centres redox héme/Cu réduits sont placés a une distance Fe-Cu et dans une sphere de
coordination similaires a celles de I’enzyme, ils n’entrainent pas la formation d’un complexe

29



Chapitre I : Cytochrome ¢ oxydase et ses modeles

oxygéné contenant un pont peroxyde entre I’héme et le cuivre, comme cela a été largement
observé pour les autres modeles de la CcO synthétisés auparavant. Le complexe 4-O; présente

le premier modele mimétique de I’intermédiaire oxy (A) de la CcO.

Etonnamment, les complexes Fe/Cu[NMePr]" et Fe/[NMePr] présentent une affinité
différente pour le dioxygéne. L’adduit FeO,/Cu[NMePr]" peut étre formé rapidement a
température ambiante, tandis que 1’adduit FeO,/[NMePr] se dissocie et ne fixe complétement
I’oxygene qu’a basse température. De plus, le superoxyde Fe/Cu est beaucoup plus stable que
celui du fer seul qui se dégrade rapidement. Ces études suggérent que dans un régime de flux
d’¢lectrons rapide le Cu(I) assure la fixation de dioxygene sur le fer et le maintien de sa
stabilité en éliminant les peroxydes formés responsables de 1’auto oxydation de I’adduit O,-

catalyseur.

Afin de mimer le groupement OH de la tyrosine 280 présent dans le site actif de la
CcO, le groupe de Collman a étudié la réaction intermoléculaire entre 1’adduit superoxyde 4-
0, et deux phénols stériquement encombrés (5 ou 6) (Figure 16).""" Cette étude a révélé la
formation d’un radical phénoxyl a température ambiante, ce qui démontre le méme type de
réactivité que la CcO. Ces résultats ont également fourni une grande évidence sur la formation
d’un intermédiaire de type hydroperoxo et d’un adduit oxoferryl, analogue de 1’état P de la

CcO, a partir de ce mode¢le.

R =0OMe 5
R = C(CH;),CONHEt, 6

Figure 16 : Réaction intermoléculaire entre 1’adduit superoxo et deux phénols mimant la Tyr 280 de la
cco.

En 2004, I’équipe de Collman est parvenue a synthétiser un complexe binucléaire qui

réunit les principales caractéristiques du site actif. Ce modéle 7 est marqué par I’introduction
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d’un phénol 1i¢ de manicre covalente a un des imidazoles du site distal. Il constitue 1’un des

premiers modéles reproduisant le plus fidélement le site actif de la CcO (Figure 17).'"
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Figure 17: Formation des intermédiaires oxy et oxoferryl a partir d’'un mode¢le tres semblable
du site actif de I’enzyme. 2

Par I’ajout de I’oxygéne au complexe Fe'/Cu' du modéle 7 a -60°C, une espéce Fe''l-

superoxyde-Cu' (7-Oxy) a pu étre piégée et caractérisée. La spectroscopie de résonance
Raman a mis en évidence une bande a 575/549 cm™ (*°0,/'*0,) sensible au marquage
isotopique de 1’oxygene, et donc elle a été attribuée a la vibration d’élongation v(Fe-O) des
espéces héme-superoxyde (Oxy)."'™'"® Lors du réchauffement de la température a -40°C,
I’adduit 7-Oxy subit un processus redox intramoléculaire permettant la formation d’un
intermédiaire oxoferryl mimant 1’état P (Figure 17). Dans ce processus conduisant a I’espéce
7-Oxoferryl, le site Cu' distal s’oxyde pour donner un complexe du Cu' hydroxo ou aqueux ;
le Fe'" s’oxyde en un oxoferryl Fe'" et le phénol se transforme en un radical phénoxyl. A
partir de I’intermédiaire 7-Oxy, I’apport d’un proton et d’un électron entraine une rupture

hétérolytique de la liaison O-O, tel que cela a été observé pour la CcO.'"*

D’autres systemes ont ¢également pour ambition de reproduire la réduction
tétraélectronique de 1’oxygeéne de la CcO. Parmi ceux-ci nous citerons les porphyrines de fer
synthétisées comme modéles de la CcO par I’équipe de Boitrel''>''® ; leur activité, en tant que
catalyseur de la réduction a 4e” de ’oxygene a été étudiée a pH 7. Ces composés ont été
obtenus par greffage de motifs structuraux tres différents sur la méme porphyrine de fer, afin
de modifier I’environnement de celle-ci par des tétraamines tripodales, des piquets, et des
anses. Dans le cas des porphyrines portant un tripode, les amines secondaires du complexe ont
¢été alkylées par différents substituants afin de modifier I’environnement électronique de la
poche distale. Ces composés portent une base axiale exogeéne dans le site proximal de la

porphyrine (Figure 18).
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115

Figure 18 : Mode¢les tripodales (Boitrel et coll.).

L’¢électrocatalyse de la réduction du dioxygene pour les complexes 8, 9 et 10 et leurs
analogues du cuivre a été réalisée en milieu aqueux. Le potentiel de I’anneau de platine est
fix¢e a 0,8 V par rapport a la référence AgCl/Ag, potentiel pour lequel les espeéces
partiellement réduites de 1’oxygeéne éventiellement libérées lors de la réaction sur le disque
sont réoxydées. De fagon surprenante, les complexes obtenus en absence de cuivre présentent
une activité biomimétique, puisqu’ils catalysent la réduction de 1’oxygeéne moléculaire avec
une tres faible production de peroxyde d’hydrogene. Malgré les différences structurales de ces
complexes, leur réactivité avec 1’oxygene est la méme. Ils permettent tous les trois la
formation d’un intermédiaire oxygéné stable a température ambiante. Ces études montrent
¢galement que la coordination intramoléculaire d’une base azotée aux modeles 8, 9 et 10 n’est

pas nécessaire pour la réduction a 4e” de I’oxygene.

Au vue de ces résultats, on peut penser que la présence du cuivre dans la réduction de
I’oxygene ne semble pas €tre déterminante car a un pH proche des valeurs physiologiques, la
porphyrine de fer, en elle-méme, est un catalyseur efficace pour la réduction de I’oxygéne en

eau. Ces résultats soulevent la question du rdle exact du cuivre qui semble loin d’étre évident.

Les études évoquées précédemment utilisent des porphyrines de fer adsorbées sur une
¢lectrode afin de modéliser le comportement catalytique de la CcO. Bien que ces modeles
soient des catalyseurs intrinséquement efficaces pour la réduction, ils ne permettent pas de
mettre en évidence les roles du Cug et de la Tyr280. La réduction nécessite la fixation de
I’oxygene sur une porphyrine de fer et exige des électrons et des protons transférés
rapidement au complexe oxygéné. Ces conditions sont a priori satisfaites lorsqu’une électrode

modifiée par une porphyrine de fer se trouve en contact avec une solution aqueuse a pH 7. La
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principale différence entre 1’activité électrocatalytique des modeles synthétiques de la CcO
adsorbés sur une électrode et celle de I’enzyme provient de la vitesse des électrons délivrés
aux centres métalliques. Dans le cas des modeles, les électrons sont instantanément
disponibles en grand exces a la surface de 1’¢électrode, tandis que dans la CcO, les électrons
sont transférés séquentiellement (un par un) du cytochrome ¢ au centre binucléaire. De plus,
la grande concentration des sites redox contenus dans les films des catalyseurs adsorbés sur
I’¢lectrode créé un environnement qui différe notablement de celui de ’enzyme et dépend
significativement de I’état redox global du film."” Ainsi, le réle du Cug dans le
fonctionnement de 1’enzyme doit é&tre élucidé et confirmé par différentes approches

expérimentales.

Afin de contrdler le flux d’électron pendant 1’électrocatalyse et de mimer la structure
protéique autour de ’héme certains modéles notamment ceux développés par le groupe de

Collman ont subi des changements structuraux ou ont été incorporés dans des matrices.

De maniere intéressante, 1’étude de 1’¢lectrocatalyse des modéles synthétiques a héme/Cu
(3 et 5, Figure 15) incorporés dans une matrice 1,2-dimyristoyl-L-a-phosphatidylcholine (PC)
(Figure 19), un des constituants majoritaire de la membrane mitochondriale, a montré une
réduction de I’oxygéne sous des conditions plus biologiques : aux potentiels physiologiques,
sous une diffusion limitée du flux d’¢lectrons et sans libération des espéces oxygénées
partiellement réduites dans le milieu. Les résultats obtenus montrent que, contrairement aux
systémes adsorbés sur ’¢lectrode, les analogues heme/Cu et héme seul se différent par leur
comportement catalytique vis a vis I’oxygene. En effet, le complexe héme/Cu réduit de
manicre tres efficace le dioxygeéne sans production des especes partiellement réduites, tandis
que le complexe de fer seul se dégrade rapidement.''” Ainsi, ce systéme permet de mimer et
confirmer le role proposé¢ pour le cuivre en tant que réservoir d’électrons au cours du cycle

catalytique de I’enzyme.

0-0
"NMe, P o) Me
o} 2

Figure 19 : 1,2-dimyristoyl-L-a-phosphatidylcholine (PC).117
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Le groupe de Collman a développé une nouvelle méthode électrochimique en liant de
maniere covalente les catalyseurs a un film organique immobilisé sur la surface d’une
électrode d’or.!"™ Cette méthode consiste a préparer des « SAMs » (self- assembled-mono-
layers) par I’adsorption d’une longue chaine d’alkyle de thiol sur le discque de 1’¢lectrode
d’or. La vitesse de transfert d’électrons a travers le film SAM aux catalyseurs peut &tre
contrdlée et mesurée. L’étape suivante nécessite un couplage covalent des modeles
fonctionnels de 1’oxydase a I’ensemble film- ¢électrode (SAM). Afin de I’efficacité de cette
réaction, particulierement pour la fonctionnalisation de la surface d’électrode, 1’équipe de
Collman a choisi d’incorporer une fonction alcyne terminale sur la cinquiéme position de
I’imidazole de la base axiale du catalyseur 11. L’alcyne est ensuite attachée de manicre
covalente a une fonction azide rattachée a un film « SAM » déposé sur une électrode d’or, par

une réaction de cycloaddition catalysée par du cuivre(I) (Figure 20).

U= <5
PO
3 L i
Slow SAM S§1 Fast SAM S2

Figure 20 : Modéle fonctionnel (11) de la CcO immobilisé sur une électrode d’or.'"’

Les résultats obtenus indiquent que lorsque le transfert d’électron est rapide (S2),
I’analogue du fer seul réduit 1’oxygeéne en eau avec une sélectivité de 89 + 2% (d’électrons
utilisés pour la formation de I’eau). De maniére intéressante, les catalyseurs heme/Cu et
heme/Cu/phénol rattachés au film « SAM» (S2) montrent uniquement une légére
augmentation de la sélectivité d’électrons utilisés pour la formation de 1’eau. Les auteurs
proposent que 1’absence d’une influence significative du groupement phénol électroactif

résulte probablement de la capacité de I’¢électrode a délivrer un électron supplémentaire assez
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rapidement a travers le film « SAM » (S2). Ce résultat démontre que la Tyr 280 n’est pas
nécessaire lorsqu’un quatrieme électron peut étre rapidement délivré a D’intermédiaire
oxygéné partiellement réduit. Cependant le transfert d’électron est lent (S1), le complexe
héme/Cu/phénol catalyse la réduction de 1’oxygeéne avec une trés grande sélectivité (96%),

tandis que le complexe de fer seul subit une dégradation.

Afin d’obtenir une détection plus efficace des espeéces oxygénés partiellement réduits
(PROS) formées lors de la réduction électrocatalytique de I’oxygene, ainsi que d’empécher un
éventuel dommage du film « SAM » di aux grandes vitesses de rotation de 1’électrode,
I’équipe de Collman a étudié plusieurs porphyrines superstructurées immobilisées sur des
électrodes d’or-platine (IDAs) "interdigitated-array".'* Ces électrodes IDAs permettent des
collections efficaces des espéces partiellement réduites de I’oxygene (PROS) de 1’ordre de 65-
90% par rapport a des valeurs inférieurs a 20% pour les électrodes RDE. Les complexes
¢tudiés (Figure 21) sont également immobilisés par une réaction catalysée par le cuivre(I)

entre I’azide terminal du «SAM» et la fonction alcyne des modéles.

| N
N
e
{/// R= O—C6H4OH 13

Figure 21 : Effet des centres redox Cu(I) et phénol sur la formation de PROS.'

L’emploi des conditions mimant la vitesse de transfert d’¢électrons du cytochrome c a la
CcO (2 s) montre que le catalyseur contenant deux centres redox distaux (Cu(I) et un
groupement imidazole-phénol liés de manicre covalente) génére uniquement 5 + 1% de
PROS, ce qui indique une efficacité¢ de 95% dans la réduction a 4e” de I’oxygene. Cependant,
si un des centres redox est ¢liminé, la quantité de PROS augmente de 10 + 1% en absence du
groupement mimant la Tyr280 et de 20 + 1% en absence du Cu(l). Dans le cas ou le
catalyseur n’est pas réduit, la quantit¢ de PROS augmente significativement mais lorsque le
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transfert d’électrons est rapide, cette quantité¢ diminue a 10 = 1%. Ces résultats corroborent

bien avec ceux obtenus avec les électrodes RDE.

Les nouvelles approches développées par le groupe de Collman ont mis également en
é¢vidence un role crucial du cuivre et du phénol dans la réduction tétraélectronique de
I’oxygene. Selon plusieurs auteurs, le cuivre joue un role essentiel dans ’activité catalytique
de I’enzyme de fagcon a ce qu’un modele ne peut étre considéré biomimétique que s’il
comprend une porphyrine de fer et un complexe de cuivre mais les études obtenues jusqu’a ce
jour ne permettent pas encore de détecter un role direct du Cu' dans ’activation de la liaison

0-0.

1.3.2 Modeéles structuraux

Bien que certaines caractéristiques principales du site actif des oxydases que les modéles
fonctionnels s’attachent a reproduire, les paramétres géométriques ainsi que les propriétés
¢électroniques (degrés d’oxydation), spectroscopiques (bandes de vibration Raman et IR par
exemple) et magnétiques sont d’autres éléments que les modéles structuraux visent a
reproduire, tous ces aspects étant liés les uns aux autres. Un des objectifs principaux pour un
modele structural est d’¢lucider les aspects fondamentaux des interactions de 1’oxygéne avec
les sites hémique et cuivrique. Parmi ceux-ci, nous citerons les travaux de Karlin et Naruta qui
ont développé plusieurs complexes de type Fe(Ill)-X-Cu(Il) en suivant deux approches

synthétiques de modeles structuraux : modeles auto-assemblés et modeles covalents.

3.2.1 Modé¢les auto-assemblés par un pont oxygene

Dans ces modeles, les deux sites de coordination hémique et cuivrique sont reliés par un
pont oxygéné. En faisant réagir un équivalent de dioxygene avec des quantités équimolaires
de la porphyrine Fe"(EsTPP) (14) et du ligand tétradentate [(TMPA)Cu'-(RCN)]™ (15), Karlin
et coll. ont pu isoler un complexe Fe''-peroxo-Cu" [Fe(FgTPP)-(0,%)-Cu"(TMPA)]™ (16°) &

basse température (Figure 22).'*!
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Figure 22 : Formation d’un adduit peroxo a partir d’un modé¢le structural dans lequel le cuivre est
coordonné par un ligand tétradentate. !

La caractérisation structurale de ce complexe (16°) par spectroscopies de résonance Raman
et d’absorption de rayons X ainsi que des calculs théoriques DFT a montré que le peroxyde
formé est 1ié de maniére "side-on" a ’atome du fer et "end-on" a celui du cuivre. Ainsi,
I’intermédiaire obtenu est de type p-nm'-peroxo (16°) '**'** dont la fréquence d’élongation
v(0-0) est observée a 808 cm™. Le retour a température ambiante de la solution contenant

I’espéce 16’ entraine I’obtention d’un intermédiaire p-oxo 16 (Figure 22).

Deux autres complexes auto-assemblés par un pont oxygéné mais comprenant un ligand
tridentate autour du cuivre ont été¢ synthétisés par cette méme équipe. Leur réaction avec
I’oxygene a basse température génere également des intermédiaires de type héme-peroxo-
cuivre. Les deux complexes 19 et 20 sont obtenus en faisant réagir, en présence d’un
équivalent de dioxygene, la porphyrine de Fe''(Fg) 14 avec des quantités steechiométriques des

complexes de cuivre(I) : [Cu'(AN)]" 17 ou [Cu'(LMN)]" 18 (Figure 23).1%
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Figure 23 : Formation des adduits peroxo a partir de deux modeles structuraux dans lesquel le cuivre
\ . . . o N 124
est coordonné par un ligand tridentate (La Figure est modifiée par rapport a 1’original).

Dans le spectre Raman du complexe (20), deux bandes & 752 et 767 cm™ ont été attribuées
au mode v(0-0), tandis que dans celui du (19), une seule bande a été identifiée a 756 cm’'.
Ces observations montrent que selon la nature du ligand distal différents intermédiaires
peuvent étre formés au cours de la réaction avec 1’oxygene. De plus, le déplacement vers les
basses fréquences observé pour la vibration v(O-O) en comparaison avec celle obtenue pour
I’adduit (16°) indique clairement un différent mode de coordination de 1’oxygeéne par rapport
aux ions du fer et du cuivre. Dans le cas du ligand tridentate (18), deux intermédiaires p-
n*m>-peroxo et pu-n>n'-peroxo’** ont été observés, tandis que dans le cas du ligand (17), un

seul intermédiaire de type p-n*:n’-peroxo a été obtenu.'>

L’équipe de Karlin a également synthétisé un complexe analogue a (15), dans lequel une
des pyridines a été remplacée par un imidazole couplé a un phénol afin d’¢lucider le role de la

liaison covalente His-Tyr du site actif de la CcO (Figure 24).'%

38



Chapitre I : Cytochrome ¢ oxydase et ses modeles

(FalFe" 14 [(FeiFe"-(0u*)-Cu"(L™OH)* 22

Figure 24 : Formation d’un adduit peroxo a partir d’'un Mode¢le structural possédant un groupement
phénol mimant la Tyr 280.'%

L’oxygénation du produit Cu'(LNOH)]" (21) en présence du site hémique Fe'(Fg) (14)
génére, a basse température, un adduit [Fe'(FsTPP)-(0,%)- Cu'(L™OH)]" (22) stable. Ce
complexe de spin S = 2 forme un pont peroxyde qui assure un couplage antiferromagnétique
entre les deux centres métalliques de haut spin, Fe(III) et Cu(Il). Un complexe héme-peroxo-
Cu [Fe"(FsTPP)-(0,%)- Cu'(L™OMe)]" (24) trés similaire (propriété spectroscopiques et
stabilité thermique) au complexe (22) a pu étre généré en utilisant le ligand [Cu'(LN*OMe)]"
(23). Ces résultats indiquent que la liaison covalente du phénol ne présente aucune interaction
avec le peroxyde formé dans le complexe [Fe"(FsTPP)-(0,%)-Cu(LN*OH)]™ (22). La
spectroscopie de résonance Raman a également confirmé ces observations puisque les
fréquences de la vibration v(O-O) observées a 813 et 815 cm™ pour les complexes (22) et
(24), respectivement, sont trés similaires a celle obtenu pour le complexe [Fe'(FgTPP)-(0,%)-

Cu'(TMPA)]" (16°) ou la liaison covalente du phénol est absente.'*

En 2010, le groupe de Karlin a publié¢ la synthése du complexe héme-peroxo-cuivre a bas
spin [DCHIm(Fs)Fe(0,>)Cu'(AN)]" (25) obtenu par addition d’un équivalent de 1,5-
dicyclohexyllimidazole (DCHIm) a une solution contenant 1’adduit peroxo de haut spin (19)

dans le THF a -80 °C (Figure 25)."*’
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Figure 25 : Réaction d’un adduit peroxo a bas spin avec un groupement phénol mimant la Tyr 280.'

La caractérisation du composé (25) par différentes techniques spectroscopiques a suggéré
la présence d’un couplage antiferromagnétique entre les centres Fe'" hexacoordiné (S = 1/2)
et Cu" (S = 1/2) et la formation d’un pont peroxo. Cette équipe a également étudié la
réactivité de ce complexe peroxo de bas spin (25) avec un groupement phénol (2,4-di-tert-
butylphénol) dans les mémes conditions utilisées (THF, -80 °C), cette réaction a conduit a la
formation d’un produit du phénol couplé (3,3’, 5, 5°,-tetra-tert-butyl-2,2’-diydroxylbiphényl)
accompagné d’une rupture réductrice du pont peroxo aboutissant a la formation d’un
complexe hydroxyde du cuivre (II) [Cu"(AN)(OH)]" (27) et d’un héme oxoferryl (26)
(Figure 25). Ces résultats ont mis clairement en évidence la donation d’un proton et d’un

¢lectron du groupement phénol aux centres métalliques.

L’intérét de cette série de modeles structuraux provient de la variété de géométries qu’ils
présentent autour du cuivre ; en effet ces ¢tudes mettent en évidence le réle fondamental de
I’architecture du ligand cuivrique dans la distinction de la nature des espéces formées au cours

de la réaction des modeles avec I’oxygeéne moléculaire.
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3.2.2 Modé¢les covalents

La synthése de plusieurs autres composés dans lesquels le ligand complexant le cuivre est
li¢é de manicre covalente a la porphyrine de Fe(Il) par une seule liaison ont été¢ décrits en

particulier par les équipes de Karlin et Naruta.

Le groupe de Karlin est parvenu, en 2005, a synthétiser le premier complexe héme/cuivre
u-peroxo a haut spin [(°L)Fe-(0,%)-Cu"]" (29)."%® 11 est obtenu a partir de la réaction d’un
modele binucléaire covalent (28), analogue aux systemes (14) et (15), avec ’oxygene a basse

température (Figure 26).

[EL)Fe'/Cul" 28 [BL)Fe"'«O,)-Cu'l" 29

Figure 26 : Modele covalent possédant un ligand tétradentate pour le cuivre (La figure est modifiée
par rapport a l’originale).128

Dans cet édifice (29), le complexe de cuivre est lié de manicre covalente a la porphyrine de
(°L)Fe" par une liaison éther en cinquiéme position d’une pyridine. Les études réalisées par
spectroscopie de RMN ont mis en évidence une signature spécifique d’une espéce présentant
un pont antiferromagnétique peroxo- ou oxo-héme-Cu de la forme PFe-X-Cu", ou X = 0,7,
O”. Le spectre de résonance Raman montre une bande a 788 cm™ sensible au marquage
isotopique de I"oxygéne '°0,/'*0,. Ce signal a été attribué a un mode v(0-O) caractéristique
d’un adduit p-peroxo. Lors du retour a la température ambiante, le complexe (29) se

transforme en une espéce p-oxo [(°L)Fe™-0-Cu"]"."*!

Selon la réduction par le cobaltocéne Co(Cp)s, I’état haut spin du complexe [(°L)Fe'-(0,*
)-Cu"]" (29) entraine une réactivité catalytique différente par rapport a celle observée pour les
autres complexes heéme-peroxo-Cu synthétisés auparavant. Lorsque le complexe (29) est
expos¢ a un exces de Co(Cp),, il subit immédiatement une réduction a 2 ¢’ et se transforme en

[(CL)Fe™-0-Cu"]" a 233K, tandis que les systémes peroxo synthétisés par Collman et coll.

41



Chapitre I : Cytochrome ¢ oxydase et ses modeles

présentent une réduction compléte a 4e” et reviennent a leurs formes désoxygénées initiales

Fe'/Cul.

Par cette méme approche (modéle covalent), I’équipe de Karlin a décrit un modele (30) du

site actif de la CcO dans lequel le cuivre est complexé par un ligand tridentate lié par un

129

espaceur amide a la porphyrine (Figure 27).

[(EL)FEII /Cu'l* 30 [(EL}FE"'-(G;‘]-CU”]* 31

Figure 27 : Modele covalent possédant un ligand tridentate pour le cuivre (la figure est modifiée par
rapport & I’originale).'*

L’addition de I’oxygéne a basse température au modéle [(*L)Fe"/Cu']" (30) conduit a la
formation du complexe héme-peroxo-cuivre (31). Dans ce composé, la distance Fe-Cu est de
’ordre de 3,6 A et le mode v(O-O) est observé a 747 cm™, ce qui indique la formation d’un
pont peroxo de type n>:n” entre les ions du fer et du cuivre. Afin de mieux comprendre le role
du cuivre ainsi que ’influence de son environnement dans la réaction héme/Cu/O,, le groupe
de Karlin a étudié séparément les réactions héme/O, et Cu/O,. Lorsque la porphyrine (Fg)Fe"
réagit seule avec I’oxygene, deux intermédiaires peuvent étre générés selon le solvant utilisé.
Dans la réaction Cu/O,, il a ét¢ montré que le ligand [(L®)-Cu']" (L = N,N-bis[(2-(2-
pyridyl)thyllmethylamine, ou R = H, -OMe, -NMe, ; les substituants en position para de la
pyridine] réagit avec 1’oxygéne et donne un mélange de deux adduits en équilibre : [((LY)-

Cu), (0)]*", (m*n*-peroxo) dicuivre(Il) et bis(n-oxo) dicuivre(III)."!

Il est important de
remarquer que le complexe hétérobinucléaire héme-cuivre [(*L)Fe"Cu'l" (30) entraine la
formation d’un nouvel intermédiaire qui ne pourrait pas étre obtenu individuellement a partir

de chaque compartiment.
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Dans cette optique, Naruta et coll. ont synthétisé un modele covalent dans lequel les deux

sites de coordination sont également reliés par une fonction amide mais la sphére de
132

coordination du cuivre comporte un ligand tétradentate (Figure 28).

32

Figure 28 : Modéle covalent avec un ligand tétradentate pour le cuivre.'®

La réaction du complexe (32) a I’état réduit avec le dioxygene a conduit a la formation
d’une espece de type héme-peroxo-cuivre (33). Cet intermédiaire a été étudié par plusieurs
techniques spectroscopiques, et sa structure établie par rayons X a -30°C a révélé une

. . . . 133
coordination de type peroxo « side-on » pour le fer et « end-on » pour le cuivre.

D’autres systémes covalents possédant une base azotée en position axiale imitant
I’histidine proximale de la CcO ont été développés. Nous nous intéresserons plus
particuliérement a4 deux complexes synthétisés par I’équipe de Karlin,"** comportant chacun
une base axiale de type pyridine et un site tridentate de complexation du cuivre. Les deux
composés ne different que par le nombre de liaison maintenant la PY2 et la base axiale a la

porphyrine (Figure 29).
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=1, (*L)Fe" 34 [(*LIFe"Cu] 35°
n=2 (‘L)Fe" 35

(*L)Fe"(0.) [(*LiFe"{0.7 )-Cu'] 357

Figure 29 : Modéles covalents avec une base axiale de type pyridine de Karlin et coll.'”

Les analogues du fer seul CL)Fe" (34) et (‘L)Fe" (35) montrent une réactivité différente
avec l’oxygeéne. En effet, le complexe (34) fixe réversiblement I’oxygene, tandis que le
composé (35) le fixe de maniére irréversible. Toutefois, les complexes Fe''Cu' (34°) et (35”)
réagissent irréversiblement avec 1’oxygene et permettent de former des adduits oxygénés
stables a basse température. Des études complémentaires de RMN et RPE ont montré la
formation des adduits peroxo (34°’) et (35°°) diamagnétiques et de steechiométrie 1:1.
Cependant, le réchauffement des solutions contenant (34°”) et (35°”) provoque I’apparition de
produits thermiquement différents. Pour 1’adduit (35°”), la majorité des especes (>70%) se

11T 14+ \
-O-Cu]". Cependant, aucune espeéce |1-0xo n’a

transforme en des complexes p-oxo [(‘L)Fe
été observée pour la réaction du complexe [(*L)Fe"'Cu']™ (34°) avec "oxygeéne, ce qui indique

I’influence de ’architecture du ligand sur la réactivité des systemes héme/O; et heme/Cu/O,.
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Naruta et coll. ont utilis€ un mod¢ele covalent (36) avec une sphére de coordination autour
du cuivre (un site distal contenant deux molécules d’imidazoles) dans laquelle a été introduit
un groupement phénol jouant le role de donneur de protons et d’électrons pour la rupture
hétérolytique de la liaison O-O. Ce site protonable modélise la tyr 280 présente au site actif
des oxydases et impliquée dans le mécanisme catalytique proposé pour I’enzyme. De plus, ce

modele comprend une base proximale de type imidazole (Figure 30).

36’

Figure 30 : Modéle covalent avec une base axiale de type imidazole de Naruta et coll.'™

La réaction du complexe (36) avec le dioxygene produit un intermédiaire héme-superoxo-
Cu(I) (37) a -70°C. Les auteurs ont détecté la formation d’un adduit (36’) de type héme-p-
peroxo-Cu(Il) avec une durée de demi-vie de 30 minutes avant I’obtention du composé (37).

Il présente beaucoup de similitude avec I’intermédiaire A du cycle catalytique de la CcO.'>

Au vue de ces résultats, il est probable que la transition A—P doit aboutir a la formation
d’une espéce p-peroxo Fe'-(0,%)-Cu'. Or, celle-ci n’a pas été observée expérimentalement
dans le cycle catalytique de la CcO. Il est possible que cette étape soit tres rapide et donc
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cinétiquement non limitante. Cependant, 1’existence d’un pont p-peroxo ou d’une espece
hydroperoxo est fortement suggérée par les travaux de mécanique quantique réalisés sur un

site actif de I’oxydase modélisé a 1’état réduit.%'’®"*

Les modeles fonctionnels et structuraux synthétisés et étudiés a ce jour ont donc clairement
mis en évidence I’influence de la base axiale proximale et de I’environnement du site distal
sur I’efficacité du catalyseur. Ils ont aussi apportés des éléments de réponses intéressants sur
le réle du cuivre et de la tyrosine 280 mais rien a ce sujet n’est encore établi de manicre
certaine. De nombreux modéles fonctionnels doivent encore étre étudiés pour espérer

comprendre la réduction tétraélectronique de I’oxygéne.

1.4 Choix des modéeles de 1a CcO étudiés

Nous avons choisi d’étudier une série d’analogues de la CcO qui possédent tous une
porphyrine de fer rattachée a des ligands azotés prévus pour la complexation de cuivre sur la
face distale: une porphyrine a anse phénanthroline et des porphyrines tripodales possédant un
groupe de petite taille plus ou moins électro-attracteur sur le site distal (Tableau 3). Les
différents substituants ont été choisi de maniére a moduler la densité électronique sur la
fonction de 1’analogue: le groupe méthoxy est moyennement électro-attracteur, tandis que le
groupe NO, est fortement €lectro-attracteur, ce qui permet d’obtenir des analogues de la CcO

avec des pKa trés différents.

La sixiéme position de coordination est occupée par un ion chlorure ou hydroxyde qui
peuvent étre aisément remplacés par des ligands exogénes de nature variable. Cette
particularit¢ des modéles permet d’analyser différents motifs de coordination de I’héme, et
offre ainsi la possibilité de mieux comprendre les relations structure-fonctions au sein de la

cytochrome ¢ oxydase.
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Modéle
porphyrine a
anse
phénanthroline

(Weiss et coll.)

Modeles 4C,
(Boitrel et

coll.)

Modéles HI
(Boitrel et

coll.)

Fe(HI34a) Fe(HI29a)

Tableau 3 : Modéles biomimétiques de la CcO utilisés au cours de cette étude.
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1.4.1 Modéles 4C2H2

Le complexe 4C,H; a été synthétisé par I’équipe de Boitrel comme modele fonctionnel de
la CcO.">"7 Son hypothése était la suivante : la synthése d’une tétraphénylporphyrine de
Fe(IT) possédant un tripode tris(2-aminoethyl)-amine (tren) localisé sur la face distale de la
porphyrine permettrait de créer une « poche protégée » et de coordiner un atome de cuivre.
L’autre face est laissée libre dans 1’optique d’y ajouter un ligand encombré de type imidazole.
Ainsi, cette « cloture » offre une excellente protection contre 1’oxydation tout en maintenant
une accessibilité au dioxygene. Ce composé présente une tres forte affinité pour le dioxygene
et le monoxyde de carbone. Son affinité pour le dioxygene s’avére étre 100 fois supérieure a

la porphyrine dendrimere 4’ et a I’hémoglobine du Ver Ascaris.

Plus récemment, le modele 4C,H, a subi quelques petites modifications dans sa partie
distale. Les deux nouveaux modeles ainsi obtenus comportent chacun au moins un
groupement nitro-phénol. Le dérivé 4C,mononitro a été obtenu par une introduction d’un
groupement de type nitro-phénol sur une des fonctions amine de la tren. Cette substitution
permet de mimer le groupement OH de la Tyrosine 280 présent dans la cytochrome c
oxydase. En effet, des études spectroscopiques réalisées par Yoshikawa et coll.'® suggérent
une protonation du dérivé peroxo par le groupe hydroxyle du résidu Try280 pour donner un
adduit hydroperoxo. La formation d’une liaison post-transcriptionnelle entre la fonction
orthophénolique et une histidine coordinant le cuivre entraine une diminution du pka de la
tyrosine. En vue de reproduire cet abaissement de pKa, I’équipe de Boitrel a utilisé un phénol
substitué en position para par un groupement nitro, ce qui permet de diminuer théoriquement
son pKa d’environ trois unité par rapport au phénol. Le dérivé 4C,dinitro comporte deux
groupements nitro-phénol, ce qui a pour effet d’augmenter I’encombrement stérique dans le

site distal.

1.4.2 Modéles HI

Le groupe de Boitrel a développé une série de trois complexes trés semblables avec de
petites variations structurales. Dans ces nouveaux édifices, les deux sites de coordination
cuivrique et hémique sont reliés par deux fonctions amide choisies pour leur flexibilité bien
qu’elles limitent la libre rotation. Ces modéles sont marqués par 1’introduction d’une base
axiale intramoléculaire de type 3-(aminométhyl)pyridine liée aussi avec deux fonctions
amides au cycle porphyrinique. L’intérét de cette série de mod¢les structuraux provient de la

variété de substituants qu’ils présentent autour du cuivre.
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1.4.3 Porphyrine a anse phénanthroline (Porphen)

Le ligand synthétis¢é par D’équipe de J. Weiss est constitué d’une porphyrine

138 e . .
L’originalité de ce compos¢é modele

superstructurée a anse phénanthroline, appelé Porphen.
réside dans le fait que le site de coordination prévu pour le cuivre (phénanthroline) et la
porphyrine sont maintenus dans une géométrie contrélée. Il a été préparé par 1’introduction de
deux bras pyridiniques en positions distale et proximale. L’étude du complexe de fer(Ill) par
spectroscopie RPE a révélé une géométrie pentacoordinée. Il a été montré que la fixation de
dioxygene sur cet édifice nécessite une occupation préalable du bras pyridinique en position
distale. Les études de 1’électrocatalyse du systéme fer-cuivre catalyse plus efficacement

I’¢lectroréduction du dioxygeéne en eau en milieux aqueux tamponné a pH = 7 que le modele

fer seul.

L’étude des complexes de la CcO va permettre d’analyser I’influence de certains de ces
facteurs (état électronique, coordination axiale, polarité de I’environnement de 1’héme, le role
du cuivre et de la tyrosine...) sur leur réactivité¢ avec I’oxygene et le monoxyde de carbone.
Par ailleurs, pour pouvoir mettre en évidence des marqueurs IR de la coordination ou de I’état
de spin du fer, il faut pouvoir caractériser de facon précise les propriétés ¢électroniques de

I’héme du complexe considére.

L.5 Objectifs de la these

La CcO catalyse une réaction complexe, la réduction moléculaire de I’oxygene en eau, et
physiologiquement essentielle car cette réaction permet la production de I’ATP en grosses
quantités, source universelle d’énergie cellulaire. Malgré le grand nombre d’études réalisées
au sujet du mécanisme de la réduction du dioxygéne en eau par la CcO, celui-ci présente
encore de nombreuses zones d’incertitude. En particulier, le couplage du transfert d’électrons
et de protons, le role du Cug et I’état de protonation de certains acides aminés impliqués dans
le mécanisme réactionnel restent largement méconnus et des hypothéses contradictoires ont
été proposées dans les différentes études publiées. Dans le but de mieux comprendre les
relations structure-fonction qui régissent la réactivité de la cytochrome ¢ oxydase, mon travail
de these s’est focalisé sur 1’é¢tude des intermédiaires de cette métalloprotéine et de ses
modeles biomimétiques par spectroscopies infrarouge, UV-Vis et de fluorescence résolue en

temps.

Au cours de ce travail de theése, nous avons essayé de développer 1’approche par

spectroscopie IR différentielle couplée a une cellule de perfusion d’abord dans I’IR moyen
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puis dans un domaine spectral peu exploré par cette technique : le domaine de I’'IR lointain,
ou sont prévus les modes de vibration impliquant les interactions métal-ligands. L application
de cette technique a I’étude de la CcO dans le domaine des basses fréquences permettrait de
découvrir des modes de vibration traduisant les propriétés et la structure du centre binucléaire
des différents intermédiaires du cycle catalytique. Ainsi, 1’analyse des modifications
structurales liées au changement de 1’état d’oxydoréduction du Cugp pourrait apporter une
meilleure connaissance de la nature des especes impliquées dans la réduction de 1’oxygene par

la CcO.

Il a été proposé que les résidus Tyr 280 et/ou Tyr 167, ainsi que le Trp 272 peuvent étre
impliqués dans le transfert électronique au cours du mécanisme réactionnel de la CcO. Un des
objectifs de ce travail est de déterminer les sites de formation des radicaux (Tyr et/ou Trp™),
ainsi que de mieux évaluer leur role au cours du cycle catalytique. Pour cela, nous avons
utilisé la spectroscopie de fluorescence résolue dans le temps pour analyser la contribution des

résidus tyrosine et tryptophane.

Dans I’objectif de discerner dans I’infrarouge moyen et lointain les bandes provenant de la
porphyrine de celle de la chaine polypeptidique, & mettre en évidence des marqueurs de 1’état
d’oxydation et de I’état de spin du fer ainsi que les modes de vibration impliquant le métal et
ses ligands, nous avons en paralléle caractérisé les propriétés vibrationnelles des modeles
synthétiques de la CcO. Ces modéles, synthétisés par les équipes du Dr J. Weiss (la
porphyrine a anse phénanthroline) et du Dr B. Boitrel (les porphyrines « a poche » ou «
Capped porphyrins »), conservent ’héme, la coordination fer-histidine du site proximal et le
ligand complexant le cuivre du site distal de la CcO. Ils se différencient notamment par leur

environnement autour de I’atome de cuivre et par leur rigidité.

Afin de mieux comprendre la nature des modifications que les modeles synthétiques de la
CcO sont capables d’induire au niveau de la partie distale de la porphyrine du fer et de
comprendre comment ces modifications, en particulier le réle du cuivre, peuvent étre
responsables des différences de réactivité observées entre ces analogues, nous avons réalisé
1’étude des interactions entre la partie distale et la porphyrine en utilisant le complexe Fe"-CO
comme sonde de la partie distale des modeles synthétiques de la CcO étudiés. La
compréhension des processus de transfert du monoxyde de carbone au sein des modeles
synthétiques, autre sujet étudi¢ dans cette theése, est donc un point clé de I’¢lucidation du
mécanisme de réduction de 1’oxygéne par la CcO. L’étude de la réactivité de ces modeles vis-

a-vis de ’oxygene a été également entreprise dans ce travail.
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Dans la suite, nous présenterons les propriétés structurales et électroniques de 1’héme, puis

les techniques spectroscopiques utilisées dans ce travail de thése.

1.6 Généralités sur les porphyrines

Les propriétés structurales et physico-chimiques des porphyrines ont fait 1’objet de tres

139

nombreuses ¢études. >~ Nous allons rappeler brievement quelques propriétés importantes des

porphyrines.

1.6.1 Structure de base et nomenclature

Une porphyrine est constituée de quatre unités pyrroliques reliées entre elles par quatre
ponts methenes. C’est un systéme aromatique de 22 électrons m dont 18 d’entre eux sont
impliqués dans 1’aromaticité conformément a la régle de Hiickel (Figure 31). Cette forte

conjugaison confere aux porphyrines une grande stabilité ainsi qu’une forte absorption dans le

visible.
5
~«——— carbone 3
-« carbone o
20 10 «— carbone méso
15

Figure 31 : Mise en évidence du systeme m & 18 électrons et nomenclature IUPAC des carbones
caractéristiques.'*’

La fonctionnalisation des positions périphériques du macrocycle, les positions [
pyrroliques et méso, permet notamment de moduler les propriétés électroniques de celui-ci.
De plus en fonction du pH, les porphyrines se comportent comme des diacides ou des dibases
et peuvent former des complexes avec presque tous les métaux du tableau de la classification
périodique. Les porphyrines métallées sont appelés métalloporphyrines et porphyrines bases

libres dans le cas contraire.
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1.6.2 Géométrie du cycle porphyrinique

Malgré le systéme aromatique et les échanges tautomériques, le macrocycle porphyrinique
est relativement flexible et peut adopter dans certains cas des conformations non planes. La
substitution par des groupements volumineux en position méso et/ou en B, la métallation, la
protonation des deux azotes, ou la présence de ligands axiaux, sont autant de facteurs qui
peuvent entrainer la distorsion du macrocycle porphyrinique. Des études structurales en phase
solide ont mis en évidence I’existence de différentes conformations possibles pour ce

macrocycle (Figure 32).'"!

Plane Domée En selle de cheval Ondulée

0 = Atomes situés au dessus du plan moyen des 24 atomes de la porphyrine.

® = Atomes situés au dessous du plan moyen des 24 atomes de la porphyrine.

Figure 32 : conformations possibles du cycle porphyrinique.'®

1.6.3 Configuration électronique de I’héme

Tout comme les complexes de Fe(Ill), les porphyrines de Fe(Il) existent dans différents
états de spin, déterminés par le champ de ligand au voisinage du métal. Il existe 5 orbitales
3d, chacune d’entre elles capable d’accueillir 2 électrons. La distribution des électrons au sein

de ces orbitales déterminera les propriétés électroniques du fer.

La sphére de coordination des porphyrines de Fe (II) peut étre plan carré (absence de
ligand axial : fer tétracoordiné), pyramide a base carrée (un ligand axial : fer pentacoording)

ou octaédrique (deux ligands axiaux : fer hexacoordiné) (Figure 33).
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a2 — &)

Figure 33 : Etats de spin d’une porphyrine de fer(Il), B est un ligand a champ faible.

") en milieu non

Les complexes tétracoordinés, obtenus par réduction des hémines (P(Fe
coordinant, constituent des intermédiaires incontournables vers la syntheése des complexes
diamagnétiques. Ils sont connus pour étre généralement de spin intermédiaire**'* (S = 1)
avec deux électrons non appariés dans les orbitales d(xy) et d(yz). L’ion ferreux est
parfaitement dans le plan de la porphyrine. Les complexes pentacoordinés obtenus par
I’occupation d’un des sites axiaux du fer sont généralement de haut spin (S = 2). Du fait de
I’occupation partielle des orbitales d(x»-y»2) et d(z,), les distances fer-ligand sont augmentées
et les liaisons sont plus faibles. De ce fait, mais également afin de minimiser les interactions
d’ordre stérique, 1’ion ferreux se retrouve en dehors du plan moyen de la porphyrine, du coté
du ligand axial. Quelques complexes pentaccordinés obtenus de spin faible sont cependant
connus, ils sont observés dans le cas de 1’occupation du site axial par un ligand a champ fort
(CO, NO...). Les complexes hexacoordinés possédent pour la plupart un état de spin (S = 0)
et forment des dérivés ferreux diamagnétiques thermodynamiquement et cinétiquement

stables.

L’activité de la cytochrome ¢ oxydase et la nature des réactions qu’elle catalyse sont donc
fortement liées aux propriétés des sites métalliques. Pour comprendre le role du Fer et/ou du
Cuivre dans le contrdle de la réactivité de cette métalloprotéine, il est important de connaitre
la structure du site actif (géométrie, nature des ligands, structure électronique du métal, force
de la liaison métal-ligand...) et déterminer comment celle-ci évolue lors du mécanisme
catalytique. Ces informations peuvent étre fournies par 1’analyse spectroscopique des sites
métalliques. La partie suivante va nous permettre de présenter les moyens spectroscopiques a
notre disposition pour 1’étude de la cytochrome ¢ oxydase et ses modeles.
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1.7 Techniques spectroscopiques

La spectroscopie met a profit I’interaction molécules-radiations ¢électromagnétiques.
L’¢énergie d’une molécule résulte de quatre contributions: I’énergie des électrons (Ee),
I’énergie de translation (Et), 1’énergie de vibration (Ev) et 1’énergie de rotation (Er). Ces
énergies sont quantifiées. Une onde électromagnétique est constituée de photons, d’énergie E
= hv, qui se propagent dans une direction donnée, a la vitesse de la lumiere. Une absorption de
la radiation par la molécule n’est possible que si I’énergie de la radiation coincide avec la
différence d’énergie entre les niveaux quantifiés de la molécule (AE). Ainsi, par action d’une
radiation lumineuse, il est possible de faire passer une molécule d’un état d’énergie E; vers un

état d’énergie supérieur E.

Les ondes électromagnétiques sont des variations périodiques du champ électrique et du
champ magnétique. Elles peuvent étre classées en fonction de leur énergie, de leur fréquence
ou de leur longueur d’onde ce qui donne lieu a différents types d’ondes présentées sur la
Figure 34, avec leurs effets mentionnés sur les molécules. Si le rayonnement incident est de
forte énergie (visible et proche ultra-violet), le spectre obtenu est en général complexe en
raison de la superposition de transitions de vibration et de rotation. Si le rayonnement incident
est dans I’infrarouge, les énergies mises en jeu sont principalement des énergies de vibration

(infrarouge proche) et de rotation (infrarouge lointain).
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L eafigeieut of Coficher (1] T T T T T T T T T T T T
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Figure 34 : Spectre électromagnétique montrant le domaine infrarouge qui regroupe les longueurs
d’ondes comprises entre 14000 cm™ et 10 cm™.
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I.7.1 Spectroscopie UV-visible

L’absorption des radiations UV par une molécule, entraine des transitions ¢lectroniques. Il
s’ensuit qu’au cours de ces transitions, une modification de la configuration électronique de la
molécule est observée. La spectroscopie UV-visible mesure les transitions entre les différents

états électroniques occupés par les molécules.

En raison de leur structure électronique conjuguée, les porphyrines font preuve d’une forte
coloration. Elles absorbent dans le domaine du visible et du proche UV et présentent un
spectre d’absorption trés caractéristique. Celui-ci résulte de transitions m—n* et se compose
d’une bande intense entre 390-430 nm (proche UV), la bande de Soret (ou bande B) et de
quatre autres bandes de plus faible intensité situées entre 480-700 nm (visible), les bandes Q.
La région du spectre située dans le domaine du visible, généralement sensible, aux variations
de structures, renseigne sur la substitution du macrocycle. En effet, les quatre bandes Q
numérotées de I a IV en partant des énergies les plus basses, voient leurs intensités relatives et
leur positionnement varier notablement en fonction de la nature et de la position des
substituants'**, du métal (son degré d’oxydation), des ligands additionnels sur ce dernier et du
solvant. Le nombre de bandes Q permet généralement de distinguer les porphyrines bases
libres des métallo-porphyrines. Les bases libres présentent généralement quatre bandes Q

alors que les métalloporphyrines, a la symétrie plus grande, n’en ont que deux en général (o et

P).

Ces bandes d’absorption peuvent étre expliquées en faisant appel au modele a quatre
orbitales développé par Gouterman en 1961.'* Ces orbitales frontiéres sont constituées par
deux orbitales LUMO (egx et €,4y) et deux orbitales HOMO (a;, et a,). La bande de Soret
correspond a une transition d’un électron de I’orbitale a;, vers les orbitales ey, alors que les

bandes Q correspondent a une transition d’un électron de 1’orbitale a,, vers les orbitales e,.

Dans le cas d’une porphyrine de symétrie D4y, les deux bandes Q observées correspondent
aux deux transitions vibrationnelles 0-0 et 0-1. Dans le cas d’une porphyrine moins
symétrique ou les deux axes x et y ne sont plus équivalents, chaque bande Q est dédoublée en

deux bandes Qy et Q.

L’ordre énergetique de ces orbitales dépend des substitutions des positions méso ou -
pyrroliques de la porphyrine. Par exemple lorsque la métalloporphyrine est symétrique

(symétrie Dgp), les deux LUMO e,y et e,y sont dégénérées, et lorsqu’elle est substituée en
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position meso par des groupes phényles ou alkyles, la HOMO ay, est généralement plus haute

en énergie que 1’orbitale aj,.

Le spectre UV-visible de la cytochrome ¢ oxydase est constitué¢ essentiellement des
contributions des hémes a et a3, et il caractérisé par deux bandes d’absorption : la bande de
Soret vers 427 nm et la bande o vers 600 nm.'*® Ces bandes correspondent & des transitions
¢lectroniques m-n* du systéme aromatique des hémes a et a;. Elles suivent la loi de Beer-

Lambert et sont sensibles a la fois a I’état de spin du fer et a son degré d’oxydation.

I.7.2 Spectroscopie de fluorescence

La spectroscopie de fluorescence est basée sur la mesure des caractéristiques de
fluorescence d’une molécule apres excitation par des photons du domaine du visible ou du

proche ultraviolet."’

Du fait de la haute sensibilit¢ des propriétés de fluorescence au milieu chimique et
physique de la molécule anisi qu’aux interactions avec le proche environnement, la
spectroscopie de fluorescence est devenue un moyen d’étude trés précieux des systémes
biologiques et chimiques. Elle est utilisée comme outil de caractérisation ou comme sonde
locale apportant ainsi des informations sur la dynamique moléculaire, tels que le transfert de
charge, le transfert d’énergie et la dynamique de solvatation. Les parameétres les plus souvent
utilisés sont : les spectres d’émission et d’excitation, 1’efficacité de fluorescence (rendement
quantique) et le temps de vie de fluorescence. En outre, le spectre d’absorption de la molécule
est fondamental puisqu’il détermine ses conditions d’excitation, notamment la longueur

: . o . 148,149
d’onde. Dans le paragraphe suivant, nous présenterons un bref descriptif de ces notions. ™

7.2.1 Diagramme d’énergie et spectre de fluorescence

Les transitions entre les différents niveaux d’énergie électronique (états fondamentaux et
excités) et de la sous-structure vibrationnelle propre a chaque état é€lectronique d’un

fluorophore peuvent étre décrites a partir du diagramme de Jablonski (Figure 35).
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Figure 35 : Diagramme de Perrin-Jablonski représentant les phénoménes photophysiques possibles
dans un état excité.

Lorsqu’un photon incident est absorbé par la molécule, elle est portée dans 1’un des
niveaux d’énergie électroniquement et vibrationnellement excité tel S; ou S,, puis assez
rapidement (10'*-10" s™) la molécule est conduite vers le niveau vibrationnel le plus bas de
I’état excité S;. Les processus responsables de cette transition peuvent étre intramoléculaires,
comme la relaxation électronique et/ou vibrationnelle, le transfert de charge et surtout le
changement conformationnel. Ils peuvent également étre intermoléculaires comme la
dynamique de solvatation et la formation ou la rupture de liaisons hydrogéne. Cette transition,
dite conversion interne ou relaxation vibrationnelle, est un processus non radiatif. A la suite
de ces différentes relaxations, la molécule est conduite vers un niveau vibrationnel de 1’état
fondamental en émettant les photons de fluorescence. Cette émission de lumicre résulte de
transitions radiatives (Figure 35) et génére donc un spectre de fluorescence. Compte tenu de la
perte d’énergie lors de la conversion interne et des relaxations vibrationnelles qui suivent
I’absorption d’un photon, la longueur d’onde du photon de fluorescence est typiquement
moins énergétique, et donc plus grande que celle de la lumicre excitante. Le spectre de
fluorescence correspond donc a une gamme de longueurs d’ondes plus élevée que celle du
spectre d’absorption. Ce décalage vers le rouge peut étre quantifié¢ par I’écart entre la position
de la premicre bande d’absorption et celle du spectre de fluorescence, appelé déplacement de
Stokes. Il représente I’énergie qui est perdue pendant 1’excitation et la désexcitation de la

molécule.
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L’allure et la position du spectre d’émission sont sensibles aux propriétés du milieu
environnant du fait de la perturbation des niveaux d’énergie du fluorophore par les
interactions dipolaires et électrostatiques existant entre les molécules de solvant et le
fluorophore. En général, ces interactions augmentent avec la polarit¢ du solvant, elles
déplacent les spectres d’absorption et d’émission vers les grandes longueurs d’onde et

¢largissent les bandes vibrationnelles.

Plusieurs phénomeénes peuvent entrer en compétition avec I’émission de fluorescence : la
conversion interne entre 1’état S; et 1’état Sy ou désactivation par collision des molécules, les
transferts intersystémes entre 1’état S; et 1’état triplet T; et la photo-décomposition des
molécules fluorescentes. Ces processus non radiatifs sont souvent nommeés processus de
désactivation de la fluorescence (en anglais on parle de quenching) et sont conditionnés par de
nombreux facteurs comme la température, les effets des substituants et du solvant. En plus,
selon la molécule et I’environnement physicochimique, un autre processus de désexcitation
visible peut aussi avoir lieu. Ce phénoméne, désigné par la phosphorescence, est observé
lorsque 1’émission d’un photon provient d’une molécule excitée qui se trouve dans un état

triplet et non dans un état singulet comme pour la fluorescence.

7.2.2 Rendement quantique et temps de vie de fluorescence

Le rendement quantique rend compte de la compétition entre les processus de
désexcitation radiatifs et non radiatifs, toutes les molécules excitées n’émettent pas de photons
de fluorescence. En d’autres termes, le rendement quantique représente la probabilité pour
qu’un fluorophore excité émette un photon. Il est défini comme étant le rapport du nombre de
photons émis sur le nombre de photons absorbé. Puisqu’un seul photon absorbé ne peut
causer 1’émission que d’un seul photon, le rendement quantique est toujours inférieur ou égal
a 1. Le rendement quantique varie selon les facteurs environnementaux comme le pH, la

concentration ou la polarité du solvant.

La durée de vie de fluorescence constitue une des caractéristiques les plus importantes de
la fluorescence. Elle caractérise le temps pendant lequel une molécule reste a I’état excité
avant de retourner a I’état fondamental. Les durées de vie de fluorescence dépendent, tres
souvent de maniére spécifique, de la molécule émissive et de toute modification de son
environnement immédiat. Elles sont donc considérées comme une source riche d’information

sur les processus moléculaires. Les durés de vie peuvent, par exemple, servir a étudier les
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interactions de deux protéines, a mesurer des distances intramoléculaires ou a analyser le

changement conformationnel d’une molécule.

Le déclin de fluorescence I(t) décrit 1’évolution temporelle de la concentration de
molécules fluorescentes dans 1’état excité depuis le moment d’excitation. En général, le

déclin de fluorescence d’une molécule est exponentiel, d’expression :

t
I(t) = Ioe—?
Ou [, est une constante réelle et t est le temps de vie de fluorescence.

Deux types de méthode permettant la mesure et I’étude de la fluorescence sont disponibles.
La spectrofluorimétrie stationnaire repose sur la mesure de 1’intensité de la fluorescence et des
longueurs d’onde d’émission en utilisant une source lumineuse continue.'™ La fluorimétrie
résolue en temps vise plutdt a déterminer les durées de vie de fluorescence en mesurant
I’évolution temporelle de la lumiére émise par un systéme moléculaire aprés une photo-

. . \ 151 o . r
excitation bréve. ” En général, des techniques résolues en temps apportent beaucoup plus
d’informations sur les processus intra- et intermoléculaires que la spectrofluorimétrie

stationnaire.

7.2.3 Fluorescence intrinséque des protéines

La technique de fluorescence résolue en temps, utilisant la fluorescence intrinseque des
protéines, permet d’obtenir différentes informations dynamiques a des échelles de temps
allant d’une dizaine de picosecondes a quelques nanosecondes. La fluorescence intrinseéque
des protéines est due majoritairement aux trois acides aminés possédant un noyau aromatique.
Ces noyaux confeérent aux résidus tryptophane, tyrosine et phénylalanine la propriété

d’absorber dans ’'UV et de réémettre des photons de fluorescence (Tableau 4).

Absorption Fluorescence
Acide aminé Amax(nm) eM"'em™) Amax(nm) [0) Tfinoy(11S)
Trp(W) 280 5600 348 0.2 2.6
Tyr(Y) 274 1400 303 0.14 3.6
Phe(F) 257 200 282 0.04 6.4

, : . . 152,153
Tableau 4 : Données spectrales des acides aminés fluorescents en solution. ">
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Bien que Les résidus tyrosines sont généralement plus nombreux dans une telle protéine,
ils sont souvent éteints (quenching) par la proximité des tryptophanes. Les phénylalanines,
quant a elles, ont un rendement quantique extrémement faible qui rend les mesures de
fluorescence difficiles. En raison de la grande différence de leur rendement quantique et de
leur durée de vie de fluorescence, ainsi que de leur transfert d’énergie, la fluorescence de la
plupart des protéines est celle déterminée par les résidus tryptophane. Les tryptophanes se
caractérisent par un pic d’absorbance a 280 nm et un pic d’émission de fluorescence allant de
300 a 350 nm en fonction de la polarit¢ de I’environnement local. Son intensit¢ de
fluorescence, son rendement quantique et sa longueur d’onde d’émission sont fortement
influencés par la nature du solvant utilisé€. Plus le solvant environnant les résidus tryptophane
est polaire plus I’intensité de fluorescence est importante et la longueur d’onde d’émission est
déplacée vers le rouge. Plus les résidus tryptophane sont enfouis dans un milieu hydrophobe
de la protéine plus la longueur d’onde d’émission est déplacée vers le bleu. Plus les résidus
tryptophane sont exposés au solvant plus la longueur d’onde d’émission est déplacée vers le
rouge. Par conséquent, cette forte sensibilité est a 1’origine du role de sonde intrinséque que
peut jouer la fluorescence du tryptophane apportant ainsi des informations sur la nature du

. . . , . , . 154
micro-environnement et la dynamique moléculaire de ce résidu.'

Dans une protéine contenant plusieurs tryptophanes, 1’analyse des durées de vie de
fluorescence se complique d’avantage. La difficulté d’expliquer et d’interpréter un déclin de
fluorescence d’une protéine est souvent liée a 1’hétérogénéité de la cinétique de 1’état excité
du résidu tryptophane. Les déclins de fluorescence observés sont généralement multi-
exponentiels méme pour des protéines ne contenant qu’un seul tryptophane.'” Ce
comportement des tryptophanes peut étre expliqué par les propriétés du groupe indole. Le
spectre d’absorption de I’indole dans ’UV proche présente une bande large et structurée,
correspondant & deux transitions : 'A>'L, et 'A-'L, ou 'L, et 'L, sont les deux états
électroniques excités de plus basse énergie et 'A indique ’état singulet fondamental.'® Les
deux états excités sont caractérisés par des énergies trés proches mais leurs dipoles de
transition sont perpendiculaires. Un transfert d’énergie entre ces deux transitions peut
expliquer I’hétérogénéité des durées de vie observées pour le tryptophane.”’ En dehors de ces
propriétés photophysiques complexes, la réorientation du solvant et la présence de groupes
chimiques appartenant a la protéine, au voisinage du fluorophore excité, peuvent également
expliquer la multiplicité des durées de vie.'”® L’existence pour ce résidu de trois rotaméres a
été établie ; la multiplicité des états fondamentaux due a chacun de ces rotaméres pourrait, de

. ’ . . 7 158
nouveau expliquer les durées de vie multiples observées.
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1.7.3 Spectroscopie d’absorption infrarouge

La spectroscopie d’absorption infrarouge est 'une des méthodes spectroscopiques de
détection et d’analyse les plus sensibles et les plus fiables, avec plusieurs domaines
d’application, notamment en biologie. Elle permet via une observation directe des fréquences
caractéristiques des modes de vibration d’une molécule, d’effectuer I’analyse des fonctions

chimiques présentes dans la molécule.

7.3.1 Principe

L’absorption d’un rayonnement infrarouge provoque une excitation des transitions
vibrationnelles des molécules. La transition entre deux états d’un mode de vibration peut se
produire uniquement si ce mode induit un changement dans le moment dipolaire de la
molécule et donc I’interaction entre le dipole et le champ ¢électrique de [’onde
¢lectromagnétique. En conséquence, seules les vibrations impliquant une variation du moment

dipolaire sont actives en infrarouge.

Le spectre infrarouge est la représentation graphique de I’intensité de la lumiére absorbée
en fonction de la fréquence (ou du nombre d’onde exprimé en cm™) de I’onde incidente. Le
domaine spectral de I’infrarouge est subdivisé en proche, moyen et lointain infrarouge (Figure
1.34). Le proche infrarouge s’étendant de 14000 & 4000 cm™ est le plus énergétique et permet
d’exciter les vibrations harmoniques. L’infrarouge moyen, s’étend de 4000 a 400 cm™ et met
en évidence les modes de vibration des chaines latérales d’acides aminés ainsi que des modes
IR pouvant étre reliés a la structure secondaire des métalloprotéines. L’infrarouge lointain,
allant de 400 a 10 cm™', a une énergie faible et permet d’étudier la structure rotationnelle des

molécules, ainsi que des modes de vibration impliquant directement le métal et ses ligands.

7.3.2 Aspects théoriques
Modes normaux de vibration

Une molécule lorsqu’elle recoit suffisamment d’énergie peut se déplacer, tourner selon des
axes de rotation bien particuliers et vibrer. Les mouvements élémentaires pour lesquels tous
les atomes se déplacent simultanément et sans modifier la position du centre de gravité de la
molécule prennent le nom de modes normaux de vibration. Une molécule polyatomique,
comportant n atomes, posséde 3n-6 modes normaux de vibrations et 3n-5 lorsqu’elle est

linéaire. Les vibrations peuvent étre classées en deux catégories : dans le plan et hors du plan.
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Dans le plan : on distingue 1’¢longation (v) et la déformation angulaire (3) qui peuvent étre
soit symétrique (ds et vs), soit antisymétrique (0.5 €t Vas). Les déformations angulaires
symétriques et antisymétriques correspondent a des mouvements de cisaillement ou de

rotation de trois atomes formant 1’angle 6 (Tableau 5).

Hors du plan : 11 s’agit des déformations angulaires hors d’un plan moléculaire qui peuvent
induire un mouvement collectif de la molécule correspondant a des mouvements de torsion (1)

ou de balancement ().

Modes d’élongation Modes de déformation
Symétrique Cisaillement Balancement
Asymétrique Rotation pure Torsion

Tableau 5 : Mouvements associés aux modes normaux de vibration d’une molécule contenant 3
atomes.

Modeéle de ’oscillateur harmonique

En premiére approximation, un mode normal de vibration peut étre décrit comme un
oscillateur harmonique, dans lequel deux masses réunies par un ressort représentent de
manicre satisfaisante une liaison covalente. Dans le cas d’une molécule diatomique, par
exemple, la fréquence de vibration d’un tel oscillateur dépend de la masse des atomes et de la
force de la liaison par I’intermédiaire de la valeur de sa constante de raideur £. Si I’oscillateur
est harmonique, c'est-a-dire que 1’élongation est proportionnelle a la force exercée, alors son

énergie est quantifiée et la fréquence v de la vibration, donnée par la loi de Hooke, est :

_ 1 __1 [k(my+my)
E, = (n + 2) hn avecn €N v=o— /(mlxmz)

Cette équation permet de calculer la position approximative d’une bande fondamentale
lorsque les valeurs de la constante de force k et les masses de deux atomes sont connus. Elle
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permet également de donner une approximation du déplacement d’une bande lors de la

substitution d’un atome par un de ses isotopes.

Pour I’oscillateur harmonique, la courbe représentative de I’énergie potentielle en fonction

de la distance internucléaire (r) est une parabole avec un minimum nul pour r = r. (Figure 36).
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Figure 36 : Courbe de potentiel harmonique et anharmonique d’une molécule.'*’

La différence d’énergie entre deux niveaux vibrationnels adjacents est constante et la régle
de sélection pour une transition vibrationnelle Av = = 1 montre que toutes les transitions

possibles ont lieu a une méme fréquence.

En réalité, la représentation du spectre infrarouge des molécules montre 1’existence de
nombreuses bandes qui ne sont pas espacées entre elles d’une maniere égale mais qui
décroissent lentement. Ces observations indiquent que la vibration n’est pas strictement
harmonique puisque la force exercée par I’oscillateur n’est plus uniquement proportionnelle
au déplacement. Une conséquence de I’anharmonicité de 1’oscillateur est que les niveaux
vibrationnels ne sont pas tout a fait équidistants (puisque les niveaux se resserrent quand
I’énergie augmente). Elle a aussi pour conséquence de provoquer 1’apparition de bandes
harmoniques, dont la fréquence est un multiple entier de la fréquence de la vibration
fondamentale et leur intensité est plus faible par rapport a celle des bandes de valence. Une
autre conséquence de I’anharmonicité est 1’apparition de bandes de combinaison qui résultent

d’un couplage de deux vibrations de fréquences v; et v, en une vibration de fréquence somme

ou différence.
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7.3.3 Analyse de spectres IR

L’analyse d’un spectre IR le plus souvent réalis€ en solution ou a I’état solide fait
apparaitre qu’un certains nombre de facteurs influencent les fréquences de vibration ainsi que

leurs intensités.

L’intensité des bandes dépend de la nature et de la polarité de la liaison. La fréquence de
vibration, quant a elle dépend des atomes constituant la liaison, de la multiplicité de la liaison
et de son environnement. D’une maniére générale, Les liaisons entre atomes 1égers vibrent a
plus haute fréquence que les liaisons entre atomes plus lourds. Plus la constante k est
importante et plus la fréquence de vibration est ¢levée. L environnement de la liaison peut
avoir une incidence électronique ou mécanique sur la vibration de cette fréquence. Nous

allons citer quelques exemples :

Effets électriques : Les effets d’électronégativité et de conjugaison peuvent entrainer des

déplacements importants des fréquences de vibration.

Liaison hydrogene : Pour certaines fonctions telles que —OH, -NH, SH, il y a possibilité de
formation de liaison hydrogeéne lorsque ces derniéres percoivent dans leur voisinage
moléculaire la présence d’un atome électronégatif. Ceci se traduit par un allongement de la

liaison X-H et donc un affaiblissement de sa constante de force.

Effets stériques : La fréquence d’une vibration dépend des contraintes stériques associées a
ce vibrateur. La vibration v(C=0) apparait a une fréquence d’autant plus haute que I’angle de

valence COC est petit.

Couplage mécanique : Lorsque dans une molécule des vibrateurs de méme nature se
trouvent au voisinage 1’'un de ’autre, en ayant un atome en commun par exemple, ils ne
vibrent pas indépendamment 1’un de ’autre. Il en résulte que les fréquences sont affectées par
rapport a celles généralement observées. Ce phénoméne est du a 1’existence d’un couplage

mécanique.

La spectroscopie infrarouge a pendant longtemps été limitée du fait de la lenteur
d’acquisition des spectres et de la médiocre sensibilité des spectrométres du moyen
infrarouge. Le premier dispositif utilis€¢ pour déterminer les fréquences de vibration se repose
sur des mesures successives du rapport entre I’intensité de la lumicre transmise et celle de la
lumiére incidente pour chaque longueur d’onde par un monochromateur dispersif (prisme ou

réseau). Ce dispositif est actuellement abandonné.
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Grace a I’avénement de la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF), le
temps d’acquisition pour obtenir un spectre complet devient faible, et donc la sensibilité¢ de la
détection des fréquences de vibration devient plus importante. Ce deuxi¢me dispositif consiste
a envoyer sur 1’échantillon une lumiére infrarouge incidente a travers d’un interférométre, ce
qui permet de mesurer toutes les longueurs d’onde simultanément en accélérant
considérablement le temps d’acquisition nécessaire a 1’établissement de 1’interférogramme.
L’application, ensuite, de la transformée de Fourier permet la résolution rapide en temps réel
de [linterférrogramme et donne directement le spectre final de [’échantillon.
L’interférométrie, basée sur la génération d’interférences constructives et destructives, via un
interférométre de Michelson, permet de calculer précisément I’intensit¢ de chacune de
longueur d’onde du rayonnement par I’application de la transformée de Fourier. (Le principe

de cette technique est présenté dans I’annexe 3).

7.3.4 Spectroscopie ATR-IRTF

La technique ATR-FTIR (Attenuated Total Reflexion-Fourier Transformed Infrared) est
trés utilisée en tant qu’outil de caractérisation d’échantillons biologiques de nature variée. Elle
présente les avantages de suivre les changements chimiques ayant lieu au niveau de I’interface
cristal/solution, sur une épaisseur d’environ 1 um, de manicre non destructive et en temps réel

et ne nécessite pas une grande quantité d’échantillon (1-2 pL).

Principe

Le principe de I’ATR consiste a faire subir au faisceau IR une ou plusieurs réflexions a
I’interface entre un matériau transparent dans I’IR, d’indice de réfraction élevé, et
I’échantillon en contact intime avec le cristal. Pour un angle d’incidence supérieur a un angle
critique (sin 0, = ny/n;; n; étant I’indice du support et n, celui de 1’échantillon étudié), le

) . , . . 160
faisceau subit une réflexion totale a I’interface.

A chaque réflexion, une onde évanescente est générée au niveau de 1’échantillon au contact
du cristal. Elle pénétre faiblement dans 1’échantillon a une profondeur qui dépend de la
longueur d’onde, des indices de réfraction du cristal et de 1’échantillon et de I’angle de
I’incidence. Il se produit ainsi la réflexion interne. Le principe de la spectroscopie ATR est

présenté a la Figure 37.
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Figure 37 : schéma du principe de 1’accessoire ATR diamant.'” L’accessoire ATR diamant est en
réalité constitué de deux cristaux joints ayant le méme indice de réfraction (I’'un en ZnSe et 1’autre en
diamant). Le faisceau IR incident pénétre successivement a 1’intérieur du ZnSe, puis a I’intérieur du
diamant. Le faisceau réfléchi repasse ensuite dans ZnSe pour arriver au détecteur du spectrométre.

Les conditions de continuité du champ électrique vont cependant imposer la décroissance
exponentielle de ’amplitude de 1’onde évanescente. La profondeur de pénétration (dp) pour
laquelle 1’amplitude du champ électrique subit une atténuation de 1/e est donnée par la
relation suivante'®'

A/n1
dp V2m(sin2 8- ( ))

A = longueur d’onde considérée,
6 = angle d’incidence du faisceau IR,
n; = indice de réfraction du cristal

n, = indice de réfraction de I’échantillon.

En appliquant cette relation a une longueur d’onde (A = 10> m) pour des cristaux ATR de
ZnSe et de diamant d’indice de réfraction (n; ~ 2,417) avec un angle d’incidence de 45°, et en
considérant un indice de réfraction (n, - 1,33) pour I’eau, on obtient une amplitude de
pénétration de 1.6 um. Le faisceau IR subira, dans ce cas, 6 a 8 réflexions internes, soit une

profondeur de pénétration cumulée a I’intérieur de 1’échantillon d’environ 10 um).

Spectroscopie ATR-IRTF en mode différentiel

Le spectre d’absorption IR d’une protéine en solution est dominé par les contributions de
I’eau et des fonctions amides provenant des liaisons peptidiques.'®"'** A ’opposé, le spectre
IR de différence, quant a lui, permet 1’observation des changements structuraux trés fin (de
I’ordre de 0.1% de I’absorption totale du spectre IR) affectant les acides aminés de la protéine.
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La mesure du spectre IR différentiel nécessite la mise en ceuvre de techniques performantes
de spectroscopie IRTF en mode différentiel (électrochimie, photochimie (flow-flash),

165-169 S .
En général, ces techniques se reposent sur

mélange rapide (stopped flow)).
I’enregistrement d’un spectre IR de la protéine avant de subir une perturbation et apres la
perturbation, puis le spectre de différence est calculé entre les deux états. Ce spectre permet
donc de mettre en évidence uniquement les changements structuraux induits par la
perturbation.

Durant les dix derniéres années, I'utilisation de la spectroscopie ATR-IRTF en mode
différentiel pour I’analyse des protéines s’est considérablement développée dans le domaine
IR moyen. Grace au développement d’une cellule ATR-IRTF de perfusion, des protéines
membranaires ont pu étre étudiées de fagon précise: cytochrome ¢ oxydase' "',
NADH:ubiquinone oxydoreductase' "*...

Cette technique permet non seulement d’identifier les modifications des propriétés du site
actif dues au changement d’état d’oxydoréduction, mais aussi les changements structuraux
affectant la protéine a plus longue distance du métal.

L’utilisation d’une cellule d’ATR-IRTF de perfusion dont les spécificités techniques sont
détaillées dans la partie "Matériel et méthodes" nécessite I’adhésion de la protéine a la surface
du cristal afin de pouvoir faire circuler différentes solutions de tampons sur le méme
¢chantillon. Le changement du pH ou de la composition des solutions tampons permettent
d’effectuer le changement d’état sur le méme échantillon et d’obtenir donc des spectres

différentiels mettant en évidence les réarrangements structuraux et conformationnels ayant

lieu au cours du mécanisme catalytique des protéines membranaires.

7.3.5 Application de la spectroscopie IRTF a I’étude des hémoprotéines

Grace aux propriétés optiques de ’heéme, la méthode de spectroscopie vibrationnelle s’est
avérée adaptée a I’observation des modifications structurales internes des hémoprotéines et
I’exploration de leurs sites actifs. Ce type de spectroscopie, comprenant la spectroscopie
infrarouge et de résonance Raman, permet, via la détection de modes de vibration sensibles a
I’¢état redox, de spin et de coordination de I’heéme, d’apporter des informations déterminantes

sur les interactions impliquant le métal et son environnement.

La spectroscopie de résonance Raman est trés employée pour étudier les hémoprotéines.
L’excitation de la bande d’absorption de Soret permet en effet d’exalter et d’observer
sélectivement les modes de vibration de I’héme. De cette maniére, les modes de vibration de

la porphyrine et les ligands directs du fer peuvent étre détectés, tandis que les modes associés
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au reste de la protéine ou au solvant ne sont pas observés. Il est ainsi possible d’observer
spécifiquement le comportement vibrationnel de I’héme et son environnement protéique
immédiat. Cependant, il est difficile d’effectuer ce type d’analyse sur des protéines ne
contenant pas de bandes d’absorption UV-Visible ou des protéines a fer non hémique. En
outre, le spectre de résonance Raman permet de détecter uniquement les fréquences associées

aux vibrations métal-ligands qui sont permises par les reégles de sélection de cette technique.

En revanche, puisque la spectroscopie IR est basée sur des régles de sélection différentes
de celles de la spectroscopie Raman, elle permet d’identifier les modes de vibration des
centres métalliques mais aussi de la chaine polypeptidique a plus longue distance du métal. En
effet, I’absorption du rayonnement infrarouge ne peut avoir lieu que si le mouvement du mode
considéré induit une variation du moment dipolaire électrique de la molécule, tandis que la
diffusion Raman a lieu lorsque le mouvement de vibration entraine une variation de la
polarisabilit¢ moléculaire. La spectroscopie IR présente 1’avantage d’étre appliquée a I’étude

de tous types de protéine (présentant ou non un chromophore).

Le domaine de I’infrarouge permettant d’apporter des renseignements précieux a 1’étude et
I’analyse structurale des hémoprotéines s’étend approximativement de 3500 & 50 cm™. La
gamme spectrale entre 3500 et 450 cm™, correspondant au domaine du moyen infrarouge,
permet d’observer les modes de vibration reflétant la structure secondaires des hémoprotéines
ainsi que les fréquences de vibration associées a ’état de protonation d’acides aminés
particuliers. La gamme de fréquence 450-50 cm™ correspond au domaine des basses
fréquences infrarouge ou lointain infrarouge. Malgré qu’il est moins bien décrit jusqu’a
présent, ce domaine met en évidence les modes de vibration impliquant le métal et ses ligands

et les liaisons hydrogénes.

Vibrations des liaisons peptidiques

La spectroscopie infrarouge permet d’étudier les changements de conformation des
protéines en interaction avec leur environnement. La liaison peptidique posseéde de nombreux
modes de vibration et donne 9 bandes (notées amide I a amide VII et amide A et B). Les
bandes amide I, II et III sont trés actives en infrarouge et ont été particulierement étudiées

(Tableau 6).
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Désignation Fréquences (cm™) Attributions

Amide A 3250-3300 v(N-H)

Amide B 3090-3100 résonance de Fermi v(N-H) avec amide 11
Amide | 1610-1690 v(C=0) couplé avec v(C-N) et 5(N-H)
Amide I1 1480-1575 Sd(N-H) couple avec v(C-N)

Amide 11 1220-1320 3(0=C-N) et autres modes

Amide IV 625-765 6(0=C-N) et autres modes

Amide V 625-800 d(N-H)

Amide VI 605-635 d(C=0/C-C-N)

Amide VII ~ 200 torsion du squelette

v vibration d’¢élongation, & vibration de déformation

Tableau 6 : Bandes d’absorption et vibrations des liaisons peptidiques.'”*'™

L’analyse fine de la position et de la structure de ces bandes donne des informations sur la
structure primaire et secondaire de la protéine étudiée. Ainsi les différentes conformations
secondaires de type hélice a, feuillet B, coude B ou pelote statistique peuvent étre estimées
(Tableau 7). Outre cet aspect d’analyse structurale, la spectroscopie infrarouge peut aussi

renseigner sur certains acides aminés impliqués dans la structure primaire d’une protéine.

Nombre d'onde /cm’™
Conformation Expérimental

Calculé H,O D,O
Chaine peptidique 1621-1627 1618-1628 1610-1620
Feuillet 1628-1640 1625-1640 1620-1635
Random Coil 1641-1647 1652-1660 1640-1650
Hélice a 1651-1657 1648-1660 1650-1658
Rotation / déformation 1651-1657 1660-1697 1655-1685
Feuillet B a haute fréquence | 1658-1696 1675-1695 1680-1695

Tableau 7 : Détermination de la structure secondaire des protéines en IRTF.'”>!7

Modes de vibration des hémes

Les modes normaux de I’héme dépendent de différents paramétres (masse des atomes,
forces de liaison interatomique, géométrie de la molécule) et donc les fréquences de leurs
vibrations donnent des informations sur la géométrie, les propriétés électroniques et

I’environnement de 1’héme.
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La spectroscopie infrarouge, en particulier I’infrarouge lointain, a été trés peu utilisée pour
la caractérisation des porphyrines. Par ailleurs, la majorité des travaux sont effectués en
spectroscopie Raman. Bien qu’elle permette d’obtenir comme pour la spectrométrie IR les
fréquences de vibration des molécules, les régles de sélection entre ces deux méthodes sont
différentes. L’absorption IR est permise lorsque la vibration provoque une variation du
moment dipolaire électrique de la molécule, alors que la diffusion Raman se produit lorsque la
vibration entraine une variation de la polarisabilité moléculaire. Cette complémentarité entre
spectroscopie infrarouge et Raman se révele de maniére encore plus importante sur 1’allure
des spectres : par exemple, dans le cas de molécules possédant un centre de symétrie : les
modes actifs en Raman sont inactifs en infrarouge, et vice versa. Ainsi, I’étude comparée des
spectres IR et Raman ne peut étre que fructueuse pour une caractérisation vibrationnelle
détaillée et les deux techniques sont donc souvent nécessaires pour connaitre 1’ensemble des

fréquences caractéristiques d’une molécule.

Dés le début des années 1970, la spectroscopie Raman joue un réle crucial dans la
caractérisation des hémoprotéines.'”"*” Cela est rendu possible grace aux perfectionnements
des techniques de la spectroscopie Raman mais aussi aux nombreux travaux menés sur des
métalloporphyrines'®""'® de géométrie simple. En effet, I’analyse des spectres de résonance
Raman (RR) de ces mode¢les synthétiques a apporté des informations importantes sur les

modes de vibrations impliquant I’héme et ses ligands axiaux.

Composés modeles des hémoprotéines, les complexes de Ni(Il) [Ni(OEP) et Ni(TPP)], ont
suscit¢ de nombreux travaux. L’attribution des modes de vibrations de leur cycle
porphyrinique a été réalisée par comparaison des données expérimentales RR et/ou IR a des
calculs théoriques de modes normaux. Kitagawa et coll. ont attribué la plupart des modes
Raman et IR dans le plan en utilisant des longueurs d’onde d’excitation variables de RR, des
substitutions isotopiques et des calculs théoriques.' Spiro ez coll. ont ensuite développé un
champ de force empirique appliqué aux porphyrines de nickel (porphine, OEP et TPP) avec
différents substituants.'™ Les spectres de résonance Raman de Ni(TPP) ont été donc
complétement attribués grace a des substitutions isotopiques associées a des calculs

théoriques de modes normaux.'™*

Grace aux données obtenues avec des porphyrines de nickel, les spectres de RR de
plusieurs hémoprotéines, comme la microperoxydase-11 et le cytochrome ¢ ont été attribués

. +1 78,185,186
en détail.”®!%>
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Cependant, seulement quelques données ont ¢té obtenues par spectroscopie IR ; Rush III et
coll. ont attribué les modes de vibrations IR de la Ni(TPP) en utilisant la DFT (théorie de la
fonctionnelle de la densité)."s” Paulat er coll. ont étudié des complexes de la TPP avec
différents métaux en position centrale de I’héme (Fe, Mn et Co) possédant un ion chlorure en
cinquieme position de coordination de I’héme. Les attributions des modes d’héme et de ses
substituants ont été réalisées par comparaison des données IR et Raman aux calculs de la DFT

188
des modes normaux.

L’équipe de Berthomieu a caractéris¢ divers complexes de la MP8, un modéle des
hémoprotéines de type c, par spectroscopie IR couplée a 1’électrochimie. Cette étude a permis
de mettre en évidence des modes IR redox spécifiques de I’héme, dont certains sont sensibles

a I’état de spin du fer.'*'°

Des données IR ont également été obtenues dans les basses fréquences sur des
hémoprotéines telles la cytochrome ¢ oxydase, le cytochrome ¢ et la microperoxydase-11 et

r \ O 7 : 191
des composés modeles, I’hémine et I’hématine.

Vibrations métal-ligand

Les vibrations métal-ligand sont détectées dans le domaine des basses fréquences, entre
700 et 50 cm™. Les fréquences de ces vibrations permettent de détecter les interactions héme-
ligand-protéine et de mesurer leur force ; elles sont également corrélées au potentiel redox des

hémoprotéines et vraisemblablement, a leur fonction biologique.

Les oxydases, comme I’hémoglobine et la myoglobine, possédent une histidine comme
ligand proximal. Ce ligand proximal joue un rdéle majeur dans les propriétés catalytiques des
hémoprotéines. En effet, la liaison covalente Fe-Histidine est trés sensible aux changements

structuraux et dynamiques de la protéine.'”>'”>

De¢s lors, les propriétés vibrationnelles de cette liaison ont été largement étudiées par
spectroscopie de résonance Raman. Son mode vibrationnel v(Fe-His) a été observé entre 250
et 200 cm™."** La position et I’intensité de cette bande dépend essentiellement de la nature et
la conformation de la protéine ainsi que I’environnement du métal. Il a été montré que cette
vibration peut étre corrélée a la coordination de I’héme dans la cytochrome ¢ oxydase.'”” La
vibration d’¢élongation antisymétrique IR active v(Fe-His)s a été attribuée a 381 cm™ dans le

spectre IR du complexe bis(His-méthylester)Fe-PPIX."*
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L’analyse des spectres IR de la TPP et ses complexes métalliques a mis en évidence des
bandes sensibles au métal.'”” L’équipe de Nakamoto a détecté une vibration caractéristique de

la liaison azote-métal entre 330 et 180 cm™ pour les complexes M(TPP).'*®

L’étude des intermédiaires de la CcO par spectroscopie Raman a permis de détecter les
vibrations caractéristiques des liaisons v(Fe-O) a 571 e¢m™ pour I’intermédiaire oxy (A)® et

v(Fe=0) 4 804 et 785 cm™ pour les intermédiaires oxoferryl Py®' et F’®, respectivement.

1.8 Conclusion

D’importants progres dans la compréhension des mécanismes de réduction
tétra¢lectronique de I’oxygene en eau par la CcO ont été faits au cours des derniéres années, et
ce grace aux résultats obtenus a la fois en biologie structurale, spectroscopie, ¢lectrochimie,
chimie de synthése et chimie théorique. Les modéles structuraux, qui s’attachent a reproduire
le plus fidélement possible les caractéristiques géométriques et €lectroniques du site actif, et
les modeles fonctionnels, qui ont été adaptés afin de présenter une activité de type oxydase
apportent des informations utiles pour la compréhension du mécanisme de réduction de

dioxygene en eau par la CcO.
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II.1 Cytochrome c oxydase

I1.1.1 Préparation des échantillons

Les échantillons de la CcO (native et les isotopes *Cug et “°Cug) en solution, utilisés dans
nos expériences de spectroscopie, sont obtenus par purification a partir de Paracoccus
denitrificans par I’équipe du Pr. Hartmut Michel (laboratoire de Biophysique, Max Planck/
Francfort). Elles sont conditionnées dans une solution saline (KPi, 10mM, NaCl, 20 mM) a

pH 8, contenant 0.01 % DDM.

1.1.1 Concentration

Les expériences de spectroscopie ATR-IRTF nécessitent des concentrations élevées en

protéines (~250 uM), la solution est donc concentrée par centrifugation.

Les concentrateurs Amicon, Ultra-0.5 (Millipore) utilisés comportent une membrane de
cellulose de coupure 100 kDa, qui retient la CcO bactérienne (masse moléculaire supérieure
de 126 kDa) et laisse passer le tampon lors de la concentrifugation. Afin d’éviter que la
protéine membranaire n’obture les pores de la membrane lors de ce processus, la membrane
est préalablement trempée dans le tampon CHES (Fluka > 99,0 %) 20 mM, pH 9, DDM
0,01% et la centrifugation qui suit est fractionnée en sessions de 20 minutes entre lesquelles la

protéine est remuée.

La concentration en protéine est mesurée au cours de cette étape a partir des spectres
d’absorption enregistrés dans le visible. Effectivement, cette concentration est reliée a la

densité optique de 1’échantillon de protéines par la loi de Beer Lambert :
A=00) 1 c

Ou / est 1’épaisseur de 1’échantillon et U(4) son coefficient d’absorption molaire & la longueur

d’onde A.

1.1.2 Préparation du "Culot"

Les expériences de spectroscopie ATR-IRTF en mode différentiel consistent a circuler des
solutions tampons de composition différente sur un méme échantillon de protéine, ce qui
nécessite 1’adhésion de celui-ci a la surface hydrophobe du cristal (silicium) de la cellule
ATR. Cependant, les molécules de détergent (DDM) qui entourent la protéine en interagissant

avec ses parties hydrophobes, empéchent cette adhésion. En effet, les protéines membranaires

74



Chapitre II : Matériel et méthodes

possedent une grande affinité pour les détergents hydrophobes non ioniques avec lesquels
elles forment des micelles. Ainsi, I’élimination du détergent permet a la protéine de former un

film hydrophobe adhéré au cristal de I’ATR.

Avant chaque expérience, I’échantillon de la CcO utilisé subit quatre cycles de lavage :
dilution dans le tampon KPi 50 mM, pH 9 et concentration en Ultra-15 (Millipore) a 5000
tr.min”' pendant 15 min & 4°C. Trois cycles de lavage supplémentaires pour lesquels la
concentration de la protéine est réalisée en Ultra-0.5 (Millipore) pendant 10 min. Ces
dernicres étapes de lavage permettent a la fois d’éliminer le détergent et de conditionner la
protéine dans le tampon final au pH souhaité. La solution diluée est ensuite concentrée a 5000

tr.min”"' pendant 5 min.

Le "culot" formé a I’intérieur de "I’eppendorf” est prélevé par pipetage, et déposée
immédiatement sur le cristal ATR pour étre analysé en IR et de se prémunir d’une éventuelle

dénaturation.

I1.1.2 Méthodes spectroscopiques

1.2.1 Spectroscopie UV-visible

La formation des intermédiaires de la CcO est suivie par spectroscopie UV-visible. Les
spectres d’absorption sont enregistrés dans des cuves en quartz de 1 cm de trajet optique avec
un spectrophotometre Cary 300 SCAN (Varian) a double faisceau. La mesure de la ligne de
base s’effectue en comparant la cuve de référence a celle de mesure, ne contenant que du

tampon.

La différence entre le spectre réduit et le spectre oxydé est mesurée. L’ oxydase oxydée est
obtenue en ajoutant une tres faible quantité de ferricyanure (K3Fe(CN)e) et la réduite par ajout
d’hydrosulfite (Na,S;04). La concentration de la protéine est estimée en utilisant le coefficient

d’absorption molaire de la bande de Soret a 425 nm (goxa25nm=158 mM’! cm'l).

Les spectres de différence des intermédiaires Py, F'y et Fg (moins I’état O) sont
enregistrés apres addition soit d’une quantité équimolaire, soit d’un exces de H>O; (€240nm= 40

M em™).

L’intermédiaire Py est généré par I’ajout de 1 a 5 équivalents de H,O, (Sigma Aldrich
30%) a une solution contenant 10 uM de la CcO oxydée dans un tampon KPi (Fluka > 99,0
%) 50 mM, pH 9 et 0,05 % DDM. Le mélange est ensuite incubé pendant 3 minutes. La
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diminution du pH a 6 de la solution précédente par 1’ajout d’une solution de Mes-OH (Sigma
Aldrich) pH 6 a la concentration finale de 50 mM entraine la formation de I’état F'y. Apres
une incubation d’environ 3 minutes, I’ajout d’un grand exces de H,O, (1:500) a cette solution
permet la formation de I'intermédiaire Fy. Ce dernier peut étre également généré dans un

tampon KPi 50 mM, pH 9 et 0,05 % DDM. Sa formation est indépendante du pH.

Le spectre d’absorption de différence de I’intermédiaire P19 (moins 1’état O) est enregistré
lorsque le pH de la solution de la CcO passe de 8 a 10. 10 uM de la CcO oxydée dans un
tampon KPi 10 mM a pH 8 et 0,05 % DDM est mélangé avec une solution de glycine-OH
(Sigma Aldrich > 99 %), pH 10 a la concentration finale 120 mM. La stabilité de I’état Pyq est
suivie sur 30 minutes d’incubation. Une caractérisation spectrale est effectuée a différents

intervalles de temps t (0, 1, 5, 10,...30 min).

1.2.2 Spectroscopie de fluorescence

Lors des expériences de fluorescence, les échantillons des différents intermédiaires sont
préparés selon le protocole utilis¢ pour 1’UV-Visible. Les spectres de fluorescence sont
enregistrés au service commun d’analyses, de mesures physiques et de spectroscopie optique

(Université de Strasbourg).

1.2.2.1 Mesures a I’état stationnaire

Les expériences de fluorescence ont été réalisées sur un spectrofluorimétre Jobin-Yvon
Horiba Fluorolog FL3-22, équipé d’un porte-échantillon thermostaté, dans une cuve en quartz

de 1 cm de trajet optique.

Ce fluorimeétre est un instrument a comptage de photons présentant une réponse linéaire
pour des intensités inférieures a 2 Mcps. La source d’excitation est une lampe a Xenon de
puissance 450 W et le détecteur est un TBX 04 (Horiba Jobin Yvon). La longueur d’onde
d’excitation est sélectionnée par un monochromateur double réseau a deux fentes réglables.
L’instabilité¢ du faisceau d’excitation due aux fluctuations de la lampe est corrigée a 1’aide
d’une photodiode calibrée. Les fonctions de correction, a I’excitation comme a 1’émission, et
notamment la courbe de réponse du photomultiplicateur, sont définis par le constructeur et
incorporées dans le logiciel de 1’appareil (FluorEssence). Les spectres de fluorescence sont
donc automatiquement corrigés. La largeur des fentes d’entrée et de sortie de chaque

monochromateur est réglée afin d’obtenir le meilleur rapport signal/ bruit.
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Apres introduction du tampon KPi, 20 mM, pH 9 et 0.05 % DDM dans la cuvette, un
aliquot de la protéine de la solution stock est ajouté pour obtenir une concentration finale de 3
uM environ. La concentration de la protéine ainsi que la formation de chaque intermédiaire

sont vérifiées par I’enregistrement des spectres d’absorption entre 230 et 800 nm.

Dans ce travail, nous avons enregistré uniquement des spectres d’émission de fluorescence
pour chacun des intermédiaires de la CcO (O, Py, F'u, Fu et Pyg) formés. Ces mesures sont

effectuées a 5°C et en utilisant deux longueurs d’onde d’excitation différentes.

La longueur d’excitation pour le tryptophane est de 300 nm et les spectres d’émission de
fluorescence sont enregistrés entre 310 et 500 nm. L’excitation a 300 nm permet d’étudier

sélectivement la fluorescence des tryptophanes de la protéine.

La longueur d’onde d’excitation pour la tyrosine est de 275 nm et les spectres d’émission
de fluorescence sont enregistrés entre 290 et 500 nm. Cependant, cette longueur d’onde

permet d’étudier la fluorescence des résidus tyrosine et tryptophane.

Les bandes passantes sont de 3 nm en excitation et en émission. Le temps d’intégration est
de 0.1s. Les spectres controles (tampons) seuls sont réalisés dans les mémes conditions, et

soustraits a ceux des échantillons nécessaires.

1.2.2.2 Mesures spectroscopiques résolues en temps

Les courbes de déclin de fluorescence sont obtenues en utilisant la technique impulsionelle
selon la méthode du comptage de photon unique. Cette méthode consiste a exciter le
fluorophore dans des conditions ou 1’on ne détecte qu’un seul photon de fluorescence (moins
de 5 photons de fluorescence détectés par 100 impulsions d’excitation). L’intervalle de temps
mesur¢ entre I’impulsion initiale et la détection du photon correspond au temps pass¢€ par une

molécule a 1’état excité.

La source d’excitation est constituée par une diode électroluminescente (NanoLED-295,
Horib Jobin Yvon) émettant a 295 nm, ce qui permet d’étudier sélectivement la fluorescence

des résidus tryptophane.

Les photons de fluorescence émis par 1’échantillon sont détectés dans une direction
perpendiculaire a ’excitation par un photomultiplicateur. Le gain du photomultiplicateur est
tel qu’un seul photon génere une impulsion électrique d’anode mesurable (repere temporel).

L’amplitude de cette impulsion est analysée par un analyseur multicanaux et le contenu du
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canal correspondant est incrémenté d’une unité. Nous utilisons 2048 canaux pour I’analyse de
I’amplitude, ce qui est combiné a 1’échelle de temps de 50 ns. L’analyseur multicanaux est

piloté par un ordinateur a I’aide d’une interface électronique gérée par le logiciel DataStation.

Afin de reconstruire 1’histogramme de la probabilité d’émission de fluorescence, il est
nécessaire de répéter plusieurs fois la méme mesure avec une grande vitesse de répétition.
L’acquisition est généralement effectuée en régime de pré-comptage ou le nombre total de

photons a accumuler est fixé (typiquement 10000 événements).

Les parameétres optiques utilisés pour I’ensemble des mesures effectuées avec cet

appareillage sont résumés ici :

e Longueur d’onde d’excitation a 295 nm,

e Longueur d’onde d’émission a 330 nm,

e Taux de répétition des impulsions d’excitation : 1 MHz,

e Largeur temporelle par canal de 14.5 nm avec un nombre total de canaux de 2048,
Nombre total de coups par déclin : 1.10%,

e La mesure de I’étalon, une solution Ludox (une solution de silice colloidale, 40 % de
suspension dans I’eau, provenant de Sigma-Aldrich) diluée a 0.01 %, prise comme
référence, est effectuée avec le méme de comptage que dans la mesure de
I’échantillon,

e Fentes du photomultiplicateur d’émission : 14.5 nm.

L’analyse des déclins de fluorescence est effectuée par la méthode de statistique des
moindres carrés en utilisant le logiciel DAS6 (Decay Analysis Software), provenant de Horiba
Jovin Yvon.

Dans cette analyse, on suppose que la loi de fluorescence correspond a la relation suivante

ou 7; correspond aux temps de vie de fluorescence.

t t t t
F(t) = a,exp (— T—) a, exp (— T—) + azexp (— T—) + ...+ a;exp (——)
1 2

3 T;

1.2.3 Spectroscopie ATR-FTIR en mode différentiel

Les spectres IRTF de différence sont enregistrés avec un spectrométre Bruker IFS 28
€quipé d’une séparatrice KBr et d’un détecteur MCT (Mercure-Cadmium-Tellure) et couplé a
une cellule ATR de perfusion (BioATR II unit) provenant de Bruker (Karlsruhe, Allemagne).
Cet accessoire ATR-perfusion a faible trajet optique (6-8 nm) est en réalité constitué¢ de deux

cristaux joints (I’un en ZnSe et I’autre en silicium) et permet les mesures uniquement dans le

moyen IR (4000-800 cm™).
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Le cristal de silicium, possédant une surface hydrophobe, est en contact direct avec
I’échantillon. Cette cellule peut étre connectée a un thermostat permettant de réaliser les
expériences a basse température. Elle est composée d’un compartiment supérieur qui permet
de fermer la cellule hermétiquement (Figure 38). L’ensemble est purgé de maniére continue

avec de ’air séché afin d’éviter les interférences qui peuvent étre causées par la vapeur d’eau.

Tampon {entrée) Tampon (sortie)

| .

) Echantillon
Cristal
de silicium ) :
_A/ Cristal Zn5e
Glowbar
Faisseau IR _4._/ +— Datecteur MCT

Figure 38 : Schéma de la cellule a circulation ATR. Les fléches a I’intérieur de la cellule représentent
le sens de circulation des différentes solutions tampons.

Dépot du "culot"

Le culot de 1.5 pl est déposé sur le cristal de silicium et séchée pendant 1h. Elle est ensuite
réhydratée avec 30 ul de tampon KPi 50 mM, pH 9. Puis, la cellule est fermée et la perfusion
de la solution tampon est maintenue d’une maniére continue a travers le cristal a 1’aide d’une

pompe assurant un débit de 0.2 ml/min.

Génération des intermédiaires

Dans un premier temps, un cycle d’oxydoréduction est effectué¢ afin de maintenir la
protéine dans son état activé en circulant d’abord une solution de tampon contenant de la
dithionite (3mM) puis suivie par une autre solution contenant du ferricyanure (ImM). La
formation des intermédiaires Py et Fu s’effectue en circulant une solution de tampon

contenant du peroxyde d’hydrogeéne a une concentration de 0.5 mM.
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Figure 39 : une photo du montage expérimental utilisé lors des expériences de formation et suivi des
intermédiaires de la CcO. Le circuit fermé se compose (de gauche a droite) : d’un flacon contenant la
solution du tampon, d’une pompe assurant un débit constant égal a 0.2 ml/min et de la cellule a
circulation disposée a I’intérieur du spectrométre Bruker. Les différents éléments sont reliés par des
tuyaux en silicone.

Acquisition des spectres différentiels

Les spectres ATR-IRTF de différence sont obtenus avec le méme échantillon de CcO et
résultent de la moyenne de 3 cycles redox indépendants. Ils sont enregistrés avec 128 scans, a
une résolution spectrale de 4 cm™ et a 7°C.

Le spectrométre est reli€¢ a un systtme informatique permettant le pilotage,
I’enregistrement et 1’accumulation des données par le logiciel OPUS (OPtics Users Software,
Brucker). Il permet de corriger la ligne de base des spectres et d’éliminer la contribution de la

vapeur d’eau au signal.

1.2.4 Spectroscopie IRTF en mode ATR ou transmission

Les spectres de I’infrarouge lointain des intermédiaires de la CcO sont enregistrés sur un
spectrometre Bruker Vertex 70, équipé d’une séparatrice Silicium et d’un détecteur DTGS

(Deuterated Tri-Glycine Sulfate).

Mode ATR

Les spectres ATR-IRTF sont obtenus a 1’aide d’une unité ATR (Harrick unit) couplée au

spectrometre. L’échantillon de 2 pl est déposé sur le cristal (Diamant) de I’ATR, puis il est
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séché avec un faible flux d’argon. Les spectres sont enregistrés dans les conditions suivantes :

128 scans, a une résolution spectrale de 4 cm™ et a température ambiante.

Mode transmission

L’échantillon de 4 pl est déposé sur une fenétre de silicium ou de polyéthyléne entourée de
6 joints tres fins et placée dans un support en métal. Le support est ensuite placé a I’intérieur
du spectrometre et reli€¢ au thermostat. Les spectres sont enregistrés dans les conditions

. \ . . S
suivantes : 64 scans, a une résolution spectrale de 4 cm™ et a 6°C.

I1.2 Modzéles synthétiques de la CcO

I1.2.1 Préparation des échantillons

2.1.1 Complexes de Fe(III)

Toutes les solutions de Fe(III) sont obtenues en dissolvant une masse de 1’ordre de 0.35-
0.45 mg de composé dans 1 ml de dichlorométhane (Sigma Aldrich > 99.9 %) a I’exclusion
des porphyrines 4C,-NO, et 4C,-diNO,, qui sont solubles uniquement dans un mélange de

dichlorométhane et d’éthanol.

2.1.2 Complexes de Fe(II)

La difficulté de la préparation d’une porphyrine de Fe(II) réside dans le fait qu’elle est trés
sensible a I’oxygéne de I’air. Exposée a I’air, elle s’oxyde spontanément en quelques secondes
en porphyrine de Fe(Ill), en dimeére p-oxo... C’est pourquoi, pour toutes les synthéses décrites
ci-apres, le milieu réactionnel est toujours conservé sous atmosphere inerte (argon) et les

solvants utilisés sont systématiquement dégazés.

Le choix du réactif adéquat pour réduire le Fe(Ill) en Fe(Il) est gouverné par plusieurs
criteres. Ce réactif doit étre commercial ou aisément synthétisable et posséder un pouvoir
réducteur adapté tel qu’il puisse réduire I’ion ferrique sans endommager la porphyrine. En

effet, le macrocycle porphyrinique est potentiellement réductible.

Nous avons essay¢ 1’amalgame de zinc (ZnHg), appelé réducteur de Jones, qui répond a
ces critéres et présente 1’avantage d’étre utilisé en milieu hétérogéne. La réduction devrait,

dans ces conditions, étre douce et le réducteur facile a séparer de la porphyrine par filtration.
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2.1.2.1 Tentative de réduction par ZnHg

La synthése de réducteur de Jones'”” nécessite de faire percoler sur des copeaux de zinc (1
g) une solution aqueuse d’acide sulfurique a 25 % (50 cm’) afin de décaper la fine couche
d’oxyde de zinc qui les recouvre. Les granules de zinc prennent alors une teinte métallique
brillante. Une solution de mercure (100 g) est ensuite versée sur ces copeaux brillants ce qui a
pour effet de les rendre gris foncé. Le mélange est ensuite maintenu sous agitation pendant
toute la nuit. L’amalgame obtenu est filtré afin d’¢éliminer la phase d’acide et subit ensuite des
cycles de lavage avec de I’eau distillée jusqu’a atteindre un pH neutre. Puis une solution de
mercure (5 ml) est ajoutée. L’amalgame résultant est filtré sur un papier filtre et lavé avec une
solution distillée de THF. Apres un séchage sous flux d’argon pendant une nuit, les copeaux

sont préts a I’emploi pour la réduction.

Nous procédons ensuite a la réduction du complexe de Fe(Ill) en solution dans le
dichlorométhane avec quelques gouttes de zinc amalgamé. La réaction attendue est la

suivante :
2 Fe"'(2Pyporphen)Cl  +  Zn" —>  2Fe'(2Pyporphen) + ZnCl,

Le milieu réactionnel est agité sous flux d’argon pendant 20 min. La couleur de la solution
du complexe considéré passe de brun au vert dans le cas du modele 2Pyporphen. Ce produit
vert ne montre plus la bande de Soret sur le spectre UV-visible et les bandes caractéristiques
de la porphyrine sur le spectre IR. Il y a eu probablement une réduction du complexe

porphyrinique. Dans le cas des modeles HI, la couleur passe du brun au rouge-brun.

Nous avons vari¢ les conditions opératoires de la réaction entre le complexe
Fe""(2Pyporphen)Cl et ZnHg. Nous avons aussi essayé de réduire trois autres modéles sans
succes. Il s’avere qu’en définitive la réaction donne systématiquement lieu a la réduction en
Fe(I) immédiatement suivie d’une réduction du macrocycle porphyrinique. La méthode de

réduction par la dithionite de sodium a donc été utilisée.

La réduction de l’espece Fe(Ill) par I’amalgame Zn/Hg n’a pas permis d’obtenir le

complexe porphyrinique de Fe(II).

2.1.2.2 Tentative de réduction par la dithionite de sodium

Les complexes porphyriniques de Fe(Ill) sont dissous dans le dichlorométhane. Cette
solution est congelée dans 1’azote liquide et dégazée sous vide. Nous avons ensuite procédé a
une réaction sous flux d’argon en milieu biphasique avec dans la phase aqueuse la dithionite
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et dans la phase organique (dichlorométhane) la porphyrine de Fe(IIl). L’ensemble est agité
vigoureusement pendant 20 min pour réduire tout le fer de la porphyrine. La couleur de la

solution évolue du brun au rouge pourpre. La phase aqueuse est alors canulée vers 1’extérieur.

2.1.3 Complexes de Fe(II)-Cu(I)

L’insertion du cuivre est effectuée par un mélange, sous atmospheére inerte, d une solution
de porphyrine de Fe(III) dans le dichlorométhane avec une solution désoxygénée de cuivre (I)
(Cu(CH3CN)4 PF¢) dissous dans 1’acétonitrile (Sigma Aldrich > 99.9 %). Les deux solutions
sont refroidies a -78° C (mélange carboglace/acétone) puis dégazées chacune par trois cycles
successifs de vide d’argon pour enlever toute trace d’oxygeéne. Une fois revenue a température
ambiante, un équivalent de la solution de cuivre(l) est ajouté a la solution de porphyrine de
fer(II1) qui se trouve dans le Schlenk. Le complexe fer(Il)-cuivre(I) est obtenu par un transfert
de la solution d’hydrosulfite de sodium via une canule a la solution préparée précédemment

(porphyrine de fer(Ill)-cuivre(I)).

2.1.4 Complexes de Fe(ID)-'°0,/"*0,

Dés que I’échantillon est réduit, la phase aqueuse est canulée vers 1’extérieur puis la
solution de la porphyrine est transférée dans un autre schlenk contenant du sulfate de
magnésium anhydre (MgSOy) afin de sécher les traces d’eau. Le dioxygéne (‘°O; ou '*0,) est

ajouté directement par courant gazeux (bullage) dans la solution pendant une minute environ.

2.1.5 Complexes de Fe"-CO et [Fe"-Cu']-CO

Les échantillons de modéles de la CcO utilisés lors des expériences ATR-IRTF et de
photolyse destinées au suivi du transfert de ligand doivent étre réduits afin de pouvoir fixer le

ligand CO.

Dans un premier temps, le fer de I’héme est réduit par de la dithionite en exces, selon la
méme procédure décrite précédemment, puis le complexe porphyrinique considéré Fe(Il) ou

Fe(II)-Cu(I) est exposé a un flux de CO pendant 3 minutes environ.

I1.2.2 Méthodes spectroscopiques

2.2.1 Spectroscopie ATR-FTIR

Les spectres de tous les composés modeles étudiés sont enregistrés a température
ambiante avec un spectrometre IRTF Bruker Vertex 70 couplé a une unité ATR (Harrick unit).
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Le détecteur et la séparatrice dépendent de la gamme de fréquence étudiée. Le détecteur MCT
(Mercure-Cadmium-Tellure), refroidi a 1’azote liquide, et la séparatrice KBr permettent
d’obtenir des données IR dans la gamme spectrale de 4000 a 400 cm™. Le détecteur DTGS
(Deuterated Tri-Glycine Sulfate) ainsi que la séparatrice Silicium permettent d’accéder a des
fréquences IR plus basses (400-50cm™).

Pour chaque échantillon, 2 pl ont été¢ déposés sur le cristal en diamant de la cellule ATR et
séchés a D’air libre ou sous atmosphere d’argon dans le cas des complexes de Fe(Il) en

utilisant un sac a gants placé sur 1'unité de I’ATR (Figure 40).

Figure 40 : une photo du montage expérimental utilisé lors des mesures des spectres de complexes
Fe(Il), Fe'-Cu', Fe"-0, et Fe"-CO.

Le sac a gants est aménagé de manicre a laisser passer un fin tuyau en caoutchouc qui sert
d’arrivée pour la circulation du courant d’argon. Le maintien strict de I’ensemble du montage
sous atmosphere d’argon pendant le temps de mesure permet d’éviter les réactions parasites
avec le dioxygene de I’air.

Lorsque le sac a gants est purgé de toute trace de dioxygene (au bout de 30 min environ),
on réalise les spectres de références jusqu’a 1’obtention d’un spectre sans humidité. On dépose

alors I’échantillon de complexe de Fe(I) concentré sur le diamant grace a une seringue.
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Chaque spectre enregistré est le résultat de 256 scans & une résolution de 2 cm™ pour les
mesures en MIR et 128 scans a une résolution de 4 cm™ pour celui effectué a basse
fréquences. Selon la qualité du rapport signal/bruit, on réalise ensuite une moyenne de 2 a 6
spectres afin d’obtenir le spectre moyen final. On réalise également un enregistrement de la

chambre du spectrometre a vide, ce qui permet d’obtenir le spectre de la vapeur d’eau.

2.2.2 Spectroscopie IRTF couplée a la photochimie a basse température

La technique est basée sur la rupture de la liaison entre le fer de la porphyrine et son ligand
CO induite par I’absorption d’un photon. Les études de photochimie ont été réalisées en
collaboration avec le Docteur Aurélien Trivella, ancien chercheur postdoctoral dans le

laboratoire.

Montage expérimental

Le complexe Fe'-CO ou [Fe"-Cu']-CO est déposé entre deux fenétres de fluorure de
calcium (CaF,) placées dans un sac a gants sous atmosphére argon puis fixées au porte
¢chantillon du cryostat (modéele DE-202 AE, Advanced Research Scientific, Allentown, PA,

USA) permettant de réaliser des spectres a des températures comprises entre 10K et 300K.

Le cryostat est composé d’un compresseur, d’un cryogénérateur et d’un systeéme de

pompage.

- Le compresseur est refroidi par de I’eau et fonctionne en circuit fermé. Environ 15 bar
d’hélium purifi¢ se détendent dans la téte froide via des lignes puis sont renvoyés vers le

systéme de compression.

- Le cryogénérateur utilisé produit du froid par compression et détente de gaz. La durée de
fonctionnement nécessaire a 1’obtention de la température minimale est de 1h. La température
est mesurée par une diode de silicium calibrée avec une précision de 0,5 K fixée sur le porte

¢échantillon.

- Le groupe de pompage est constitué d’une pompe (PFEIFFER VACUUM) pré-pompé par
une pompe & palettes. Ce systéme permet de maintenir un vide secondaire (P < 107 mbar)
dans D’enceinte cryostatique. Le pompage permet d’éviter la présence de 1’oxygene et de

limiter les échanges de chaleur entre la paroi métallique du cryostat et la surface de dépot.

La température de la surface de dépot peut étre réglée par I’intermédiaire d’un controleur

de température (modele 9700-1-1 Scientific Instruments West palm Beach, FL, USA). Pour
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nos expériences, nous avons travaillé dans une plage de température comprise entre 15 et 150

K.

La source d’excitation étant un laser Nd :YAG (grenat d’yttrium-aluminium dopé au
néodyme) émettant a 1064 nm et provenant du Modéle Minilite™ , Continuum, Central

Expressway, Santa Clara. Il est pulsé a 10 Hz délivrant des trains d’impulsions nanosecondes.

La longueur d’onde de I’impulsion est modifiée de sorte qu’elle puisse exciter
spécifiquement 1’échantillon. Dans le cas des modéles étudi€s, le maximum de I’impulsion est
choisi a 532 nm, cette longueur d’onde est la plus favorable pour exciter préférentiellement

les porphyrines. La puissance moyenne regue par les échantillons étudiés est comprise entre

200-250 mW.

Les spectres IR sont enregistrés en mode transmission sur des échantillons orientés a 1’aide
d’un spectrométre Bruker Vertex 70. L’acquisition des spectres est effectuée entre 4000 et
1200 cm™ en moyennant 256 scans a une résolution de 2 cm™ et 10 kHz pour la vitesse de

balayage.
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Chapitre III : Caractérisation des intermédiaires du cycle catalytique de la CcO

La cytochrome ¢ oxydase (CcO) catalyse la réduction de I’oxygene en eau, une réaction qui
utilise quatre électrons et quatre protons. Ce mécanisme débute par la réduction du centre
binucléaire [Fea3IH/CuBH] en [FeagH /CuBI] immédiatement suivie de la fixation de dioxygeéne
pour former le complexe [FeagH-Oz/CuBI].67 Ce complexe étant le premier intermédiaire du
cycle catalytique observable a basse température, les étapes suivantes du mécanisme restent

encore sujettes a discussion notamment le role du Cug est largement méconnu.

Il est généralement proposé que le complexe [Fe,'-O,/Cug'] donne aprés rupture

hétérolytique de la liaison O-O un composé Py de type oxoferryl possédant un radical localisé
sur un résidu tyrosine [Fe''=0/Cug"-His-Y ].°! Puis le transfert d’un électron et d’un proton

au site actif de la protéine conduit a la formation de I’état F, dont la structure correspond a une

espéce oxoferryl neutre [Fe'Y=0/Cug'-His-Y].*!

Les analogues des intermédiaires naturels étudiés en tant que candidats dans la
caractérisation des propriétés d’un fer-oxoferryl se sont révélés étre de bons outils pour
I’¢tude des différentes étapes du mécanisme de la CcO (les intermédiaires naturels ainsi que
leurs analogues artificiels sont résumés dans le tableau 2 p. 21). Du fait de la réaction tres
rapide de la CcO avec le dioxygene, les intermédiaires réactionnels ne peuvent pas étre
directement piégés afin de permettre leur caractérisation par d’autres spectroscopies plus

informatives que I’absorption UV-Visible, telle la résonance Raman ou I’IR par exemple.

Pour la CcO, la formation des intermédiaires artificiels Py et F par réaction avec le
peroxyde d’hydrogéne comme substrat a ét¢ mise en évidence par spectroscopie UV-
Visible.*?*! Le peroxyde d’hydrogéne, a la fois bon réducteur et donneur d’oxygéne,
réduit par un processus a deux électrons I’enzyme native, et permet ainsi la formation
consécutive des espeéces Py et Fyy caractérisées par des maximums d’absorption a 607 et 580
nm, respectivement (Figure 41). Il a été montré que leur formation est trés dépendante de la

concentration en substrat et du pH.

Les especes oxoferryl ont pu étre ainsi caractérisées par résonance Raman, ce qui permet
d’observer les vibrations caractéristiques des liaisons Fe-O et O-O des fer-oxoferryl.***** De
plus, en faisant réagir la CcO avec un équivalent ou un léger exces de H,O, a pH acide, une
nouvelle espece de type fer-oxoferryl (F'y) a pu étre piégée et caractérisée par spectroscopie

84,204,205
Raman. "
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Figure 41 : Formation des intermédiaires artificiels Py, Fy et F'y par réaction avec le peroxyde
d’hydrogéne.

La génération des intermédiaires artificiels de la CcO est considérée comme indispensable
a la compréhension du fonctionnement de son site actif. Dans le but de découvrir de nouvelles
voies permettant la génération des autres intermédiaires de la CcO, I’équipe d’Hartmut Michel
a proposé récemment la formation d’un nouvel état P 10.12 Tout comme les intermédiaires Py,
Pr et Pco, générés auparavant, 1’état Pyp pourrait étre aussi un autre état original de

I’intermédiaire Py, représentant ainsi un intermédiaire oxoferryl.

L’intermédiaire Pyg peut étre formé lorsque le pH de la solution de 1’oxydase a 1’état oxydé
passe de 8 a 10. Cette espece se caractérise par une bande d’absorption centrée a 610 nm et un
signal RPE correspondant a un radical tyrosyl Y167. Michel et coll. suggerent que cette
espece est trés similaire a I’intermédiaire Py observé dans le cycle naturel de I’oxydase. Par
ailleurs, la formation de 1’état Pyy, en absence de tout équivalent réducteur, corrobore bien
I’hypothése qu'une espéce de type peroxo pourrait ponter les deux métaux du site actif de

I’oxydase de P. denitrificans.

D’autre part, de nombreuses €études ont mis en évidence la formation des especes
radicalaires de tyrosine ou tryptophane au cours du cycle catalytique de la CcO. Cependant, la

nature et la position de ces radicaux reste encore sujet a débat.

L’objectif de ce travail est d’étudier d’une part les intermédiaires (Py, Fy, Fi et Pyo) par
spectroscopie de fluorescence résolue dans le temps afin de mieux comprendre le role des
especes radicalaires formées dans le cycle catalytique, et d’autre part de les caractériser par
spectroscopie IR, plus précisément dans le domaine de 1’infrarouge lointain, ce qui permettra
d’apporter des informations sur leur nature chimique. Nous rapportons ici également 1’effet du
pH sur les propriétés vibrationnelles de 1’oxydase.
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1.1 Etude des espéces radicalaires

Dans le cycle naturel de 1’oxydase, la rupture hétérolytique de la liaison O-O, permettant la
formation de I’état Py, nécessite quatre ¢électrons dont trois d’entre eux sont fournis par les
centres métalliques. Cependant, le quatriéme ¢€lectron manquant a été suggéré d’étre donné a
la suite d’un transfert électronique d’un résidu acide aminé situé¢ a proximité du centre
binucléaire. On suppose qu’un radical tyrosyle additionnel (Tyr 280) est formé et participe a
la réaction de réduction du dioxygeéne grace a la liaison particuliere que forme cette tyrosine
avec l'une des trois histidines liées au Cug.2’%?% Cependant, les caractérisations
spectroscopiques par RPE combinées a la mutagenése dirigée pour les intermédiaires formés
artificiellement par le peroxyde d’hydrogéne ont permis de détecter d’autres especes
radicalaires, qui peuvent intervenir dans le cycle catalytique de la CcO. Ainsi elles ont mis en
évidence la formation du radical tyrosyl (Tyr 167) dans les intermédiaires Py et F.*® En
revanche, le radical ainsi formé ne pourrait pas étre directement impliqué dans le mécanisme
enzymatique en induisant la rupture de la liaison O-O, car d’une part la tyrosine 167 est située
loin de I’héme a3 de 10 A et d’autre part sa mutation ne permet pas d’inactiver totalement la

fonction de I’enzyme (Figure 42).
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Figure 42 : section de la structure cristalline de la CcO montrant la localisation des principaux
cofacteurs tels que les résidus tyrosine, tryptophane, arginine et histidine 276 par rapport au centre
binucléaire (PDB file 1QLE)."”

Récemment, des études de mutagenese dirigée, de RPE et de spectroscopie optique ont

permis d’affirmer que le tryptophane (Trp 272) joue un rdle important dans la formation des
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especes radicalaires observées dans les intermédiaires Py et Fyy générés par le peroxyde

d’hydrogéne.””” Ce résidu, localisé a une distance de 3 A de la tyrosine 167 et avec laquelle il
forme une liaison hydrogéne, est relativement proche du centre binucléaire, a environ 8.5 A
de I’héme a3 et 5 A du Cug.” Ces études ont permis de mettre en évidence que le deuxiéme
radical formé lors du cycle catalytique de la CcO est un radical cation Trp'+ (Trp 272). lly a
alors transfert d’¢électron vers le résidu Trp 272. Celui-ci intervient dans la réduction de
I’oxygene par transfert d’électron via un radical tyrosyle. De plus, ce tryptophane est trés bien

conservé chez toutes les oxydases.

Il est clair que ces résidus sont les plus utilis€s par I’enzyme puisqu’ils sont parmi les plus
sensibles a I’oxydation, donc les plus enclins a effectuer des transferts d’électrons. Cependant,
il manque a ces arguments une preuve expérimentale irréfutable pour affirmer de manicre

certaine la localisation du site d’oxydation alternatif.

Afin de déterminer les sites de formation des radicaux (Tyr et/ou Trp™) et de mieux

comprendre leur role dans le déroulement du cycle catalytique de la CcO, nous avons voulu
¢tudier les intermédiaires générés par H,O, ainsi que l’état Py par la spectroscopie de
fluorescence résolue dans le temps. Cette technique, basée sur la fluorescence intrinséque des
résidus tryptophane en particulier, permet d’obtenir différentes informations dynamiques a
des échelles de temps allant d’une dizaine de picosecondes a quelques nanosecondes
(méthode décrite au chapitre I). Il faut noter, en outre, qu’il n’existe pas a 1’heure actuelle de

données de fluorescence concernant les intermédiaires de la CcO générés par H,O,.

III.1.1 Spectroscopie UV-Visible

Afin de pouvoir corréler les parameétres de fluorescence a un état €lectronique de la CcO
bien défini, les intermédiaires doivent étre caractérisés dans les conditions de 1’étude de

fluorescence.

Dans un premier temps, nous avons optimisé les échantillons pour obtenir les

2 .
1°7 mais aux

intermédiaires de la CcO selon le protocole utilisé par 1’équipe de Hartmut Miche
faibles concentrations de la CcO nécessaires pour 1’étude par spectroscpie de fluorescence.
Les propriétés électroniques de ces intermédiaires ont été analysées par spectroscopie UV-
visible. Nous avons ensuite analysé la contribution des résidus tyrosine et tryptophane par

spectroscopie de fluorescence.
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A 1’état natif, c'est-a-dire en absence de substrat, les hémes a et a3 de la CcO sont au degré
d’oxydation (+III) dont le spectre d’absorption est caractérisé par une bande de Soret a 428
nm et une bande a a 600 nm. Celle-ci est trés sensible au changement de [’état
d’oxydoréduction des hémes et de leur environnement immédiat. La réduction de 1’oxydase
est caractérisée par un déplacement du maximum d’absorption et un affinement du pic dans la
bande de Soret de 428 nm (forme oxydée) a 444 nm (forme réduite) et par une forte

augmentation de 1’absorption a 605 nm dans la bande a (Figure 43).

Absorbunos

Ry ; T y |
400 500 B
Longuesr Fonde (nen)

Figure 43 : Spectres UV-Vis de la CcO native de P. denitrificans, sous forme oxydée et
réduite par un exces de dithionite (20 mM). La protéine est a 3 uM dans du tampon 20
mM KPi pH 9 0.05 % DDM. Figure en médaillon : spectre de 1’oxydase obtenu par
différence entre le spectre de la forme réduite et celui de la forme oxydée.

1.1.1 Formation des intermédiaires Py, F'y et Fy

Comme le peroxyde d’hydrogéne est capable de fournir O,, 2 ¢ et 2 H', ¢’est un réactif
trés utilisé en lieu et place de O, pour générer les intermédiaires de la CcO. La réaction de
H,0; avec la cytochrome ¢ oxydase se manifeste par des modifications spectrales suivies par
spectroscopie d’absorption. Les spectres représentés dans la Figure 44 correspondent a la
réaction de la CcO avec H,0,. Ce sont des spectres de différence obtenus en soustrayant le
spectre de la CcO totalement oxydée (O) par le spectre de I’intermédiaire formé, permettant
de mettre en évidence les maximums d’absorption caractéristiques des intermédiaires Py, F'y

et Fy de la CcO.
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Dans un premier temps, le spectre d’absorption de la CcO a I’état oxydé (état O) est
enregistré dans le tampon KPi, 50 mM, pH 9, 0.05 % DDM. L’addition, ensuite, d’un exces
molaire de H,O; (1:1 a 1:5) a I’état oxydé conduit a la formation de I'intermédiaire Py. Le
spectre de la protéine est alors enregistré, puis le spectre de différence est calculé. Ce spectre
est caractérisé par un maximum d’absorption de la bande o & 607 nm (€6610-635 nm = 11 mM™!
em™).*® La quantité de CcO convertie a I’état Py peut étre donnée par la Loi Beer Lambert, et

elle est d’environ 35 %.

La diminution du pH a 6 entraine la formation de I’intermédiaire Fy dont le spectre
d’absorption différentiel (moins 1’état O) montre un déplacement du maximum de
I’absorption au niveau de la bande a a ~ 575 nm (&s30nm = 5.3 mM"lcm'l).80 L’ajout d’un large
exces (1:500) de H,O, a la solution précédente, permet la formation de I’intermédiaire F dont
le spectre différentiel (moins 1’état O) est caractérisé par un maximum d’absorption de la
bande o @ ~ 577 nm (&s80nm = 5.3 mM'lcm'l).g’0 La quantité de CcO convertie a 1’état Fy est

relativement importante, elle est estimée d’environ 60 %.
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Figure 44 : Spectres d’absorption différentiels des intermédiaires Py, F i et Fy (moins 1’état O).

L’état Py est formé par un mélange de 5 équivalents de H,O, a une solution contenant 3 uM de la
CcO dans 50 mM, KPi pH 9, 0.05 % DDM. L’ajout de 20 ul du Mes-OH pH 6 a la concentration

finale de 50 mM permet d’obtenir I’état F'y. I’intermédiaire Fy est formé par ajout d’un large excés
de H,0, (1:500).
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1.1.2 Formation de I’intermédiaire Py,

Le spectre d’absorption de la CcO a 1’état oxydé présente, pour des valeurs de pH allant de
6 2 9, deux maxima a 428 et 600 nm. De manicre intéressante, 1’équipe d’Hartmut Michel a
proposé que lorsque le pH augmente de 8 a 10 les deux maxima se déplacent vers le rouge
(vers les grandes longueurs d’onde) de respectivement 15 et 10 nm (Figure 45)."> Ce décalage
est lent et se produit en environ une demi-heure. Ces résultats suggerent que sans ajouter de
réducteur, une transition apparente O — P est déterminée par spectroscopie d’absorption
différentielle. Ce nouvel état formé par un ajustement de pH de 8 a 10 semble étre similaire a
I’état Py, d’ou il est appelé Pjy. Ces études ont montré que la formation et la stabilité de Pg
dépendent de la concentration de la CcO. Plus la concentration de la CcO est élevée, plus la
vitesse de la formation de 1’état P est grande, plus la dégradation de cet intermédiaire est
rapide.'? D’autre part, les études de spectroscopie RPE réalisé sur 1’état Py ont révélé la
présence d’un radical tyrosyle 167, tout comme pour Py. Les données obtenues par cette

technique indiquent que les deux intermédiaires Py et Py sont identiques.'

Afin d’évaluer la pertinence de cette hypothése, nous avons reproduit, dans un premier
temps, 1’expérience menant a la formation de Pyp mais a faible concentration (environ 3 uM)

nécessaire pour les études de spectroscopie de fluorescence tout comme la génération des

intermédiaires Py, F'y et Fy.

La Figure 45, montre les spectres d’absorption UV-Vis des intermédiaires Py et Py
obtenus a partir de 3 uM de CcO dans 10 mM, KPi pH 8, 0.05 % DDM et 50 mM KPi pH 9
0.05% DDM, respectivement.

L’intermédiaire Py présente un spectre d’absorption semblable a celui de Py avec un pic
d’absorption caractéristique a 610 nm, ce qui indique que la formation de cet état est encore

observable a des concentrations faibles de la CcO.

Comme le spectre UV-visible des espéces radicalaires différe énormément de la forme
réduite de I’acide aminé, il est possible de vérifier la présence d’un radical par spectroscopie
UV-visible. Il a ét¢ montré que la bande a 410 nm observée sur le spectre UV-visible de la
RNR (sous-unité R2) est caractéristique du radical tyrosyle, présent en grande quantité dans
cet enzyme.””® Toutefois, la détection d’une telle bande vers 410 nm n’est pas possible sur le
spectre UV-visible de CcO en raison de la grande absorbance des hémes dans cette gamme

spectrale.
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Figure 45 : Spectres d’absorption différentiels des états Py et Py (moins I’état O) de la CcO. L’état
Py est obtenu a partir d’un mélange de 3 uM de CcO a 1’état oxydé dans un tampon KPi 10 mM,
pH 8, 0.05 % DDM avec un tampon glycine-OH de concentration finale de 120 mM a pH 10.
L’¢état Py est formé par addition d’un excés de H,O, (1:5) a une solution de CcO de 3 uM dans un
tampon KPi 20 mM, pH 9, 0.05 % DDM.

Du fait que le tryptophane et la tyrosine absorbent principalement & 280 nm,"** nous avons
voulu comparer les spectres des états Py et Pjy dans cette gamme spectrale. De maniére
surprenante, la superposition des spectres d’absorption différentiels de Pjy et Py (moins 1’état
0), obtenus avec les méme conditions que précédemment mais a une concentration de 10 pM

de CcO, entre 230 et 340 nm montre distinctement deux pics d’absorption (Figure 46).

La Figure II1.6 montre clairement la différence entre les spectres de Pj( et Py dans cette
zone de fréquences. La bande observée a 293 nm dans le spectre de Py est déplacée a 282 nm
et diminuée en intensité dans le spectre de Py, ce qui suggére un environnement différent des
résidus tyrosine et tryptophane entre les deux intermédiaires. Etant donné que la
phénylalanine absorbe entre 230 et 260 nm, la bande observée a 245 nm dans les deux
spectres mais avec une intensité différente peut correspondre a cet acide aminé. Toutefois, la
contribution des hémes et de la protéine dans cette zone de fréquences rendent I’attribution de
ces bandes difficile. Ainsi, 1’utilisation d’une technique plus sensible a I’analyse des résidus

tryptophanes et tyrosines dans la protéine serait indispensable.
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Figure 46 : Spectres d’absorption différentiels des états Pyo et Py (moins I’état O). L’état Py est formé
par un mélange de 10 uM de CcO, suspendu dans un tampon KPi 10 mM, pH &, 0.05 % DDM, avec
un tampon glycine-OH de concentration finale de 120 mM a pH 10. L’état Py est formé par addition
d’un léger excés de H,O, (1:5) a une solution de CcO de 10 pM suspendu dans un tampon KPi 20 mM
pH 9 0.05 % DDM.

II1.1.2 Spectroscopie de fluorescence

Par son noyau indole, le tryptophane présente une émission de fluorescence dont les
caractéristiques, longueur d’onde et intensité, peuvent éEtre largement modulées par
I’environnement de ce noyau. Deés lors, tout événement qui modifie I’exposition d’un
tryptophane tel qu’un changement de conformation ou la liaison d’un ligand a pour effet de
modifier sa fluorescence. Avec les outils de la spectroscopie de fluorescence a I’état
stationnaire et résolue en temps, nous avons étudié 1’influence de la formation des
intermédiaires sur 1’émission de la fluorescence et les temps de vie de résidus tryptophane,
afin d’interpréter le role des espéces radicalaires lors de la réaction de la CcO avec H,O,. En
outre, I’étude de 1’état P peut donner des informations intéressantes concernant la formation
de D’état peroxy. Les études de fluorescence ont été réalisées en collaboration avec Dr.

Mariana Voicescu (ancien chercheur dans le laboratoire).

1.2.1 Fluorescence statique

L’¢étude des interactions protéine-substrat par fluorimétrie repose sur le changement des
spectres d’émission des fluorophores (voir chapitre I) dans la protéine lors de la fixation d’un

substrat a proximité des fluorophores. La fixation du substrat conduit soit & un changement en
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intensité du maximum du spectre d’émission, soit un déplacement du maximum du spectre

d’émission.
e Spectres d’émission de la CcO a I’état oxydé (O)

L’excitation de la CcO a 275 nm et a 300 nm donne une émission de fluorescence, dont le
maximum est de 326 et 330 nm respectivement (Figure 47). Ces valeurs sont typiques de la

209

présence de la majorité des résidus tryptophane en milieu hydrophobe™ et sont en bon accord

210211
“** La fluorescence de la

avec celles décrites pour la CcO de ceur de beeuf, a 1’état oxydé.
CcO, comme celle généralement de la plupart des protéines, est due a la désexcitation des
résidus tryptophane. Cependant, ce processus n’est pas simple, la CcO contient d’autres
résidus aromatiques (tyrosine et phénylalanine), qui contribuent également a I’absorption et
dont les caractéristiques spectrales sont telles qu'un transfert d’énergie sur le tryptophane peut

avoir lieu par résonnance.
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Figure 47 : Spectre d’émission de la fluorescence de la CcO de P. denitrificans a 1’état Q. En bleu le
spectre d’émission de la CcO obtenu a partir d’une excitation a 275 nm (S1). En rouge le spectre
d’émission de la CcO obtenu par excitation a 300 nm (S2). Les spectres S1 et S2 ont été normalisés a
A =400 nm afin de mettre en évidence la contribution des résidus de tyrosine qui fluorescent.

La migration d’énergie est un processus qui a déja été¢ mis en évidence pour de nombreuses

212,213

protéines, notamment par 1’étude de la dépolarisation de la fluorescence émise. Parmi les

différents types de transfert d’énergie possible a I’intérieur d’une protéine, le transfert
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tyrosine-tryptophane est particulierement possible ; son existence a été démontrée dans des

214 15

protéines telles que la papaine”* et la ribonucléase® et, d’aprés certains auteurs, il

. . ~ crer s g e . 216
constituerait méme une propriété¢ générale de toutes les protéines natives.

Ainsi, pour comprendre et interpréter les données obtenues expérimentalement, il est
nécessaire de déterminer d’abord la contribution des résidus tyrosine qui fluorescent a I’état

0.

Théoriquement, 1’intensité de fluorescence est proportionnelle a la concentration de la
molécule excitée, en absence d’effet d’écran. Le spectre S1 (ex = 275 nm) correspond a
I’émission de fluorescence des résidus Tyr et Trp, tandis que le spectre S2 (ex = 300 nm)
permet d’étudier sélectivement 1’émission de résidus Trp. Etant donné que 1’émission des
tryptophanes est observée uniquement entre 320 et 350 nm, donc la normalisation des spectres
S1 et S2 a 400 nm suivie par le calcul de différence (S1-S2) permettra d’obtenir le spectre
d’émission correspondant uniquement aux résidus tyrosine. Ce spectre est caractérisé par un
maximum d’émission a 313 nm. L’étude de plusieurs protéines contenant une tyrosine par
spectroscopie de fluorescence a montré que leurs spectres d’émission sont caractérisés par des
bandes observées a des longueures d’onde supérieures a 303 nm. Les maximums d’émission
de certaines protéines dépourvues de tryptophane ont été observés a 315 nm pour « parsley

217

plastocyanin »*'7, & 345 nm pour « Indian-cobra-venom cytotoxins »*'°, a 331 nm pour « cow

adrenodoxin » "’ ..

La contribution des résidus tyrosine qui subissent le processus de fluorescence dans la
CcO est estimée a environ 18 %. Cette contribution est trop faible pour détecter des radicaux

tyrosyles dans la CcO.
e Spectres d’émission des intermédiaires de la CcO

La méme expérience menée sur I’état O a été refaite, en mesurant cette fois la

fluorescence intrinséque des intermédiaires générés artificiellement soit par le peroxyde

d’hydrogene (Py, F'y et Fy), soit par augmentation de pH (Pyo).

Les spectres d’émission de fluorescence de différents intermédiaires étudiés, obtenus
par excitation a 275 et 300 nm, sont similaires a ceux obtenus pour I’état O (spectres non
montrés). En effet, aucun déplacement du maximum d’émission n’a été observé en
présence des exces molaires variables de H,O; (1:5 et 1:500) ou en modifiant le pH du

milieu (pH 6, 8, 9 et 10). De plus, la contribution de résidus tyrosine qui fluorescent dans
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les différents intermédiaires est aussi estimée a environ 20 %. Toutefois, des changements
minimes dans Dlintensit¢ de fluorescence ont été observés, et qui peuvent résulter

d’artefacts de mesures.

Le méme phénomene a été observé lors de 1’étude de I’interaction du cytochrome c
avec la cytochrome ¢ oxydase du cceur de beeuf par la spectroscopie de fluorescence

21 En effet, les auteurs suggérent que I’absence de toute

intrinséque de tryptophane.
influence de cette interaction sur 1’émission du tryptophane est due a une extinction de
fluorescence (désignée en anglais par quenching) par transfert de 1’énergie de Forster aux
heémes de I’oxydase. La théorie de Forster propose un traitement quantique au phénomeéne
d’interaction entre le dipole de transition électronique d’émission du donneur et le dipdle
de transition ¢lectronique d’absorption de I’accepteur. Le transfert d’énergie a lieu lorsque
la résonance des deux dipdles se trouve mutuellement perturbée. L’énergie d’interaction
dipdle-dipdle décroit suivant le cube de la distance entre les dipoles et dépend de leurs
orientations relatives. En outre, ils ont trouvé que 1’émission de fluorescence observée est
due principalement aux résidus tryptophane situés a une distance supérieure ou égale a 30
A par rapport aux hémes. Dans le cas de la CcO de P. denitrificans, les résidus Trp 272,
Trp 164 et Tyr 167 en question sont localisés a une distance trés courte de I’heéme a3 (dryp
272Fea3 = 8,5 A, drrp 164-7eas = 10 A €t dryr 167-rea3 = 10 A). Alnsi, si ce transfert d’énergie de
Forster est suffisamment efficace entre les hémes (a et a;) et les résidus Trp 272, Trp 164
et Tyr 167, il peut entrainer une extinction statique importante de la fluorescence de ces

derniers.

Une autre raison peut étre envisagée pour expliquer la similarité des spectres des
différents intermédiaires est la formation possible d’un anion superoxyde lors de la
réaction de la CcO avec H,O,. Il empéche généralement le transfert de proton, ce qui
induit a son tour une perturbation du transfert d’électron. En effet, I’initiation des radicaux
de tyrosine et de tryptophane au sein des enzymes et leur propagation procédent
majoritairement via le mécanisme de transfert d’électron couplé a un transfert de

proton.**°

Nous nous sommes penchés sur la détermination des différences, si elles ont lieu, entre
I’état Py et 1’état Pyp en calculant les spectres différentiels de fluorescence (moins 1’état
O). La Figure 48 montre les spectres différentiels de fluorescence de Py et Py obtenus par

excitation a 275 nm.
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Figure 48 : Spectres différentiels d’émission de fluorescence des intermédiaires Py et Pjo obtenus
par excitation a 275 nm. (A) Py, 3 uM de CcO dans 20 mM KPi, pH 9, 0.05 % DDM et 5
équivalents de H,0,. (B) Pjo, 3 uM de CcO dans10 mM KPi, pH 8, 0.05 % DDM et 120 mM
glycine-OH, pH 10.

Ces donnés contrastent avec les spectres absolus de fluorescence obtenus pour Py et Pyy.
Les Amax d’émission (329 nm Py pour et 352 nm pour Pjg) montrent bien la différence en
terme de polarit¢ de I’environnement locale des résidus Trp dans ces deux intermédiaires.
Plus Amax est déplacée vers le rouge plus 1’état fluorescent est relaxé, et donc
I’environnement du résidu Trp est plus polaire.”?' D’aprés ces observations il semblerait que
dans 1’état Py, les résidus Trp sont totalement exposés au tampon alors que dans 1’état de Py

ils sont enfouis dans la protéine.

Cependant, les spectres différentiels de fluorescence (moins I’état O) des intermédiaires
F'y et Fy obtenus par excitation a 275 nm ainsi que tous les spectres de différence calculés

pour la longueur d’excitation a 300 nm ne montrent pas de différences significatives.

1.2.2 Déclins de fluorescence

L’¢tude de la fluorescence temporelle des intermédiaires de la CcO permet, dans un
premier temps, d’avoir une idée globale sur le degré d’hétérogénéité (nombre de composante

dans le déclin de fluorescence) de leur cinétique de fluorescence correspondante.

Dans les mémes conditions, nous avons mesuré le déclin de fluorescence pour chacun des
intermédiaires. Pour un meilleur ajustement des déclins, jugé par le test statistique réduit >,
les graphes des distributions des résidus montrent une répartition aléatoire des résidus. Ceci
est valable pour toutes les expériences menées sur les déclins de fluorescence. Nous nous

contenterons ici de présenter le profil de distribution des durées de vie de ’intermédiaire O
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sur la Figure 49. Le tableau regroupe tous les parametres d’un déclin de fluorescence ainsi

extraits pour chaque intermédiaire.
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Figure 49 : Etude standard de declins de fluorescence de I’intermédiaire O. Le graphe montre en haut
le déclin de fluorescence mesuré (points) et calculé (traits continus), et en bas la courbe de distribution
des résidus. L’acquisition de déclins de fluorescence a été réalisée par la méthode de comptage de

photons uniques corrélés en temps dont le principe de cette technique est présenté dans le chapitre 11
matériel et méthode p 77.

Intermédiaires 71 (ns) T, (ns) T3 (ns) Xz

Etat O 1.67 0.30 4.59 1.19
Etat Py 1.69 0.30 4.61 1.31
Etat F'y 1.34 0.22 4.07 1.23
Etat Fy 1.19 0.15 3.90 1.25
Etat Py 1.53 0.25 4.54 1.30

Tableau 8 : Ensemble des temps de vie extraits des déclins de fluorescence standard de chacun des
intermédiaires, obtenu par la méthode de moindres carrés.

Le déclin de fluorescence du Trp, dans les différents intermédiaires de la CcO obtenus, est
triexponentiel. Cela signifie qu’il est caractérisé par trois durées de vie qui peuvent étre
attribuées a des classes de conformeres ou les résidus Trp ont des positions différentes par

rapport aux groupements inhibiteurs de fluorescence.
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L’origine de I’hétérogénéité de la cinétique a 1’état excité du résidu tryptophane dans les
protéines reste un débat trés ouvert. Parmi les modeles qui ont été¢ proposés pour justifier
cette hétérogénéité, le plus couramment admis est celui de 1’équilibre conformationel a I’état
fondamental ou modéle des rotaméres.””*** Ce modéle propose que les rotaméres de la
chaine latérale du Trp s’interconvertissent lentement par rapport a la durée de vie de 1’¢état
excité. Par conséquent, a chaque rotamere est associée une durée de vie de fluorescence qui

résulte de I’interaction avec des groupements inhibiteurs proches.

La comparaison des temps de vie des différents intermédiaires indique que les durées de
vie longues, intermédiaires et courtes sont trés similaires, ce qui suggere que 1’intensité de

fluorescence des résidus tryptophane en question, a savoir Trp 272 et Trp 164, n’est pas

affectée lors de la réaction de la CcO avec H,O, ou lors de la formation de Pjo.

Une autre fois, les résultats de la fluorescence temporelle nous ramenent a la méme
conclusion déja évoquée avec la fluorescence statique, a savoir que [’extinction de la
fluorescence par des processus non radiatifs 1ié¢ directement au degré d’accessibilité du résidu

Trp en question au solvant est trés importante.

III.2 Caractérisation des intermédiaires de la CcO par
spectroscopie IR

De nombreuses études menées sur la CcO par spectroscopie IRTF couplée a
1’¢électrochimie ou a la photochimie dans I’IR moyen (1800-1000 cm™) ont mis en évidence
des variations de 1’état de protonation de certains acides aminés liées au changement de 1’¢tat
d’oxydoréduction des centres métalliques, et ont permis de suivre les modifications
structurales internes qui surviennent lorsque la protéine accomplit ses fonctions

catalytiques.”2***°

Bien que la spectroscopie ATR-IRTF couplée a la perfusion des solutions tampons de
compositions ou de pH différents soit une technique particulierement adaptée pour mettre en
évidence les modifications structurales des protéines, provoquées par le changement d’état
redox des centres métalliques ou par les transitions entres les intermédiaires du mécanisme
enzymatique, peu de données existent sur les modes IR spécifiques des états de protonation
des acides aminés et des interactions métal-ligands des intermédiaires de la CcO générés par
le peroxyde d’hydrogene. Certains modes IR de 1’état Py ont été attribués grace a des

substitutions isotopiques, tandis que ceux de 1’état Fy; et F'y sont largement méconnus.'” "
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23 De plus, les études récentes, fort rares sur les intermédiaires de la CcO dans le domaine de

I’infrarouge lointain, n’ont pas a notre connaissance, permis de distinguer de telles vibrations.

L’application de la spectroscopie ATR-IRTF couplée a la perfusion a I’étude de la CcO
dans le domaine des basses fréquences pourrait compléter les données existantes sur les
modes de vibration métal-ligands, obtenues par spectroscopie de RR, et apporterait des
informations nouvelles sur des contributions des acides aminés ou de la chaine polypeptidique
non accessibles a la spectroscopie de RR. En outre, les modifications structurales du site actif
liées au changement de I’état d’oxydoréduction du Cug au cours du mécanisme réactionnel

peuvent étre €élucidées.

Afin d’identifier avec certitude les modes de vibrations cuivre-histidine et pour mieux
comprendre les propriétés vibrationnelles des interactions cuivre-ligands, nous avons étudié
deux variantes de la CcO reconstituées avec les isotopes purs du cuivre 63 et 65 (“*Cug-CcO

et ®Cug-CcO).

II1.2.1 Caractérisation des intermédiaires dans le domaine de I’IR moyen

Afin de valider 1’approche par spectroscopie IR différentielle couplée a la perfusion pour
I’analyse des intermédiaires de la CcO dans les basses fréquences, nous nous sommes tout

d’abord intéressés a étudier ces intermédiaires dans le domaine de I’IR moyen.

2.1.1 Spectres préliminaires du film stable de 1a CcO

Comme nous ’avons vu dans le chapitre introduction, I’obtention d’un film dépourvu de
détergent ("culot") est un prérequis pour les expériences d’ATR-IRTF de perfusion. La

préparation du culot est détaillée dans le chapitre matériel et méthodes.

Au début de notre expérience, il nous a été nécessaire de vérifier I’adhésion du film de la
CcO sur le cristal de I’ATR et de contrdler sa stabilité par spectroscopie IR. La Figure 50
montre les spectres ATR-IRTF d’absorption enregistrés pendant la phase d’obtention d’un
film réhydraté de la CcO.

Lorsqu’on dépose le culot sur le cristal de I’ATR, on observe un spectre (a)
essentiellement dominé par 1’absorption de 1’eau. Apres séchage, on retrouve un spectre (b)
brut caractéristique des protéines avec les bandes amides I et II ayant leurs pics respectifs a
1650 et 1539 cm™. L’échantillon séché est ensuite réhydraté avec du tampon 50 mM KPi a

pH 9, ce qui entraine a nouveau 1’apparition des bandes de I’eau aux dépens de celles de la
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protéine qui se retrouvent diminuées (c). Cependant, I’intensité des bandes de la protéine se
stabilise rapidement et la perfusion continue du tampon 50 mM KPi a pH 9 pendant environ

1h permet la stabilisation et I’adhésion du film sur le cristal de la cellule ATR.
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Figure 50 : Spectres ATR-IRTF de la CcO de P. denitrificans obtenus durant la phase de la
préparation du film réhydraté. Spectre (a) est enregistré immédiatement aprés le dépot de
I’échantillon sur la surface du silicium. Spectre (b) est enregistré apres le séchage de 1’échantillon
a l’air. Spectre (c) est enregistré apres la réhydratation du film avec 20-30 pl du tampon KPi 50
mM pH 9.

2.1.2 Cyecles de réduction et d’oxydation

Afin de s’assurer que I’oxydase se trouve dans son état activé permettant la génération des
intermédiaires, un cycle de réduction et de réoxydation du film réhydraté est réalisé par la

perfusion d’une solution de dithionite suivie par celle de ferricyanure (K3;Fe(CN)g).

Les spectres ATR-IRTF de différence réduit moins oxydé de la CcO de P. denitrificans
sont enregistrés entre 1800 et 1000 cm™ (Figure 51). Les spectres ATR-IRTF présentés ci-
avant sont le résultat de la moyenne de deux cycles redox indépendants. Dans le spectre réduit
moins oxydé (R-O), les signaux négatifs correspondent a la forme oxydée et les bandes
positives a la forme réduite de la protéine. Le spectre de différence oxydé moins réduit
correspondant a 1’oxydation de la CcO est réversible, ce qui indique que les bandes présentes
sur le spectre de différence sont dues spécifiquement a des modes de la CcO sensibles a 1’état

d’oxydoréduction des hémes a et a; et de la chaine peptidique.
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Figure 51 : Spectres ATR-IRTF de différence de la CcO de P. denitrificans dans un tampon KPi 50

mM pH 9. (a), le spectre réduit moins oxydé (R-O) obtenu par la perfusion de la dithionite. (b), le
spectre oxydé moins réduit (O-R) obtenu par la perfusion du ferricyanure.

Le spectre R-O obtenu est trés proche de celui publié pour la CcO de P.
denitrificans.""**** Ces études ont montré que ce spectre était dominé par le changement
des modes IR spécifiques de la chaine polypeptidique des amides I et II, observés entre 1700-
1610 et 1570-1500 cm™, respectivement. Toutefois, des modes de vibrations impliquant
I’héme et ses substituants ont été également détectés dans ce spectre,”***® incluant les bandes
observées a 1640(-) et 1631(+) attribuées a des vibrations d’un groupement formyle de
’héme a3.*** La bande a 1615(+) cm™ a été attribuée & une vibration d’élongation v(C=C) du
groupement vinyle de I'héme @3>’ La bande positive 4 1684 cm™ a été associée a une
contribution de I’acide propionique.”” Certaines bandes observées dans les zones de
fréquences 1550-1380, 1370-1340 et 1250-1210 cm™ sont également affectées par le
changement de 1’état d’oxydoréduction du fer, et sont donc attribuées a des modes de
vibration des hémes. La bande a 1564 cm™ est associé au mode vig, des hémes a et az.” Les
bandes a 1547 et 1522 ¢cm’!' sont respectivement attribuées a au mode vsgy, de ’héme a et
I’héme a; lorsque le fer est sous la forme Fe(Il).>> La bande positive 4 1662 cm™ correspond
au mode v(C=0) d’un groupement CHO de I’héme a3>° La bande a 1745(-)/1734(+) a été
attribuée au mode v(C=0) d’un groupement carboxylique, provenant du Glu 278.*+*****" L¢

signal 4 1702 cm™ (-) est également associé au mode V(C=0) des acides aminés aspartate

(Asp) ou glutamate (Glu). La bande a 1498 cm’ est attribuée au mode vio, la vibration (CC)
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de Tyr-O".**'%* La bande a 1248 cm™ pourrait provenir de la contribution des vibrations

d’¢élongation v7,(CO) et de déformation 5(COH) de la chaine latérale de la tyrosine.243

Les bandes obtenues dans la zone de fréquences 1460-1200 cm™ contrastent avec celles
obtenues dans le spectre R-O publié.”* Certains modes observés dans cette région ne sont pas
détectés dans le spectre obtenu (Figure 51 a). Ceci peut étre di a la différence de la ligne de
base entre 1400 et 1200 cm™. Une bande 4 1420 cm™ dans le spectre IRTF de différence de la
CcO avait été attribuée au mode v, la vibration (CC) du cycle de la Tylr—D4.243 Nous avons

proposé que la bande observée a 1418 cm™ corresponde au mode vyo.

2.1.3 Intermédiaires Py et Fy

La formation des intermédiaires Py et Fy par la perfusion d’un tampon contenant du H,O,
sur un film de la CcO a I’état O activé a été mise en évidence dans un premier temps par

83,231,244 . 7 ’ .
“2 7 Toutefois, ces études ont montré que la perfusion d’un tampon

spectroscopie UV-Vis.
contenant une concentration élevée de peroxyde d’hydrogéne provoque la dégradation des
hémes, et empéchent donc la formation des intermédiaires, notamment 1’état Fi.%® Ainsi, les
meilleures conditions pour éviter des telles réactions défavorables et obtenir un rendement
maximal des intermédiaires nécessitent la perfusion d’un tampon contenant une concentration

relativement faible de H,O, (~0.5 mM) pendant un temps trés bref (~30s). Ces conditions ont

permis d’obtenir un rendement maximum de 30-40 % en Py et de 60-75 % en FH.”O’23 !

Afin de pouvoir corréler les modes IR observés a un état de la CcO bien défini, les auteurs
ont développé un montage permettant d’enregistrer les spectres ATR-FTIR et ceux
d’absorption UV-Vis correspondant simultanément. Les spectres d’absorption UV-Vis
absolus ou de de différence sont enregistrés a I’aide d’une fibre optique permettant de délivrer
un faisceau lumineux collimaté a travers le film réhydraté de CcO déposé sur le cristal de la

cellule de perfusion.”*’

Nous avons donc essayé¢ de reproduire ces conditions pour générer les intermédiaires Py et
Fu. Etant donné que le spectromeétre utilisé ne permet pas de réaliser les mesures des spectres
IR et UV-Vis simultanément, les spectres obtenus des intermédiaires Py et Fy seront

r 7 il 170,231
comparés avec les données de la littérature.' ">

Pour ce faire, nous avons circulé le tampon
KPi 50 mM, pH 9 a travers le film de la CcO déposé sur le cristal de I’ATR jusqu’a la
stabilisation de la ligne de base. Un spectre de référence est ensuite enregistré puis la
perfusion du tampon contenant 0.5 mM de H,O, pendant 30 s devrait engendrer le spectre

différentiel de Py (moins 1’état O). De la méme fagon que précédemment, le spectre
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différentiel de Fy (moins 1’état O) devrait étre obtenu apres une perfusion de HO; (0.5 mM)
pendant 60s. Ces spectres de différence permettent d’observer directement les modifications
induites par les intermédiaires par rapport a 1’état oxydé de la CcO. Les 7 échantillons que
nous avons utilisés lors de cette étude ont permis de réaliser deux a trois cycles de perfusion
de tampon sur le méme échantillon. La majorité des acquisitions se sont révélées inutilisables
du fait d’un rapport signal/bruit trop faible ou I’observation d’une bande large et intense aux

alentours de 1636 cm™ caractéristique de la vibration de déformation de I’eau.

La Figure 52 montre les spectres ATR-IRTF de différence enregistrés apres une perfusion
de tampon 0.5 mM H,0, pendant 30s (spectre a), 60s (spectre b) et 120s (spectre c). Ces

spectres sont le résultat de I’accumulation de 64 a 128 scans.

1629

S -4
9 2.10 u.a
o S
Cc © n
— —
B
[e)
© ©
- 5
— ©

N~
83
=y 8
o N~ % Sm =

a g87\8 3
— - — —
o
NV’\#QI\W\J\/‘W
v T = - T - T T v T v
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200

Nombre d'onde (cm'l)

Figure 52 : Spectres ATR-IRTF de différence de la CcO de P. denitrificans obtenus par la perfusion
du tampon KPi 50 mM pH 9 contenant 0.5 mM de H,O,. (a) Spectre différentiel de Py (moins I’état O)
obtenu apres une perfusion du tampon contenant 0.5 mM de H,O, pendant 30s. (b) Spectre différentiel
de Fy (moins 1’état O) obtenu apres la perfusion du méme tampon pendant 60s. (¢) Spectre différentiel
(moins 1I’état O) apres un transition du tampon contenant H,O, pendant 120s.

Bien que le rapport signal sur bruit est faible, il est possible de détecter la présence de
certaines bandes notamment dans la zone des fréquences 1680-1590 cm™. Les signaux
observés a 1680, 1669, 1657, 1646, 1639, 1609, 1593, 1555, 1541 et 1313 cm™ dans le
spectre (a) se retrouvent dans celui de 1’état Py publié'’®** a des fréquences légérement

différentes, ce qui suggere que le spectre (a) peut correspondre a 1’état Py.
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Les bandes a 1680 (-) et 1669 (+) cm™ sont attribuées au mode formyle de I’héme a3.**’

La bande 4 1639 (+) cm™ est attribuée a une vibration spécifique de la tyrosine (Tyr amide
1).2* Le signal a 1657 cm™ peut provenir d’une contribution de 1’arginine (Arg). Une bande
similaire a été observée a 1611 cm™ dans le spectre de 1’intermédiaire Py (moins I’état O) de
la CcO du ceeur de beeuf, mais elle était absente dans le spectre de I’état F.'’® Ces observations
suggerent que 1’analyse de cette bande dans les spectres des différents intermédiaires peut
réveler des détails sur les changements conformationnels qui peuvent avoir lieu au niveau du
site actif. L attribution de la bande a 1541 cm™ n’est pas encore définitive, mais les auteurs
proposent qu’elle provient soit d’une contribution de I’héme a; soit d’une liaison C-N de His-
Tyr. Grace aux données fournies par les composés modeles, la bande observée a 1313(-) a été

attribuée a la déprotonation du groupe phénol de His-Tyr.**’

Par comparaison du spectre de I’intermédiaire Fyy publié¢'” aux spectres (b) et (c), il semble
que ’allure du signal du spectre (c) est voisin celui de I’état Fy. De plus, la bande observée a
1659 (-) dans le spectre (c) est similaire a celle reportée pour 1’état Fy. En raison de la
compétition entre les deux réactions, ’'une permettant la formation des intermédiaires et
I’autre conduisant a la dégradation des heémes, il est important de visualiser si la réaction
souhaitée de la formation des intermédiaires, notamment 1’état Fy, par la perfusion de H,O,

est effective.

La difficult¢é pour obtenir des spectres a la fois spécifiques et reproductibles des
intermédiaires Py et Fy provient manifestement de la difficulté d’effectuer un grand nombre

de cycles permettant d’améliorer la qualité du rapport signal/bruit.

2.1.4 Intermédiaire Py

Nous avons ensuite tenté d’obtenir 1’intermédiaire Py en utilisant le méme protocole, mais
en faisant circuler une solution de tampon 100 mM CHES a pH 10 sur un échantillon de la
CcO adhéré a la surface du cristal. Le spectre obtenu ne correspond pas a un spectre
différentiel, dans lequel les contributions de groupes chimiques spécifiques peuvent étre
détectées. Il est dominé par les bandes amide I et II observées & 1655 et 1544 cm™ (spectre

non montr¢).

La comparaison du spectre obtenu avec celui du tampon CHES 100 mM pH 10 enregistré
sur ATR montre que le CHES présente des signaux intenses qui recouvrent partiellement le
signal de la protéine. Théoriquement, 1’acquisition des spectres en mode différentiel devrait

annuler I’absorption du tampon. Cette observation est probablement due a la difficulté de
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recouvrir toute la surface du cristal de ’ATR par la protéine du fait de la faible quantité
obtenue du culot. En effet, la quantité d’enzyme nécessaire pour recouvrir toute la surface de
I’ATR de la cellule de perfusion est de ’ordre de 5 pl, tandis que, le protocole utilis¢ pour

obtenir de la protéine dépourvu de détergent permet d’avoir au maximum 2 pl du culot.

I11.2.2 Etude de la CcO dans I’IR lointain (700-50 cm'l)

Le domaine spectral de I’IR lointain est un outil de caractérisation précieux permettant
d’obtenir de nouvelles informations sur des processus physiques et chimiques. Cependant,
peu d’études existent sur les modes IR des protéines dans le domaine des basses fréquences.
Le domaine de I'IR lointain comprend, comme dans I’IR classique, des contributions
peptidiques, nommés amide IV, V et VI (800-500 cm™) et amide VII (au dessous de 250 cm’
1. Des modes de vibration impliquant le métal et ses ligands ont été également détectés entre
500 et 250 cm’. Ces vibrations de faible énergie, devraient apporter des informations
déterminantes pour 1’étude des liaisons chimiques et des interactions entre le métal et son
environnement. L’application de la spectroscopie IR a I’étude structurale de la CcO, comme
toute hémoprotéine, en solution nécessite cependant quelques adaptations techniques qui sont

détaillées dans le paragraphe suivant.

2.2.1 Spectres de différence des intermédiaires de la CcO

La cellule ATR de perfusion utilisée dans le domaine de I’'IR moyen ne transmet plus le
faisceau IR pour des fréquences inférieures a 1000 cm™. Ainsi, il est nécessaire d’adapter
I’appareillage optique a I’exploration d’'un domaine de fréquence ou sont mises en jeu des

vibrations de faible énergie.

Afin d’accéder a des spectres de la protéine dans le domaine des basses fréquences, nous
avons utilis¢é un accessoire ATR diamant muni d’un support métallique permettant la
circulation des différents tampons. Les tentatives pour obtenir des spectres en mode
différentiel dans ce domaine se sont également soldées par des échecs. Lors de la perfusion du
tampon, nous avons constaté la diminution progressive de I’intensité de la bande amide II,
jusqu’a sa disparition totale en quelques minutes. Ce phénoméne indique que la protéine
n’adhére pas sur le cristal de diamant comme dans le cas du cristal de silicium. Si la protéine

est concentrée d’avantage pour enlever toute trace du détergent, celle-ci peut se dénaturer.

Face a ces difficultés pour obtenir les intermédiaires de la CcO en utilisant la

spectroscopie IR en mode différentiel, nous avons envisagé d’étudier les intermédiaires de la
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CcO native et ses isotopes de cuivre par 1’acquisition des spectres d’absorption IR dans les
basses fréquences en utilisant deux types de techniques IR: la technique ATR et la technique

transmission.

2.2.2 Spectre ATR de la CcO a I’état oxydé (O)

La Figure 53 présente le spectre ATR-IRTF de la CcO a I’état oxydé. Le spectre ATR est
enregistré immédiatement aprés avoir séché la protéine, déposée a la surface du cristal

diamant, avec un léger flux d’argon (Figure 53).

0,34 CcO alétat O
dans 20 mM ches pH 9 0.05 % DDM
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Figure 53 : Spectre ATR-IRTF de la CcO a I’état oxydé a température ambiante.

Le spectre ATR de la CcO enregistré dans les basses fréquences (Figure 53) présente un
profil caractéristique de protéine. Dans la zone de fréquences 700-500 cm™, les bandes des
amides IV et VI sont attendus. Ces deux bandes ont été attribuées a un couplage des
vibrations de déformation dans le plan du mode C=0O du groupe CONH et de déformation des
liaisons C-C-N et C-C de la chaine protéique. *****® D’une maniére générale, les bandes des

amides IV et VI ne sont pas observées dans le spectre de résonance Raman.

Une bande large attribuée a I’amide VI et sensible au changement de la structure
secondaire a été détectée a 580-450 cm™ dans les spectres ATR-IRTF de nombreuses
hémoprotéines, incluant la cytochrome ¢ oxydase, le complexe cytochrome bc;, le complexe
I, ainsi que la Rieske.'’ Dans le spectre ATR de la CcO, la région de I’amide VI présente un

signal intense & 522 cm™, un épaulement vers 550 cm™ et une bande de faible intensité a 579
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cm™. La bande a 522 cm™ a été associée 4 une contribution majoritaire de ’hélice a, tandis

que Iépaulement vers 550 cm™ est attribué a un feuillet f.'

Au dessous de 300 cm'l, les vibrations des mouvements collectifs dus aux liaisons
hydrogéne sont généralement attendus. La bande large observée a 130 cm™ avec une intensité
trés ¢levée dans le spectre de la CcO (Figure 52) pourrait correspondre a des contributions de
liaisons hydrogene formées dans la structure de la CcO a I’état oxydé. Il est important de
noter que le spectre ATR de la CcO est dominé par 1’absorption par la contribution du tampon
(CHES, 20 mM) et de détergent (DDM, 0.01 %) malgré les faibles concentrations utilisées de

ces derniers (Figure 54).
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Figure 54 : Spectre ATR-IRTF du tampon CHES 20 mM pH 9 0.01 % DDM.

Les spectres IR des modeles synthétiques des hémoprotéines ont montré que les bandes
correspondant aux modes de vibrations d’héme et des liaisons métal-ligands étaient comprises
entre 500 et 350 cm™. Ainsi, les bandes observées a 428, 403 et 358 cm™' dans le spectre ATR
de la CcO a I’état oxydé pourraient provenir des modes IR implquant les hémes a et a; et
leurs ligands axiaux. Cependant, ’origine de la bande 4 280 cm™ est loin d’étre évidente. Elle
peut s’agir soit modes provenant de la chaine polypeptidique (amide VII), soit de modes
couplés impliquant les hémes et leurs ligands axiaux . Des é¢tudes menées par spectroscopie de
résonance Raman sur la CcO ont permis d’identifier le mode de vibration symétrique v(Fe-
His) 4 ~213 cm™ pour les oxydases de type aas.** Les vibrations métal-ligands observée en
IR sont théoriquement antisymétriques et sont donc attendues a des fréquences plus élevées

. 2
que celles actives en Raman.*’

111



Chapitre III : Caractérisation des intermédiaires du cycle catalytique de la CcO

2.2.3 Comparaison des spectres en transmission et en ATR de *Cu-CcO et

SCu-CcO

La Figure 55 présente les spectres IR typiques, en transmission et ATR, de deux isotopes
du Cug (63 et 65) de la CcO a I’état oxydé. Les spectres ATR ont ¢été¢ enregistrés
immédiatement apres avoir séché la protéine, déposée a la surface du cristal diamant, avec un
faible flux d’argon (Figure 55 A) et a température ambiante. Les spectres en transmission ont
été enregistrés apres avoir déposé la protéine soit sur une fenétre de polyéthyléne (Figure 55

B), soit sur une fenétre de silicium (Figure 55 C) et a 6°C.
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Figure 55 : Spectres enregistrés en ATR et en transmission pour les isotopes “Cug-CcO et *Cug-CcO
a I’état oxydé. A) enregistré en ATR, B) enregistré en transmission (fenétre de polyéthyléne) et C)
enregistré en transmission (fenétre de silicium).

Les modes de vibration métal-ligands sont sensibles a la nature et a la masse des métaux,

donc les spectres des CcO modifiées par le marquage isotopique du Cup devraient permettre
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d’identifier les bandes IR correspondant aux modes impliquant le cuivre et ses ligands. La
Figure 55A montre les spectres ATR de deux isotopes du Cug de la CcO (®*Cu-CcO et ©Cu-
CcO) enregistrés dans le tampon CHES 20 mM pH 9 0.01 % DDM. Ces deux spectres ne
montrent aucune différence significative sur toute la gamme de fréquences de 600 a 50 cm™,
malgré la différence de la ligne de base. Dans les complexes Cu(ImH),Cl, et Cu(ImH)4Cl,, le
déplacement isotopique **Cu/*’Cu du mode Cu-N-ImH détecté est d’environ 3 4 4 cm™.*' Le
déplacement isotopique provoqué par la substitution du cuivre par le **Cu et ©*Cu pour la CcO
est donc trop faible pour pouvoir étre détecté dans les spectres ATR de résolution 4 cm™.

r . r B -1 A . .
Lorsque la résolution est augmentée a 2 cm™, de méme aucun effet du marquage isotopique

du cuivre n’a été observé.

Dans les spectres IR de la CcO, enregistrés en transmission (Figure 55 B et C), La bande a
525-527 em™ impliquant la contribution de I’amide VI apparait plus intense avec un largueur
de bande a mi-hauteur plus faible par rapport a celle observée dans le spectre ATR (Figure 55

A), ce qui a permis la détection de deux nouvelles bandes aux alentours de 485 et 466 cm ™.

Ces différences relevées en ce qui concerne les profils (aires position, intensité et largeur a
mi-hauteur) des bandes observées dans les spectres ATR et celles en transmission sont dues
essentiellement a un effet d’interaction avec la surface du matériel. De telles observations ont
r ror r . 252 . . \ .
¢galement été relatées par Pevsner et Diem™ qui attribuent ces changements a la solvatation
des groupes amides par les molécules d’eau ainsi que des effets d’orientation des protéines

par rapport a la surface du matériel.

La comparaison des spectres de 63 Cug-CcO et 65 Cug-CcO enregistrés sur la méme fenétre
de polyéthyléne ou de silicium montre des différences notables, notamment dans la zone de
fréquences 500-200 cm™. Cependant, des bandes observées dans la gamme 500-400 cm™, a
485, 428 et 405 cm™ sont a priori spécifiques du spectre de la CcO. La bande a 466 cm™ est

quant a elle est observée dans le spectre du tampon CHES (Figure 54).

Dans le spectre de 1’isotope **Cug-CcO (Figure 55 B), Iintensité des bandes observées a
428 et 404 cm™ est équivalente, tandis que dans le spectre de 1’isotope “Cug-CcO, Iintensité
de la bande a 428 cm™ est nettement diminuée. Cet effet est également observé dans les
spectres des échantillons *Cug-CcO et ®Cup-CcO enregistrés sur la fenétre de silicium
(Figure 55 C). De plus, la comparaison de trois spectres enregistrés séparément pour chaque
isotope du Cug montre un effet reproductible concernant 1’intensité de ces deux bandes. Cette
observation semble surprenante car d’une part les bandes affectées par le marquage isotopique
subissent généralement des déplacements de nombre d’onde soit vers les hautes fréquences
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soit vers les basses fréquences plutot qu’un changement d’intensité, et d’autre part les modes
de vibration impliquant le cuivre et ses ligands sont observés dans les fréquences IR
comprises entre 313 et 130 cm™ dans les spectres de complexes de cuivre-polyhistidine®’ et
cuivre-imidazole.””'*>* Ainsi, il est peu probable que I’intensité de la bande observée a 428-
425 cm™ dans les spectres de I’isotope ®’Cug-CcO (Figure 55 B et C) soit affectée par le

marquage isotopique du Cusg.

Bien qu’il soit difficile de donner une explication claire sur ces différences, on peut penser
notamment que les spectres enregistrés en transmission ne présentent pas un rapport signal sur
bruit satisfaisant. De plus, la répétition des acquisitions n’a pas permis d’améliorer la qualité
des signaux. Par ailleurs, compte tenu de la largeur de 1’échantillon, et de la profondeur de
pénétration de I’onde évanescente, on peut affirmer que 1’on détecte par la méthode d’ATR

quasiment la méme chose pour les deux isotopes de la CcO.

En raison des problémes de la ligne de base, la contribution de tampon, la gestion de la
vapeur d’eau et la connaissance de sa quantité¢ dans les échantillons ne sont pas aisées. Notre

analyse a donc été limitée a I’étude de la CcO par la méthode d’ATR.

2.2.4 Spectres ATR des intermédiaires de l1a CcO

La formation des intermédiaires Py et Fy est détaillée dans la partie « Matériel et
Meéthodes ». Leurs spectres IR ont été enregistrés en mode ATR et sont la moyenne de deux

expériences différentes. Ils sont présentés sur la Figure 56.
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Figure 56 : Spectres ATR-IRTF des intermédiaires de la CcO native. (a) O, état oxydé 20 mM
CHES pH 9 0.01% DDM. (b) Py, état peroxy obtenu a pH 9, 1:5/Cco:H,0,. (c) F, état ferryl

formé par aiout de H-O» en laree exces. 114
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Les intermédiaires O, Py et Fy présentent des spectres IR qui semblent a priori trés
similaires, a ’exception de la bande large détectée a 130 et 135 cm™ dans les spectres ATR
des intermédiaires O et Py, respectivement. Cette bande associée a la contribution des liaisons
hydrogéne, mais également & la contribution du tampon et du sel est déplacée a 146 cm™ dans
le spectre de 1’état Fy. La différence de 11 cm’! observée entre Py et Fy, nous semble étre non
négligeable si I’on se réfere a ’absence de déplacement de cette bande, déja constaté, pour les

différents isotopes de la CcO.

Cette observation suggere que les intermédiaires O, Py et Fy révelent des différences fines
qui impliquent 1’organisation du réseau de liaisons hydrogéne autour des acides
aminés. Cependant, la position et I’intensité du signal correspondant aux liaisons hydrogéne
observé au dessous de 300 cm™ peuvent étre fortement influencées par la polarisabilité de

255

cette bande,” et donc il est difficile de conclure de maniére certaine sur le déplacement

observé lors de la transition Py—Fp.

Il a été suggéré que la conversion de I’état Py en Fy est due a un changement structural
impliquant des différences de liaisons hydrogéne du site distal et des variations de la basicité
du ligand proximal His 411 de I’héme Fea;. Des études de spectroscopie de résonance Raman
menées sur les especes oxoferryl Py et Fiy de la CcO de P. denitrificans ont suggéré que la
transition de 1’état Py & I’intermédiaire Fy provoque un changement des liaisons hydrogene
dans I’environnement distal de I’héme Fea;, ce qui induit une réorganisation du réseau de
liaisons hydrogéne dans le site proximal provoquant ainsi une perturbation de la force de la
liaison hydrogéne de I'His 411.** Les auteurs proposent, en se basant sur la structure
cristallographique de la CcO, que I’His 411 forme une liaison hydrogene avec le Glu 378 dans
I’état Fy, et donc la formation de cette liaison hydrogeéne est la raison la plus probable de la

.« e sy . . r \ 202
différence des propriétés vibrationnelles observées pour les deux espéces oxoferryl.?

2.2.5 Comparaison des spectres ATR de Py et Py

La Figure 57 présente le spectre ATR de I’intermédiaire Py en comparaison avec celui de

l’état PH.
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Figure 57 : Spectres ATR-IRTF des intermédiaires Py et Pyy. (a) Py, obtenu dans le tampon CHES
20 mM pH a9 0.01 % DDM, 1:5/Cco:H,0,. (b) Py, obtenu dans le tampon CHES a pH 10.

La comparaison des spectres ATR des intermédiaires Py et Py (Figure 57 a et b) montre
des différences significatives. Par comparaison du spectre de Pjo (Figure 57b) avec celui du
tampon CHES (Figure 58), nous avons constaté que certains modes du tampon CHES se
retrouvent également dans le spectre de Pjp a des fréquences légérement différentes. La
formation de 1’état Py nécessite une concentration plus importante du tampon CHES afin

d’augmenter le pH de la solution de la CcO a 10.

——CHES 1M pH 10
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Figure 58 : Spectre ATR-IRTF du tampon CHES 1M pH 10.
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I11.3 Etude de la CcO en fonction du pH

Les spectres ATR-IRTF de la CcO ont été enregistrés en fonction du pH dans la gamme

de fréquence 700-50 cm™ et présentés sur la Figure 59.

——H,PO,” 20mM pH6 0.01% DDM

—— CHES 20 mM pH 9 0.01% DDM
—— CHES 20 mM pH 10 0.01% DDM
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Figure 59 : A) Spectres ATR-IRTF de la CcO en fonction du pH. (a) pH 6, 20 mM H,PO,*, 0.01
% DDM. (b) pH 9, 20 mM CHES, 0.01 % DDM. (c¢), pH 10, 20 mM CHES, 0.01 % DDM. B)
Spectres ATR-IRTF des tampons utilisés.

L’augmentation ou la diminution du pH (spectres a et ¢ de la Figure 59 A) provoque la
disparition des bandes observées & 578 et 280 cm™ dans le spectre de la CcO enregistré & pH 9
et le déplacement de 1’épaulement a 551(b) a 562 cm™ dans les spectres de la CcO enregistrés
a pH 6 et 10. L’augmentation du pH a 10 n’affecte pas la fréquence de la bande a 524 cm™

(b), tandis que la décroissance du pH provoque un déplacement vers les basses fréquences.

Une bande observée a 487 cm™ est spécifique dans le spectre de la CcO a pH 10. Ce mode de
vibration pourrait étre a 1’origine soit d’une contribution du tampon CHES soit d’un mode
spécifique de la CcO. La bande détectée 4 359 cm™ dans le spectre enregistré a pH 9 est

déplacée a 340 et 330 cm™ dans les spectres de la CcO a pH 10 et 6, respectivement.

Ainsi a partir de ces spectres ATR, s’il semble assez clair que le pH a un effet sur les

vibrations de la CcO, il est plus difficile de décrire qualitativement 1’origine de ces effets. Il
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est nécessaire de faire d’autres expériences plus spécifiques pour pouvoir comprendre

I’impact du pH sur la structure de la CcO.

I11.4 Conclusion

La détection des modes de vibrations impliquant le fer et le cuivre et leurs ligands dans la
cytochrome ¢ oxydase ne peut pas étre obtenue a partir des spectres ATR. L’acquisition des
spectres IRTF de différence devrait soustraire les contributions du tampon, de détergent et de
sel, et permettra donc d’observer les modes de vibration spécifiques de la CcO. De plus, le
marquage isotopique a ’azote N du ligand proximal des hémes Fea et Fea; ainsi que
I’utilisation des mutants, aiderait a mettre en ¢évidence les vibrations fer-ligands.
Malheureusement, 1’étude de deux isotopes de Cup n’a pas permis d’observer de telles

vibrations associées au cuivre et ses ligands.
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Chapitre IV : Caractérisation des modéeles de la

CcO dans ’IR moyen (1800-700 cm™)
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Le macrocycle porphyrinique joue un role essentiel dans les milieux vivants, notamment
dans les réactions catalysées par les hémoprotéines. La fixation d’un métal divalent (fer) au
centre du tétrapyrrole lui confeére des propriétés de transfert d’électrons, de réaction
d’oxydation et de capacité a fixer de 1’oxygene (lorsque le fer est a 1’état réduit), le CO, ou le
NO. La porphyrine de fer participe donc a de nombreux parameétres déterminants pour la
catalyse comme [’énergie des orbitales d du fer, I’affinité pour les ligands axiaux ou le
potentiel d’oxydoréduction. Des études cristallographiques obtenues sur les structures
d’hémoprotéines ont permis de montrer que 1’héme posséde rarement une conformation
complétement plane. Certains facteurs peuvent entrainer des déformations du macrocycle, tels
que les interactions que peut établir la porphyrine avec certains résidus de 1’enzyme.****® Ces
interactions sont capables de provoquer des distorsions de I’héme et donc de moduler ses

propriétés électroniques.

Dans le cas de la CcO, différentes études ont suggéré qu'un changement de la polarité
ayant lieu au voisinage du centre binucléaire entraine un changement conformationnel global
de la protéine.” Il a été proposé que cette modification conformationnelle se trouve a
proximité du Cug et affecte principalement la distance entre les deux centres métalliques du

site actif. 2%

Dans I’hypothése ou les environnements distaux seraient capables de modifier la
conformation de I’héme dans les modeles synthétiques de la CcO, ces changements de
conformation pourraient entrainer des modifications des différentes propriétés électroniques
de I’héme comme 1’énergie des orbitales m, son potentiel d’oxydoréduction ou la force du lien
proximal ce qui pourrait expliquer les différences de réactivité observées entre les modeles de

la CcO. Nous avons donc étudié les modes de vibration de I’héme.

D’autre part, les différentes étapes de transfert d’¢électrons sont d’une importance cruciale
pour le bon déroulement du cycle catalytique de la CcO. En particulier, le contrdle précis de

" en héme Fe" constitue un élément essentiel dans la régulation de

la réduction de ’héme Fe
I’activité de 1’oxydase, cette étape étant a la fois la premiere étape et 1’étape cinétiquement
déterminante du cycle catalytique qui méne a la réduction du dioxygene en eau et a la
translocation de protons a 1’extérieur de la membrane. La caractérisation de 1’héme réduit
permet d’avoir accés aux changements structuraux qui interviennent dans cette premicre

étape. Il est donc intéressant de réaliser une caractérisation de I’héme réduit chez les différents

analogues de la CcO possédant un site distal afin de vérifier si les différences de réactivité du
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complexe FeH-Oz observées sont ou non reliées a des modifications dans la structure de

I’héme.

De nombreuses ¢études menées par spectroscopie de résonance Raman sur des
métalloporphyrines et des hémoprotéines ont montré la présence de modes d’héme

179,260-262

spécifiques de I’état d’oxydoréduction et de I’état de spin du fer. Des travaux obtenus

sur des complexes de Fe(TPP)LL' par résonance Raman ont permis de mettre en évidence
plusieurs bandes trés sensibles a I’état d’oxydation et de coordination de I’héme.***?*** En
particulier la bande A, généralement observée entre 1370 et 1345 cm™, est sensible a la fois a
1’état de spin et d’oxydation alors que les bandes C (1545-1498 cm™) et D (1565-1540 cm™)
sont sensibles uniquement a I’état de spin. La bande B, observée entre 1379 et 1365 cm™ est
caractéristique d’un schéma de pentacoordination en série tétraphénylporphyrinique. La bande

E est quand a elle observée dans le domaine des basses fréquences (391-376 cm™) est un

marqueur Raman intense de I’état d’oxydation (Tableau 9).

Haut spin Bas spin Modes
Fe(III) Fe(Il) | Fe(IlI) Fe(Il) | normaux
Bande I, spin 1330-1341 1350-1343 Va1
IR Bande II, ox 806-800 800-795 | 806-800 793-790 | vys
Bande I11, spin 435-432 469-461 Va9
Bande A, ox et spin | 1360 1345 | 1370 1369-1364 | v4
Bande B 1370 1370 Va9
RR Bande C, spin 1516-1500 1545-1538 Vig
Bande D, spin 1554-1542 1572-1560 V2
Bande E, ox 391-388 384-376 | 391-388 384-376 | vs

Bande B, caractéristique d’un schéma de pentacoordination.

Tableau 9 : Fréquences (en cm™) des bandes marqueurs IR et Raman de I’état de spin et de 1’état
d’oxydation du fer caractéristiques des tétraphényleporphyrines. 2%

La spectroscopie d’absorption infrarouge ATR-IRTF peut étre aussi une technique
particulierement adaptée pour étudier les modes de vibration de 1’héme chez les
métalloporphyrines. Contrairement aux hémoprotéines ou les modes de vibrations de I’héme
peuvent étre masqués sous les trés nombreux modes de vibration de la chaine polypeptidique,
elle permet de mettre en évidence les modifications de I’héme, engendrées par le changement
d’¢état d’oxydation du métal et la coordination des ligands axiaux, dans le cas des
métalloporphyrines. Toutefois, peu de données existent sur les modes IR d’héme sensibles a
1’état de spin ou a 1’état redox du fer, ainsi que sur les changements structuraux affectant des
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ligands axiaux sur les spectres IR des métalloporphyrines. Les modeles synthétiques de la
CcO sont généralement congus a partir de la tétraphénylporphyrinique (TPP). Une étude
menée par spectroscopie IR sur des complexes de Fe(TPP)LL’, a cependant permis de
détecter des marqueurs redox IR et de spin de ce type d’héme.”* En particulier, la bande II,
généralement observée entre 806 et 790 cm™, est trés sensible a la densité électronique sur le
macrocycle et constitue un bon indicateur de 1’état d’oxydation du fer alors que le mode de
vibration I, généralement observé entre 1350 et 1330 cm™, refléte surtout 1’état de spin. Par
ailleurs, la bande II peut dépendre légerement de 1’état de spin uniquement dans 1’état de
Fe(II). La bande III, observée dans le domaine des basses fréquences entre 469 et 432 cm’™,

est un marqueur IR intense de 1’état de spin (Tableau 9).

De plus, le spectre IR des bases libres est peu étudi¢ et les études récentes, fort rares sur les
porphyrines superstructurées en spectroscopie infrarouge, n’ont pas a notre connaissance,
permis de distinguer de telles vibrations sensibles a 1’état redox de I’héme, aux interactions
métal-ligand et au squelette organique des modeles. Les fréquences et les intensités associées
aux différents modes de vibration de ’héme dépendent étroitement a la fois des propriétés
intrinséques de I’héme et son environnement. Ainsi, I’étude des spectres IR des modéles de la
CcO possédant des polarités et des géométries distales différentes pourra donc fournir de
nombreux renseignements sur les effets de 1’environnement distal sur la structure et la

conformation de 1’héme.

Afin de mettre en évidence des modes IR caractéristiques des hémes superstructurés
sensibles a 1’état redox du fer ou a 1’état de spin, ainsi que les modes IR spécifiques des
ligands axiaux dans le domaine de I’infrarouge moyen, nous avons entrepris 1’étude
systématique des spectres de la base libre, de la forme ferrique et ferreuse et de leurs
propriétés de coordination distale ou proximale avec des ligands exogenes de type N-donneur
(imidazole et pyridine) des modeles synthétiques de la CcO. Cette ¢étude est basée sur la
comparaison possible avec les données de résonance Raman et infrarouge existant sur les

modeles simples.

IV.1 Modéles Fe(4C,)

Les trois composés étudiés de cette famille sont de structure trés proche. La seule
différence entre 4C,H,, 4C,mononitro et 4C,dinitro est 1’existence de deux fonctions amines
dans H,(4C;), sur lesquelles sont greffées un ou deux groupement (s) nitrophénol dans

H,(4C,-NO») et H(4C,-diNOy), respectivement (Tableau 3 p 47). La structure de cette série
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de modgele offre la possibilité¢ d’ajouter deux ligands axiaux exogeénes en cinquiéme et sixiéme
position de coordination du fer. Cette particularit¢é permet d’obtenir des complexes aux
propriétés électroniques différentes, selon la présence et la nature de ces ligands axiaux de
I’héme. En outre, ces composés possédent des groupes carbonyles actifs en infrarouge et
potentiellement sensibles & la symétrie de leur environnement.® Dans un premier temps, nous
avons caractérisé le complexe Fe(4C,)OH en comparant les données obtenues sur ce modele
avec le spectre IR du complexe Fe(TPP)CI afin de discriminer les contributions de 1’heme,
des groupements phényles et du squelette organique a plus longue distance du métal. Nous

avons ensuite analysé 1’effet du groupement nitrophénol sur la structure du complexe Fe(4C,).

IV.1.1 Caractérisation du Complexe Fe'! (4C,)OH

La Figure 60 montre les spectres ATR-IRTF de la base libre (a), et ceux des complexes
Fe(4C,)OH (b) et Fe(TPP)CI (¢) enregistrés sous forme d’un film sec sur ’ATR.
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Figure 60 : Spectres ATR-IRTF (a) de la base libre H,(4C,) et des complexes (b) Fe(4C,)OH et (c)
Fe(TPP)CI, enregistrés sous forme d’un film sec sur I’ATR.

L’analyse par IRTF du complexe Fe(TPP)Cl a révélé que les modes de vibration dans le
plan des groupes phényles et du macrocycle porphyrinique sont principalement situés dans la
zone 1600-1400 cm™ et 1350-990 cm™ respectivement, tandis que les modes vibrationnels

hors du plan contribuaient essentiellement dans la gamme de fréquence 810-700 cm’™.
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L’attribution des différentes fréquences du spectre de Fe(4C,)OH a été faite par
comparaison avec les données de RR, IR et les calculs de modes normaux réalisées sur les
complexes Fe(TPP)CI et Ni(TPP)."**% La nomenclature des atomes de I’héme et de groupes
phényles de Fe(4C,)OH est celle utilisée pour décrire les modes de vibration de Ni(TPP). Les
attributions proposées pour le complexe Fe(4C,)OH et la base libre sont consignées dans le

Tableau 10.

1.1.1 Modes de vibration dans le plan (1670-990 cm'l)

Les vibrations dans le plan de ’héme, des groupes phényles et de la tren sont attendues
dans la gamme spectrale 1670-990 cm™. La comparaison du spectre du complexe Fe(4C»)
avec celui de la base libre correspondant montre que certaines bandes du composé H»(4C»)
subissent une diminution ou une augmentation d’intensité, tandis que d’autres un déplacement
par suite de la liaison de la porphyrine avec le fer (Figure 60). D’autre part, le spectre du
complexe Fe(4C,)OH présente dans cette zone de fréquence de nombreuses bandes
spécifiques qui ne sont pas détectées dans le spectre du complexe Fe(TPP)CI. La majorité des
signaux observés dans le spectre du complexe Fe(TPP)CI se retrouvent dans celui du Fe(4C,)

a des fréquences légérement différentes.

Un signal intense, attribué a la vibration d’élongation v(C=0) des fonctions carbonyles de

la tren, est détecté dans le spectre du complexe Fe(4C,)OH a 1666 cm™ (spectre b).

La bande 4 1605 cm™ peut étre attribuée a ¢4", mode associé a la vibration Veym(C-C) des
phényles. Ce mode est détecté a 1598 cm™ dans le spectre IR de la Fe(TPP)CI. L’intensité de
ce signal est plus forte pour la Fe(TPP)CI que pour le complexe Fe(4C,)OH.

Une bande de trés faible intensité a 1576 cm™ dans le spectre de la Fe(TPP)CI avait été
attribuée au mode y3’, associé a la vibration v3(C-C) des phényles couplée & Vasym(Co-Crn) du
cycle porphyrinique. La détection d’une bande a 1581 cm™ dans le spectre du composé
Fe(4C,)OH pourrait correspondre a ce mode. Toutefois, étant donné que le mode y3’ est de
symétrie ("breaking") qui ne pourra étre obtenu qu’avec une trés faible intensité,'™ la bande
observée a 1581 cm™ d’intensité nettement augmentée dans le spectre du complexe Fe(4Cs)

ne peut étre a I’origine de ce mode.

On note : v;, les modes de vibration du macrocycle porphyrinique.

¢ et y, les modes de vibration dans le plan des groupes phényles paralléle et perpendiculaire a la
liaison phényle-porphyrine, respectivement.
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La bande a 1487 cm™ correspondant au mode ¢s" des groupes phényles ne se retrouve pas
non plus pour le complexe Fe(4C,)OH. Cette premiere comparaison montre que les modes IR
des groupements phényles sont trés affectés par 1’introduction du site distal dans le complexe
Fe(4C,)OH. L’origine de ces différences peut étre due au fait que dans la TPP, les phényles

sont monosubstitués, tandis que dans le 4C, ils sont disubstitués.

La bande intense observée a 1528-25 cm™ dans les spectres de Fe(4C,)OH et Hy(4C,) se
situe dans la gamme de fréquence ou sont attendues les vibrations de déformation dans le plan
des liaisons N-H. Elle pourrait étre attribuée a la vibration de déformation des liaisons N-H
des fonctions amides du complexe Fe(4C,)OH. Le spectre de la base libre Hy(4C,) présente
une bande a 1466 cm'; & cette fréquence le complexe Fe(4C,)OH ne présente qu’un
épaulement. Un mode détecté a 1474 cm™' dans le spectre IR de la base libre
tétraphénylporphine est attribué a une vibration d’élongation v(C=N-) des pyrroles.”*® La

bande observée a 1466 cm™ peut donc correspondre a cette vibration.

Dans cette région, un autre mode IR des groupes phényles a été observé a 1441 cm™ dans
le spectre de la Fe(TPP)CI, le mode y4’ attribué aux vibrations vaym(C-C) + 8(C-C-H). Une
bande équivalente est observée de maniére reproductible a 1442 cm™ dans le spectre de
Fe(4C,)OH. Elle aurait aussi bien pu étre attribuée au mode 4’ des groupements phényles. Or
cette bande apparait 4 1447 cm™ dans le spectre de la base libre Hy(4C,), ce déplacement de 5
cm™ vers les basses fréquences en présence du fer peut soulever des doutes sur I’origine de
cette bande. En outre, une bande & 1454 cm™ qui apparait clairement sur le spectre du Fe(4Cy)

n’est pas du tout retrouvée pour les deux autres composés étudiés.

La Figure 61 montre la comparaison de ces trois spectres dans un agrandissement de la
zone spectrale 1480-1420 cm™. Le signal observé dans le spectre du Fe(4C,)OH a 1454/1442
cm” dont I’intensité et 1’allure sont sensibles a la présence du fer pourrait étre & I”origine d’un
dédoublement de la bande large a 1447 cm™, ou elle est éclatée en deux bandes a 1454 et
1442 cm™. L’interprétation de ces bandes spécifiques du composé Fe(4C,) est assez difficile.
Il serait intéressant de savoir s’il s’agit des vibrations du squelette organique déplacées par
I’influence qu’exerce le métal et les liaisons qu’il contracte avec lui, ou bien s’il s’agit des
vibrations de I’héme. Deux bandes observées a 1450/1438 cm™ dans le spectre IR de la
protoporphyrine IX ont été attribuées aux vibrations Viem(C-C) + 8(C-C-H)."”" Ainsi, les
bandes a4 1442/1454 cm™ ne peuvent pas étre attribuées de maniére certaine puisqu’il peut
s’agir du mode IR impliquant soit les vibrations des pyrroles, soit celles des phényles ou des

deux.
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Figure 61 : Agrandissement des spectres ATR entre 1480 et 1420 cm™ pour les composés Hy(4C5)
(a), Fe(4C2)OH (b) et Fe(TPP)CI (c).

Les bandes IR du composé Fe''(4C,) observées a 1333, 1201, 1161 et 1072 cm™ sont
similaires a celles reportées pour la Fe(TPP)CI. La bande a 1333 cm™', observée a 1340 cm™
accompagné d’un épaulement & 1334 cm’ dans la TPP, est attribuée au mode vy4i. Ce
couplage de vibrations dasym(Cp-H) + V(Cin-Ph) + Veym(Pyr. half -ring) + vaeym(Co-Cp), €st un
marqueur IR intense de 1’état de spin du fer (bande I). La bande I est observée dans la région
des complexes de Fe(Ill) haut spin (Tableau IV.1). La bande a 1201 cm’’, commune a tous les
spectres, est attribuée au mode v36. Cette absorption serait celle de la vibration veym(Pyr. half -
ring) + veym(Pyr. quarter-ring) + v(Cy,-Ph). La bande a 1160 cm’™, dans le spectre du complexe
Fe(4C,)OH, correspond a celle observée a 1157 cm™ dans le complexe Fe(TPP)CL. Cette
bande serait due a une vibration dsm(C-C-H) correspondant au mode ®¢" des phényles.
L’attribution de la bande observée a 1072 cm™ n’est pas encore claire. Elle pourrait
correspondre a une vibration du macrocycle porphyrinique 8sym(Cp-H) ou a une vibration des
phényles Va5ym(C-C) + 8(C-C-H). L’intensité de ce pic varie selon la présence ou non du métal

et est plus importante dans les spectres des especes métallées.

Les bandes sensibles a la coordination du fer observées pour le complexe Fe(4C,)OH a
1456/1442, 1377, 1291, 1259, 1122, 1044 et 872 cm'l, sont absentes du spectre de la
Fe(TPP)Cl. Nous avons attribué les bandes a 1456/1442 cm™ au mode IR impliquant des
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pyrroles (voir précédemment). La bande observée a 1377 cm™ peut correspondre au mode vso
de symétrie By, actif en Raman et détecté a 1371 et 1377 cm' dans les spectres de RR de la
Fe(TPP)Cl et la Ni(TPP),lgg’265 respectivement. Ce mode est en principe inactif en IR, mais il

peut étre activé par abaissement de symétrie.

Dans le spectre de RR du complexe Ni(TPP), une bande a 1302 cm™ a été attribuée au
mode vy, correspondant a la vibration veym(Pyr. half-ring). La bande détectée a 1291 cm” dans
le spectre du complexe Fe(4C,)OH pourrait correspondre a ce mode. La bande & 1259 cm’™,
observée a 1269 cm™ dans le spectre de RR de la Ni(TPP), est associée au mode vy7, la

vibration v(Cy,-Ph).

L’attribution des deux modes observés a 1122 et 1044 cm™ est plus délicate en I’absence
d’études isotopiques. Dans la gamme de fréquence 1150-1030 cm™, peu de modes sont
détectés dans les spectres de Ni et Fe-tétraphénylporphyrines. Nous proposons d’attribuer la

267 .
tandis

bande & 1122 cm™ & vy4, le mode de vibration antisymétrique V(CpC,N) des pyrroles,
que la bande 4 1044 cm™ correspondrait & Vs, la vibration de déformation ESSym(CB-H).265 La
bande de faible intensité & 872 cm™, observée a 880 cm™ dans la Ni(TPP), est attribuée au

mode v43 de symétrie Eu impliquant la déformation des pyrroles.

L’attribution définitive de ces bandes IR a des modes de vibration impliquant I’héme, ne
pourra étre établie qu’a I’aide de données obtenues sur des porphyrines marquées et des

calculs théoriques.

Dans le spectre IR de la Fe(TPP)CI, deux bandes a 1003 et 994 cm’' ont été attribuées aux
modes ®@g" et v47, respectivement. Le mode ®@g" correspond principalement aux vibrations des
groupes phényles (8sym(C-C-C) + v(Pyr.breathing) + vasym(Pyr.half-ring)), tandis que le mode
v47 implique essentiellement les vibrations du cycle porphyrinique ((Pyr. breathing) +
Oasym(Pyr.deformation) + Vpreamming(C-C)). La bande observée a 999 cm’ de maniére

reproductible dans le spectre de Fe(4C,)OH pourrait correspondre a un de ces modes.

Par ailleurs, la disparition des bandes observées a 993, 980 et 966 cm’”! lors de la
métallation du H»(4C,) semble étre corrélée a 1’apparition du signal particuliérement intense a
999 cm™ (spectre b). Les bandes a 993, 980 et 966 cm™ se situent dans la gamme de
fréquence ou sont attendues les vibrations de déformation hors du plan des liaisons N-H des

197

pyrroles.'”” Nous attribuons ainsi la bande 4 999 cm™ au mode de vibration v4; impliquant les

vibrations du cycle porphyrinique. De plus, ’apparition de la méme bande a été également

observée sur les spectres IR des complexes de tétraphénylporphines avec différents métaux.**®
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La bande observée a 999 cm™ dans les spectres de la Fe(TPP)CI et Fe(4C») pourrait ainsi étre

attribuée a un mode IR marqueur des hémes de type tétraphénylporphyrinique.

1.1.2 Modes de vibrations hors du plan (810-700 cm'l)

L’¢étude de cette région spectrale est susceptible d’apporter des renseignements intéressants
car elle comprend des modes de déformation hors du plan de la porphyrine et de ses
substituants.”® Du fait de leur nature, ces modes sont trés sensibles a la conformation de la

porphyrine et permettent de déterminer les propriétés des interactions héme-protéine.'”’

Contrairement & ce qui a été observé dans la gamme spectrale 1600-990 cm™ (Figure 60),
Les spectres des deux complexes Fe(4C,)OH et Fe(TPP)CI sont semblables dans la zone des
fréquences 810-700 cm™. En effet, les bandes IR du complexe Fe(4C,)OH observées a 801,
757, 729 et 719 cm™ sont similaires & celles reportées pour la Fe(TPP)CI & 804, 753, 728 et
720 cm™. Ces bandes sont attribuées a des modes de vibration de déformation hors du plan de
I’héme et des groupes phényles. La bande a 801 cm™, communes a tous les spectres, est
attribuée au mode ys du macrocycle porphyrinque. Cette vibration y(Hg) + ysym(Pyr. Folding)

est un marqueur IR intense de 1’état redox du fer.

La bande & 757 cm™ est attribué¢ au mode m3", la vibration y;(H) du groupe phényle. La
bande a 729 cm™ correspond au mode 7y, associé 4 un couplage de vibrations Ysym(Pyr.
Folding) + yasym(Pyr. Folding) + y(Hg). La bande a 719 cm’ est attribuée a ys, le mode de
vibration couplé ysym(Pyr. Folding) + y(Hpg).

IT et y, les modes de vibration hors du plan de groupes phényles.
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Fe(dC;)  Fe(TPP) Modes

H,4C,) OH cl HOrmaux Attributions proposées Références

1663 1666 v(C=0)

1605 1605 1598 D," Veym(C-C) 188

1528 1525 O(N-H) ?

1466 1466 -C=N- 266

1447 1456/1442 1441 vy /pyrroles  Vaym(C-C) +8(C-C-H)

1370 1377 Va9 v(Pyr. quarter-ring) + v(C,,-Ph) 188, 265

1348 1333 1339 Va Oasym(Cp-H) + v(Cpy-Ph) + 188
Veym(Pyr. half -ring) + vagym(Co-
Cp)

1296 1291 Vi2 Veym(Pyr. half -ring) 265

1255 1259 Va7 v(C-Ph) 265

1201 1201 1201 V36 Veym(Pyr. half -ring) + vem(Pyr. 188
quarter-ring) + v(C,,-Ph)

1182 1176 Vs v(Pyr.quarter-ring)+ 188
v(Pyr.breathing)

1160 1160 1157 D" dsym(C-C-H) 188

1129 1122 Vag Vasym(CpCaN) 267

1072 1072 1072 Vs /vsy Vasym(C-C) + 8(C-C-H)/S¢ym(Cp- 188
H)

1052 1044 Vso dsym(Cp-H) 265

999 994 Va7 v(Pyr.breathing) + 188

Oasym(Pyr. Deformation) +
Ssym(C-C-C)

993

981 } O(N-H) des pyrroles 197

966

882 872 Vag dsym(Pyr. Deformation) 265

802 801 804 ¥s vY(Hp) + vsym(Pyr. Folding) 188

759 757 753 ;" vi(H) 188

731 729 727 Y20 Ysym(Pyr. Folding) + 188
Yasym(Pyr. Folding) + y(Hp)

719 720 s Ysym(Pyr. Folding) + y(Hp) 188

Tableau 10 : Attribution des modes de vibration observés dans les spectres ATR de la base libre
H,(4C,) et du complexe Fe(4C,)OH et comparaison avec la Fe(TPP)CI.
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IV.1.2 Effet du groupement p-nitrophénol sur la structure du ligand 4C,

Afin d’étudier ’effet du groupement p-nitrophénol sur I’environnement distal du composé
4C,, nous avons tout d’abord réalisé les spectres MIR des bases libres Hy(4C,), H2(4C,-NO»)
et Hy(4C,-diNO;) puis en présence du fer. Dans ces spectres caractéristiques d’hémoprotéines,
nous attendons les contributions des groupements p-nitrophénol et leur influence sur la

structure du modéle du site actif de la CcO.

1.2.1 Influence du groupement p-nitrophénol sur la tren

La Figure 62 montre les spectres ATR des composés 4C, enregistrés sans p-nitrophénol (a)
et en présence d’un groupement p-nitrophénol (b) et deux substituants p-nitrophénol sur les
deux fonctions amine de la tren (c). Dans le Tableau 11 sont rassemblées les bandes qui ont

une différence structurale entre les analogues de 4C,.

(\“/\,
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Figure 62 : Effet des groupements p-nitrophénol sur les spectres des bases libres H,(4C,) (a),
H,(4C2-NO,) (b) et Hy(4C,-diNO») (c). Les spectres sont enregistrés sous forme d’un film sec sur
I’ATR.
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Le groupement p-nitrophénol devrait se manifester par deux bandes vers 1350 et 1539 cm’
correspondant aux vibrations d’élongation symétrique et antisymétrique du groupe NO,,
respectivement, ainsi que par une vibration dans le plan 8(O-H) observée vers 1189 cm™ et
une vibration d’élongation v(C-O) a 1268 cm™.’° Les modes impliquant le cycle aromatique
du groupement p-nitrophénol sont observés a 1053, 1163, 1295 et 1485 cm™ pour les

déformations dans le plan 6(C-H) et a 1620 cm’ pour les vibrations d’¢élongation w(C=C).*"!

La comparaison des spectres ATR de la Figure 62 ne montre pas de contributions
significatives des modes du groupement p-nitrophénol, mis a part de I’apparition d’une bande
de trés faible intensité & 935-933 cm’™, qui pourrait étre attribuée au mode Q20 correspondant
a la déformation hors du plan (yCsH;, + yCgH;2) du cycle aromatique du p-nitrophénol.*”" Les
modes du groupement p-nitrophénol n’ont pas pu étre détectés dans les spectres ATR obtenus
car ils sont probablement masqués par les bandes des phényles du modele. Cependant, des
différences significatives ont été¢ observées notamment dans la gamme des fréquences 1350-

1030 cm™.

Le déplacement du signal intense & 1528 cm™ vers les basses fréquences 4 1521 cm™ dans
les spectres des ligands libres H,(4C,-NO;) et Hp(4C,-diNO;) indique que cette bande est
sensible a Dl’introduction des groupements p-nitrophénol, et confirme donc que celle-ci

provient du mode 6(N-H) des amides.

La bande observée a 1348 cm™ dans le spectre du H(4C,) et attribuée au mode va, la
vibration du macrocycle porphyrinique et marqueur IR intense de 1’état de spin, est déplacée a
1337 cm™ pour Ha(4C»-NO») et Hy(4C,-diNO,). En outre, la comparaison des spectres de la
Figure 62 montre que I’intensité¢ de ce mode est fortement augmentée dans les spectres des
ligands H,(4C,-NO,) et Hy(4C,-diNO;). Ces observations laissent suggérer que cette bande
provient plutét d’un mode de la tren, puisqu’il est peu probable de corréler ce déplacement a
I’effet des p-nitrophénol sur les modes de la porphyrine, vue sa position éloignée par rapport a
celle-ci. De facon analogue, le déplacement de la bande a 1296 & 1289 cm™ accompagné
d’une augmentation de I’intensité observée pour H,(4C,-NOs) et H,(4C,-diNO;) par rapport a
H,(4C,), semble étre aussi une conséquence de la liaison du groupement p-nitrophénol au site
distal du composé 4C,. La présence d’une bande a 1262 cm™ sur le spectre du Hy(4C,-diNO,)
a suggéré 1’éventualité d’une participation d’une liaison C-O, mais la présence de cette bande
dans le spectre du Hy(4C,) 4 1255 em™ réduit ’hypothése d’une contribution du groupement
p-nitrophénol. Le comportement de ces bandes suggere que celles-ci proviennent des modes

de vibration du squelette organique du 4C,, excluant la contribution de I’héme.
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L’intensité du mode & 1201 cm™ diminue nettement aprés introduction du groupement p-
nitrophénol (Figure 62 b et c), tandis qu’une bande de trés faible intensité apparait a 1213 cm’
! Les bandes & 1129 et 1072 cm™ disparaissent également pour les composés Hy(4C,-NO,) et
H(4C,-diNOs,). Par ailleurs, une bande a 1088 cm’! apparait avec une intensité deux fois plus
importante pour Ho(4C,-diNO,). La bande 4 1054 cm™ est également présente dans le spectre
de H,(4C,-NO,), tandis qu’elle disparait totalement dans le cas de H,(4C,-diNO;). En

-1 . C e
revanche, au dessous de 900 cm™, les trois spectres sont similaires.

Les spectres des bases libres obtenus en présence de groupement p-nitrophénol présentent
des variations significatives par rapport au spectre de H,(4C,), en particulier dans la région
spectrale (1530-1050 cm™) correspondant aux modes de vibration dans le plan (Figure 62 et
Tableau 11). Lorsque les groupements p-nitrophénol sont insérés dans le site distal, nous
attendons des perturbations affectant majoritairement des bandes impliquant les vibrations de

la tren, tandis que celles des phényles et de la porphyrine devraient étre moins affectées.

1.2.2 Influence du p-nitrophénol sur la structure du complexe ferrique

Les spectres ATR obtenus pour les complexes Fe(4C,)OH, Fe(4C,-NO;,)OH et Fe(4C,-
diNO,)OH sont représentés dans la Figure 63.

T T T T T T T T T
1600 1400 1200 1000 800

Nombre d'onde (cm'l)

Figure 63 : Effet des groupements p-nitrophénol sur la région des hautes fréquences du spectre IR
des complexes 4C, (a), 4C2-NO, (b) et 4C,-diNO, (c) a I’état Fe'".

Contrairement a ce qui avait été observé dans la gamme spectrale 1350-1000 cm™ des

bases libres (Figure 62), les spectres des composés 4C,, 4C,-NO, et 4C,-diNO; a I’état Fe'l
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présentent de nombreuses bandes communes qui ne sont pas perturbées par I’introduction du
groupement p-nitrophénol (Figure 63), a I’exception de la bande 4 1072 cm™ dont I’intensité
diminue nettement, tandis qu’une bande apparait & 1083-82 cm™'. Etant donné que ce mode
n’est pas influencé par I’insertion du fer dans la porphyrine mais plutot qu’il est perturbé par
I’addition des groupements p-nitrophénol dans le site distal, nous proposons d’attribuer cette

bande au mode yg’ impliquant les vibrations d’¢élongation et de déformation des phényles.

Cependant, les régions de fréquences 1700-1400 et 1000-700 cm™ sont plus perturbées.
Ainsi, le mode v(C=0) des groupements carbonyles observé a 1666 cm™ dans le spectre du
Fe(4C,)OH est déplaceé vers les plus basses fréquences pour le complexe Fe(4C,-diNO,)OH
(spectre c), tandis qu’il est légérement déplacé vers les hautes fréquences dans le complexe
Fe(4C,-NO,)OH (spectre b). Or, la fréquence et I’intensité relative de cette bande ne sont pas
influencées par I’insertion du groupement p-nitrophénol dans les spectres des bases libres
(Figure 63). De plus, si le déplacement du mode v(C=0) a 1658 cm™ dans le spectre de
Fe(4C,-diNO,) est di a des interactions des carbonyles de la tren avec le ligand hydroxyle
coordonné a I’atome du fer, nous devrions observer le méme effet pour les deux autres
modeles. Il est donc probable que ce déplacement est dii plutét a I’interaction avec le p-
nitrophénol. Il est possible que ’insertion du fer dans la base libre (4C,-diNO,) provoque un
changement conformationnel de la porphyrine permettant une meilleure interaction entre C=0

et p-nitrophénol.

Dans cette région, le mode ®@4" (veym(C-C)) a 1605 cm” des groupements phényles ainsi
que I’allure du signal observé dans la zone 1470-1440 cm™ sont affectés de fagon significative
par la présence du (ou des) groupement (s) p-nitrophénol. En effet, la bande a 1605 se
retrouve déplacée a 1598 cm™ dans le spectre de Fe(4C,-NO,) et & 1594 cm™ sous forme d’un
épaulement pour Fe(4C,-diNQ,). Cette différence peut étre due a un changement d’orientation
des groupes phényles par rapport au plan moyen de la porphyrine en raison d’une géne
stérique provoquée par les groupements p-nitrophénol. Le massif 1454-1440 cm™ subit les
mémes modifications observées dans le spectre de Fe(4C,) suite a la liaison du fer a la
porphyrine, mis a part, I’inversion de ’intensité de ces deux bandes, ce qui confirme la
contribution des modes dans le plan d’¢longation et/ou de déformation de I’héme. Cependant,
la disparition de la bande a 1466 cm™ dans le spectre de Fe(4C,) n’est pas due uniquement a
la présence du fer dans la porphyrine, mais probablement & une distorsion du macrocycle

porphyrinique dans le complexe Fe(4C,).
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Dans la gamme des fréquences 900-700 cm™, des faibles différences spectrales sont

associées a I’introduction des substituants p-nitrophénol dans la poche distale. Elles consistent

en un déplacement des bandes a 872 et 801 cm™ 4 863 cm™ dans le spectre de Fe(4C,-NO,) et

a4 805 cm™' dans le spectre de Fe(4C,-diNO,), respectivement, et en la disparition de la bande

4729 cm™ correspondant au mode y»o du macrocycle porphyrinique pour les deux composés.

4G 4Cr-NO; 4C-diNO; Modes Attributions
m m m . Références
H, Fe H, Fe H, Fe normaux proposées
1663 1666 1665 1670 1664 1658 v(C=0)
" Veym(C-C)/p-

1605 1605 1601 1598 1594 ¢, nitrophénol ? 188

1528 1526 1521 1525 1522 1526 O(N-H)

1370 1377 1366 1370 1378 vy v(Pyr.  quarter-ring)+ 188, 265
v(C-Ph)

1348 1333 1337 1333 1337 1334  wvy/tren Basym(Cp-H) + v(Cy-Ph) 188
Veym(Pyr. half -ring) +
Vasym(Co-Cp) /tren

1296 1291 1289 1292 1289 1290 vy, Vsym(Pyr. half -ring) 265

1201 1201 1201 1200 v Veym(Pyr. half -ring) + 188
Veym(Pyr.  quarter-ring)
+ v(C-Ph)

1255 1259 1257 1262 Va7 v(C-Ph) 265

1072 1072 1088 1083 1089 1082 g’ Vasym(C-C) + 8(C-C-H) 188

935 935 933 934 Q20 yCsH,, +yCeH)» 27
892 872 883 863 883 Vas dsym(Pyr. def) 265

Tableau 11: Fréquences IR (en cm™) observées dans les spectres ATR pour les complexes Fe(4C»),
Fe(4C,-NO») et Fe(4C,-diNQ,) et leurs bases libres correspondants.

I.V.1.3 Influence de la nature du ligand proximal du fer

Afin d’obtenir des modeles de la cytochrome ¢ oxydase possédant un ligand proximal,

nous avons ¢tudi¢ les complexes de 4C, avec des ligands azotés en cinquiéme position de

coordination. L’analyse de ces complexes dans I’IR lointain permettrait en effet de mettre en

¢vidence les modes de vibrations fer-ligand. De plus, la manipulation des porphyrines de

fer(IT) en absence de base axiale se révele extrémement délicate dans la mesure ou ces dérivés

évoluent pour former au final des dimeres a pont p-oxo par oxydation rapide.
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Dans un premier temps, nous avons déterminé par spectroscopie UV-Vis la concentration
de base axiale nécessaire pour avoir une coordination totale sur le fer. Les spectres ATR-IRTF

ont ensuite été enregistrés dans le domaine de I’IR moyen.

Afin de mimer la coordination N-His de la CcO nous avons choisi d’ajouter un ligand axial
exogene de type 2-méthylimidazole (2-MelmH) en cinquiéme position de coordination du fer.
Les complexes Fe(4C,/NO,/di-NO,) avec les bases azotées serviront de modeles simplifiés
permettant de distinguer les modes dus aux vibrations métal-ligands de ceux associés a la

chaine protéique de la CcO dans les basses fréquences.

Les complexes Fe''(4Cy/NO,/di-NO,) présentent un spectre UV-Vis typique d’un état
pentacoordiné (Figure 64). Au niveau des bandes Q ’apparition de la bande a 510 nm et de
I’épaulement vers 652 nm sont caractéristiques de la formation d’une espeéce pentacoordinée

de fer(II).

05

Fe“(4C )

Longueur d'onde {nm}

Figure 64 : Spectre d’absorption UV-Vis du complexe Fe"(4C,) dans le dichlorométhane. Les
spectres des composés Fe''(4C,-NO,) et Fe''(4C,-di-NO,) ne sont pas montrés car ils sont similaires
a celui du Fe''(4C,) dans cette gamme de fréquence.

IL s’avere que la cinquiéme position de coordination est occupée par une molécule
d’hydroxo qui peut étre aisément remplacée par des ligands exogénes de nature variable. Les
spectres obtenus apres addition de 10 équivalents de 2-MelmH aux complexes ferriques ne
montrent aucun changement significatif comparés aux spectres des composés sans ligand
axial exogene, ¢étant donné que la formation des espeéces pentacoordinées a partir des

272

composés Fe(4C,) nécessite un large exces (100 a 1000 fois) de 2-MelmH.”"* Dans ce cas, le

135



Chapitre IV : Etude des mode¢les de la CcO dans I’IR moyen

spectre ATR correspondant serait dominé par les bandes du ligand 2-MelmH. L’impossibilité
d’obtenir des spectres des complexes Fe''(4C,/NO,/di-NO,) a coordination N-His avec la
base 2-MelmH ainsi que des porphyrines de fer(II) nous a conduit a opter pour un autre ligand

azoté.

Nous avons alors utilisé la pyridine servant a la fois de solvant et de base axiale.
L’empreinte d’un dérivé pentacoordiné est observée (Figure 65), a savoir une bande Q vers
572 nm. En ajoutant une quantit¢ donnée de solution saturée en dithionite de sodium, nous
observons un déplacement batochrome de la bande de Soret de 421 a 426 nm et de la bande Q
de 572 a 535 nm. Cette évolution traduit la formation du complexe de fer (II). Cependant, le
spectre ATR de fer(Il) obtenu avec ce complexe possede des bandes larges et intenses dans la

zone 1233-960 cm’', associées 4 la présence de la dithionite (non montré).

om

Fe (4C.)

Fe'(4C,)

om-
400 o 720
Longueur fomde fmm)

Figure 65 : Spectre d’absorption UV-Vis du complexe Fe(4C,) oxydé et réduit enregistrés dans la
pyridine.

Les tentatives pour obtenir les complexes de 4C, avec la pyridine se sont également
soldées par des échecs. Lors de la réduction du complexe Fe(4C,) avec la dithionite, la
porphyrine précipite, ce qui ne nous a pas permis d’enregistrer des spectres propres de la
porphyrine. De plus, I'utilisation de la pyridine comme solvant ne permet plus la séparation
des phases aqueuse (solution de la dithionite) et organique (porphyrine), et donc le spectre

ATR-IRTF obtenu est dominé par les bandes de la dithionite.
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IV.2 Modeles HI

Contrairement aux complexes de la famille 4C,, les composés de la famille HI (Tableau 3
p 47) présentent une structure plus ouverte et comportent une base axiale intramoléculaire de

type pyridine en cinquiéme position de coordination de fer, ce qui simplifie les études.

Afin de mettre en évidence les modes IR de I’héme et du ligand proximal sensibles d’une
part a la présence du fer dans le cycle porphyrinique et d’autre part au changement de 1’état
redox du fer, nous avons caractérisé les spectres des composés HI50a, Fe''(HI50a)OH et
Fe''(HI50a). Nous avons dans un deuxiéme temps étudié les analogues HI29a et HI34a afin
d’analyser I’influence des substituants Me-O et NO, sur les modes redox de I’héme, le ligand

proximal et le site distal.

IV.2.1 Caractérisation du complexe Fe(HIS0a)

La Figure 66 montre les spectres ATR-IRTF obtenus pour la base libre Hy(HI50a) et les
complexes ferrique Fe'"'(HI50a) et ferreux Fe'(HI50a).

1516
1443
736

Fe(HIS0a)

T T T T T T T T T
1600 1400 1200 1000 800
Nombre d'onde (cm'l)

Figure 66 : Spectres ATR-IRTF des complexes de HI50a enregistrés sous forme d’un film sec sur
’ATR. (a) Hy(HI50a), (b) Fe"(HI50a)OH et (c) Fe"(HI50a).

2.1.1 Influence de l’insertion du fer et comparaison avec le spectre du
Fe(4C,)
La comparaison des spectres ATR de la base libre HI5S0a (a) et du complexe

Fe''(HI50a)OH (b) correspondant montre que I’insertion du fer dans ce modéle affecte
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principalement la zone spectrale 1350-700 cm™, ou sont attendues les bandes correspondant
aux modes de vibration de I’héme et les ligands axiaux, tandis que les bandes IR entre 1680-
1350 cm™, associées aux modes de vibrations des carbonyles et des groupements phényles, ne

sont que faiblement affectées.

"(HI50a) sensibles & I’insertion du fer et observées a 1332,

Les bandes IR du complexe Fe
1201, 1047, 888, 737 et 719 cm™ sont similaires a celles reportées pour le composé Fe™(4C,)
a 1333, 1201, 1044, 872, 729 et 719 cm'l, tandis que les bandes correspondant a la base
H,(HI50a) détectées a 1488, 1400, 1348, 1183, 1054, 881, 735 et 711 cm’! correspondent a
celles observées a 1489, 1400, 1348, 1182, 1054, 882, 732 et 711 cm™' dans le spectre de la

base H,(4C»).

Ces bandes sont attribuées a des modes de vibration de I’héme, sensibles a la liaison du fer
dans la porphyrine. Dans le Tableau 12 sont rassemblées les données spectrales des bases
libres H,(4C,) et Hy(HI50a) et les complexes du fer correspondants, ainsi que les données de

la littérature utilisées comme référence.

L’allure du massif a 993-979-966 cm™ est également modifiée lors de 1’insertion du fer
dans la porphyrine HI50a. En effet, ces trois bandes ont également disparues au profit de

1’apparition d’un signal intense 4 999 cm™, attribué au mode v47 (voir précédemment).

Les modes 7y, et vag associés au macrocycle porphyrinique, observés a 737 et 888 cm’
respectivement dans le spectre du Fe(HI50a) sont déplacés a 729 et 872 cm™ dans le spectre
du Fe(4C,) (Figure 60). En revanche, les fréquences de ces deux modes ne montrent pas de
variations significatives dans les spectres des bases libres Hpy(HIS0a) et Hy(4C,), ce qui
indique que les modes y,9 et vsg sont également affectés par la coordination du ligand

proximal au fer dans le complexe Fe(HI50a).

Des bandes observées a 1513, 1368, 1301, 1264 c¢cm™ dans le spectre du complexe
Fe(HI50a) sont également présentes dans le spectre du Fe(4C,) mais a des fréquences
différentes. Il peut s’agir soit de modes provenant de la chalne organique incluant les
phényles, les fonctions amides et les liaisons C-N du complexe Fe(HI50a), soit de modes
d’hémes fortement couplés et qui doivent étre affectés par 1’environnement distal et/ou

proximal de la porphyrine.

Une bande a 1441 cm™ dans le spectre de la Fe(TPP)CI avait été attribuée au mode vy, la

vibration vaym(C-C) + 8(C-C-H) des groupes phényles. Une bande équivalente est observée de
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maniére reproductible 4 1442 cm™ dans le spectre de Fe(HI50a) qui pourrait correspondre a ce

mode. Au dessous de 1000 cm™, les deux spectres ne présentent pas de différence notable.

2.1.2 Modes IR du ligand axial

Les modes impliquant les pyridines substituées par des groupements alkyles sont observés
principalement dans les zones des fréquences 1280-1330, 1253-1222 et 1200-1050 cm™.*"
Dans cette dernicre région, des modes caractéristiques des groupements 2-alkyle pyridine sont
détectés a 1050 cm™ et 1146-1152 cm™, tandis que ceux des groupements 3-alkyle pyridine
sont observés a 1117-1131 ecm™ et 1180-1196 cm™.*” Dans le modéle HI50a, la pyridine
proximale est 3-monosubstituée alors que la pyridine distale est 2-monosubstituée. Le spectre
ATR du complexe Fe'(HI50a) présente un mode & 1191 cm™, qui pourrait étre attribué aux
vibrations de déformation dans le plan des hydrogénes 6(C-H) du cycle de la pyridine

1T

proximale. La bande de trés faible intensité détectée a 1149 cm™ dans les spectres du Fe'" et

Fe''(HI50a) pourrait correspondre au mode 8(C-H) de la pyridine distale.

2.1.3 Variations spectrales liées a I’état redox du fer
Modes de vibration des groupements carbonyles

"(HI50a) présente une bande large & 1674 cm’™, associée

Le spectre ATR du complexe Fe
au mode d’élongation des groupements carbonyles v(C=0). Dans le complexe Fe"(HI50a),
cette bande est déplacée a 1682 cm™. Nous pouvons raisonnablement penser que la plus faible
fréquence observée pour le complexe Fe(Ill) est due a une interaction privilégiée entre le
ligand hydroxo coordiné au Fe(IIl) et un des carbonyles du site distal, situ¢ du méme coté du
plan. En effet, I’influence de liaisons hydrogéne sur un groupe carbonyle abaisse la fréquence
du mode de vibration C=0O en abaissant sa constante de force. Cependant, la réduction du

complexe de Fe(Ill) en Fe(Il) aboutit a une décoordination du ligand hydroxo, ce qui

supprime cette liaison hydrogéne.

Modes redox de I’héme

Méme si les spectres ATR du Fe(HI50a) réduit et oxydé (Figure 66 b et c¢) sont assez

semblables, des différences intéressantes sont a signaler.

Pour le complexe Fe'"

(HI50a)OH, la bande II caractéristique de I’état d’oxydation en série
tétraphénylporphyrinique est observée a 800 cm™, tandis que la bande I sensible a 1’état de

spin apparait a 1332 cm™ dans la région des complexes de fer(IIl) haut spin.
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Le mode v(C=0) correspondant aux groupements carbonyles observé a 1674 cm™ dans le
spectre de Fe'(HI50a)OH est déplacé a 1682 cm’ dans le spectre de Fe"(HI50a) est
probablement associé a la suppression d’une liaison hydrogeéne établie entre le ligand hydroxo

et un des carbonyles du site distal.

"(HI50a) montre un déplacement de la bande IT 4 792 cm’™

La réduction du complexe Fe
sur le spectre (Figure 66 c), ce qui conduit a affirmer que I’atome de fer(Ill) est réduit en
fer(II). Toutefois, I’observation de deux bandes a 1343 et 1332 cm™ dans la zone spectrale ou

attendue la bande I parait surprenante (Figure 67).

— T T — T — T T T T T
1400 1380 1360 1340 1320 1300 1280 1260 1240 1220 1200

Nombre d'onde (cm'l)

Figure 67 : Agrandissement du spectre ATR-IRTF de Fe"(HI50a) entre 1400-1200 cm™.

Dans les spectres IR des différents complexes de Fe'(TPP)(L), ou L pourrait étre (py),,
(pip)2 ou (N-Melm),, la bande I est observée a 1343-47 cm™ 27" Ces observations suggerent
la présence de deux proportions différentes du complexe Fe(II) : une proportion majoritaire a

1’état bas spin et une autre minoritaire a 1’état haut spin.

Certaines bandes du complexe Fe(HIS0a) subissent des variations spectrales dues au
changement de 1’état d’oxydoréduction du fer. C’est ainsi que le mode vse, observé a 1201
cm™ est déplacé a 1197 cm™ dans le cas du Fe(I). La bande a 1029 cm™ est légérement
déplacée vers les hautes fréquences a 1035 cm™', tandis que I’intensité du signal & 999 cm™ est
nettement diminuée. Le mode v & 737 cm’™ est aussi atténué dans le complexe de fer(I) par
rapport 4 celui du fer (III). Un épaulement qui apparait & 742 cm™ dans le spectre de
Fe''(HI50a) pourrait correspondre & ce mode. La bande observée a 1457 cm™ est spécifique du

spectre du complexe Fe'(HI50a). Il peut d’agir d’un mode d’héme qui est activé dans la
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forme réduite du fait d’une symétrie un peu différente de celle de la forme oxydée. Un mode
de symétrie Eu observé a 1456 cm’ dans le spectre de la Ni(TPP) est attribué a vs, la

vibration vsym(Ca-Cm).265 Cette bande pourrait étre attribuée a ce mode.

HIS0a 4C2 Modes Attributions .
T T T . Référence
H, Fe Fe H, Fe normaux  proposées
1676 1674 1682 1663 1666 v(C=0)
1601 1605 1602 1605 1605 @y Veym(C-C) 188
1516 1514 1512 1528 1525 d(N-H)
1457 1454 V3 Vaym(CoCrn) 265
1443 1444 1442 1447 1442 s Vaym(C-C) + 8(C-C-H) 188
1365 1367 1363 1370 1377 vy v(Pyr. quarter-ring) + 265
v(C,,-Ph)
1348 1332 1344 1348 1333 vy 3asym(Cp-H) + v(C-Ph) + 188
Veym(Pyr.  half -ring) +
Vasym(ca'cﬁ)
1304 1301 1303 1296 1291 Via Veym(Pyr. half -ring) 265
1201 1197 1201 1201 wv3 Voym(Pyr. half -ring) + 188
Veym(Pyr. quarter-ring) +
v(C,,-Ph)
1191 1189 O(C-H) Pyr.proximale 25
v(Pyr. quarter-ring) +
1183 1182 Vsl v(Pyr.breathing) 265
1159 1161 1161 1160 1160 D¢ dsym(C-C-H) 188
1149 d(C-H) de la Pyr. distale 273
1118 1118 1117 1122
1077 1074 1075 1072 1072 vy Vasym1 (C-C) + 8(C-C-H) 188
1054 1047 1048 1052 1044 vs, dsym(Cp-H) 265
999 997 999 Va7 v(Pyr.breathing) + 188
Oasym(Pyr. Deformation) +
Ssym(C-C-C)
993 993
979 } 981 } O(N-H) des pyrroles 197
966 966
881 889 888 882 872 i 8sym(Pyr. Deformation) 265
801 800 792 801 801 s Y(Hg) + yym(Pyr. Folding) 188
755 756 755 759 757 " v1(H) 188
736 737 742 731 729 Y20 Yoym(Pyr.  Folding) + 188
Yasym(Pyr.  Folding) +
v(Hp)
711 719 719 711 719 s Ysym(Pyr. Folding) + y(Hp) 188

Tableau 12 : Attribution des modes de vibration observés dans les spectres ATR du complexe
Fe(HI50a) et comparaison avec le modele Fe(4C,).
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IV.2.2 Caractérisation des analogues HI34a et HI29a

2.2.1 Modes de vibrations a I’état Fe'™

Afin d’étudier I’effet des substituants Me-O et NO, sur la structure du modéle HI50a, nous
avons tout d’abord analysé les différences spectrales entre le complexe HI50a et ses analogues
HI29a et HI34a a 1’¢tat Fe(Ill) puis a I’état Fe(Il). Les spectres ATR-IRTF correspondants
sont présentés sur la Figure 68 et 69 Sur ces spectres sont reprises les données relatives du

complexe Fe(HI50a) afin d’établir une comparaison entre ce composé et ses analogues.

Fe(HI29a)

T T T T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800
Nombre d'onde (cm'l)

Figure 68 : Spectres ATR-IRTF des complexes de HI50a, HI29a et HI34a a I’état Fe'" enregistrés
sous forme d’un film sec sur ’ATR. (a) Fe"" (HI50a), (b) Fe""(HI34) et (c) Fe"(HI29a).

Les spectres obtenus des analogues Fe(HI34a) et Fe(HI29a) sont trés similaires au spectre
décrit pour le complexe Fe(HI50a). En présence de Me-O ou NO,, les modes de vibration vy,

(bande I) etys (Bande II) sont observés a 1332 et 800 cm™ respectivement, ce qui indique que
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les composés HI34a et HI29a sont a 1’état d’oxydation Fe(III) sous la forme pentacoordinée
haut spin. Les différences spectrales associées au substituant OMe du phénol du site distal
consistent en 1’augmentation de I’intensité relative des bandes & 1487 et 1030 cm™, en
1’apparition de la bande & 1242 cm™, et en un déplacement de la bande & 1201 vers les hautes
fréquences 4 1207 cm™. La bande a 1242 cm™ n’est observée que dans le complexe HI34a. 11

peut s’agir d’un mode d’élongation v(C-O) du groupe métoxy.”®®

La substitution par un groupement nitro dans le site distal entraine un léger déplacement
vers les basses fréquences de 1674 a 1666 cm™ du mode des carbonyles, traduisant la
formation d’une liaison hydrogéne du phénol avec 1'un des carbonyles du site distal. Cette
observation peut vraisemblablement s’expliquer par le fait qu’un phénol substitué en position
para par un groupement nitro induit une acidit¢ importante du groupe hydroxyle, ce qui
augmente sa tendance a former une liaison hydrogéne par rapport au groupement phénol. En
effet, le cycle aromatique est ici appauvri en électrons a cause de l’effet attracteur du
groupement nitro, produisant une charge positive au voisinage du groupe hydroxyle. La bande
a 1485 cm™ du complexe HI50a est déplacée a 1480 cm™ pour le composé HI29a. Le tableau
13 présente une synthese des attributions des modes IR qui ont une différence spectrale pour

les complexes Fe(HI50a), Fe(HI34a) et Fe(HI29a).

Comme attendu, les spectres obtenus en présence de Me-O et NO, ne présentent aucune
variation significative par rapport au spectre obtenu pour le complexe Fe(HI50a), ce qui
suggere que les analogues de HI50a étudiés ne perturbent pas les conformations de ’héme a

1”état Fe(III).
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2.2.2 Modes de vibrations a ’état Fe"

Les spectres des complexes de HIS0a, HI34a et HI29a a 1’¢état Fe(Il) sont présentés sur la
Figure 69 et les différences spectrales dues a I’introduction des groupements méthoxy et nitro

sont rassemblées dans le tableau 13.

' T ' T ' T ' T ' T
1800 1600 1400 1200 1000 800
Nombre d'onde (cm-l)

Figure 69 : Spectres ATR-IRTF des complexes de HI50a, HI29a et HI34a a 1’état Fe" enregistrés
sous forme d’un film sec sur ’ATR. (a) Fe"(HI50a), (b) Fe''(HI34) et (c) Fe'(HI29a).

Les spectres obtenus sont trés similaires au spectre décrit pour le complexe Fe''(HI50a).
Les deux modes IR de HI50a les plus sensibles au changement de I’état redox et de spin du
fer, ys et v4;, sont également observés dans les spectres de HI29A et HI34a, a 795-96 et 1331-
32 cm’, respectivement. Cependant, la bande a 1343 cm™ dans le spectre de Fe''(HI50a) n’est

pas observée dans les spectres de HI29A et HI34a.

Ces données montrent que la substitution des groupements méthoxy et nitro au sein du site
distal des mode¢les HI n’induit aucune variation significative de la géométrie de I’héme ni a
I’état d’oxydation Fe(IIl) ni a 1’état Fe(Il) par comparaison avec le composé HI50a. Ces
résultats indiquent également que les interactions entre I’héme et le site distal sont similaires
en présence des groupements méthoxy ou nitro, ce qui suggere que les propriétés de 1’héme
sont les méme quelque soit le substituant fixé. Ces résultats indiquent donc que les différences
de réactivité observées entre les analogues de HI50a ne sont manifestement pas reliées a des

modifications de la conformation de [’héme.
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HIS0a HI29a Hi34a Modes Attributions .
. Références
Felll Fell Felll Fell Felll Fell normaux pl‘()p()sees
1674 1682 1666 1683 1672 1679 v(C=0)
1242 1251 v(C-O)méthoxy ? 268
1331 1344 1332 1332 1332 1330 wvgy dasym(Cp-H) + v(C,-Ph) 188
+ Vgym(Pyr. half -ring) +
Vasym(ca'cﬁ)
1201 1197 1202 1195/ 1207 1210/ wvs Veym(Pyr. half -ring) + 188
1110 1196 Veym(Pyr. quarter-ring) +
v(Cy-Ph)
999 997 999 996 999 993 vy v(Pyr.breathing) + 188
dasym(Pyr. Deformation)
+ 5ym(C-C-C)
1029 1035 1029 1035 1030 1034 Pyr ?
800 792 800 796 800 795 s v(Hp) + 188

Ysym(Pyr. Folding)

Tableau 13 : Différences spectrales observées dans les spectres ATR oxydés et réduits pour les
complexes Fe(HI50a), Fe(HI34a) et Fe(HI29a) et attributions. (€p) : épaulement.

IV.3 Mode¢le a anse phénanthroline (2Pyporphen)

Modéle générique de la CcO, le 2PyPorphen (Tableau 3 p 47) a suscité peu de travaux'>®

mais la caractérisation structurale est trés récente et son comportement physicochimique est
apparu tout a fait original. En effet, I’équipe de Dr. Weiss a montr¢, a 1’aide de la RPE, UV-
Vis et RMN du proton, que le complexe de fer(Ill) est caractéris¢ par un environnement
pentacoordiné proximal autour de 1’atome de fer, tandis que le complexe de fer (II), obtenu
par réduction chimique, présente une géométrie hexacoordinée autour de I’ion ferreux. Il a pu
étre montré que la fixation d’oxygene moléculaire nécessite une occupation préalable du bras
pyridinique en positon distale.'® Afin d’éviter la fixation de la pyridine distale dans le
complexe du fer(Il), deux stratégies permettant de générer les complexes de fer(Il)

pentacoordiné in situ ont été proposées.

La premicre stratégie consiste a utiliser les propriétés des complexes de fer(IIl) de fixer les
bases de type imidazole dans le site distal pour former des espéces hexacoordinées. Dans ce
cas, la réduction du complexe de fer(Ill) est effectuée aprés complexation préalable de
I’imidazole. Elle conduit au complexe hexacoordiné de fer(Il) correspondant et la labilité
relative du sixieme ligand exogeéne permet d’observer 1’oxygénation du complexe par
déplacement de I’imidazole. La seconde stratégie utilise 1’implication du bras pyridinique

distal dans la complexation du cuivre (I) dans le site de I’anse phénanthroline.
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Afin de lever toute ambiguité structurale et de pouvoir corréler les modes IR observés a un
état ¢lectronique de 1’héme bien défini, nous avons analysé 1’influence de 1’état de spin et de

la coordination du fer sur les modes redox de I’héme et de ses ligands axiaux.

IV.3.1 Etude de la coordination distale par un ligand exogéne de type
imidazole

Les propriétés de coordination distale avec des ligands exogenes de type imidazole ont été
analysées par spectroscopie UV-Vis et RPE au cours de la thése de Mamadou Lo.'” Ces

études ont permis d’identifier trois états de coordination différents :

. ey . . \ \ 111
(1) Sans sixieme ligand axial exogeéne, ou le complexe Fe

(Porphen) est a I’état
pentocoordiné haut-spin (5¢-HS). Le spectre RPE du complexe Fe(Porphen)Cl enregistré a
4,2K dans le dichlorométhane montre la présence d’une symétrie axiale dont les paramétres
obtenus sont les suivants : g/ = 2,05 et g1 = 5,89. Ce spectre est donc caractéristique d’un

complexe de fer(IIl) haut spin (S = 5/2) pentacoordiné.

(i1) Un équivalent d’imidazole, ou un mélange des formes (5c-HS) et de complexe de
fer(II) de spin intermédiaire S = 3/2 est obtenu. L’additon d’un équivalent d’imidazole fait
apparaitre sur le spectre RPE non seulement les signaux coresspondant au complexe de
fer(Il1) haut spin mais aussi de nouveaux signaux (g = 4,29 et g = 2,00) correspondant au

complexe de fer(III) de spin intermédiaire S = 3/2.>°

(ii1)) Deux équivalents d’imidazole, ou le complexe de fer(Ill) hexacoordiné est formé
majoritairement. Dés [’addition de 2 équivalents d’imidazole le spectre RPE montre la
disparition des signaux du fer(IIl) haut spin et I’appartion de nouveaux signaux (g =3,05et g

= 2,29) attribués au complexe de fer(III) bas spin de symétrie thombique S = 1/2.>”

Afin d’analyser I'influence de ’état de coordination et de I’état de spin du fer sur les
modes redox des complexes du 2Pyporphen, nous avons étudié ces trois €tats de coordination
différents de 2Pyporphen par spectroscopie ATR-IRTF dans le domaine de I’IR moyen, puis

dans I’IR lointain.
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La Figure 70 montre les spectres ATR-IRTF des complexes de 2Pyporphen enregistrés a
’état Fe'' (a) et Fe" (b) et en présence de I’imidazole (c, d, et e). Dans ces spectres
caractéristiques d’hémoprotéines Sc-HS et 6¢-BS, nous attendons les contributions de I’héme,

des ligands axiaux et de la chalne organique du ligand.

2Pyporphen

|1u.a

<
.

Fe”-ImH (1eq)

Fe”l—lmH (1eq)

Fe”I-ImH(Zeq)

v 4

&
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Figure 70 : Spectres ATR-IRTF de la porphyrine a anse phénanthroline Fe(Porphen). A) spectres
entre 1700-700 cm™, B) zoom sur la zone entre 1700-1400 cm™, C) zoom sur la zone entre 1400-990

et D) zoom sur la zone entre 975-700 cm™. Les spectres sont normalisés par rapport & la bande située a
1585 cm™.

147



Chapitre IV : Etude des mode¢les de la CcO dans I’IR moyen

984T

‘ lua

SEYT 51474%
0SvT 6vrT
06VT /1871

¥8ST

LEVT
tS144"

eerl
8EvT
TSv1

8.LV1
6871

8.V1
06vT

GEGT OVST
GSST

G89T 9891

S09T
LT19T

LE9T

6EVT

6.VT
06¥T

98ST

LA A A AL
1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400

Nombre d'onde (cm™)

ST.

122 0cL
TG. 0S. G/
19 S9L L9
98/
008 86.
9e8
18 ev8 L8
©
5
0 768
o €16
© /LS6 o 956 o 1S6

866 866

v¥01 5 90T

L0TT

zLot”

1300 1200 1100 1000

1400

Nombre d'onde (cm'l)

_l)

Nombre d'onde (cm

(a) Fe"'(Porphen), (b) Fe"(Porphen), (c) Fe"(Porphen)-ImH, (d) Fe"(Porphen)-ImH(1éq) et
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Les spectres des composés Fe(Porphen) présentent de nombreuses bandes spécifiques qui

ne sont pas détectées dans les spectres des complexes HI et 4C..

3.1.1 Modes redox de I’héme

Les signaux observés a 1554 et 1555 cm™ dans les spectres des complexes Fe' (Porphen)
(a) et Fe"'(Porphen)-ImH(1éq) (d) respectivement, pourraient étre attribués a v, le mode de
vibration v(Cg-Cp) + Vsym(Co-Cn) + éialsym(C[;-H).188 Ce mode est un marqueur Raman de I’état
de spin (bande D). La bande D est observée dans la région des complexes de fer(IIl) haut spin.
Ces observations ne sont pas surprenantes dans la mesure ou la pyridine proximale, comme le
chlore, un ligand électroattracteur favorisant I’état haut spin du complexe et les études RPE
ont par ailleurs confirmé cette configuration électronique. et I’examen de la bande C doit nous
préciser ’état de spin.

Une bande de faible intensité, observée a 1517 cm™' dans le spectre du complexe
Fe""(Porphen), pourrait étre attribuée au mode vio.>”* Ce mode correspondant a un couplage
de vibrations Vigym(Co-Cm) + Vasym(Co-Cp) + 8asym(Cp-H)) est le deuxieme marqueur Raman
intense de I’état de spin du fer des complexes tétraphénylporphyriniques (bande C). Cette
donnée spectroscopique conduit a affirmer que 1’atome de fer (III) de ce complexe est

1T

pentacoordiné. Cependant, un signal a 1541cm™ est détecté dans le spectre de Fe''(Porphen)-

ImH(1éq). Une bande 4 1540 cm™ dans le spectre de la Fe(TPP)(N-Melm), avait été attribuée

™ Or le spectre du composé¢ Fe(Porphen)-

a la bande C caractéristique d’un état bas spin.
ImH(2¢q) (e) qui est a priori sous la forme hexacoordiné présente uniquement la bande a
1536 cm™. De plus, une bande fine et d’intensité plus élevée est observée a 1534-1535 cm’™
dans les spectres de Fe''(Pporphen)(Py), (b) et Fe''(Phen)(Py)(ImH) (c). Un mode observé a
1531 cm™ dans le spectre de résonance Raman du complexe FeH(TPP)(Py)z274 est attribué a
V19, la bande C.

L’absence de la bande D a ~ 1554 cm™ et la présence de la bande C a ~ 1535 cm™ dans les
spectres IR des complexes Fe'(Porphen)-ImH(2éq), Fe'(Pporphen)(Py), et
Fe"(Porphen)(Py)(ImH) indiquent clairement la coordination hexacoordinée de ces composés,
tandis que 1’apparition des bandes D et C & 1555 et 1540 cm™, respectivement dans le spectre
de Fe"(Porphen)-ImH(1éq) indique la présence d’un mélange de deux états de spin. Ces
observations sont en bon accord avec les résultats de la RPE et I’'UV-visible, obtenus par
I’équipe de J. Weiss (Strasbourg).

Une bande a 1487 cm™ dans le spectre de la Fe(TPP)Cl avait été attribuée aux groupements

phényles.'™ Une bande équivalente est observée de maniére reproductible a
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1490(111)/1487(I1) cm™ dans les spectres des complexes Fe(Porphen), mais I’absence de ce
mode dans les spectres des complexes Fe(HI50a) et Fe(4C,) exclue la contribution de modes
des phényles. Nous avons attribué¢ cette bande au mode vyg, la vibration symétrique v(Cy-Cy)
des pyrroles.”®

Dans les spectres IR obtenus avec les complexes du Fe(Porphen), la bande 4 1472 cm™ est
déplacée a 1479 cm™ en présence d’imidazole ou de la pyridine en sixiéme position de
coordination (Figure 70 B). Le mode vs; impliquant la vibration veym(Co-Cr) sur le spectre de
la Ni(TPP) est attendu dans cette gamme de fréquences et peut également contribuer a cette
bande.*®

Dans le spectre IR de protoporphyrine-IX, deux bandes 4 1450-1434 cm™ ont été attribuées
au mode Vaym(C-C) + 8(C-C-H) impliquant les pyrroles.”” Les bandes observées a 1458-1438
cm” de maniére reproductible dans les spectres des complexes de Fe(Porphen) pourraient
correspondre a ce mode. De plus, la comparaison des spectres de la base libre Hy(Porphen) et
ses analogues de fer montre clairement le dédoublement de la bande a 1444 cm™ en deux
bandes & 1450 et 1438 cm™, excluant ainsi la contribution de modes des phényles. Cette
observation laisse suggérer que ce dédoublement est li¢ a une distorsion géométrique induite
par la présence de 1’atome de fer dans la porphyrine.

Le signal a 1375(I11)/1379(I1) cm™ peut étre attribué a vy, le mode de vibration v(Pyr.
quarter-ring) + v(C,-Ph). L’intensité de ce mode varie selon 1’état redox du fer et est plus

importante dans le spectre des espéces réduites (b et ¢).**

La présence du mode vy, & 1294 cm™ n’est pas influencée par la présence d’un sixiéme
ligand axial de 1I’héme, puisqu’il se retrouve aussi bien dans le spectre de la forme
hexacoordinée Fe™(Porphen)-ImH (Figure 70 C e) que dans celui de 1’espéce pentacoordinée
Fe""'(Porphen) (Figure 70 C a). Cependant, ce mode subit un déplacement vers les hautes
fréquences lorsque le complexe est réduit en Fe(I) (b et ¢).

Le signal intense a 998(II1)/992(II) cm™ pourrait étre attribué¢ a vy47, la vibration du
macrocycle porphyrinique. La comparaison des spectres de la Figure 70 C montre que
I’intensité de ce mode est sensible a 1’état de spin et de coordination du fer pour les complexes
Fe'"(Porphen). En effet, son intensité est intense dans le spectre enregistré avec le composé
Fe'(Porphen), tandis qu’elle est fortement diminuée dans les spectres des complexes
Fe'"(Porphen)-ImH (d et e). De plus, cette bande est déplacée vers les basses fréquences pour
les complexes Fe''(Porphen). Ce signal IR intense est directement corrélé a la structure et les

propriétés électroniques de 1’héme de la porphyrine.
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La bande a 847(HS)/843(BS) cm™, observée a 840 cm™ dans le spectre IR de la Ni(TPP),
est attribuée au mode vae, la vibration d,ym(Pyr. Deformation) des pyrroles.265

Dans le domaine de fréquence 810-700 cm™, associé a des modes de vibration hors du plan
de la porphyrine, les spectres des différents complexes de 2Pyporphen (Figure 70 D) sont tres
proches de ceux étudiés pour les complexes Fe(4C,) et Fe(HI50a).

Le mode vs associé aux vibrations de déformations hors du plan des pyrroles, observé a
800(II1)/793(Il) dans le spectre du complexe Fe(HI50a) (Figure 66) est également présent
dans les spectres de Fe(Porphen) a 800(III)/786(II). Lors de la réduction du Fe'(Porphen) en
Fe"(Porphen), le déplacement de la bande II vers les basses fréquences indiquent clairement
que la configuration électronique du fer évolue vers celle caractéristique d’un état bas spin.*®
La bande II a été considérée 1égérement sensible a I’état de spin dans les complexes de fer(II).
Un léger déplacement vers les basses fréquences est pourtant observé dans le spectre de
Fe'"(phen)-ImH(2éq) (e), suggérant également la sensibilité de cette bande a I’état de spin
pour les complexes de Fe(III).

Le mode ys est situé a 715-14 cm™ pour toutes les formes hexacoordinées du composé
Fe(Porphen), tandis que le complexe pentacoordiné Fe'(Porphen) présente ce mode a 720
cm™. Cette bande est également observée a 720 cm™ dans le spectre IR de Fe(TPP)CI'™, ce

111

qui suggere que l’atome de fer dans le complexe pentacoordiné Fe (Porphen) serait

légerement sorti du plan macrocyclique.

3.1.2 Modes redox IR des ligands axiaux

"(Porphen) est déplacée a 1325 cm™

La bande observée 4 1314 cm™ dans le spectre de Fe
dans le spectre de Fe'(Porphen)(Py),, ou la pyridine distale coordonne le fer. Ce mode aurait
bien pu étre attribué¢ aux vibrations de déformation des hydrogénes du cycle pyridinique. Or le
déplacement de cette bande est observée de maniére reproductible & 1328 cm™, mais avec une
intensité plus importante dans les spectres de Fe''(Porphen)-ImH(2éq) et Fe'(Porphen)-ImH,
excluant la contribution de modes de la pyridine labile du site distal. De plus cette bande est
présente dans le spectre de la phénanthroline et de la base libre & 1310 et 1314 cm™,

respectivement (Figure 71 B). Cette bande pourrait correspondre a une vibration impliquant

I’anse phénanthroline.
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Figure 71 : Spectres ATR-IRTF de la base libre et I’anse phénanthroline (2,9-bis (p-bromophényl)-
1,10-phénanthroline). A) H,(Porphen) et B) anse phénanthroline.

Une bande, associée aux vibrations d’¢longation et de déformation du cycle de la pyridine,
est observée a 1123 cm™ dans le spectre IR du composé 3-Mepyridine.”® L’épaulement
observé 1118 cm™ dans les spectres des complexes Fe(Porphen) pourrait correspondre & ce
mode. Etant donné que ce mode est absent des spectres de la phénanthroline et de la base libre

Hy(Porphen), il pourrait étre attribué aux vibrations de la pyridine proximale.

Un signal intense est détecté dans le spectre de la phénanthroline & 1107/1093 cm™
(spectre B). L’allure de ce signal est similaire & celle du signal & 1103/1095 cm™ dans la base
libre Ho(Porphen) (spectre A). Les intensités relatives et les fréquences des bandes composant
ce signal se trouvent affectées dans le spectre de H,(Porphen). En revanche, il n’y a pas
d’effet significatif de I’insertion du fer et sa réduction sur les bandes 1103/ 1095 cm™', mise a
part le léger déplacement de la bande a 1103 a 1107 cm™. Cependant, une modification de

M1/11

I’allure de ce signal est observée dans les spectres des complexes Fe " (Porphen)-ImH, ou

une seule bande large est détectée. Nous proposons que les bandes a 1103 et 1095 cm™
correspondent aux modes de déformations des hydrogénes des cycles des deux pyridines
rigides de I’anse.””> Nous pensons que cette modification a pour origine la formation de la
liaison hydrogene bifurquée entre le proton porté par 1’azote de L.’imidazole et les deux azotes

de la phénanthroline (Figure 72).
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Figure 72 : Formation de la liaison hydrogéne bifurquée lors de la coordination de I’imidazole sur le
fer de la porphyrine du complexe 2Pyporphen.

Le mode associé¢ a la déformation des hydrogénes a été attribuée a 1068 cm™ dans le

1 La fréquence du mode (CsN;) de I’imidazole est également

spectre de RR de la pyridine.
observée a 1066 cm™ et il est déplacé a 1074 cm™ lorsque 1’imidazole coordonne le fer dans
les complexes de Im-Fe(IINPPIX*® et Im-Fe(IIHMPS."™ Le spectre ATR du complexe
Fe(Porphen) présente une bande & 1065(111)/1064(IT) cm™, attribué¢ au mode de vibration des
pyridines. Par ailleurs, ce signal montre des différences notables aprés 1’addition de
I’imidazole. En effet, cette bande est particulierement intense et large en présence de deux
équivalents d’imidazole comme le montre la comparaison des spectres du complexe

Fe(Porphen) (Figure 70), tandis qu’elle est déplacée a 1072 cm’ pour le complexe
Fe""(Porphen)-ImH(1éq) et & 1068 cm™ pour le complexe Fe''(Porphen)-ImH.

Un mode observé a 1029 cm™ dans le spectre de RR de la pyridine est déplacée a 1042

cm’ dans le spectre de RR du complexe Fe(OEP)(Py)z.181

Les spectres IR des complexes
Fe"'(Porphen)(py): et Fe"(Porphen)-ImH présentent un mode de faible intensité a 1044 cm’™

qui pourrait étre attribué¢ au mode de vibration de la pyridine.
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Le Tableau 14 regroupe les attributions que nous proposons pour les complexes de

2Pyporphen.
Sans ImH Avec ImH Modes Attributions Références
Fe'll Fe!! Fe'l Fe'll Fe!! normaux proposées
(1éq)  (2¢q)
1605 1601 1605 1603 1604  P4" Veym(C-C) 188
1554 1555 V2 V(Cp-Cp) + Veym(Co-Cr) + 274, 188
6asym(Cﬁ'I—I)
1517 1534 1540 1536 1535 vy Vasym(Ca-Cm) T Vagym(Ca- 274
Cﬁ)+ 6asym(C[S'I_I)
1490 1487 1490 1490 1489 vy Veym(Ca-Crn) 265
1472 1466 1477 1479 1478 w Veym(Ca-Crn) 265
1450/ 1449/ 1448/ 1447/ 1448/ Vasym(C-C) + 8(C-C-H) 279
1438 1437 1438 1438 1437
1375 1379 1379 1379 1379 vy v(Pyr. quarter-ring) + 265
v(C,-Ph)
1361 1359 1358 1358 1357
1314 1325 1328/ 1328 1327 Anse phénanthroline ?
1314
1292 1298 1294 1294 1299 wvp, Vsym(Pyr. half -ring) 265
1255 1256 1256 1259 vy v(Cyy-Ph) 265
1233 1230 1232 1232 1231
1193 1187 1194 1187 Vie Veym(Pyr. half -ring) + 184
Veym(Pyr. quarter-ring) +
v(C,-Ph)
1154 1150 1154 1154 1149 4" Ssym(C-C-H) 188
1118 1117 1117 Déformation du cycle de 280
Pyr ?
1107 1107 1107 1101 1104 8(C-H) des pyrde I’anse ? 273
1095 1094 O(C-H) des pyr de I’anse ? 273
1065 1064 1072 1069 1069 Pyr 281
1029 1045 1023 1023 1044/ Pyr? 181
1025
998 992 999 999 990 Va7 v(Pyr.breathing)+ 188
Oasym(Pyr. Deformation) +
Seym(C-C-C)
847 843 844 844 843 Vag Basym(Pyr. Deformation) 265
800 786 798 796 785 s v(Hg) + ysym(Pyr. Folding) 188
752 750 752 752 750 ;" v1(H) 188
721 715 714 715 714 s Ysym(Pyr. Folding) +y(Hp) 188

Tableau 14 : Fréquences (en cm™) des principaux modes de vibration des complexes Fe(Porphen) et
attribution.
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IV.4 Conclusion

Nous avons procédé, dans ce chapitre, a 1’étude comparative détaillée par spectroscopie
ATR-IRTF dans le domaine de I’'I[R moyen de modeles biomimétiques de la CcO qui se
différencient notamment par leur environnement du site distal. Cette étude a permis de mettre
en évidence des modes IR redox spécifiques de ’héme, dont certains sont sensibles a 1’état de
spin du fer. Elle a également permis de corréler des modes IR caractéristiques de la chaine
organique et sensibles a 1’état redox du fer a la conformation de I’héme et a son état de
coordination. Il est cependant nécessaire de mener plus de mesures et surtout de comparer les
données expérimentales a des calculs théoriques pour valider les attributions proposées lors de

cette étude.
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Chapitre V : Etude des mode¢les de la CcO dans I’IR lointain

La région des basses fréquences du spectre IR (600-100 cm™) comporte les modes de
vibration spécifiques de 1’¢longation et de la déformation angulaire de la liaison entre les
centres métalliques et leurs ligands axiaux ou équatoriaux, ce qui permet d’identifier la nature
de la conformation de ces ligands. Lorsque I’héme présente des déformations hors du plan ou
dans le plan, la région des basses fréquences du spectre comporte également de nombreux

) ) s . . 282,283
modes de vibration associés a ces distorsions.

En outre, les fréquences des modes
impliquant les vibrations métal-ligands de I’héme sont trés sensibles a 1’état d’ionisation des
ligands et a la force de la liaison métal-ligand, ce qui permet de déterminer les propriétés

redox de ’héme et les propriétés électroniques des ligands.*®

Boucher et coll. ont comparé les spectres IR de différentes métalloporphyrines en vue
d’observer une vibration caractéristique de la liaison azote-métal. Ils ont proposé que la bande
observée vers 350 cm™ résulte d’un couplage des vibrations d’élongation azote-métal et de
déformation du macrocycle porphyrinique.”®* Des travaux menés sur des complexes de
porphyrine dans les basses fréquences IR par Oshio et coll. ont montré 1’existence d’un mode
IR trés sensible a I’état de spin de 1’héme.”®® L’analyse du complexe [(ImH),Fe"OEP]C10,
modifié¢ par des substituants isotopiques a mis en évidence des modes de vibration impliquant
le fer et ses ligands axiaux.”® Des modes d’héme sensibles a la nature du métal dans le
domaine des basses fréquences ont également été observés.”*®**” Récemment, une étude
menée sur des complexes imidazole et imidazolate de la Fe-protoporphyrine IX (FePP) et de
la microperoxydase-8 (MP8) par spectroscopie IR en mode différentiel a permis
I’identification des modes sensibles a 1’état redox de I’héme dans le domaine des basses
fréquences (670-50 cm™)."° Certains modes des cycles pyrroliques de 1’héme (420-370 cm™),
des modes internes des ligands axiaux (670-680 cm™) et un mode d’¢élongation antisymétrique
des liaisons Fe"(PP)(Im), et Fe"(MP8)Im-histidinate (340-310 cm™) ont été plus
particuliérement caractérisés. Par contre peu de complexes de tétraphénylporphyrines réduites

ont fait I’objet de travaux approfondis.”’****

Afin de mettre en évidence les modes IR de I’héme et des ligands axiaux sensibles au
changement de I’état redox du fer dans le domaine des basses fréquences IR, nous avons
¢galement enregistré les spectres ATR des modeles de la CcO précédemment étudiés dans la
gamme de fréquence 700-50 cm™. 11 s’agit des premiéres études détaillées en mode ATR dans

le domaine IR lointain sur des porphyrines superstructurées.
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V.1 Comparaison des spectres ATR de la Fe(TPP)CI et du Fe(4C,)

Afin de poursuivre 1’étude de I’influence de la tren sur les modes de vibration de I’héme,
nous avons également comparé le spectre IR du complexe Fe(4C,) obtenu dans les basses
fréquences avec celui du Fe(TPP)Cl publié.'™ Nous avons vu dans le chapitre IV que la
présence du fer dans les porphyrines se manifeste par un ensemble de modifications spectrales
par rapport aux porphyrines sans fer. Certaines bandes d’absorption subissent des variations
d’intensité ; c’est le cas de quelques vibrations de déformation du macrocycle porphyrinique
qui s’atténuent pour les complexes de fer ; des vibrations de déformation du cycle pyrrolique
dans le plan s’accentuent par contre. Dans cette partie, nous nous intéressons plutdt aux

perturbations affectant majoritairement des bandes impliquant les vibrations du fer et ses

ligands.

La Figure 73 montre les spectres ATR-IRTF de la base libre H,(4C3) (a), du complexe
Fe(4C,) (b) et Fe(TPP)CI (c) enregistrés dans la gamme spectrale 650-150 cm™.
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Figure 73 : Spectres ATR-IRTF des composés H,(4C,) (a), Fe(4C,) (b) et Fe(TPP)CI (c) enregistrés
sous forme des films secs sur I’ATR.

La zone spectrale des fréquences supérieures a 500 cm™ du spectre de la Fe(TPP)CI (c)

1
est

met en jeu principalement les vibrations hors du plan. La bande observée a 525 cm’
attribuée au mode 75" de vibration hors-du plan y;(C) + o(Pyr.translation), tandis que la bande
observée a 660 cm’ correspond au mode de déformation dans le plan ®o" des groupes

phényles, 8,(C-C-C) + &(Pyr.rotation).'™ Dans le spectre IR du complexe Fe(4Cs) (b), les
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signaux observés a 652 et 535 cm’! correspondent vraisemblablement au mode ¢o" et ms",

respectivement.

Le spectre de résonance Raman du complexe Fe(TPP)CI présente une bande a 639 cm™,

265

attribuée a la déformation du cycle des phényles 6,(C-C-C) du mode ¢9.””” La bande détectée

4 636 cm™ dans le spectre du complexe Fe(4C,) pourrait correspondre a ce mode.

Le mode 7y; associé aux vibrations de déformation hors du plan du macrocycle
porphyrinique, observé a 571 cm™ dans le spectre de la Fe(TPP)Cl semble également présent

dans le spectre du complexe Fe(4C,) a 588 cm™.

Les différences de fréquences observées pour ces signaux provenant de modes de nature
similaire indiquent que les modes de vibration observés dans les basses fréquences IR sont
extrémement sensibles a la nature et a la conformation de la porphyrine et reflétent la
différence de structure entre ces deux modeles d’hémoprotéines ou de 1’absorption du ligand

distal.

Les bandes observées a 492 et 454 cm™' sont spécifiques du spectre ATR du complexe
Fe(4C,). 1l peut s’agir soit de modes provenant du squelette organique, soit de modes d’hémes
qui sont activés dans le complexe Fe(4C,) du fait d’une symétrie différente de celle de la
Fe(TPP)CI. L’attribution de ces deux modes est cependant délicate. Dans la gamme de
fréquence 500-450 cm™, peu de modes sont détectés dans les spectres IR des complexes
Fe(TPP). Bien qu’il est difficile de comparer les intensités des spectres du Fe(4C,) et de la
base libre Hy(4C,) enregistrés sur I’ATR, les intensités relatives des deux bandes a 492 et 454
cm’ semble étre sensibles a la liaison du fer dans la porphyrine. En particulier, I’intensité de
la bande a 491 cm™ est visiblement diminuée en présence du fer (spectres a et b). Cette
observation peut vraisemblablement s’expliquer par le fait que I’héme du Fe(4C,) est plus
contraint que celui de la base libre, du fait de la présence du fer. Il est plus probable que les
pyrroles de la base libre H,(4C,) sont plus sensible aux déformations hors-du plan. La bande
observée 4 492 cm™' peut étre attribuée soit 2 un mode de déformation hors du plan de la

porphyrine, soit 2 un mode de la tren.

Un mode observé a 450 cm™ dans le spectre de résonance Raman de la Ni(TPP) est

265 La bande observée a 454 cm’!

attribué a vss, la vibration o(Pyr rot) dans le plan de I’héme.
pourrait étre a I’origine du mode vs3. Afin de réaliser les attributions de maniere définitive, il
faudrait cependant poursuivre 1’identification des modes IR par 1’é¢tude de porphyrines

marquées.
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La zone des fréquences entre 450-350 cm™ des spectres IR et Raman des complexes
Fe(TPP)CI comprend des modes de déformation dans le plan de la porphyrine, d’élongation
du fer et des ligands axiaux v(M-L) ainsi que le mode vso d’¢élongation v(M-Npyr) impliquant
le fer et les pyrroles.

Le mode vao attribué a la vibration 8(Pyr.rotation) et observé a 436 cm™ dans le spectre de
Fe(TPP)CI est absent du spectre du complexe Fe(4C,). Ce mode, désignée par la bande 111, est

. . . . . 188
un marqueur IR intense de 1’état de spin dans le domaine des basses fréquences.

Le mode v(M-Npyr) a été attribué¢ a 420-400 cm™ dans les spectres IR du complexe
Fe(TPP)CI et Ni(TPP)."**%% Dans le spectre IR de la base libre H2(4C»), la bande 4 383 cm™
est trés faible, tandis qu’une bande intense apparait 4 404 cm™ dans le spectre de Fe(4C,).
Cette bande pourrait correspondre au mode vsy de vibration impliquant le fer et les pyrroles

(v(Fe-N) + S(Pyr.transla‘[ion)).188

Le massif & 377/365 cm™, observé dans le spectre du complexe Fe(TPP)CI (c), est associé
a la contribution du ligand axial Cl coordonné en cinquiéme position du fer. En effet, le mode
v(Fe-Cl) a été attribué a 378 cm™ dans le spectre du complexe Fe(TPP)CL'®® L’absence de ce
massif sur le spectre de Fe(4C,) confirme que la coordination axiale du fer n’est pas assurée
par le chlore.

Le spectre du complexe Fe(4C,) obtenu dans le domaine IR moyen a suggéré une
géométrie pentaccordinée autour du fer. D’apres les résultats obtenus par 1’équipe de Dr.
Boitrel, la coordination axiale de ce complexe est assurée par un composé hydroxo. Le mode
associ¢ a la vibration v(Fe-OH) a été attribué a 350 cm™ dans le spectre IR de la

protoporphyrine IX.**

Nous n’avons pas identifi¢ de mode IR qui pourrait étre associé a une
vibration v(Fe-OH) dans le spectre enregistré pour le complexe Fe(4C,).

Deux bandes détectées dans la région 330-250 cm™ (2 326 et 258 cm™) sont également
spécifiques du spectre du complexe Fe(4C,). Un mode observé a 321 cm™ dans le spectre IR
de la Ni(TPP) a été attribué a ye, une vibration (Pyrrole tilf) hors du plan de ’héme.”® Des
bandes & 327-333 cm™ ont été également détectées dans les spectres IR des dérivées de la PP-
IX et MP-11 et ont été attribuées a §(C-N).*”” Ainsi, I’attribution de cette bande reste délicate.
La bande large a 258 cm™ pourrait correspondre au mode v, associée a la vibration (Pyrrole
tilf) hors-du plan.®®

Ces observations montrent que les fréquences et les intensités relatives des signaux de

I’héme et de groupes phényles d’une porphyrine superstructurée comme Fe(4C,) sont assez

différentes de celles d’une porphyrine simple comme la Fe(TPP)CI.
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Les attributions proposées pour le complexe Fe(4C,) et la base libre correspondante dans

la gamme spectrale 650-150 cm™ sont consignées dans le Tableau 15.

H,(4C,) Fe(4C,;) Fe(TPP) Modes Attributions proposées Références
OH Cl normaux
646 652 660 by 8,(C-C-C) + d(Pyr.rotation) 188
636 by 5,(C-C-C) 265
577 588 571 Y7 Y(Co-Cr) + Yasym(Pyr. 188
Folding) + y¢m(Pyr. Folding)
534 535 525 5" v1(C) + d(Pyr.translation) 188
491 492 Porphyrine ou tren ?
450 454 Vi3 S(Pyr rot) ? 265
433 436 V49 d(Pyr.rotation) 188
383 404 Vso v(Fe-N) + o(Pyr.translation) 188
ou tren ?
377 Fe-Cl v(Fe-Cl) 188
330/320 326 Yo Pyr tilt ou 3(C-N) ou tren ? 265,279
262 258 Yi6 Pyr tilt ou tren ? 265

Tableau 15 : Attribution des modes de vibration observés dans les spectres ATR de la base libre
H,(4C,) et du complexe Fe(4C,)OH et comparaison avec la Fe(TPP)CI.

V.2 Modéles HI

V.2.1 Caractérisation du complexe Fe(HI50a)

La Figure 74 montre les spectres ATR-IRTF de la base libre Hy(HI50a) (a), Fe"(HI50a)

(b) et Fe''(HI50a) (c). Dans ces spectres, nous attendons en outre des contributions de 1’héme

et du squelette organique, les modes de vibration du cycle pyridinique et fer-pyridine.
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Figure 74 : Spectres ATR-IRTF du composé HI50a enregistrés sous forme d’un film sec sur ’ATR.
(a) Hy(HI50a), (b) Fe"'(HI50a), (c) Fe"(HI50a).

Les bandes IR du complexe Fe'"(HI50a) observées a 653, 573, 542, 491, 467, 405 et 249
cm’ sont similaires & celles reportées pour le composé FeHI(4C2) a 652, 588, 535, 492, 454,
404 et 258 cm™'. Ces bandes sont attribuées a des modes de vibration de I’héme et des groupes
phényles. Il est important de remarquer que certains modes impliquant les vibrations des
pyrroles hors-du plan du composé Fe'(HI50a) ont subi des déplacements de fréquences par

rapport & ceux du modéle Fe''(4C).

En particulier le mode a 588 cm™ (Figure 73 b) est déplacé vers les basses fréquences pour
le complexe Fe(HI50a) (Figure 74 b). Le déplacement observé pour y; dans le spectre de
Fe(HI50a) est proche de celui rencontré pour ce méme mode dans le complexe Fe(TPP)CL. '™
la bande attribuée au mode vs3 est déplacée a 466 cm’!. Cette différence est probablement due
au changement de conformation de I’héme. En effet, dans le complexe Fe(HI50a), le fer est
li¢ & cinq atomes d’azote, quatre provenant de la porphyrine et un de la pyridine en position
proximale. La géométrie pentacoordinée autour du fer peut induire une déformation du

macrocycle porphyrinique ou I’héme est légérement bombé et le fer est situé hors du plan de

’héme. '8

Les modes d’héme observés a 491 et 405 cm™ ne sont quant & eux pas ou peu déplacés lors
du changement de I’environnement de 1’héme. Toutefois, 1a aussi I’intensité de la bande a 491

cm™ est diminuée lors de la liaison du fer a la porphyrine. Le comportement de cette bande
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confirme que celle-ci provient d’un mode impliquant une vibration de 1’héme plutdt qu’une
contribution du ligand des complexes HI50a et 4C,. Bien que ’apparition d’une bande a 403
cm™ dans le spectre de la base libre, la bande observée a 405 cm™ avec une intensité plus
¢levée dans les spectres de Fe(HIS0a) (b et ¢) est attribuée au mode vsp. Il est vraisemblable
que ce signal est superposé a des modes de vibration impliquant ’héme et ses groupements

périphériques.

Les trois spectres de la Figure 74 sont caractérisés par un signal commun vers 600 cm™ et
par la présence d’un massif intense dans la zone 300-180 cm™, dont I’intensité et I’allure sont
sensibles a la présence du fer dans la porphyrine, la coordination du ligand proximal et la
réduction de 1’atome de fer. Le signal observé a 594 cm™ dans le spectre de la base libre
H,(HI50a) (a) est déplacé a 602(II1)/609(I) cm™ dans les complexes de Fe(HI50a) (b et c).

Un mode impliquant une déformation dans le plan du cycle pyridinique est observé a 605 cm™

281,290 4 r oA -1
" La fréquence de ce mode est déplacée a 634 cm

dans le spectre de RR de la pyridine.
lorsque deux ligands de pyridine cordonnent le fer dans les complexes (Py),Fe(II)-MPIX'” et
(Py).Fe(I)-(OEP)."®" Les bandes observées a 602(II1)/609(I1) cm™ dans les spectres des
formes oxydée et réduite du composé HI50a pourraient étre attribuées a un mode du cycle de

la pyridine, sensible a 1’état redox du fer.

Une bande de faible intensité a 434 cm™ est spécifique du spectre enregistré avec le

complexe Fe'"

(HI50a) (b). Ce signal est probablement la bande I1I caractéristique du mode vao
correspondant a la vibration 6(Pyr. rotation) et traduisant un état haut spin des complexes de

Fe(11I).

Un signal de trés faible intensité observé a 382 cm™ dans le spectre du complexe
Fe(HI50a) a I’état réduit (c). L’allure de ce signal semble étre similaire a celle de
I’épaulement a 391 cm’ dans le spectre de Fe(HI50a) a 1’état oxydé (b). L’attribution de cette
bande est cependant délicate. La vibration v(Fe-Npy) a été attribuée a 374-385 cm™ dans les
spectres IR des complexes de fer et de la bipyridine.”’'**> Nous proposons que le signal a
391(IIM)/382(IT) cm™ correspond 4 un mode impliquant la vibration v(Fe-Npy). Cependant, le
déplacement de 9 cm™ observé dans le spectre de la forme réduite laisse suggérer un schéma
de coordination différent lorsque le fer est sous la forme Fe(II). De plus, les bandes observées
dans la zone 280-200 cm™ sont affectées de facon significative par la réduction de Fe(III) en
Fe(Il). L’intensité de la bande a 228 cm™ est plus intense dans le spectre obtenu avec Fe(Il)
que dans celui enregistré avec Fe(Ill), tandis que le signal 4 206 cm™ est détecté uniquement

dans le spectre de Fe(Il), ce qui suggeére également une géométrie de la forme réduite
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différente de celle de la forme oxydée. Cependant, seule I’utilisation du marquage isotopique
de la pyridine proximale devrait permettre de différencier les modes de vibration associés a

chacun des deux ligands axiaux.

En revanche, il n’y a pas d’effet significatif de la réduction du fer dans la zone 370-280
cm™, mis a part le déplacement de la bande & 356 cm™ dans le spectre de Fe''(HI50a) a 345
cm’ dans le spectre de Fe"(HI50a). Ce mode est situé dans une gamme spectrale ou les
vibrations hors du plan de la porphyrine, le mode v(Fe-Npyr) et les vibrations (Fe-L) sont

attendus.

HI50a Modes Attributions Références
normaux proposées

H, Fe'l Fe"

652 653 654 do" 02(C-C-C) + &(Pyr.rotation) 188
594 602 609 cycle Pyridine 281, 290
570 573 571 Y7 Y(Co-Cn) + Yasym(Pyr. Folding) + 188
Ysym(Pyr. Folding)
542 538 75" v1(C) + d(Pyr.translation) 188
487 491 491 déformation des pyrroles hors-
du plan ?
465 467 468 V33 d(Pyr rot) 265
403 405 405 Vso v(Fe-N) + 6(Pyr.translation) 188
378 378 382 Fe-Npy ? 291, 292
356 356 345 déformation de la porhyrine +
v(Fe-N) ?
312 324 Yo Pyr tilt ou 8(C-N) ? 265,279
236 249 253 Y16 Pyr tilt 265

Tableau 16 : Attribution des modes de vibration observés dans les spectres ATR de la base libre
H,(HI50a) et du complexe Fe(HI50a) a 1’état oxydé et réduit.

V.2.2 Caractérisation des analogues HI34a et HI29a

2.2.1 Modes de vibrations a I’état Fe™

La Figure 75 montre les spectres ATR-IRTF enregistrés avec Fe(HI50a) (a), Fe(HI29a) (b)
et Fe(HI34a) (c). Les trois spectres obtenus sont similaires dans toute la gamme de fréquences
comprises entre 680 et 150 cm™. La similarité de ces trois spectres dans un domaine de

fréquences trés sensible a la conformation et a la structure des hémoprotéines semble
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confirmer que les substituants introduits dans le site distal de ’héme n’entrainent pas des

modifications structurales.

653

602

T T T T T T T T T
600 500 400 300 200
Nombre d'onde (cm'l)

Figure 75 : Spectres ATR-IRTF enregistrés a 1’état Fe(IlI). (a) HISO0a, (b) HI29a, (¢) HI34a.

Les différences spectrales associées a I’insertion du groupement nitro dans la poche distale
de I’héme a 1’état fer(IIl) (spectre b) consistent en un déplacement de la bande a 434 a 440

cm'l, et en un changement de 1’allure du massif a 277, 249, 228 et 217 em’

Les différences observées sur le spectre enregistré pour 1’analogue Fe(HI34a) possédant un
groupement méthoxy dans le site distal (spectre c¢) consistent en un déplacement des bandes a
434 et 356 cm™ 4 440 et 351 cm’ respectivement. L’allure du massif a 277, 249, 228 et 217

-1 , cpe s
cm™ est également modifiée.

Ces observations montrent que peu de signaux correspondant aux modes de la porphyrine
sont modifiés par D’insertion des substituants nitro et méthoxy dans le site distal des
complexes Fe''(HI29a) et Fe(HI34a), ce qui indique que la conformation de I’héme est
maintenue. Toutefois, les seules modifications qu’on peut attendre sont celles correspondants

aux vibrations hors du plan du phénol.
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2.2.2 Modes de vibrations a ’état Fe"

La Figure 76 montre les spectres ATR-IRTF du complexe Fe(HI50a) (a) et ses analogues
Fe(HI29a) (b), et Fe(HI34a) (c). Les spectres obtenus pour les analogues Fe'(HI29a) et

Fe''(HI34a) sont similaires a celui obtenu pour le complexe Fe" (HI50a).

/ L

T 7A
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Figure 76 : Spectres ATR-IRTF enregistrés a 1’état fer(1l). (a) HI50a, (b) HI29a, (c) HI34a.

Les bandes observées a 380 et 345 cm™ dans le spectre de Fe"(HI50a) sont déplacées vers
les hautes fréquences & 387 et 354 cm™ dans les spectres des analogues Fe'(HI29a) et
Fe''(HI34a). La bande a 387 peut étre attribuée a une vibration v(Fe-Npyr), tandis que la
bande & 354 cm’ implique probablement les modes de vibrations v(Fe-Pyrroles) et v(Fe-
Npyr). Toutefois, la contribution des modes associés a des déformations hors du plan de la
porphyrine et a des vibrations des substituants de 1’héme peuvent étre également attendus
dans cette région, ce qui rend I’attribution définitive de ces signaux tres difficile. Les
différences de fréquences observées pour ces signaux provenant de modes de nature similaire

suggérent une structure de Fe"(HI50a) peu différente de celles de Fe'((HI29a) et Fe"(HI34a).

Les résultats que nous avons obtenus montrent clairement que 1’introduction des
groupements méthoxy et nitro n’induit aucune modification significative de la géométrie de
I’héme par comparaison avec le complexe HI50a, que ’héme soit a 1’état d’oxydation Fe(III)
ou Fe(II).
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Comme attendu, nous pouvons en conclure que la nature et le positionnement des
substituants que nous avons ¢étudiés n’ont pas d’influence directe et significative sur ’héme ni

sur les interactions de 1’héme avec le site distal.

V.3 Etude du complexe Fe(2Pyporphen)

V.3.1 Contribution de I’héme et vibrations fer-ligands

La Figure 77 montre les spectres ATR-IRTF de la base libre H,(Porphen) (a),
Fe'"(Porphen) (b) et Fe''(Porphen) (c). Nous avons vu dans le chapitre précédent que la forme
oxydée de ce modele est caractérisée par une géométrie pentacoordinée autour du fer, tandis
que la forme réduite est caractérisée par une géométrie hexacoordinée, ou la pyridine distale

est cordonnée en sixiéme position de coordination du fer.

§ 210" u.a

650 600 550 500 ' 450 400 350 300 250 200 150
Nombre d'onde (cm'l) Nombre d'onde (cm'l)
Figure 77 : Spectres ATR-IRTF du modéle 2Pyporphen. (a) Hy(Porphen), (b) Fe"(Porphen) et (c)

Fe"(Porphen)(py),. A) Agrandissement de la zone 690-490 cm™. B) Agrandissement de la zone 490-
150 cm™.

Dans la gamme spectrale 680-550 cm™, ou les vibrations hors du plan des phényles et les
vibrations internes des ligands axiaux sont généralement observées, les trois spectres de la
Figure 77 A sont caractérisés par des signaux communs a ~ 646, 631, 607 et 540 cm™. Les
bandes a 646, 607 et 540 cm™ sont insensibles au changement de 1’état redox du fer. Dans le
spectre IR de I’anse phénanthroline (Figure 78), des bandes observées a 638, 598 et 543 cm’™
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semblent étre similaires a celle observées a 631-27, 608-05 et 540 cm™ dans les spectres des
composés (2Pyporphen), méme si la plupart des IR du sont Iégérement déplacées de quelques
ecm’. Ces bandes pourraient donc provenir des modes de vibration du ligand, et plus

particuliérement de 1’anse phénanthroline.
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Figure 78 : Spectre ATR-IRTF de I’anse phénanthroline 2,9-bis (p-bromophényl)-1,10-
phénanthroline).

Cependant, ces données contrastent avec les spectres IR obtenus avec le complexe
Fe(HI50a) qui ont montré que la fréquence de la bande & ~ 607 cm™ était sensible a la

variation de 1’état d’oxydation du fer.

La bande observée a 670 cm™ dans le spectre de la base libre est déplacée a 676 cm™ dans
le spectre de Fe"(Porphen)(py),, tandis qu’elle est absente du spectre Fe''(Porphen). Une
bande & 675 cm™ a été observée dans le spectre d’absorption IR de la pyridine.*” Ainsi, les
bandes a 670-675 cm™ pourraient correspondre a un mode du cycle de la pyridine. Le signal a
627(II1)/631(I1) cm™ est attribué au mode o, observé dans le spectre de RR de la
Fe(TPP)CL'®® Le mode y; associ¢ aux vibrations de déformation hors du plan du cycle
porphyrinique & 571 cm™ dans le spectre IR de la Fe(TPP)CI (Figure 73) est également
présent dans le spectre des complexes Fe(Porphen) a 563(I11)/567(I1) cm™.

Le signal observé a 502 cm™ dans le spectre de la base libre Ha(Porphen) (a) est

I

1égérement déplacé 4 506 cm™ dans le complexe Fe''(Porphen) (b), tandis que intensité de

cette bande décroit pour n’étre plus qu’un simple épaulement dans le spectre de
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Fe''(Porphen)(py),, et parallélement une bande large et de faible intensité apparait 4 520 cm’.

Cette bande est attribuée a une vibration (Pyrroles folding) hors-du plan de I’héme.**

Contrairement a ce qui avait été observé dans la gamme spectrale 680-500 cm™ (Figure 77
A), Pallure des trois spectres est nettement différente pour les composés Hp(Porphen) (a),
Fe'(Porphen) (b) et Fe"(Porphen) (c) dans la zone de fréquences inférieures 4 500 cm™
(Figure 77 B), ou les modes IR de déformation de I’héme et les vibrations métal-ligands sont
attendus. Cette premiére comparaison montre que cette région 520-150 cm™ est bien plus
spécifique de la structure de ce modéle que la zone 700-520 cm™ et met en jeu des vibrations

de plus faible énergie pour le complexe Fe''(Porphen).

La bande détectée 4 479 cm™ dans les spectres de la base libre Hy(Porphen) et de la forme
réduite hexacoordinée est absente du spectre de la forme oxydée pentacoordinée. Ce mode est

attribué  la vibration (Pyrroles folding).***”

Les bandes observées a 450 et 442 cm™ sont quant a elles observées uniquement lorsque
la pyridine distale est ajoutée en sixieme position de coordination de I’héme (c). Ces bandes
proviennent manifestement des contributions de I’héme et ses substituants affectés par le
changement de 1’état d’oxydation et de coordination du fer. Nous proposons donc que la
vibration v(Fe-Pyuiswle) contribue a ces deux modes 450 et 442 cm’. Le couplage des modes
de vibration impliquant le fer et ses ligands axiaux a des modes de déformation des pyrroles

est probable dans cette zone de fréquences.

Le spectre IR du ligand phen libre présente des bandes dans la gamme de fréquences 430-
411 em™,®! le signal observé a 425(H,)/423(I11)/427(11) cm™ pourrait correspondre & une des
bandes du ligand phen.

Le mode vso de vibration v(Fe-N,y) + O(Pyr.translation) pourrait étre a I’origine de la
bande a 400(H,)/409(I11)/404(IT) cm™". En effet, la vibration vso a été observée a 402 cm™ dans
le spectre IR de la Fe(TPP)CL.'®

Un signal intense est détecté dans le spectre ATR du complexe Fe''(Porphen) a 371-358
cm™ (spectre b). Iallure de ce signal semble étre similaire a celle du signal & 363-353 cm™
dans le complexe Fe'(Porphen)(Py),. Les intensités relatives et les fréquences des bandes
composant ce signal, constitu¢ de mode fortement couplés, doivent étre affectées par la
structure fine de I’héme et par la nature des ligands axiaux du fer. Le déplacement respectif de

8 et 5 cm™ vers les basses fréquences ainsi que la diminution de I’intensité de ce signal dans
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le complexe Fe'(Porphen)(Py), suggére donc qu’un mode impliquant la vibration v(Fe-N-Py)
contribue aux bandes a 371(II1)/ 363(1I) et 358(I11)/353(1I) cm™".

Cependant, il est important de remarquer que I’allure du signal a 371-358 cm™ pour le

111

complexe Fe" (Porphen) (Figure 77 B) ne s’accorde pas avec celui enregistré dans le spectre

du modele Fe

(HI50a) (Figure 74), ot une bande peu intense 4 356 cm™ est observée. Les
deux complexes sont supposés d’adopter une géométrie pentacoordinée (2PyPorphen) et
hexacoordinée (HI50a) autour du fer, dont la coordination proximale est assurée par la
pyridine. Cette différence est vraisemblablement due au ligand distal du fer. Dans le complexe
Fe''(HI50a), le sixieme site de fixation du fer est coordiné par un ligand hydroxo, tandis que

11

dans celui de Fe (Porphen), il est probablement li¢ a un chlore. En effet, la vibration v(Fe-CI)

est détectée a 378 cm™ dans le spectre de la Fe(TPPCI).'™

Dans les spectres IR des complexes [Fe(bipy);](ClOs),, les modes de vibrations v(Fe'-
Npy) et v(Ee"-Npy) ont été proposés a 381/374 et 384/367 cm’, respectivement, tandis que
dans les spectres IR des complexes [Fe(phen)s] (C1Oy),, les vibrations v(Fe-Npy) et v(Fe''-
Npy) ont été détectées a 374/359 cm™ et 374/354 cm™, respectivement.”>  Nous pouvons
cependant proposer que les bandes a 363 et 353 cm™' dans le spectre de Fe"(Porphen)(Py),

correspondent au modes de déformation de la porphyrine hors du plan, probablement couplés

a un mode impliquant les ligands axiaux v(Fe-Npy) et v(Npy-Fe-Npy).

L’intensité de la bande a 327(II)/326(I) cm™ est sensible a I’état redox du fer, elle est
visiblement augmentée dans le spectre de la forme réduite. Une bande observée a 333-327 cm’
! dans les spectre IR des complexes Fe(II)-PPIX et Fe(II)-MP11 avait été attribuée aux

vibrations de déformation 8(C-N) des pyrroles.”

Bien que la réduction de I’héme du complexe Fe(Porphen) induise des changements
spectraux importants dans la zone spectrale 520-200 cm™, nous ne sommes pas encore en
mesure d’identifier clairement les modes de vibration responsables de ces bandes IR
fortement sensibles a 1’état d’oxydation et de coordination du fer. Des marquages isotopiques

seront nécessaires pour compéter cette étude.

V.3.2 Influence de la coordination du fer

Afin de préciser I'interprétation des spectres obtenus dans le domaine IR lointain pour les
formes oxydée et réduite du complexe Fe(Porphen), nous avons étudié les complexes

Fe""/"(Porphen)-ImH.
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La Figure 79 montre les spectres ATR-IRTF des complexes Fe(Porphen)-ImH enregistrés
a I’état Fe(III) (a) et Fe(IT) (b).
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Figure 79 : Spectres ATR-IRTF des complexes Fe''(Porphen)-ImH(2¢q) (a) et Fe'(Porphen)-
ImH(2¢q) (b).

A P’exception de la zone spectrale 680-650 cm™, les deux spectres obtenus avec les
complexes Fe'(Porphen)-ImH et Fe'(Porphen)-ImH présentent une similitude frappante
compte tenu de la variation significative des modes IR impliquant I’héme et ses ligands

axiaux (520-300 cm™) observée dans les spectres (a et b) de la Figure 77.

Dans le spectre IR du complexe Fe'

(Porphen)-ImH (Figure 79 a), deux bandes intenses
apparaissent a 663 et 618 cm™. La bande 4 618 cm™ est également observée dans le spectre du
complexe Fe"(Porphen)-ImH, tandis que le signal intense 4 663 cm™ du Fe"(Porphen)-ImH

est remplacé par deux bandes de faible intensité a 668 et 650 cm’™.

Le spectre d’absorption IR de I’'imidazole présente dans la gamme de fréquence 690-550
cm™ deux bandes a 657 et 619 cm™. Des calculs des modes normaux ont attribué la bande a
657 cm’' au mode Va5 associé aux vibrations d’élongation et de déformation du cycle de
I’imidazole, tandis que la bande a 619 cm’! a été attribuée au mode Vo proviendrait de la

torsion hors du plan du cycle imidazole et de balancement de la liaison C4-Cg.>*®
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La bande observée a 663(II1)/668(I1) cm™ dans les spectres des états oxydé et réduit du
complexe Fe(Porphen) est donc attribuée au mode v,s du cycle imidazole, sensible a 1’état

. N -1 .,
redox du fer, tandis que la bande a 618 cm™ est associée au mode va.

La bande observée a 506(III) et 520-506(1) cm™ dans les spectres enregistrés avec les
complexes Fe''(Porphen) et Fe'(Porphen) respectivement et associée a la vibration (Pyr

"(Porphen)-

folding) (Figure 77) est déplacée a ~ 515 cm™ dans les spectres des composés Fe
ImH et Fe"(Porphen)-ImH. La comparaison des spectres de la Figure 77 et 79 montre que la
fréquence de ce mode est sensible a 1’état de spin et de coordination du fer pour les complexes
Fe'" et Fe''(Porphen). En effet, sa fréquence est située vers 506 cm™ dans le spectre enregistré
avec la forme pentacoordinée Fe(Porphen) (Figure 77 b), tandis qu’elle est déplacée vers les
hautes fréquences a 515-520 cm™' dans les spectres des complexes hexacoordinés de
Fe(Porphen)-ImH et Fe(Porphen)(py),. Cette expérience semble mettre en évidence un

premier marqueur de I’état de spin dans les complexes de 2Pyporphen dans les basses

fréquences IR.

La Figure 80 montre les spectres des complexes Fe'/(Porphen)-ImH dans un

agrandissement de la zone spectrale 500-200 cm.
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Figure 80 : Agrandissement des spectres ATR entre 500 et 200 cm™ pour les complexes
Fe'"(Porphen)-ImH (a) et Fe'(Porphen)-ImH (b).
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Le signal observé a 362 cm™ dans le spectre du complexe ImH-Fe™

(Porphen) (a) est
légerement déplacé a 365 avec une intensité nettement plus faible dans le spectre de ImH-
Fe''(Porphen) (b). L apparition de la bande 4 390 cm™ dans le spectre de Fe''(Porphen)-ImH
peut étre corrélée a la disparition de la bande & 326 cm™. En effet, ce signal est présent dans

les spectres de Fe'(Porphen), Fe''(Porphen)(Py), et Fe''(Porphen)-ImH.

La contribution de la vibration d’élongation antisymétrique v(Fe-ImH),s du complexe
bis(ImH)Fe™-PPIX a été attribuée a 396, 387 et 378 cm™.?*” La bande a 390 cm™, observée

"(Porphen)-ImH, peut étre associée a la

uniquement dans le spectre ATR du complexe Fe
contribution du ligand axial ImH lorsque le fer est sous la forme Fe(Ill). La disparition de la
bande a 358(I1I)/353(II) correspondant probablement a des vibrations de déformation de la
porphyrine hors du plan, couplés a un mode impliquant les ligands axiaux v(Fe-Npy) indique

que la pyridine axiale est remplacée par un ligand de nature différente.
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Le Tableau 17 récapitule les attributions que nous proposons pour les complexes de

Fe(Porphen).

Sans ImH avec ImH Modes Attributions Références
Fe'"  Fe" Fe™ Fe' normaux proposées
676 Cycle Pyridine 293
663 668 Vo5 Cycle ImH 296
618 618  vi Cycle ImH 296
646 646 650 Anse phénanthroline
627 631 by 5,(C-C-C) 188
563 567 566 566 Y7 Y(Co-Cr)+ 188

Yasym(Pyr. Folding) +
Yom(Pyr. Folding)

542 542 542 542 Anse phenanthroline
506 520/506 514 514 Pyr folding 294
479 Pyr. folding 294,295
450/442 Pyr. folding + 294
v(Npy-Fe-Npy) ?
423 427 426 429 Phen 291
409 404 401 403 Vso V(Fe-Npyr) + 188
d(Pyr.translation)
390 v(Fe-ImH)as 289
371 v(Fe-Cl) ? 188
363 362 365 v(Fe-Npy) + (Pyrr 292
tilting) ?
358 353 v(Fe-Npy) ?
327 326 326 Pyr tilt ou §(C-N) 289

Tableau 17 : Attribution des principaux modes de vibration observés dans les spectres ATR des
complexes Fe(Porphen) a 1’état Fe(III) HS, Fe(Il) BS et en présence d’imidazole Fe(IlI)-ImH et Fe(I)-
ImH.

V.4 Conclusion

Cette premiere étude ATR-IRTF des modeles superstructurés de la CcO révéele bien des
modifications spectrales associées a ’introduction du site distal. Cependant, les bandes
correspondant aux modes de vibration fer-ligands axiaux des modéles étudiés ne peuvent pas

étre attribuées de facon définitive a partir de ces spectres, méme si les changements de
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coordination du fer se traduisent par une modification des modes de la porphyrine dans la
région 440-320 cm™. En raison de la présence d’un fort couplage entre les différents modes de
vibrations observés dans les basses fréquences, méme 1’utilisation des porphyrines marquées
ne permet pas leurs attributions de fagon évidente. Cependant, la comparaison des données
expérimentales avec des calculs de chimie théorique pourrait étre une aide préciecuse a
identifier les contributions des modes de vibration métal-ligands observés dans les spectres

IR.

Le développement d’une base de données avec de petits modeles mimant 1’état de
coordination des centres métalliques des différents intermédiaires de la CcO peut constituer
un outil simple et efficace pour mettre en évidence les vibrations métal-ligands. Dans ce
travail, nous avons débuté 1’analyse des vibrations métal-ligands pour les formes oxydés et
réduites. Malheureusement, il est difficile d’obtenir les complexes de la famille 4C, avec des
ligands exogénes tels que le 2-méthylimidazole et la pyridine aux concentrations nécessaires
pour obtenir des spectres ATR correspondants aux formes pentacoordinées et hexacoordinées,
puisqu’il est indispensable de rajouter 1000 équivalents de la base azoté exogene au complexe
tétracoording, et donc les spectres obtenus sont dominés par la contribution de I’imidazole. Le
2Pyporphen offre ainsi un bon modéle d’étude permettant d’évaluer I’influence de la

modification de la coordination axiale de I’héme sur les spectres ATR.
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Chapitre VI : Etude des complexes carbonylés et oxygénés

Au niveau moléculaire, la régulation de I’activité catalytique de la cytochrome ¢ oxydase
dépend de facon directe de la structure protéique et de la dynamique des ligands imposée par
cette structure. La compréhension des facteurs qui influencent la fixation de 1’oxygene
moléculaire et du monoxyde de carbone constitue une étape nécessaire pour comprendre le

fonctionnement de cette protéine.

L’étude des caractéristiques biomimétiques des différents modeles synthétiques passe par
celle de leurs complexes de Fe(Il), seul état d’oxydation représentatif des especes naturelles
sous leurs formes actives. Disposant de sites de coordination axiaux différenciés par leur
hydrophobicité, leur rigidité ou par leur aptitude a former des liaisons faibles (liais. H), les
complexes de Fe(Il) des modeles 4C,, HIS0a et 2Pyporphen ont été préparés et testés vis-a-vis
de la fixation de deux ligands exogeénes a champ forts: le monoxyde de carbone et le

dioxygeéne, modélisant le site distal de la CcO sous sa forme carbonylée et oxygénée.

L’un des objectifs de cette étude est 1’évaluation des influences stériques distales, exercées
par ’atome de cuivre, sur la régiosélectivité de différentes réactions d’addition impliquant les
complexes de fer de 4C,, HI et 2Pyporphen. Dans le cas d’une coordination distale, nous nous
sommes attachés a estimer 1’intensité de la perturbation causée par I’entrée du ligand exogene
dans la cavité distale porphyrinique. Deux techniques ont été utilisées: La spectroscopie ATR-
IRTF et la photochimie dans le cas d’espéces carbonylées. L utilisation de cette derni¢re dans
des conditions d’analyse optimales nécessite I’emploi d’un spectrométre FTIR couplé a la fois
a un laser Nd-Yag pulsé et un cryostat permettant d’effectuer les mesures a trés basse

température.

Dans une premiére partie, la réactivité des complexes de Fe(Il) vis-a-vis du monoxyde de
carbone sera étudiée par spectroscopie ATR-IRTF puis, par I’analyse de leurs données
obtenues apres la photolyse, ils seront comparés en vue d’estimer les différentes perturbations
distales rencontrées tandis que la seconde partie de ce chapitre concernera la caractérisation

des complexes oxygénés.

VI.1 Etude des complexes carbonylés

VI.1.1 Le monoxyde de carbone: une sonde du site actif des hémoprotéines

L’insertion de CO et I’étude des complexes Fe"-CO sont trés largement utilisées pour
appréhender les relations structures-fonctions des hémoprotéines.””’ Les fréquences

d’élongation de la liaison Fe-C et la liaison C-O, dépendant non seulement des interactions
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¢lectrostatiques et polaires de I’environnement distal de I’héme, mais aussi de 1’effet donneur
o du ligand proximal, sont une source riche d’information sur les processus moléculaires.
Cette forte sensibilité résulte principalement du role important que peut jouer la structure
électronique ("m back-bonding") du complexe Fe"-CO dans les caractéristiques
vibrationnelles du CO lorsqu’il 1i¢ au fer. La rétrodonation © est un mécanisme dans lequel le
monoxyde de carbone se fixe au fer de I’héme par une interaction de donation des électrons
de la paire non-liante nco du carbone vers 'orbitale vide d,” du fer (liaison o) et par une
interaction de rétrodonation des électrons des orbitales dy, et dy, du fer vers les orbitales vides
m et my anti-liantes de CO (liaison m) (Figure 81). Ces deux effets ont en particulier comme
conséquence de stabiliser la liaison Fe-CO par opposition a la liaison CO qui se trouve
affaiblie. Il s’ensuit alors une augmentation de la distance C-O et une baisse de la fréquence

de résonance du CO li¢ au fer par rapport a la fréquence du CO libre.

Metal-carbonyle M-CO

+, co

donation OC-= M

Figure 81 : Représentation schématique des interactions orbitalaires stabilisantes entre I’héme Fe'
plan carré et le ligand CO.*®

De ce fait, le complexe Fe"-CO est trés utilisé comme sonde de I’environnement proche de
I’héme. Il permet ainsi d’apporter des informations sur les interactions entre I’héme, le ligand
distal du fer, les acides aminés du site actif et le composé éventuellement fixé a proximité du

fer.
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Influence de I’environnement distal

L’interaction du complexe Fe"-CO avec I’environnement distal de I’héme s’établit
principalement par I’intermédiaire de 1’atome d’oxygéne du ligand CO. Ainsi, la présence
d’un environnement distal possédant un caractére électrostatique positif autour du complexe
Fe"-CO entraine I’apparition d’une charge partielle négative sur I’atome d’oxygéne, et donc
une augmentation de la densité électronique au niveau des orbitales n* de CO. Du fait du
mécanisme de rétrodonation qui consiste en un transfert d’électrons du Fer au ligand, il en
résulte un renforcement de la liaison Fe-C et un affaiblissement simultané¢ de la liaison C-O
(Porbital * du CO posséde un fort caractére antiliant). Par conséquent, un environnement
distal positif entraine donc une augmentation de la fréquence de la vibration v(Fe-CO) et une
diminution de la fréquence du mode v(C=0). Toutefois, un environnement distal présentant
un caracteére ¢électrostatique négatif, comme le voisinage d’un groupe aromatique parallele au
plan porphyrinique, avec le complexe Fe'-CO favorise 1’apparition d’une charge positive sur
I’oxygéne. Ceci entraine donc une augmentation du mode v(C=0) et une diminution du mode
v(Fe-CO).*”’ Ce phénoméne de rétrodonation, est a Iorigine de la corrélation inverse entre
les fréquences v(Fe-CO) et v(C=0O) qui a ¢été observée pour de nombreuses

métalloporphyrines et hémoprotéines.***>"'

Influence du ligand proximal

La vibration du mode v(C=0) est également influencée par la nature du ligand axial en

trans de I’adduit héme-CO.>*

Le ligand proximal et le ligand distal sont en compétition pour
établir une liaison o avec le fer par I’intermédiaire de son orbitale vide d,”: plus le ligand
proximal est un bon ¢ donneur, plus la liaison ¢ entre le fer et le ligand distal CO est faible.
Mais, comme le systeme 7 de la liaison Fe-C n’est pas affecté par I’interaction entre le fer et
le ligand proximal, la force de la liaison CO n’est pas modifiée. Dans ce cas, 1’étude de la
fréquence du mode v(C=0) ne permet pas seule de discriminer les effets dus au ligand
proximal de ceux du ligand distal, et la mesure de la fréquence associée a la vibration v(Fe-
CO) est donc nécessaire pour identifier la nature et 1’origine de ces effets.’”> Cependant, il est

difficile de détecter la vibration v(Fe-CO) dans un spectre IR, mais elle est facilement

observée dans un spectre Raman.*”

La Figure 82 représente deux cas extrémes de I’influence du ligand proximal. La fréquence
d’¢élongation est d’autant plus élevée que la basicité du ligand azoté est faible. Une

augmentation de cette basicité fait croitre la densité ¢lectronique au niveau du métal, lequel
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augmente par rétrodonation son ordre de liaison avec 1’atome de carbone. Par antagonisme,
I’ordre de la liaison C-O et la fréquence d’élongation associée diminuent. Ce comportement

est appelé "effet trans".>**

- prés. d’un arom. ds la cavité -

C/D\ Ou 5

I _ dimin. de la basicité de L Il

C Veo augm. C

I, !

—N_FE_N_i _____________________ > — N Fo——— N —

| - augm. de la polar. de la cavité

ou |

L - augm. de la basicité de L L

Vo dimin.

Figure 82 : Influence de la polarité distale et du ligand proximal sur vco.

Des ligands anioniques plus fortement donneurs que I’imidazole comme les imidazolates
ou les thiolates augmentent la rétrodonation du Fe(I) vers le CO. Il devrait en résulter une
augmentation de 1’ordre de la liaison Fe-C et donc une augmentation de la fréquence

d’¢longation de cette liaison.

L’analyse de la fréquence vco conjointe avec les fréquences Vre.co et dpe.c.o accessibles en
RR, permet d’obtenir des renseignements sur la polarité de I’environnement distal de ’héme
et sur la force de la liaison entre le fer et son ligand distal ou proximal, qui sont deux
paramétres essentiels au controle de la réactivité du complexe Fe'-O, au cours du cycle

catalytique des CcO.

Existence de plusieurs conformations

La géométrie de I’entit¢ Fe-C-O est linéaire en I’absence de contraintes stériques. Les
effets conjugués du ligand axial sur le fer, de la déformation de la porphyrine, de
I’environnement polaire et de I’encombrement stérique autour du CO peuvent entrainer une
déformation de cette entité. Trois déformations possibles du fragment Fe-C-O ont été

envisagées par Spiro et coll. (Figure 83).”"

L/ -/ /
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[ s [ 5 [ {—;;IFD-._:\:‘:‘I"- _N—Fi'—”—
L L L
inclinaison ondulation torsion

Figure 83 : Modes de déformations possibles de 1’entité¢ Fe-C-O.
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L’¢énergie requise pour déplacer 1’atome d’oxygeéne en dehors de 1’axe Fe-C-O
perpendiculaire au plan moyen de la porphyrine est la plus forte dans le cas du mode de
torsion. Ce mode est donc le moins probable. Il semble que la nature des déformations de
I’entité Fe-C-O soit formée d’une composante d’inclinaison ou la colinéarité Fe-C-O est
conservée et d’une composante porphyrinique ou les contraintes imposées au carbonyle soient
absorbées par le macrocycle. Ces trois modes de déformations contribuent a la distorsion du

monoxyde de carbone dans les complexes synthétiques et les molécules biologiques.

L’¢étude des fréquences v(Fe-CO) et v(C=0) de 1’adduit carbonylé chez la famille des NO-
synthase (NOS) a suggéré qu’en absence de substrat et de cofacteur le complexe Fe'-CO
existe sous deux conformations distinctes : une conformation « ouverte » ou la structure de la
protéine serait relachée avec un environnement distal de I’héme faiblement électropositif qui
correspond a une fréquence de vibration Fe-CO basse et une fréquence de vibration C-O
¢levée, et une conformation « fermée » ou la structure de la protéine serait plus resserée ce qui
entrainerait une augmentation de la polarité de I’environnement distal de I’héme et qui
correspond a une fréquence de vibration Fe-CO ¢levée et une fréquence de vibration C-O

305,306
basse.” ™

Dans le cas des oxydases, il a été proposé que le complexe [Fea;" Cug']-CO existe sous
deux conformations majoritaires et distinctes: une conformation a ou la structure de la poche
de I’héme serrait plus resserrée et donc I’héme Fea; et le Cup seront situés a proximité, et une
conformation S ou la poche de I’héme est « ouverte » avec une position du Cug située plus
loin du I’héme Feas;. 11 a ét¢ également suggéré que la forme a est le conformeére le plus stable
dans plusieurs oxydases du fait de la proximité des atomes du fer et de cuivre. Ainsi, le CO ne
pourrait probablement se coordiner a ’héme Fea; sans 1’établissement des fortes interactions
distales polaires ou stériques entre le Cug et le CO. Ces contraintes imposées au carbonyle
provoquent I’inclinaison ou la torsion de ’entité Fe-C-O, tandis que dans la conformation f,
celle-ci est moins inclinée, ce qui explique I’observation des fréquences de vibration vgeco et
Ore.c-0 & des valeurs plus basses que celles obtenues dans la conformation . 28243307308 1y
plus, deux autres conformations minoritaires (les formes o et y) ont été également identifiées
dans certaines oxydases et sous certaines conditions.”*% Le role fonctionnel de la présence
de différentes conformations a pH physiologique, entrainant [’observation de plusieurs
fréquences vco, reste encore un sujet de controverse. Il a été suggéré que les effets stériques
et/ou électroniques de la poche distale du site actif de la CcO sont probablement a I’origine de

28,309

différents modes Fe-C-O observés dans les oxydases. Il a été également proposé que la

181



Chapitre VI : Etude des complexes carbonylés et oxygénés

variation de la distance entre I’héme Fea; et le Cug induit 1’apparition des conformations a, f8

227,307
ety "

Bien que les ligands CO et O, ont différentes géométries lorsqu’ils sont coordinés a
I’atome de fer (Fe-C-O est relativement linéaire, Fe-O-O est plus coud¢), 1’étude du complexe
Fe'-CO permet, de manicre indirecte, de mettre en évidence les interactions susceptibles
d’exister entre I’environnement distal du site et le complexe Fe'-O,. Ceci a pour conséquence
de mieux comprendre ’effet de I’environnement distal sur la réactivité et la stabilité du
complexe Fe-0,.*'" L utilisation du complexe Fe'-CO comme sonde des modéles de la CcO
permet de rendre compte de la nature des interactions qui s’établissent entre les différents

¢léments du site actif de I’enzyme et le ligand distal du fer.

VI.1.2 Etude des Complexes Fe"-CO et [Fe"Cu'l-CO par spectroscopie
ATR-IRTF

Divers complexes carbonylés en présence et en absence du cuivre(I) ont été formés pour
les porphyrines 4C,, HI et 2Pyporphen. Ceux-ci ont été préparés aprés réduction des
complexes de fer(Ill) de la maniere décrite en partie expérimentale et ont été caractérisés en
spectroscopie ATR-IRTF, dans le sac a gants. Les signaux IR des différents complexes de
fer(Il) étudiés étant attribués individuellement (chapitres IV et V), il nous a paru intéressant
dans cette partie d’estimer I’importance de la perturbation stérique ou €lectrostatique causée

par le cuivre(I) sur le ligand distal du fer.

1.2.1 Modéles HI

La présence de la fréquence d’élongation du mode v(C=0) des complexes Fe"-CO dans
une région caractéristique du spectre IR (~1950-2000 cm™), et sa forte absorption, permettent
de mesurer v(C=0) tant pour les composés modeles que pour les hémoprotéines. La Figure 84
regroupe les spectres ATR des espéces Fe'(HI50a)-CO et [Fe'(HI50a)Cu']-CO. IIs sont

comparés & celui du complexe ferreux correspondant Fe"(HI50a).
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Figure 84 : Spectres ATR-IRTF du complexe Fe(HI50a) enregistrés dans I’IR moyen. (a)
Fe''(HI50a), (b) Fe"(HI50a)-CO et (c) [Fe'(HI50a)Cu']-CO.

Ces trois spectres présentent une similarité remarquable. Le spectre du complexe Fe"-CO
du modeéle HI50a enregistré en ’absence du cuivre(I) présente un signal intense a 1978 cm™
correspondant au mode v(C=0O) du monoxyde de carbone coordiné a I’atome du fer. La
fréquence observée est en bon accord avec les données de la littérature pour le complexe

Fe"(TPP)pyr-CO ou la vibration v(C=0) est observée a 1976 cm™ !

La disparition des bandes de faible intensité a 1344 et 1331 cm™ au profit de I’apparition
de celle & 1347 cm™, et le déplacement du mode yg & 714 cm™ dans le spectre du complexe
hexacoordiné Fe''(HI50a)-CO (b), constituent les seules différences notables par rapport au

spectre du complexe Fe''(HI50a) (a).

Nous avons vu dans le chapitre IV que le mode v4; est sensible a 1’état de spin ou la région
1349-1343 cm™ correspond aux complexes de fer a I’état bas spin, alors que la gamme 1341-
1333 cm™ correspond plutdt aux complexes a I’état haut spin. Les bandes observées a 1344 et
1331 cm™ dans le spectre du Fe'(HI50a) nous paraissent imputables a 1’existence d’un
¢quilibre rapide mettant en jeu une espece pentacoordinée et une autre hexacoordinée.
Toutefois, I’addition du CO au complexe Fe''(HI50a) entraine la formation d’une seule espéce

hexacoordinée Fe''(HI50a)(py)CO, caractérisée par une bande a 1347 cm™.
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Il a été montré que le mode v4; (voir Tableau 13 p145) reflete le transfert de charge entre la
porphyrine et le ligand CO. Ce mode subit un déplacement vers les hautes fréquences (~7 cm’
" dans les spectres IR des complexes Ru(TPP)CO, Ni(TPP)CO et Cu(TPP)CO. Cet effet a été
expliqué par la compétition des €lectrons entre le métal et le ligand CO qui réduit le transfert

de charge du métal au macrocycle porphyrinique.’'

Inversement, la fréquence du mode yg hors-du plan augmente lorsque la quantité du
transfert de charge augmente.’'? Dans le spectre du complexe Fe'(HI50a)(py)CO, la
fréquence de ce mode est diminuée de 5 cm™, ce qui indique la réduction du transfert de

charge du fer au cycle porphyrinique.

L’insertion du cuivre(I) dans le site distal provoque un léger déplacement du mode v(C=0)
4 1974 cm™ et I’apparition d’une bande intense 4 844 cm™. Par comparaison avec le spectre
de la solution du cuivre(I) (Cu(CH3;CN)4PF), nous avons pu attribuer la bande 4 844 cm™ 4 la
contribution de I’anion PF¢. La vibration d’élongation v(P-F) est généralement observée a
830 cm™.*" Le 1éger déplacement de la fréquence v(C=0) vers les basses fréquences indique
que le complexe Fe'-CO ressent une influence électropositive faible de son environnement

distal, probablement due a la charge positive portée par 1’atome du cuivre.

La comparaison des spectres ATR des complexes Fe'-CO et [Fe""Cu']-CO de ’analogue
HI34a (Figure 85), possédant un groupement méthoxy dans le site distal du modele HIS0a,
montre également le mode v(C=0) 4 1979 cm™, dont la fréquence est diminuée de 5 cm™ en

présence du cuivre(I).

Les fréquences des modes v4; et ys sont également modifiées en présence du CO, mais de
manicre similaire au modele HIS0a. Ces observations suggérent que la fixation du méthoxy au
niveau du site distal n’induit pas de perturbation structurale et électronique du ligand distal

par rapport au modele HI5O0a.

Le mode v47 observé a 995 cm™' dans le spectre du complexe Fe''(HI34a) est déplacé a
~1000 cm™ dans les spectres de Fe"-CO et [Fe''Cu']-CO, ce qui suggére un faible changement

conformationnel du macrocycle porphyrinique lors de la coordination du ligand CO sur le fer.
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Figure 85 : Spectres ATR-IRTF du complexe Fe(HI34a) enregistrés dans I’IR moyen. (a) Fe"(HI34a),
(b) Fe''(HI34a)-CO et (c) [Fe"(HI34a)Cu']-CO. S désigne le solvant (CH,CL,).

La bande observée a 1034 cm™ dans le spectre de Fe''(HI34a) est déplacée a 1027 cm™
dans le spectre de [Fe''Cu']-CO. Le spectre d’absorption IR de la pyridine présente un seul
mode & 1027 ecm™” dans la gamme de fréquences 1050-1000 cm™.** Une bande a été
également observée a 1021 cm™ dans le spectre IRTF du 3-Me-pyridine et a été attribuée aux
vibrations d’élongation et de déformation du cycle pyridinique.”® Ce mode peut étre attribué
a une des pyridines du ligand porphyrinique, probablement la pyridine distale. Toutefois,
seules les pyridines 3-monosubstituées présentent un mode IR dans cette gamme de
fréquences 1034-1021 cm™, ce qui suggére que la bande observée dans le spectre de [Fe''Cu']-
CO correspond plutot a la pyridine proximale. Il est donc difficile d’attribuer cette bande de
fagon définitive a I’'une de deux pyridines. Etonnamment, une bande intense apparait & 1019
cm” uniquement dans le spectre de Fe'-CO (Figure 85 b). Il peut s’agir soit du
mode provenant du macrocycle porphyrinique, soit du mode du ligand. Un mode observé a

1023 cm™ dans le spectre IR du Ni(TPP) est attribué a vas, une vibration asymétrique de

I’héme v(Pyr half-ring). Nous ne pouvons pas attribuer cette bande de maniére certaine.

Ces résultats indiquent que la fixation du cuivre(I) au niveau du site distal des porphyrines

HI50a et HI34a induit une 1égeére augmentation de la polarité de I’environnement immédiat du
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ligand CO. Toutefois, cet effet est faible probablement parce que le cuivre se trouve loin du

fer.

En raison de I’interaction de rétrodonation entre les orbitales d du fer et les orbitales ©* de
CO a ’origine de la corrélation inverse entre les fréquences vco et Veeco, I’effet du cuivre que
nous avons observé sur la force de la liaison devrait logiquement étre observé de manicre
inverse sur la force de la liaison Fe-C des complexes de [Fe"Cu']-CO. Cependant, Les
signaux associé¢s aux modes de vibration de la liaison Fe-CO (Vpe.co €t Ore.c.0) ne sont pas
accessibles en IR, ils sont généralement observés dans la région des basses fréquences du

spectre Raman.

Le mode associ¢ a la vibration de déformation de la liaison Fe-C-O (Ope.c.0), observé
vers 570 cm’, n’est actif en spectroscopie RR que lorsque la géométrie de I’héme est
nettement distordue par rapport a une symétrie plane, ce qui explique que le signal associé ne

303,314
~ 11 est donc

soit pas visible dans les spectres de RR de nombreuses hémoprotéines.
possible, selon la géométrie adoptée par ’entité Fe-C-O, d’observer le mode dr..c.o dans les
spectres IR des modeles synthétiques étudiés dans ce travail. Le mode vpe.co est quant a lui

observé entre 470 et 520 cm™ dans les spectres de RR des hémoprotéines.”’

Dans I’espoir d’observer les modes IR correspondants aux vibrations Vge.co €t Ope-c.0, mais
aussi les modifications spectrales liées a 1’insertion du cuivre(I) et la coordination du ligand
CO sur I’atome du fer, nous avons enregistrés les spectres des complexes Fe"-CO et [Fe''Cu']-

CO pour les analogues HI50a et HI34a dans le domaine de I’IR lointain.

Sur la Figure 86 sont reportés les spectres des complexes Fe'-CO et [Fe''Cu']-CO du

modele HI50a, tandis que ceux de son analogue HI34a sont présentés sur la Figure 87.

Le spectre IR du complexe Fe-CO (b) présente un épaulement a 568 cm™ qui n’est pas
observé dans le spectre obtenu pour la forme réduite. Dans le spectre de RR des oxydases, le
mode correspondant a la vibration dpe.c.o est observé a 573-578 cm™’. Nous pouvons alors
proposer que le mode Spe.c.o soit & origine de I’épaulement a 568 cm™. L’utilisation du
marquage isotopique du monoxyde de carbone permettrait d’identifier avec certitude les
vibrations Fe-CO. Nous n’avons pas identifi¢ de mode IR qui pourrait étre associé a une
vibration 8re.c.o dans le spectre de [Fe''Cu']-CO (c). Dans cette région, ce complexe présente
une bande intense a 559 ¢cm™ attribuée a la contribution de 1’anion PFs de la solution du
cuivre(I) (Cu(CH3CN)4PF¢).*" 11 est possible que le mode 8p..c.o soit masqué par I’apparition
de la bande 4 559 cm™.
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Figure 86 : Spectres ATR-IRTF des complexes Fe(HI50a) enregistrés dans I’IR lointain. (a)
Fe'(HI50a), (b) Fe'(HI50a)-CO et (c) [Fe'(HI50a)Cu']-CO.

Les trois spectres de la Figure 86 sont caractérisés par la présence d’un massif intense dans
la zone 502-450 cm™', dont ’intensité et I’allure est sensible a la présence d’un sixiéme ligand
axial du fer. Le signal observé a 491-493 cm™ dans les spectres des complexes Fe''(HI50a) (a)
et Fe"-CO (b) est déplacé a 502 cm™ dans le spectre enregistré avec le complexe [Fe"Cu']-CO
(c). Cette bande pourrait provenir d’un mode de déformation hors du plan des pyrroles.
L’apparition de la bande a 475-472 cm™ dans les spectres enregistrés en présence du ligand
CO peut étre corrélée a la disparition de ’épaulement a 468 cm™ observé dans le spectre de la
forme réduite et attribué au mode vs9 impliquant la vibration d(Pyr rot) (Chapitre V). Un
épaulement & 454 cm’', spécifique des spectres enregistrés avec les complexes Fe'-CO et
[Fe''Cu']-CO (b et c), pourrait étre associé a une vibration (Pyr folding) des pyrroles. Ce
mode, de symétrie By, est théoriquement inactif en IR, mais il peut étre activé par un
changement de symétrie.”®> La coordination du ligand CO sur le fer peut provoquer une

déformation du plan de la porphyrine traduit par une activation de modes inactifs en IR.

Les bandes observées a 312-315 et 291-293 cm™ sont spécifiques des spectres des
complexes Fe'-CO et [Fe""Cu']-CO. Dans cette région, deux modes IR a 309 et 321 cm™

correspondants aux vibrations (Pyr swivel) et (Pyr tilt) respectivement sont observés dans le
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spectre de la Ni(TPP).”® L’attribution définitive de ces bandes IR ne pourra établic qu’a
I’aide des données obtenues sur des porphyrines marquées et des calculs théoriques. La
disparition de la bande & 345 cm™, qui peut étre associée a la contribution de déformation de
la porhyrine + v(Fe-N), est corrélée a 1’apparition de la bande a 357 cm™ dans le spectre de

[Fe''(HI50a)Cu']-CO.
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Figure 87 : Spectres ATR-IRTF des complexes Fe(HI34a) enregistrés dans I’IR lointain. (a)
Fe''(HI34a), (b) Fe"(HI34a)Cu' et (c) [Fe"(HI34a)Cu']-CO.

Lorsque le cuivre est inséré dans la poche distale, nous attendons des perturbations
affectant majoritairement des bandes impliquant les vibrations du cuivre et de ses ligands. Les
bandes a 494, 475 et 440 cm™ dans le spectre de Fe"(HI34a) sont déplacées a 499, 482 et a
458 cm™ dans le spectre de Fe'(HI34a)Cu', respectivement (Figure 87). Dans cette gamme de
fréquence, les vibrations v(M-N) ne contribuent plus. De plus, la vibration v(Cu-ImH) a été
identifice a 306 et 286 cm’ pour les complexes Cu(ImH),ClL, et Cu(ImH),ClL,
respectivement.””’ Ces perturbations sont probablement dues & des contributions des

vibrations hors du plan du site distal a ces modes.
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Les spectres obtenus de Fe''(HI34a) (a) et [Fe''(HI34a)Cu']-CO (c) sont similaires, mais
trois bandes sont nettement modifiées par la présence du CO. Les signaux a 440, 354 et 332

cm™ dans le spectre de Fe"(HI34a) sont déplacés a 449, 363 et 324 cm™.

1.2.2 Modéle 2PyPorphen

Sur la Figure 88 sont reportés les spectres ATR-IRTF des complexes Fe''(Porphen)(py)s,
Fe"'(Porphen)-CO et [Fe'(Porphen)Cu']-CO enregistrés dans I'IR moyen, tandis que la Figure

VI .9 reporte les spectres des mémes especes dans I’IR lointain.
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Figure 88 : Spectres ATR-IRTF des complexes 2Pyporphen enregistrés dans I’IR moyen. (a)
Fe''(Porphen)(py)s, (b) Fe'(Porphen)-CO et (c) [Fe'(Porphen)Cu']-CO.

Le spectre du complexe Fe-CO du modéle 2PyPorphen enregistré en 1’absence du
cuivre(I) présente un mode v(C=0) a 1980 cm™ similaire a celui observé dans les spectres des
complexes Fe'-CO des modéles HI50a et HI34a. Cependant, ’insertion du cuivre(I) dans le
site distal de la porphyrine provoque I’apparition de deux bandes d’élongation du mode
v(C=0) d’intensité différente a 1976 et 1948 cm™. Le spectre IR consiste par conséquent en la
somme pondérée de deux espéces individuelles, ou le monoxyde de carbone se trouve dans
deux environnements chimiques différents. Ces deux contributions majoritaires correspondent

a deux conformations différentes qui ont des effets distincts sur la polarité¢ du site distal au
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voisinage du ligand distal du fer. La conformation qui induit I’interaction polaire la plus forte
comporte un signal v(C=0) & fréquence basse a 1948 cm™, et le signal v(C=0) de la
conformation qui induit I’interaction polaire la plus faible apparait a 1976 cm™. Une
explication possible serait la présence d’une orientation différente de I’anse qui oriente le

cuivre soit vers le CO ou non.

La diminution de la fréquence d’élongation v(C=0) de 33 cm™ par rapport au complexe
Fe'-CO indique que le cuivre(I) se trouve en interaction avec I’oxygéne du monoxyde de
carbone. En effet, la présence des charges positives proche de 1’atome d’oxygeéne du
monoxyde de carbone stabilise la charge négative produite par la rétrodonation et polarise le
monoxyde de carbone. Le méme effet a été observé pour le modele tris(imidazole)picket lors

de ’insertion du cuivre(I) dans la poche distale.'®®

La faible diminution de la fréquence v(C=0) observée a 1976 cm™ pour le complexe
[Fe"(Porphen)Cu']-CO peut étre due a une faible interaction du CO avec le cuivre de sorte
que, dans certaines proportions des composés 2Pyporphen, le cuivre(I) ne se trouve plus a

proximité du ligand CO.

Notons également, et cela contrairement aux modéles HI possédant une structure
ouverte du site distal, que la coordination du CO sur I’atome du fer du modéle 2Pyporphen

provoque des modifications spectrales importantes.

Ainsi, les modes vig et v47 associés a des vibrations d’¢longation et de déformation du
macrocycle porphyrinique, observés a 1534 et 992 cm™ respectivement dans le spectre de
Fe''(Porphen) (a) sont déplacés vers les hautes fréquences a 1538 et 998 cm™ dans le spectre
de Fe''(Porphen)-CO (b). De plus, I’intensité du mode vy est visiblement diminuée dans le
spectre de Fe"(Porphen)-CO (b). Le mode hors du plan ys détecté a 786 cm™ pour la forme
réduite est également déplacé vers les hautes fréquences & 792 cm™ en présence du CO dans

le sixiéme site de coordination du fer.

Les différences spectrales associées a I’insertion du cuivre(I) dans le site distal consistent
en 1’apparition de deux bandes a 1479 et 1020 cm™', en I’augmentation nette de la bande a
1260 cm™, et en un déplacement du mode ys & 792 & 799 cm™. Les modes de vibration du
cycle de la pyridine labile et le phen pourraient étre a 1’origine des bandes observées a 1479 et
1020 cm™. En effet, une bande vers 1475 cm™ est observée dans les spectres IR de certains
pyridines 2-monosubstitué¢, 3-monosubstitué et bisubstitu¢, tandis qu'une bande détectée entre

1034-1021 cm™" est spécifique du spectre des pyridines 3-monosubstitués.””>>"

190



Chapitre VI : Etude des complexes carbonylés et oxygénés

Le mode ys hors du plan du macrocycle porphyrinique observé a 786 cm™ pour le

complexe Fe'(Porphen)(py), est déplacé a 792 cm™ pour le complexe Fe"(Porphen)(py)-CO

et a 798 cm™ pour [Fe'(Porphen)(py)Cu']-CO. Il semblerait que la fréquence de ce mode soit

corrélée au transfert de charge entre la porphyrine et le ligand distal du fer. Il apparait que

plus le transfert de charge est important plus la fréquence du mode ys est déplacée vers les

hautes fréquences.

Les perturbations des modes de vibration observées dans le spectre du complexe

Fe"(Porphen)-CO suggérent que ’entrée du monoxyde de carbone dans la cavité induit une

réorganisation importante.

Le Tableau 18 résume les différences spectrales des complexes Fe'(Porphen)(py),,

Fe"(Porphen)(py)-CO et [Fe'(Porphen)(py)Cu']-CO.

Fe" (py), Fe"-CO [Fe"Cu'- Modes Attributions Références
CO] normaux proposées
1534 1538 1539 Vig Vasym(Ca=Crm) + Vagym(Ca-Cp) + 274
Oasym(Cp-H)
1479 pyridine distale ou phen 273,315
1325 1314 1314 pyridine distal ou phen ? 273
1255 1260 1260 V27 v(C-Ph) 265
1187 1193 1193 pyr ? 273
1020 pyridine distale ou phen ? 273
992 998 998 Va7 v(Pyr.breathing) + 188
Oasym(Pyr. Deformation) +
dsym(C-C-C)
786 792 799 Ys v(Hp) + vsym(Pyr. Folding) 188

Tableau 18 : Fréquences (en cm™) des principaux modes de vibration des complexes Fe(Porphen) et

attribution.

191



Chapitre VI : Etude des complexes carbonylés et oxygénés

Les spectres ATR-IRTF des complexes carbonylés en présence et en absence de cuivre(l)

du modéle 2Pyporphen ont été aussi enregistrés dans le domaine des basses fréquences

(Figure 89).
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Figure 89 : A) Spectres ATR-IRTF des complexes 2Pyporphen enregistrés dans I’IR lointain. (a)
Fe''(Porphen)(py),, (b) Fe"(Porphen)-CO et (c) [Fe'(Porphen)Cu']-CO. B) agrandissement de la zone
530-100 cm’™.

Nous n’avons pas pu identifier la fréquence de déformation Ope.c.o pour les complexes
carbonylés du modele 2Pyporphen du fait de la présence de contributions associées a des
modes de déformation hors du plan de la porphyrine dans cette région (vers 570 cm™), tandis
qu’un épaulement apparait a 488 cm™ dans le spectre de Fe''(Porphen)-CO (Figure 89 B b) et

peut correspondre au mode Vre.co.

Des signaux observés dans la gamme de fréquences 530-330 cm™ & 479, 454, 442, 364 et
353 cm™ dans le spectre du complexe Fe'(Porphen)(py), ne se retrouvent plus dans ceux des
complexes Fe'(Porphen)-CO et [Fe'(Porphen)(py)Cu']-CO, ce qui indique la présence d’un
changement structural notable lors de la coordination du monoxyde de carbone sur le fer, di

probablement a la décoordination de la pyridine distale.

Cependant, une bande large et trés intense est détectée dans les spectres ATR des
complexes Fe'(Porphen)-CO et [Fe'(Porphen)(py)Cu']-CO a 400 cm’ (Figure 89 B). Ce

signal est directement corrélé a la structure de I’héme et pourrait constituer des modes
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fortement couplés tels le mode vsyp impliquant le fer et les pyrroles et le mode v(Fe-Npy) de la
liaison fer-pyridine proximale. Le mode attribué¢ a la vibration 8(C-N), observé a 326 cm’
dans le spectre de Fe'(Porphen) est déplacé a 318-315 cm™ dans les spectres des complexes

carbonylés.

Les résultats obtenus indiquent clairement que dans le complexe [Fe"(Porphen)-Cu']-CO,
le ligand CO peut établir des interactions spécifiques avec 1’environnement distal de I’héme.
Ceci se traduit par I’observation d’une bande v(C=0O) présentant une fréquence de valeur
nettement inférieure a celle de la bande observée en absence du cuivre. Ces résultats montrent
donc que la fixation du cuivre(I) au niveau du site distal du mod¢le induit une augmentation
de la polarité de I’environnement immédiat du ligand CO, ce qui confirme I’hypothése selon
laquelle le cuivre positivement chargé se place a proximité du fer de la méme maniére que

dans I’oxydase.

1.2.3 Modé¢le 4C,

Contrairement au composé Fe"(4C,) qui a tendance a s’oxyder spontanément en solution
en présence de traces de dioxygéne (voir chapitre IV), le complexe Fe"(4C,)-CO devrait étre
stable méme en présence de dioxygene. Cependant, la solubilité de ce complexe est assez
limitée, ce qui complique les études. Malgré la difficulté d’obtenir le complexe Fe'(4C,)-CO,
nous avons pu enregistrer le spectre du composé [Fe"(4C,)Cu']-CO en transmission, visé pour
une expérience de photolyse. En raison de la faible quantité disposée pour ce produit nous
n’avons pas pu reproduire cette expérience. La Figure 90 présente le spectre du complexe

[Fe'(4C,)Cu']-CO enregistré en transmission sur une fenétre de CaF,.
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Figure 90 : Spectre IR du complexe [Fe'(4C,)Cu']-CO enregistré en transmission.
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La bande large observée vers 2000 cm™ peut étre attribuée au mode v(C=0) li¢ & ’atome
du fer. Ce signal montre un pic 4 1996 cm™ et un épaulement 4 1975 cm™. La formation de
dérivés Fe''(TPP) sans base axiale conduit & un mélange de Fe"(TPP)CO et Fe'(TPP)(CO),
dont les fréquences v(C=0) respectives sont 1973 et 2042 cm.*'® Ainsi, I’épaulement
observé & 1975 cm™ dans le spectre du complexe [Fe''(4C,)Cu']-CO peut étre attribué a une
espece monocarbonylée ou le CO est fixé soit sur le site distal soit sur le site proximal de la

porphyrine. Cependant, 1’origine de la bande & 1996 cm™ est loin d’étre évidente.

Un phénoméne identique a été observé pour la porphyrine Fe"(C,-Cap)CO(N-Melm) pour
laquelle la fréquence du mode v(C=0) est observée a 2000 cm.’'" Cette valeur
anormalement élevée a été attribuée a la présence du nuage électronique @ du cycle
benzénique pontant (3A) de 1’oxygeéne du CO, ce qui diminue la rétrodonation des orbitales
dn du fer vers ’orbitale n* du CO. Dans le cas du modéle 4C,, ’absence d’un quelconque
effet de proximité li¢ au voisinage du CO dans tous les cas de monocarbonylation de
[Fe''(4C,)Cu'], nous incite a conclure & une coordination du CO a I’extérieur ou a ’intérieur

de la cavité distale.

Lorsqu’un exces de 2-méthylimidazole et du cuivre(I) est ajouté au complexe 4C, afin de
s’assurer de la coordination proximale par la base et I’insertion du cuivre dans le site distal, le
spectre correspondant ne montre aucune bande associée au mode v(C=0). Ceci suggere que
les complexes pentacoordinés montrent un caractére défavorable a ’entré du CO dans la
poche distale. Une explication nous semble raisonnable: 1’espace disponible dans la cavité
distale du complexe Fe"(4C,) en présence du cuivre ne permet plus la coordination du CO
sans qu’il n’y ait une adaptation importante de la porphyrine. En d’autres termes, la fixation
du cuivre dans le site distal peut modifier les propriétés géométriques de manicre qu’elle

empéche I’entrée du CO dans la cavité.

VI.1.3 Etude de transfert du CO dans les modéles par photochimie

1.3.1 Transfert du ligand dans la CcO

Le transfert de ligand jusqu’au site actif de la CcO est une étape essentielle a 1’initiation de
la réduction de ’oxygene. L’¢tude du role structural du site actif dans ces mécanismes de
transfert contribue donc a comprendre comment la protéine assure sa fonction catalytique. Le
ligand le plus étudié est le monoxyde de carbone car son transfert est plus facile a observer
que celui du ligand physiologique O,. De plus, le ligand CO forme un complexe stable avec
I’enzyme, contrairement au ligand physiologique O, qui est réduit dés son arrivé sur I’héme.
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Ceci permet d’induire la dissociation du CO par photolyse, et de suivre ensuite son transfert
au sein du site actif, sa sortie de la protéine ou sa recombinaison avec I’héme. Ce processus de
photodissociation permet de générer 1’état réduit de la CcO et d’étudier le transfert d’électrons

r . \ 204,318-32
et la réduction de ’oxygene 21832

Le ligand CO est également bien choisi pour suivre la réaction de transfert de ligand par
spectroscopie infrarouge. Sa force d’oscillateur est assez importante pour que son absorption
dans l’infrarouge soit détectable, et sa fréquence de vibration est sensible a son état de
ligation. De plus, la sensibilité de la vibration du ligand a son environnement, a sa position
dans la cage distale et aux différentes liaisons qu’il peut établir fait du domaine moyen-
infrarouge une zone spectrale trés intéressante, et ce qui permet de détecter les différents sites
avec lesquels il interagit au cours de son déplacement dans le site actif. La formation, juste
apres photodissociation, d’une liaison entre le ligand CO et le cuivre du site bimétallique de la

oA - - . 229,230,321
CcO a ainsi été mise en évidence par les expériences de spectroscopie infrarouge.” " E

n
plus de sa fonction réductrice, le cuivre joue donc un réle dans le transfert du CO, auquel il se

lie lors de son entrée dans le site actif et de sa sortie hors du site.

Les premiéres expériences de spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier™
menées sur la CcO ont été effectuées a basse température, en dessous de 180 K, car la
recombinaison du CO avec I’héme s’effectuait trop rapidement pour é&tre observée a
température ambiante par cette méthode. Le spectre d’absorption de I’échantillon de CcO
ligandée avec CO en solution est observé alternativement avec et sans illumination (Figure

91).
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Figure 91 : Spectre différentiel d’absorption de la CcO (absorbance sans illumination moins
absorbance avec illumination). Les deux bandes a 1952 et 2043 cm’ sont attribuées a des
conformations minoritaires de la protéine.*’
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Cette illumination, dans le domaine spectral visible, induit la photodissociation du CO et
provoque ainsi la disparition de la bande d’absorption du CO li¢ au fer, de fréquence 1963 cm’
! et I’apparition d’une nouvelle bande & 2062 cm™, associée a la formation d’une liaison

covalente du CO avec le cuivre.

Malgré les nombreuses données qui existent, les conditions sur I’environnement du site
actif qui permettent ce transfert de ligand restent méconnues. Afin de contribuer a la
compréhension de ce processus nous avons ¢€tudié le transfert du ligand CO au sein des
modeles HI, 4C, et 2Pyporphen, du fer de la porphyrine & I’atome de cuivre(I), par
photochimie en utilisant un spectrometre FTIR couplé a la fois a un laser Nd-Yag pulsé et un

cryostat permettant d’effectuer les mesures a trés basse température.

1.3.2 Etude du transfert du CO dans les complexes [Fe"-Cu']-CO

Les expériences de photochimie, réalisées sur les différents modeles, ont été effectuées a
basse température, en dessous de 20 K. Le spectre IR de 1’échantillon des mod¢les ligandés
avec CO est observé alternativement avec et sans illumination. Cette illumination, dans le
domaine spectral visible (irradiation a 532 nm), induit la photodissociation du CO et provoque

ainsi la disparition de la bande d’absorption du CO li¢ au fer.

1.3.2.1 2Pyporphen

La Figure 92 montre le spectre IR des complexes Fe''(Porphen)-CO et [Fe"(Porphen)Cu']-

CO en matrice d’Hélium avant irradiation UV.
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Figure 92 : Spectres IR dans le domaine v(C=0) des complexes Fe'(Porphen)-CO et
[Fe"(Porphen)Cu']-CO piégés en matrice d’Hélium avant irradiation UV a T = 17K.
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Le spectre du complexe Fe'(Porphen)-CO présente le mode v(C=0) a 1982 cm™, tandis
que celui du complexe [Fe'(Porphen)Cu']-CO montre deux bandes & 1976 et 1950 cm™. Ces

observations sont en bon accord avec les résultats obtenus par ATR.

Une bande large et trés peu intense a 2091-2094 cm™ a été attribuée au mode v(C=0)c,
dans les spectres IR des complexes [Fe"(FsTPP)-CO...Cu'-CO]-(B(CeFs)s), [Cu'(TMPA)-
COJ-(B(CgFs)s), [Cu'(PY1)-COJ-(B(C¢Fs)s)**%, ainsi que dans ceux des porphyrines de
tetrakis(aminophényl).'” Une bande équivalente est observée de maniére reproductible a
2090 cm™ dans le spectre du complexe [Fe"(Porphen)Cu']-CO. Nous avons donc attribuée

cette bande au mode v(C=0)cy.

Ainsi, le spectre du complexe [Fe"(Porphen)Cu']-CO enregistré en transmission a 17K
présente un signal v(C=0) avec la contribution majoritaires de deux bandes a 1976 et 1950
cm” correspondant respectivement a la conformation qui induit les interactions les plus
faibles et a celle qui induit les interactions fortes avec le ligand distal CO, et la contribution
minoritaire d’une bande & 2090 cm™ qui pourrait correspondre probablement a 1’espéce

[Fe"(Porphen)-CO"Cu'-CO].

L’observation de la bande 4 2090 cm™ n’est pas toujours reproductible dans les spectres
enregistrés pour le complexe [Fe"(Porphen)Cu']-CO, ce qui confirme que le CO sur le cuivre
est labile et peut étre remplacé par des molécules de solvant. Ce phénomene, déja observé lors
de I'é¢tude du complexe [Fe"(FsTPP)-CO...Cu'-CO] dissous dans I’acétonitrile par
spectroscopie IR, a été associé¢ au déplacement du CO coordonné au cuivre(I) par les
molécules d’acétonitrile.*” De plus, des études menées sur la coordination du cuivre(I) ont
montré que 1’affinité de 1’acétonitrile pour ce dernier est forte, et peut déplacer le CO fixé sur

323

le cuivre(I).”” Toutefois, I’espeéce monocarbonylée offre un bon modele d’étude permettant

d’évaluer le transfert de ligand CO du fer au cuivre(I) par la photochimie.

Afin d’identifier les vibrations v(C=0)c, ainsi que les modifications structurales liées a
I’insertion du cuivre(I) lors de la photolyse, Le complexe Fe'(Porphen)-CO a été d’abord
irradi¢ a 532 nm. La Figure 93 A présente les spectres IR avant et apreés 78 minutes

d’irradiation et la Figure 93 B montre le spectre différentiel obtenu.
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Figure 93 : Spectre IR du complexe Fe'(Porphen)-CO piégés en matrice d’hélium a 17K. A) avant
irradiation UV (spectre noir), aprés 78 minutes d’irradiation a 532 nm (spectre rouge). B) aprés 78
minutes - avant irradiation (spectre bleu).

Rappelons que le spectre IR du complexe Fe''(Porphen)-CO obtenu avant irradiation a 17K
montre une bande d’absorption & 1980 cm™ correspondant au CO li¢ & I’atome de fer.
I’irradiation de 1’échantillon Fe"(phen)-CO a 532 nm et & puissance minimale entraine une
diminution de I’absorption de la bande 4 1981 cm™, ce qui traduit la rupture de la liaison Fe-
CO. L’amplitude de 7.107 du signal a 1980 cm™, dii aux molécules de CO dissociées de
I’atome de fer, correspondant a un taux de dissociation du CO de 32 %. Pour des temps
d’irradiation plus long la bande associée au mode v(C=0) décroit en faveur de la formation
d’une bande large et trés peu intense a 2127 cm™. Le mode associé au monoxyde de carbone
libre est observé vers 2143 cm™.*** Ainsi, la bande a 2127 cm™ pourrait étre 1’origine des

molécules de CO peu liées dans la matrice.

Le réchauffement de 1’échantillon a 60 K provoque la disparition de la bande
précédemment formée & 2127 cm™, tandis que la bande du CO lié au fer a pratiquement
retrouvé son absorption d’avant irradiation (Figure 94). De nouveaux spectres différentiels
avec et sans photodissociation ont été ainsi enregistrés a puissance minimale (Figure 95).
L’observation du méme effet que lors de la premicre irradiation indique que la réaction de
recombinaison du CO est parfaitement réversible, c'est-a-dire que le CO photodissocié

retourne se lier sur le fer.
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Figure 94 : Spectres différentiels du complexe Fe'(Porphen)-CO piégés en matrice d’hélium a 17K.
Aprées 78 minutes d’irradiation a 532 nm - avant irradiation UV (spectre noir), réchauffement a 60K
(I’échantillon est réchauffé a 60K puis le spectre est enregistré a 17K) — aprés irradiation (spectre
rouge).

La Figure 95 montre 1’effet d’une irradiation du complexe [Fe"(Porphen)Cu']-CO a 532 nm

(P minimale).
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Figure 95 : Spectres transitoires induits par un échantillon du complexe [Fe'(Porphen)Cu']-CO a
différents délais d’irradiation a 532 nm — spectre obtenu avant irradiation a 17K.

Cet effet, aprés 7 minutes, permet de distinguer clairement la décroissance des bandes a
1976 et 1950 cm™ correspondant au départ du CO de 1’atome de fer, et I’apparition d’une
nouvelle bande a 2090 cm™ correspondant a I’arrivée du CO sur le cuivre(I). Pour des temps

d’irradiation supérieurs a 7 minutes, les deux bandes associées au mode v(C=0O)g. décroissent
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au profit des bandes a 2090 et 2127 cm™. Par analogie avec le complexe Fe"(Porphen)-CO, la

bande 4 2127 cm™ est attribuée a un mode de CO peu lié dans la matrice.

Lors de lirradiation du complexe [Fe'(Porphen)Cu']-CO, nous avons constaté une
décroissance beaucoup plus rapide pour la bande a 1950 cm™ par rapport a celle observée a
1976 cm™. Cette observation suggére que la disparition de la bande a 1950 cm™ correspond a
la formation de celle 4 2091 cm™. Ceci indique que seule la conformation dont le cuivre se
trouve a proximité de I’héme permet le transfert du ligand CO, apres sa photodissociation du

fer, au cuivre.

Afin de confirmer cette hypothése, nous avons observé les effets thermiques entre 17 et
200k. La Figure 96 montre D’effet thermique observé aprés I’irradiation du complexe

[Fe'(Porphen)Cu']-CO.
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Figure 96 : A) Effet thermique sur le complexe [Fe'(Porphen)Cu']-CO. B) agrandissement de la
zone 2150 et 2040 cm™. L’échantillon est réchauffé a une température donnée et le spectre
correspondant est enregistré a 17K.

Aprés recuit a 50K, la bande 4 2127 cm™ attribuée au mode v(C=0) libre a disparu, tandis
que le signal & 1976 cm™ a retrouvé pratiquement son absorption d’origine. Cependant, les
pics 4 2090 et 1950 cm™ ne sont pas observés, ce qui suggére qu’il reste encore du CO sur le
cuivre a cette température.

Si le recuit se poursuit pour des températures supérieurs a 50K (Figure 96), la bande a
2090 cm’! associée au mode V(C=0)cy décroit au profit de la bande a 1950 cem’. 11 est clair

que lorsque la bande 4 2090 cm™ a suffisamment diminué c’est la bande 4 1950 cm™ qui est
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augmentée. On peut donc corréler les bandes a 1950 et 2090 cm™ a la méme conformation du
complexe [Fe'(phen)Cu']-CO pour laquelle le ligand CO est coordiné a 1’atome du fer soit au
cuivre. De maniére similaire, la bande observée a 1976 cm™ est reliée a celle obtenue aprés la
photolyse a 2127 cm™. L’irradiation aprés recuit provoque a nouveau la décroissance des
bandes correspondantes au CO 1i¢ a I’atome du fer et ’apparition des bandes a 2090 et 2127
cm™.

Les résultats que nous avons obtenus montrent clairement la formation, apres
photodissociation, d’une liaison entre le ligand CO et le cuivre du site bimétallique. Ces
données confirment que la structuration du site distal induite par la fixation du cuivre(I) serait

différente, et que ces différences permettraient au CO, aprés photodissociation, d’emprunter

deux chemins différents, 1’un vers le cuivre et ’autre de sortie du site distal.

Nous pouvons en conclure que le positionnement du cuivre par rapport a I’héme a une
influence directe sur le transfert du ligand entre les deux centres métalliques. Ces résultats
mettent pour la premiere fois en évidence le transfert du ligand CO de I’héme vers le cuivre

dans un mode¢le synthétique fonctionnel, tout comme dans la cytochrome ¢ oxydase.

1.3.2.2 Modéle HI

La Figure 97 montre les spectres différentiels d’absorption (absorbance avec illumination
moins absorbance sans illumination) des complexes Fe"(HI50a)-CO (a), [Fe"(HI50a)Cu']-CO
(b) et [Fe''(HI34a)Cu']-CO (c).
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Figure 97 : Spectres différentiels d’absorption (absorbance avec illumination moins absorbance sans
illumination & 532 nm, T=18K) des complexes Fe'(HI50a)-CO (a), [Fe"(HI50a)Cu']-CO (b) et
[Fe"(HI34a)Cu']-CO (c).
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Le mode v(C=O)g. est observé a 1980 et 1974 cm™ dans les spectres IR des complexes
Fe''(HI50a)-CO et [Fe"(HI50a)Cu']-CO obtenus avant irradiation a 532 nm. Lors de la
photolyse, un pic négatif correspondant au départ du CO de ’atome de fer est observé a 1980-
1974 cm™ et un pic positif correspondant au monoxyde de carbone peu liée dans la matrice
apparait vers 2127 cm™. Le spectre différentiel du [Fe'(HI34a)Cu']-CO est similaire a celui
du [Fe"(HI50a)Cu']-CO.

Nous n’avons pas observé de mode IR qui pourrait étre associé a une vibration v(C=0)c,
dans les spectres différentiels obtenus pour les complexes bimétalliques HI50a et HI34a apres
la photolyse. Le ligand CO ne se lie donc pas au cuivre dans ces modeles de la CcO. Nous
pensons que la flexibilit¢ de la structure du site distal des modeles HI (lié par un seul
espaceur) conduit a une distance Fe "Cu plus grande par rapport a celle du 2Pyporphen, ce qui

explique la faible influence du cuivre sur I’héme.

1.3.2.3 Mode¢le 4C,

La Figure 98 montre le spectre différentiel du complexe [Fe"(4C,)Cu']-CO obtenu lors de
la photolyse.
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Figure 98 : Spectre différenticl du complexe [Fe'(4C,)Cu']-CO (spectre aprés 50 minutes
d’irradiation-spectre avant) a 18K.

Comme le montre le spectre du complexe [Fe'(4C,)Cu']-CO (Figure 98) un pic négatif a
1998 cm™ avec un épaulement a 1975 cm™ sont associés au départ du CO du fer, et un pic
positif a 2135 cm™ correspondant au CO libre dans la matrice. Aucune bande nette attribuée a
la vibration v(C=0)c, n’est observée. L’empéchement du transfert du CO dans ce modele est

probablement di a des effets stériques ayant lieu dans la poche distale.
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V1.2 Etude des complexes oxygénés

Comme nous 1’avons déja vu dans le chapitre introduction bibliographique, un des intéréts
majeurs des modeles de la CcO réside dans la production et la caractérisation d’analogues
d’intermédiaires oxygénés formés au cours du cycle catalytique de la réduction de 1’oxygéne
en eau. Bien qu’une interaction initiale de I’oxygéne avec le Cup a été proposée,’**** la
réaction métal-O, semble rester dominée par 1’héme, ou le Cugp joue a priori un role dans le
transfert d’électrons et la translocation de protons.*'******" Ainsi, I’étude de la réactivité des
modeles de la forme réduite avec le dioxygeéne permet d’élucider des aspects fondamentaux
des interactions de I’oxygeéne avec les centres heéme-cuivre. En particulier de déterminer
I’influence du cuivre sur la réaction (P)Fe'/O,, ainsi que I’impact de 1’héme sur la réactivité

Cu/O,. Cette derniére partie de ce manuscrit sera alors consacrée a 1’étude de la réactivité des

modeles vis-a-vis de I’oxygene.

De nombreuses études menées par spectroscopie de résonance Raman sur des complexes
héme-cuivre ont permis d’identifier les modes de vibration v(O-O) et v(Fe-O). Cependant, Il
existe trés peu de données IR sur des adduits oxygénés des métalloporphyrines.”” Ces
spectres d’absorption ont été obtenus a partir de la réaction des complexes de Fe(TPP) et
Mn(TPP) avec de I’oxygene dilué dans I’argon en utilisant une cellule de ("Knudsen") et un
systetme d’isolation de la matrice permettant de réaliser les mesures a basse température

(~15K).

Afin de mettre en évidence les modes IR caractéristiques de la liaison Fe-O, ainsi que les
modes IR de I’héme et des ligands axiaux sensibles au changement de I’état redox du fer dans
le domaine de I’IR moyen et lointain, nous avons entrepris 1’étude de la réactivité des

complexes de 2Pyporphen et HI50a et ses analogues avec 1’oxygene.

VI1.2.1 Modéle 2Pyporphen

Afin d’empécher la coordination du fer(Il) par la pyridine distale, nous avons introduit le
cuivre(I) dans le site phénanthroline de 1’anse. La fixation du dioxygeéne par le complexe

Fe"(Porphen)Cu' a été confirmée par 1’équipe de Dr. Weiss.'™
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La Figure 99 montre le spectre ATR du complexe [Fe'(Porphen)Cu']-'°0; enregistré dans

un atmosphere inerte a température ambiante.
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Figure 99 : Spectres ATR-IRTF des complexe Fe'(Porphen)(py), (a) et [Fe"(Porphen)Cu']-'°O, (b)
enregistrés a température ambiante.

La région des hautes fréquences du spectre (Figure 99 b) révéele bien des modifications
spectrales associées a I’insertion du cuivre(I) dans le site distal et la fixation de 1’oxygene sur
’atome du fer. Le mode de vibration v('°0-'°0) a été observé a 767-747 cm™ dans les
spectres de RR des complexes héme-Peroxo-Cu avec un ligand tridentate du cuivre.'**'#%*%
L’analyse du spectre obtenu de [Fe"(Porphen)Cu']-'°0, dans la région située entre 800 et 740
cm™ ne montre aucune apparition d’une nouvelle bande qui peut étre attribuée a la vibration
v(0-0). Toutefois, les résultats obtenus avec la réaction de [Fe'(Porphen)Cu'] avec le
monoxyde de carbone montrent clairement que pour certaines proportions de ce complexe,
I’atome du cuivre se trouve a proximité du CO, et donc la formation d’une interaction entre le
ligand distal et le cuivre est trés probable dans ce modéle. L’absence de ce mode dans le
spectre obtenu peut étre due soit du fait que ce mode est inactif en IR, soit qu’il est masqué
par les signaux du modéle, soit le complexe [(Porphen)Fe™ —(0,%)-Cu']" n’est pas stable a
température ambiante. En effet, les études de la réactivité Fe"-Cu'/O, révélent la présence des
intermédiaires oxygénés intéressants que lors des mesures réalisées soit a basse température

soit par spectrophotométrie "stopped-flow".**°

Il est également possible que la réaction de [Fe"(Porphen)Cu'] avec I’oxygéne entraine la

formation d’un intermédiaire fer-oxy. Une bande observée a 1178 cm™ dans le spectre de RR
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du complexe (Fg)Fe'"'-(0,) a été associée a la vibration v('°0-'°0)."****" Dans le spectre IR
de Fe(TPP)O, et Fe(OEP)O,, deux bandes détectées a 1195-90 et 1106-04 cm™ sont sensibles
au marquage isotopique de '°0, par '*0,, et elles sont donc attribuées a la présence de deux
isoméres d’adduits d’oxygéne.”' Le spectre IR de [Fe"(Porphen)Cu'l-'°0, montre de
nouvelles bandes vers 1041 et 1023 cm™ qui ne sont pas présentes dans le spectre du
complexe Fe'(Porphen)(py),. Dans le spectre de RR du complexe Fe(TCP-PY)-O,, des
bandes de faible intensité a 1132, 1105, 1068 et 1050 cm™ ont été proposées comme candidats

332 : . . 16
Toutefois, en absence de marquage isotopique de O,

potentiels pour les modes v(O-O).
nous ne pouvons pas confirmer ou infirmer la contribution de la vibration v(O-O) a ces

bandes.

En présence de cuivre(l) et de 1602, le mode Raman vjg de vibration Vigm(Co-Cr) +
Vasym(Co-Cp) + Sasym(Cﬁ—H)263 observé a 1534 cm’' est disparu, ce qui confirme la
décoordination de la pyridine distale. Les bandes observées a 1487 et 1150 cm™ dans le
spectre de Fe'(Porphen)(py), et attribuées aux modes ¢s" et ¢e" des phényles,
respectivement, sont déplacées a 1480 et 1163 cm™ dans le spectre de [Fe'(Porphen)Cu'l-
1602. Les bandes a 1298, 1187 et 992 cm’! associées aux modes V12, V36 €t V47 du macrocycle
porphyrinique sont également déplacées a 1264, 1195 et 1005 cm™ respectivement, dans le

spectre de [Fe"(Porphen)Cu']-'°0,.

Les modes de vibration hors du plan de la porphyrine ys et ys sont observés a 799 et 721
cm™, respectivement dans le spectre du complexe [Fe"(Porphen)Cu']-'°0,. Le mode vs subit le
méme déplacement observé dans le complexe [Fe'(Porphen)Cu']-CO, tandis que la fréquence
du mode yg est légérement déplacée vers les hautes fréquences, traduisant une légere

augmentation de la quantité de transfert de charge du fer au cycle porphyrinique.

Ces observations indiquent clairement un changement structural du modele 2Pyporphen
lors de I’introduction du cuivre et de I'oxygene. Afin de discriminer les perturbations
spectrales dues a I’insertion du cuivre de celles de la fixation de 1’oxygene, un spectre du

complexe doit étre réalisé [Fe"(Porphen)Cu'].

Dans la région des basses fréquences du spectre de RR obtenu pour le complexe [(Fg)Fe''-

(0,”)-Cu"(LOH)], le mode de vibration v(Fe-O) est observé a 530 cm™,'? tandis que pour les
adduits héme-oxygéne, ce mode est détecté a 568, 572 et 563 cm™ pour les complexes

(Fg)Fe"-(0,)'**, Fe(OEP)(1-MeIm)*™* et Fe((Piv),-Cg)( 1-Melm)***, respectivement.

205



Chapitre VI : Etude des complexes carbonylés et oxygénés

542

510 " u.a

631

3
558> 567

646

676

a
WW ‘ 510 ua

520
509

64
631
11
479
454
442
8 427
404
363
45 353
3
22
QD

326
05
0

<
8 b 3
wn [ee) wn
o e g9 ¢ = 8 & b
© m 2 3 « —
< © <
[(e]
o g
n ™

674
662
476
427
407
297

T T T T T T T T T T T T T T
—f 500 450 400 350 300 250 200 150

T T T T T T T
650 600 500 400 300 200 1
1 Nombre d'onde (cm™)
Nombre d'onde (cm ™)

Figure 100 : Spectres ATR-IRTF des complexes Fe'(Porphen)(py), (a), Fe"(Porphen)Cu' (b) et
[Fe''(Porphen)Cu']-'°0; (c) enregistrés a température ambiante.

Nous n’avons pas identifi¢ de mode IR qui pourrait étre associé a une vibration v(Fe-O)
dans le spectre enregistré en présence d’oxygene (Figure 100 c). La présence des bandes
intenses attribuées aux modes hors du plan de I’héme ou du squelette organique dans la région

de fréquences 570-500 cm™ peut masquer la vibration v(Fe-O).

La disparition de la bande a 676 cm™, associée a la contribution de la pyridine, peut étre
corrélée & I’apparition d’une bande a4 664 cm™. Nous pensons attribuer cette bande a une
vibration du cycle pyridinique*”. Cependant, dans le spectre de [Fe'(Porphen)Cu']-'°O, (c),

les deux bandes sont présentes 4 674 et 662 cm’'.

Un mode impliquant majoritairement la vibration (Pyr folding) a été proposé a 506 cm’

dans le spectre de Fe''

(Porphen) (Chapitre V). En adéquation avec les observations faites sur
les complexes Fe''(Porphen)-ImH et Fe'(Porphen)-ImH, le déplacement de ce mode a 519
cm” dans le spectre de [F ell(Porphen)CuI]—1602 (c) montre que ce dernier se trouve bien dans

une géométrie hexacoordinée, et confirme donc la fixation de I’oxygene sur I’atome du fer.

Les bandes observées a 363 et 353 cm™ dans le spectre enregistré avec le complexe
Fe''(Porphen)(py): (a) et associé¢es probablement a v(Fe-Npy) + (Pyr tilting) et v(Fe-Npy),

respectivement, sont absentes dans le spectre du complexe Fe"(Porphen)Cu' (b) ou
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[Fe'(Porphen)Cu']-'°0; (c). Ces bandes correspondent donc a une contribution majoritaire de
la pyridine distale. Cette expérience montre également que la bande a 345 cm™ qui apparait
lors de la coordination de la pyridine distale n’est pas affectée par la fixation de 1’oxygeéne sur

294

’atome de fer. La bande a 326 cm™ attribuée a la vibration 8(C-N)*** est également disparue

lors de la fixation du cuivre ou de I’oxygene.

VI1.2.2 Modele HI

La Figure 101 montre les spectres IRTF enregistrés avec Fe"(HI50a) (a), F ¢"(HI50a)-°0,
(b) et [Fe"'(HI50a)Cu']-"°0, (c).
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Figure 101 : Spectres ATR-IRTF des complexes Fe"(HI50a) (a), Fe'(HI50a)-'°0, (b) et
[Fe"(HI50a)Cu']-'°O, (c) enregistrés a température ambiante.

Contrairement au modele 2Pyporphen, peu de différences sont détectées dans les spectres
de complexes Fe(HI50a) en présence d’oxygeéne ou de cuivre, mais aucun signal
correspondant & une vibration v(O-O) n’ a été détecté soit dans le spectre de Fe' (HI50a)-'°0,

(b) soit dans celui de [Fe"(HI50a)Cu']-"°O; (c).

La bande de faible intensité observée a 1363 cm™ dans le spectre de Fe'(HI50a), est
déplacée a 1376-74 cm dans les spectres de Fe''(HI50a)-'°0, et [Fe'(HI50a)Cu']-'°0,. Une
bande similaire a été observée vers 1360 cm™ dans le spectre de RR de la forme réduite de
1’hémoglobine et a été associée 4 un déplacement de la bande a 1377 cm™ de 17 cm™ vers les
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hautes fréquences lors de la formation de I’intermédiaire oxyhemoglobine de type superoxide
Fe'"'-(0,).°*% Cette bande est ¢galement considérée caractéristique de ’héme Fe(IIl) dans
le spectre de résonance Raman des hémoprotéines.'’” 11 est donc probable que le déplacement
du mode observé a 1376-74 cm™ est di au changement de I’état redox du fer de Fe(I) au
Fe(III) dans les complexes de Fe"(HI50a)-'°0, et [Fe"(HI50a)Cu']-'°0, lors de la fixation de

I’oxygene.

La présence de la bande a 1332 cm™, correspondant au mode va lorsque le fer est dans une
géométrie pentaccoordinée dans le spectre de Fe''(HI50a)-'°O,, souléve des questions sur la
fixation de I’oxygéne sur ’atome de fer et la stabilit¢ du complexe formé. Etant donné que
I’intensité de ce signal est trés faible, il est difficile de conclure de maniére certaine sur la
position de cette bande. Cependant, la fréquence de ce mode est observé a 1343 cm™ dans le
spectre de [Fe''(HI50a)Cu']-'°0,. De plus, les modes hors-du plan ys et ys sont observés,
respectivement, & 800 et 721 cm™ pour le complexe Fe''(HI50a)-'°0,, et 796 et 713 cm™ pour
celui de [Fe'(HI50a)Cu']-'°0O,. Ces observations indiquent la présence de différences,
notamment, au niveau de la configuration ¢€lectronique entre ces deux complexes. En effet, le
mode ys est sensible de 1’état redox du fer, tandis que le mode yg refléte la quantité du
transfert de charge entre le métal et le macrocycle porphyrinique, ou la rétrodonation des
¢lectrons des orbitales liantes m de Fe(Il) aux orbitales antiliantes n* de la porphyrine dépend

foretement de la compétition de ces électrons entre le métal et le ligand axial & accepteur.

La Figure 102 montre les spectres ATR-IRTF de Fe''(HI50a) (a), Fe"(HI50a)-'°0, (b) et
Fe''(HI50a)-"*0, (c) dans le domaine de I’IR lointain.
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Figure 102 : A) Spectres ATR-IRTF des complexes Fe''(HI50a) (a), Fe"(HI50a)-'°0, (b) et Fe''(HI50a)-
80, (c) enregistrés a température ambiante. B) Agrandissement de la zone 565-505 cm.
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L’analyse des spectres obtenus dans la région située entre 580 et 500 cm™ (Figure 102)
montre une bande de trés faible intensité située autour de 550 cm™ présente dans le spectre de
Fe''(HI50a)-'°0, (b) et complétement absente du spectre de Fe''(HI50a), ce qui suggére

d’attribuer cette bande au mode de vibration de la liaison Fe-O.

y e . . R r L4 \ 18
Afin de préciser ’attribution de ce mode, une expérience est réalisée avec 1I’oxygene O,.
Cependant, les mesures du spectre correspondant sont délicates a réaliser dans le sac a gants

car il peut y avoir de I’oxygéne '°O».

Pour un adduit oxygéné, la vibration v(Fe-'""0,) est attendue a des fréquences plus basses
que la vibration (Fe-'°0,). La substitution du '°O par '*O provoque un léger déplacement de la
bande a 551 cm™ 4 554 cm™ et Iapparition d’une bande & 520 cm™, ce qui laisse suggérer la
présence d’un mélange d’adduits de Fe(HI50a)-"°0, et Fe(HI50a)-'°0,. En effet, la bande a
520 cm™ peut étre 4 1’origine du déplacement de la bande a 551 cm™ par le marquage de '*0,

avec A("*0,) = - 31 cm™. Nous proposons donc d’attribuer le signal 4 551 cm™ a la vibration

v(Fe-0).

L’oxygénation du modéle HI50a affecte principalement la zone spectrale 430-300 cm™ ou
sont attendues les bandes correspondant aux modes de vibrations dans le plan de I’héme et des
liaisons métal-ligands, tandis que les bandes IR entre 580 et 440 cm’!, associées aux modes de

vibration hors du plan de la porphyrine et des phényles, ne sont que faiblement affectées.

Lattribution des bandes du signal complexe observé a 397/378 cm™ dans le spectre de
Fe''(HI50a)-"°0, (b) est cependant délicate. Il correspond probablement aux vibrations v(Fe-
Npyrrole), a la vibration antisymétrique v(Fe-Npyridine) et aux vibrations des pyrroles hors
du plan. Une bande observée a 390 cm™ est attribuée au mode ys, théoriquement non-actif en

IR, impliquant la vibration dans le plan de respiration des pyrroles, v(Fe-N-Pyrrole).'™*

En revanche, il n’y a pas d’effet significatif du marquage de I’oxygéne par 'O sur les
autres bandes du spectre, mis & part le léger déplacement du signal intense & 397 cm™ a 393

cm’ dans le complexe Fe''(HI50a)-"*0,.

La réactivité des analogues HI29a et HI34a vis-a-vis de ’oxygene a été également étudiée
par spectroscopie ATR-IRTF dans le domaine de I'IR lointain. Les spectres obtenus sont

présentés sur les Figures 103 et 104.
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Figure 103 : Spectres ATR-IRTF des complexes Fe"(HI29a) (a) et Fe''(HI29a)-'°0, (b) enregistrés a
température ambiante.

Dans le spectre de Fe'(HI29a) enregistré en présence de 1’oxygeéne'°O, (Figure 103 b),
I’allure du signal correspondant au mode hors du plan y; du macrocycle porphyrinique est
modifiée. En effet, la bande observée a 578 cm™ dans le spectre de Fe''(HI29a) (a) est
remplacée par deux bandes de faible intensité a 575 et 561 cm” dans le spectre de
Fe''(HI29a)-'°0, (b). Il est donc difficile d’attribuer la bande a 561 cm™ & une vibration v(Fe-

0), notamment en absence du marquage isotopique de 1’oxygéne par '*O,.

Un signal intense & 389 cm™, a la méme allure que celui observé dans le spectre de
Fe"(HI50a)-'°0,, méme s’il est légérement déplacé vers les basses fréquences. Le mode ¢o"
associé aux vibrations 8,(C-C-C) + §(Pyr.rotation) des phényles a 654 cm™ est déplacé a 662
cm™ aprés la réaction avec ’oxygene. Il est donc possible que la coordination de 1’oxygéne

sur I’atome du fer induit des changements structuraux.

/L
7/
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Figure 104 : Spectres ATR-IRTF des complexes Fe''(HI34a) (a) et Fe'(HI34a)-'°0, (b) enregistrés a

température ambiante.
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La bande intense a 402 cm™ n’est aussi observée qu’en présence d’oxygéne et pourrait étre
associée a un déplacement de la bande a 387 cm™ de 15 cm™ vers les hautes fréquences. Cette
bande pourrait provenir d’un mode de déformation des pyrroles hors du plan couplé a un
mode de vibration impliquant les ligands axiaux. La bande a 475 cm™ attribuée & la vibration
(Pyrroles folding) est déplacée a 463, tandis que le mode ¢o" des phényles n’est pas perturbé
dans le spectre de Fe"(HI34a)-'°0,.

Bien que les attributions des bandes associées aux vibrations O-O et Fe-O ne peuvent pas
étre réalisées de fagcon évidente dans le domaine de I’IR moyen ou I’IR lointain, du fait d’une
intensité trop faible ou une délocalisation et donc une contribution a d’autres bandes du
modele, les spectres obtenus en absence du substituant dans le site distal (HI50a) ou en
présence des groupements nitro (HI29a) et méthoxy (HI34a) par spectroscopie ATR-IRTF
montrent que I’interaction héme/O, est la méme quel que soit le substrat fixé, ce qui suggere
que la fixation des substituants au niveau du site distal n’induit pas de perturbation structurale

et électronique du ligand distal.

V1.3 Conclusion

L’ensemble de ces résultats nous permet de poser de nouvelles bases pour I’étude de la
réactivité des modeles synthétiques de la CcO avec I’oxygene et le monoxyde de carbone. En
effet, notre approche a consisté a vouloir réaliser une étude structure/fonction des complexes

Fe'-CO et Fe'-O, afin de comprendre quels paramétres pouvaient régir leur réactivité.

Les résultats obtenus par spectroscopie ATR-IRTF montrent clairement que les différentes
positions du cuivre par rapport au ligand CO ont des effets distincts et spécifiques sur le
complexe Fe"-CO des différents modéles. De maniére intéressante, la fixation du cuivre (I)
dans le site distal du 2Pyporphen induit une interaction apparemment trés forte avec le ligand
distal du fer caractérisé par un signal v(C=0)g. dominé par une contribution & 1949 cm™, alors
que dans les modé¢les HI il induit une interaction apparemment beaucoup moins intense avec
une contribution a 1976 cm™. Etonnamment la porphyrine 4C, conduit a deux isoméres
caractérisés par un mode v(C=0)g. & 1998 et 1975 cm™. Dans ’hypothése, trés probable, ou
ces complexes sont formés sous contrdle thermodynamique plutét que cinétique, il apparait
que [FeH(4C2)CuI]-COout est plus stable que son isomere [FeH(4C2)CuI]-COin. En effet, aucune
interaction de type liaison H impliquant les NH amide ou de type électrostatique incluant la
charge positive du cuivre(I) n’a été mise en évidence, elle entrainerait un fort déplacement du

signal CO vers les basses fréquences. Il est cependant clair que 1’introduction de ce coordinat

211



Chapitre VI : Etude des complexes carbonylés et oxygénés

du coté distal subit des effets stériques importants qui peuvent entrainer une réorganisation

importante dans la géométrie générale du ligand porphyrinique.

Ces résultats suggerent fortement que les différences de réactivité observées entre les
analogues bimétalliques Fe/Cu de la CcO, seraient dues aux différentes interactions que les
poches distales induisent entre le cuivre (I) et le ligand distal du fer. L’ensemble de nos
résultats montre que ces interactions dépendent directement de la position du cuivre(l) et
suggere que les paramétres de réactivité du ligand distal du fer sont directement reliés a la

polarité de I’environnement du site distal.

D’autre part, I’étude des modeles 2Pyporphen, HI et 4C, par la photolyse a mis en
¢vidence le transfert du CO de I’héme au cuivre uniquement dans le complexe
[Fe(Porphen)Cu']-CO. Cette observation peut vraisemblablement s’expliquer par le fait que
dans le 2Pyporphen le cuivre(I) est situ¢ a proximité de I’héme avec une distance Fe-Cu de
I’ordre de 5A, du fait de la présence d’une cavité bien construite et rigide qui empécherait le
CO photodissocié de sortir de cette poche. Dans les porphyrines bimétalliques étudiées, les
molécules de CO photodissociées s’¢loignent différemment de 1’atome de fer, si bien qu’elles

peuvent retourner se lier au fer par recuit de la température.

Cependant, les expériences menées par spectroscopie IR sur 1’étude de la réactivité des
mode¢les avec I’oxygeéne ne permettent pas de mettre en évidence les vibrations v(O-O) et
v(Fe-0O). Ainsi, ce type d’approche ne semble pas pouvoir rendre compte de la réactivité des
complexes Fe'-O, de modéles étudiés et permettre de comprendre quels paramétres contrdlent

la réduction de dioxygene par la CcO.

Il semble donc qu’il faille orienter ces études vers d’autres techniques spectroscopiques
telles que la spectroscopie de résonance Raman qui semble étre la seule a pouvoir nous
apporter des informations sur la nature des intermédiaires oxygénés formés au cours de la
réaction. L’instabilité des complexes Fe"-O, rend ces expériences délicates et laborieuses.
Ainsi, nous proposons parallelement de réaliser une étude structure/fonction des différents

modeles a basse température et/ou en utilisant la spectrophotométrie "stopped-flow".
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La compréhension fondamentale du mécanisme de réduction du dioxygene en eau par la
cytochrome ¢ oxydase constitue un sujet de recherche trés actif. En effet, le déroulement
précis du mécanisme présente encore de nombreuses zones d’incertitudes. En particulier, la
nature des espéces radicalaires mises en jeu, le role du Cug ainsi que la maniére dont ces
espéces se forment. La connaissance précise du rdle du Cup et des especes rédicalaires
formées constitue manifestement la clé de la compréhension du mécanisme de la CcO. C’est
pourquoi au cours de ce travail, nous avons étudié¢ les intermédiaires de la CcO par
spectroscopie UV-visible, de fluorescence et infrarouge, afin d’apporter des éléments
permettant d’éclaircir la question de formation des espéces radicalaires ainsi que I’influence

du Cug sur la réaction héme/O; au cours du cycle catalytique de la CcO.

Dans un premier temps, dans 1’optique d’étudier les vibrations métal-ligands au sein des
intermédiaires de la CcO dans le domaine des basses fréquences IR, nous avons essayé de
mettre en place les conditions expérimentales permettant d’obtenir des spectres IR en mode
différentiel. Une cellule d’ATR couplée a la perfusion a été utilisée afin de générer
artificiellement les intermédiaires Py, Fy et Py en utilisant le peroxyde d’hydrogéne comme
donneur de deux é¢lectrons a ’état oxydé de 1’enzyme et/ou en modifiant le pH du milieu.
Cette technique permet de mettre en évidence les modifications structurales ainsi que les
changements affectant les acides aminées de la chaine polypeptidique a plus longue distance

du métal lors d’un changement de 1’état d’oxydation du métal dans les métalloprotéines.

Malheureusement, I’adaptation de 1’appareillage de la perfusion n’a pas permis d’obtenir
des spectres IR de différence pour la CcO en solution dans le domaine des basses fréquences

car la protéine n’adhére pas a la surface du diamant de I’ATR de la cellule de perfusion.

Toutefois, nous avons pu caractériser les différents intermédiaires par spectroscopie ATR-
IRTF. La superposition des spectres de la forme oxydée, peroxy et ferryl obtenus ne montrent
quasiment pas de variations spectrales. Les faibles différences spectrales observées a basse
fréquence ne sont pas cohérentes avec les structures chimiques proposées actuellement. De
telles différences entre les intermédiaires O, Py, et F n’ont pas pu étre établies soit parce que
les états Py, et F n’ont pas été réellement formés ou soit parce qu’il est important d’obtenir des
spectres différentiels permettant de renseigner plus en détail sur la structure et la dynamique

de ces intermédiaires.

L’observation directe des intermédiaires formés au cours du cycle catalytique de la CcO
n’étant pas possible dans 1’état actuel de nos moyens technologiques, il est nécessaire de
concevoir des outils qui permettent d’étudier précisément les interactions métal-ligands qui se
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forment au sein du site actif de ’enzyme, afin d’identifier avec certitude les modes de
vibrations cuivre-histidine ainsi que de déterminer les parametres qui influencent la fréquence
de ces modes, et donc d’obtenir des données permettant de mieux comprendre le déroulement

des étapes qui menent a la formation des intermédiaires.

Nous avons dans un deuxieme temps cherché a comprendre le role précis des relations
liant les influences stériques distales de porphyrines superstructurées, prises comme modeles
biomimétiques du site actif de la CcO ; & la réactivité et la stabilité des complexes Fe'-O, et

Fe'-CO.

Nous avons entrepris d’étudier trois familles de ligands porphyriniges synthétisés par les
équipes du Dr J. Weiss (la porphyrine a anse phénanthroline : 2Pyporphen) et du Dr B. Boitrel
(les porphyrines « a poche » : HI50a, HI34a, HI29a, 4C,, 4C,-NO2 et 4C,-diNO;). Ces
modeles conservent I’héme, la ligation fer-histidine du site proximal et le ligand complexant
le cuivre du site distal de la CcO. Ils se différencient notamment par leur environnement

autour de I’atome de cuivre et par leur rigidité.

Nous avons caractérisé, dans un premier temps, les différents modeles (ligands libres et
complexes ferriques en utilisant la spectroscopie infrarouge par réflexion totale atténuée
(ATR-IRTF). Dans un second temps, les complexes de Fe(Il) obtenus par réduction de leurs
complexes analogues de Fe(Ill) ont été caractérisés. L’analyse de ces complexes par
spectroscopie IRTF dans le domaine du moyen infrarouge (1800-700 cm™) a permis de mettre
en évidence des modes IR redox spécifiques de ’héme, dont certains sont sensibles a 1’état de
spin du fer. Nous avons montré également que certains modes de vibration dans I’IR lointain
¢taient fortement sensibles a la conformation de la métalloporphyrine considérée et que
certains groupements d’atome de I’environnement distal en interaction avec les ligands axiaux
ou I’héme contribuaient de manicre intense au spectre IRTF. De facon plus spécifique, nous
avons mis en évidence dans les complexes les modes de vibrations internes aux ligands

axiaux 2-methylimidazole et pyridine.

L’¢tude de la complexation des complexes Fe(Ill) et Fe(Il) par une base azotée (type
imidazole) a révélé dans certains complexes leurs propriétés de coordination. Les spectres
obtenus pour le modéle 2Pyporphen montrent que les porphyrines de Fe(IIl) sont
pentacoordinées alors que les complexes de Fe(Il) présentent une géométrie hexacoordinées
autour du métal central. Les résultats obtenus par spectroscopie infrarouge sont en accord
avec les résultats de spectroscopie RPE et UV-Visible fournis par I’équipe du Dr. Jean Weiss
qui montrent un complexe de Fe(IIl) de haut spin et un complexe de Fe(Il) de bas spin.
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Bien que les expériences menées par spectroscopie IR sur 1’étude de la réactivité des
modeles avec ’oxygeéne n’a pas permis de mettre en évidence les vibrations v(O-O) et v(Fe-
O) pour tous les modeles étudiés, I’oxygénation de leurs complexes de Fe(Il) a température
ambiante a montré sur les spectres enregistrés dans le moyen et le lointain infrarouge des
modifications spectrales importantes (Modeles HI et 2Pyrporphen) traduisant des
changements structurales liées a la fixation de ’oxygéne. Le spectre du Modele HIS0a
enregistré dans les basses fréquences montre ’apparition d’une nouvelle bande vers 550 cm™
qui peut étre attribuée a une vibration de valence de fer li¢ a Ioxygene. En revanche, les
complexes de Fe(Il) qui manquent de protection du cycle porphyrinique du c6té opposé de la

tren (Modg¢les 4C,) se transforment en dimere p-oxo de fer(III).

Nous avons aussi étudié¢ le role de 1’atome de cuivre sur I’environnement distal de la
porphyrine en utilisant le monoxyde de carbone comme sonde. Les adduits de Fe(Il)
carbonylés ont été étudiés par spectroscopie IR. Tous les complexes de Fe(Il)-Cu(l)
carbonylés des porphyrines « Capped porphyrins » possédent une bande d’absorption v(C-O)
sauf le complexe de la porphyrine a anse phénanthroline qui en a deux. Cette espece possede

deux orientations distinctes de I’anse dont I’une oriente I’atome de cuivre a proximité du CO.

L’étude dynamique de la CcO, indispensable a la compréhension du fonctionnement de
son site actif, a considérablement progressé grace aux expériences de spectroscopie. Nous
avons ¢étudié¢ dans ce cadre le transfert du ligand au sein des mod¢les, du fer de la porphyrine a
I’atome de cuivre, par photochimie en utilisant un spectrometre IRTF couplé a la fois a un
laser Nd-Yag pulsé et un cryostat permettant d’effectuer les mesures a trés basse température
(15 K). Les ¢études de photodissociation en spectroscopie des adduits carbonylés montrent une
fixation totalement réversible du CO sur I’atome de fer aprés illumination pour tous les
modeles a I’exclusion du modéle 4C,. De maniére trés intéressante, dans le cas du modele le
plus rigide (2Pyporphen), nous avons observé en outre de la bande a 2125 cm™ associée au
CO libre I’apparition d’une nouvelle bande 4 2092 cm™ que nous avons associé & la formation

d’une liaison covalente du CO sur le cuivre.

Les résultats que nous avons obtenu montrent clairement le transfert du CO du fer, apres
photodissociation, au cuivre tout comme dans la cytochrome ¢ oxydase et souléve la question
sur le role du cuivre sur la cinétique et la dynamique de transfert du ligand CO. Il convient
¢également de se demander si le controle de ’entrée et de sortie du ligand de CO par le cuivre

est un mécanisme général de I’enzyme, applicable au ligand physiologique O;.
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Il serait intéressant d’étendre ce type d’étude aux autres analogues du modele 2Pyporphen,
possédant par exemple un composé¢ phénol mimant la tyrosine 280, afin de déterminer
¢éventuellement son role dans la réduction de I'oxygeéne en eau. Ces différents éléments
permettraient de mieux connaitre le déroulement du mécanisme du transfert du ligand CO et

de mieux comprendre le role du cuivre mais également de I’environnement distal.
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Annexe 1: Structure chimique des hémes les plus fréquement
rencontrés
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Figure 1.1: Structures chimiques des hémes B, O, A, D ( dans cet héme, une double liaison du cycle
pyrrolique est réduite, il est donc une choline que plutét un réel héme) et C (la structure de ’héme C
est similaire de celle de I’héme B a I’exception de 1’existence d’une bande liée de maniére covalente

au polypeptide par I’intermédiaire de ponts thioether).*’
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Annexe 2: Modeles du mécanisme catalytique

2.1 Modzéle classsique

1e e
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Figure 2.1: Mode¢le classique du cycle catalytique de la CcO. Les atomes de Fe et Cu représentent
I’héme Fea; et le Cug. Les intermédiaires sont représentés au dessous des cases par les états O, E, R,
A, P, F et O’. Le centre binucléaire recoit les électrons durant la phase de réduction, ce qui entraine la
formation de 1’état R réduit a deux électrons. L’oxygeéne peut donc se lier a I’héme Fea; en générant
I’état A. Un réarrangement électronique induit la formation de I’intermédiaire Peroxy (état P).
L’entrée d’un électron supplémentaire entraine la formation de 1’état F dont la structure est un
oxoferryl. Apres I’entrée d’un autre électron au site binucléaire, 1’état introduit O’ est caractérisé par
deux groupes OH' liés a ’héme Fea; et le Cug. Les liaisons des groupes OH- sont protonées ; deux
molécules d’eau sont alors libérées. Le pompage de protons se produit au niveau des transitions P—F
et F—O’, pour lesquelles deux protons sont pompés pour chaque transition. Les petites fléches
indiquent la consommation des électrons et de protons (bleu = électrons/protons chimiques, rouge =
protons pompés), les grandes fléches rouges représentent les étapes de pompage de protons via des
canaux de sortie. Il a été suggéré que les protons chimiques utilisent le canal K, tandis que les protons
pompés utilisent le canal D." Les canaux de protons sont nommés [D], [K] pour les protons chimiques
ou pompés et [sortie] pour les canaux de sortie de protons pompés, respectivement.
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2.2 Modzéle proposé par Michel, 1999

Figure 2.2: Mod¢le du cycle catalytique de la CcO (Michel, 1999). Les cases représentent les états
d’oxydoréduction et de protonation des intermédiaires. Les cases internes décrivent les réactions ayant
lieu au sein du site actif (le centre binucléaire héme a;-Cug et la Y280). Les intermédiaires sont

représentés au dessous des cases par les états O, E, R, A, Py, F', F, Pr et I. L’héme a réduit est
marqué en vert pour chaque intermédiaire correspondant. Ce modele aborde le pompage de proton en
termes de répulsion électrostatique. A et B représentent des groupes protonés de propionates de I’héme
a ou un site de protonation localisé a proximité du centre binucléaire, respectivement. La charge nette
globale des centres pour chaque état est indiquée par la couleur magenta (la charge du cycle
porphyrinique = -2, oxoferryl = 0, les sites A et B ne sont pas pris en considération). Les petites
fléches indiquent la consommation des électrons et de protons (bleu = électrons/protons chimiques,
rouge = protons pompés), les grandes fléches rouges représentent les étapes de pompage de protons
via des canaux de sortie. Les canaux de protons sont nommés [D], [K] pour les protons chimiques ou
pompés et [sortie] pour les canaux de sortie de protons pompés, respectivement.
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2.3 Modé¢le proposé par Wikstrom, 2000
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Figure 2.3: Modéle du cycle catalytique de la CcO (Wikstrom, 2000). Les cases représentent les états
d’oxydoréduction et de protonation des intermédiaires. Les cases internes décrivent les réactions ayant
lieu au sein du site actif (le centre binucléaire héme a;-Cug, la Y 280 et le ligand Histidine du Cug
(magenta)). Les intermédiaires sont représentés au dessous des cases par les états O, E, R, A, Py, Pr
F, Fr et H. La charge formelle du centre binucléaire est indiquée en bleue claire (porphyrine = -2,
oxoferryl = 0). E représente le résidu E278 (vert). H représente un état dans lequel un ligand OH™ est
lié a I’héme Fea;. H est suggéré d’étre un état désigné par une "énergie élevée" avec un potentiel
permettant la translocation de protons. A et B représentent des groupes protonés de propionates de
I’héme a ou un site de protonation localisé a proximité du centre binucléaire, respectivement.
L’imidazole (ImH) de I’histidine peut se dissocier du Cug et se protoner pour former un cation
imidazolium (ImHH"). Les petites fleches indiquent la consommation des électrons et de protons (bleu
= ¢lectrons/protons chimiques, rouge = protons pompés), les grandes fléches rouges représentent les
étapes de pompage de protons via des canaux de sortie. Les canaux de protons sont nommés [D], [K]
pour les protons chimiques ou pompés et [sortie] pour les canaux de sortie de protons pompés,
respectivement.
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Annexe 3: spectroscopie IRTF

3.1 Principe

La méthode la plus utilisée pour déterminer les fréquences des modes de vibration consiste
a envoyer sur I’échantillon une lumiére IR incidente a travers d’un interférométre de
Michelson (Figure 1). La transformée de Fourier du signal obtenu en transmission donne
directement le spectre de 1’échantillon. Il s’agit de spectroscopie infrarouge a transformé de

Fourier (FTIR)

I, AL N T

Of TTHCTTUR

Figure 3.1: Schéma de I’interférométre de Michelson.

L’interférometre de Michelson est formé de deux miroirs plans perpendiculaires dont 1’un
est fixe (Mf) et I’autre est mobile (Mm). Une lame semi-réfléchissante, Se, appelée
séparatrice, inclinée a 45° par rapport a la direction de propagation du rayonnement incident
est placée au centre du montage. Dans le domaine spectral MIR (moyen infrarouge), la
séparatrice est constituée d’une lame support en KBr et d’un film mince en germanium.

Si I’on fait entrer dans le dispositif un faisceau parallé¢le a partir d’une source ponctuelle S,
la séparatrice Se dédouble le faisceau incident en un faisceau transmis d’intensité I; (vers My,)
et un faisceau réfléchi d’intensité I, (vers Myg). Ces deux faisceaux sont réfléchis par les
miroirs M¢ et My, A leur retour sur la séparatrice, chacun d’eux est a nouveau dédoublé en un
faisceau transmis et un faisceau réfléchi. Les amplitudes des faisceaux émergents sont égales
et ils peuvent interférer a la sortie de 1’instrument. Si les deux miroirs sont a égale distance de

la séparatrice, les chemins optiques suivis par les deux faisceaux sont identiques et ils
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émergent en phase. Si, par contre, le miroir mobile est translaté de x, le chemin optique du
premier trajet augmente de 2x et les deux faisceaux sont plus ou moins déphasés.

L’intensité du signal résultant, en fonction du déplacement & du miroir mobile, porte le
nom d’interférogramme.

L’interférogramme d’une source monochromatique est une fonction cosinus,
I’interférogramme d’une source polychromatique est une somme de cosinus. Le signal en
sortie du détecteur apparait comme un interférogramme (Figure 2), c'est-a-dire une signature
de I’intensité en fonction de la position du miroir. L’interférogramme est la somme de toutes

les fréquences du faisceau.

0.4
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-400 -300 -200 -100 0 100 200 300 400

UNITS (em’)

Figure 3.2: Interférogramme d’une source a large bande en sortie du détecteur.

L’objectif est d’extraire a partir de ’interférogramme V(J) : variation de I’intensité en
fonction du déphasage, le spectre I(v) : variation de I’intensité en fonction du nombre d’onde.
Le spectre I(v)est calcul¢ a partir de D’interférogramme V(5) grace a 1’algorithme de

transformation de Fourier.

I(v) = f+ooV(5) cos(2mvd) dd

Le détecteur recevant simultanément les radiations correspondant a toutes les fréquences

du spectre, on parlera de technique multiplex.
3.2 Avantages de la spectroscopie a transformée de Fourier

Les instruments IRTF possedent plusieurs avantages comparés aux spectrométres

dispersifs.
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- Avantage de Felgett

Cet avantage, également appelé 1’avantage multiplex tient au fait que tous les éléments du
spectre sont acquis simultanément alors que, dans un systéme dispersif, les fréquences sont
mesurées de fagon séquentielle. Le gain de temps ainsi obtenu permet d’augmenter le nombre
d’accumulations et donc d’améliorer la qualité du signal en augmentant le rapport signal sur
bruit. En effet, le rapport Signal sur Bruit est multiplié par Vi pour n accumulations utilisées
pour générer le spectre. D’autre part, le temps de mesure est diminué par n a rapport Signal
sur Bruit et résolution constants ou encore une amélioration de la résolution peut-étre obtenue

a rapport S/B et durée de mesure donnés.

- Avantage de Jacquinot

Aussi nommé ’avantage du trou circulaire : pour filtrer les longueurs d’onde qui doivent
parvenir au détecteur et déterminer la résolution spectrale, le spectrométre IRTF utilise non
pas une fente comme sur les systémes dispersifs mais un trou circulaire de plus fort diametre

laissant passer plus d’énergie et améliorant le rapport Signal sur Bruit.

- Avantage de Connes
L’utilisation d’un laser He-Ne pour mesurer la position du miroir mobile permet I’exacte
calibration des fréquences du spectrométre. La précision atteinte est de 1’ordre de 0,0002 cm™

pour une résolution de 2 cm™.

- Avantage de la vitesse du miroir mobile

La résolution spectrale dépend du déplacement maximum du miroir et est donc
indépendante de la vitesse de déplacement du miroir et de la fréquence. Plus la vitesse de
déplacement du miroir est élevée, plus le nombre d’interférogrammes accumulés par unité de
temps est ¢levé et donc le rapport Signal sur Bruit est meilleur sans perte de résolution

spectrale.

- Avantage de la lumiére parasite
Puisque le spectrométre mesure toutes les fréquences en méme temps, la proportion de
lumiére parasite par rapport a 1’énergie du signal est bien moindre que pour un systéme

dispersif. Cela contribue a améliorer encore le rapport Signal sur Bruit.
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Annexe 4: Les vingt Acides aminés

Nom (Abrv)

Glycine (GLY)

Alanine (ALA)

Représentation Graphique
H

H——C—COOH

Chaine Latérale Carbonée (4)

CHB—C.:—COOH
i
NH2

1
CH3-CH —CIZ—CDOH

Leucine (LEU)

Valine (VAL) v
CH3 NH2
CH3 H

|
CH-CHZ—('Z—COOH
L)

CH3 NH2

Isoleucine (ILEU)

Sérine (SER)

Chaine Latérale a Fonction Alcoo

i
CH3-CH2-CII'I —IZl:—COOH
Ll
CH3 NH2

1l

1
OH-CH2 —(l:—CO-OH

i

NH2

Thréonine (THR)

1
CH3-CH —(E—COOH

i
OH NH2

Chaine Latérale Souffrée (3)

1
SH-CH2—C—COOH
I

1(2)

Propriété(s)

Hydrophcbe

-z z
L8]

Hydrophobe

Hydrophile

Cystéine (CYS) i Hydrophile
NH2
H

Methionine {(MET) CH3-S-CH2-CH3 —C—CooH Hydrophobe

NH2

H

CH2 é—CDOH

Proline (PROD) ' NHZ Hydrophobe
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Chaine Latérale a Résidu Aromatique (3)

1
dni i CH2 —C—COOH Hydrophobe
Phénilalanine (PHE) Q_ ' Absorbe la lumiére a 280nm
NH2
H
. — Hydrophile
HO_Q— CH2—C—COOH hile
Tyrosine (TYR) Niﬂz Absorbe la lumiére & 280nm
H
e ™\— CH2 — C—COOH Hydrophobe
Tryptophane (TRY) | - ’ Absorbe la lumiére 4 280nm
\/ N NH2
Chaine Latérale a Fonction Acide (2)
H
i
Acide Aspartique HOOC‘CHZ_?—CDOH Hydrophile
NH2
H
1
Acide Glutamique HOOC-CH2-CH2 —(¢—COOH Hydrophile
NH2
Chaine Latérale a Fonction Basique (5)
H
Lysine (LYS) NH2-CH2—CH2-CH2-CH2—E::—COOH
N.H2
H
Arginine (ARG) NH-CHZ-CHZ-CHZ—C::—COOH
NH2-C=NH N.H2
H
N/\'— CH2 —(;Z—CDOH
Histidine (HIS) k:) NH2
H
0 1
: Nc-cH2 —C—COOH
Asparagine (ASN) JEeH2—¢
NH2 NH2
H
0 1
, N¢-CH2-CH2 —C—COOH
Glutamine (GLN) / i
NH2 NH2
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i Nesrine OUESLATI

o’ Identification des intermédiaires de la
réduction du dioxygeéne par la cytochrome c
oxydase et ses modeles en faisant appel a la

spectroscopie IR différentielle

Résumé

La cytochrome ¢ oxydase (CcO) est un complexe protéique commun a tous les
organismes aérobies. Elle catalyse la réduction de I’oxygeéne en eau au niveau d’un site
catalytique qui contient un atome de fer hémique et un atome de cuivre (Cug). La famille de
ces oxydases est ainsi appelée super famille des oxydases a "héme-cuivre". Malgré le grand
nombre d’études réalisées au sujet de 1’activité catalytique des CcO, le déroulement exact des
étapes de leur mécanisme reste encore mal connu. Afin de mieux cerner le probleme de la
relation structure-activité de cette hémoprotéine, deux approches distinctes et
complémentaires ont été abordées : 1’étude du systéme naturel et I’approche biomimétique.

Les propriétés ¢lectroniques et vibrationnelles de certains intermédiaires du cycle
catalytique de la cytochrome ¢ oxydase ont été caractérisées par spectroscopies UV-Visible,
de fluorescence résolue en temps et infrarouge. L’analyse du site actif de la CcO par des
substitutions isotopiques du Cusg, ainsi que I'influence du pH sur la structure de cet enzyme
sont discutées.

La deuxi¢me partie de ce travail concerne I’é¢tude du role de I’environnement proche de
I’héme sur la réactivité des complexes Fe'-CO et Fe'-O, grice a une série de modéles
superstructurés du centre binucléaire Fe/Cu de la CcO. Ces analogues synthétiques conservent
I’héme, la ligation fer-histidine du site proximal et le ligand complexant le cuivre du site
distal de la CcO, mais se différencient notamment par leur environnement autour de 1’atome
de cuivre et par leur rigidité. Deux techniques ont été utilisées: la spectroscopie ATR-IRTF et
la photochimie dans le cas d’espéces carbonylées.

L’analyse de complexes ferriques et ferreux de ces modeles dans le moyen et lointain
infrarouge a permis de mettre en évidence des modes IR sensibles a 1’état redox et de spin du
fer. Des modes IR caractéristiques des ligands axiaux de I’héme dans les complexes étudiés
ont pu étre associés a 1’état de coordination de I’héme. L’étude des adduits carbonylés a
montré que les différentes positions du cuivre(I) par rapport au ligand CO ont des effets
distincts et spécifiques sur le complexe Fe'-CO des différents modéles. De maniére
intéressante, la fixation du cuivre(I) dans le site distal du modéle le plus rigide induit une
interaction apparemment tres forte avec le ligand distal du fer, alors que dans les mode¢les les
moins rigides elle induit une interaction apparemment beaucoup moins intense. L’étude des
modeles de la CcO par la photolyse a mis en évidence le transfert du CO de 1’héme au
cuivreuniquement dans le complexe le plus rigide. Ceci suggere que dans ce modele, le
cuivre(l) est situé a proximité de I’héme, du fait de la présence d’une cavité bien construite et
rigide qui empécherait le CO photodissocié de sortir de cette poche.

Mots Clés
Cytochrome ¢ oxydase-Complexe fer-oxygéne-Cuivre-Héme-Intermédiaires réactionnels
Modeles biomimétiques-Monoxyde de carbone-Spectroscopie IRTF-Vibrations métal-ligands




Abstract

Cytochrome ¢ Oxidase (CcO), a member of the heme-copper oxidase superfamily, is a
membrane protein in many aerobic organisms, that catalyses the reduction of dioxygen to
water. Dioxygen binding and reduction occurs at a heterobinuclear site that is comprised of a
heme a3, and a copper atom (Cug) in close proximity. Despite, the CcO has been the subject
of numerous biophysical and spectroscopic investigations, the detailed molecular mechanism
of CcO remains still elusive. In order to better define the structure-function relationship for
this hemoprotein, two distinct and complementary approaches have been employed: the study
of the natural system and the biomimetic approach.

Structural changes accompanying the change in the redox state of some CcO intermediates
have been characterised by UV-Visible, ATR-FTIR and time-resolved fluorescence
spectroscopies. The study of the cytochrome ¢ oxydase active site modified with isotopic
substitutions of Cug, and the effect of pH on the structure are discussed.

The second part of this work is related to study the role of environment on the reactivity of
Fe"-CO et Fe"-0O, complexes by exploiting a series of superstructured models of the binuclear
Fe/Cu active site of CcO. Based upon a porphyrin core, all these models have the iron-
histidine ligation of the proximal site and the copper ligand of the distal site of CcO but they
differ strongly by the environment around the copper and their rigidity.

The study of the ferric and ferrous complexes of biomimetic models in the mid infrared
and far infrared region allowed us to identify redox and spin state sensitive bands. Some other
redox IR bands were attributed to axial ligands and were able to be associated to the heme
coordination state. Using a combination of photochemistry and infrared spectroscopy, we
analyzed the influence of copper (I) on the heme-bound CO on the electrostatic properties of
heme distal environment. Our results strongly suggest that the influence on the interaction of
these compounds with CO are quite different from a change in the position of copper(I) with
respect to the heme-bound CO. Interestingly, the more rigid model compound showed two
Fe-CO stretching frequencies upon addition of copper (1), one in the same region as the model
without copper and one strongly downshifted by ~ 33 cm™. However, in the less rigid
complexes, there is little or no influence of copper(I) on CO bound to the heme. Upon
photolysis, the CO was transferred from the heme to the copper (I) ion. This was not the case
for the less rigid models. Thus, the large frequency shift ascribable to the presence of copper
(I) suggests that the copper ion resides in close proximity to the bound CO. We suggest that
the Fe...Cu distance in the more flexible binucleating ligand is much greater than in the rigid
model where the proximity of copper to the heme is relatively fixed.

Key words
Cytochrome c oxidase- Iron-oxygen complex-Copper-Heme-Reactionnal intermediates

Biomimetic models-Carbon monoxide-FTIR spectroscopy-Metal-ligands vibrations
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