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SYNTHESE PEPTIDIQUE

H == A ===OH Acide aspartique ou acide glutamique
OH

oNB , orthonitrobenzyl

mNB métanitrobenzyl

pNB paranitrobenzyl

tBOC tertiobutyloxycarbonyi

Me | méthyl

Ac acyl

N(Et)3 triéthylamine

DCCI dicyclohexyl carbodiimide

DCHA dicyclohexyl amine

HCl,H—?ép—OMe chlorhydrate d‘aspartate (g nitrobenzyl ester) de méthyl
ONB '

Ac = Agp —=—0Me N acyl aspartate (B nitrobenzyl ester) de méthyl
\
ONB

tBOC <=Asp Me N tertiobutyloxycarbonyl aspartyl (g nitrobenzyl ester)
l .
ONB 9 aspartate (B nitrobenzyl ester) de méthyl



ETUDE DU CHROMOPHORE NITROBENZYLE

€ coefficient d'extinction molaire
D force dipolaire

[Q]M ellipticité molaire magnétique

AaM dichroisme circulaire magnétique
v fréquence

Mi force rotationnelle magnétique

£ force oscillatrice

ONT orthonitrotoluéne

MNT métanitrotoluéne

ETUDE DES PEPTIDES PAR DICHROISME CIRCULAIRE

@] ellipticité molaire naturelle

Ae absorption différentielle dichroique ou dichroisme circulaire

Ra force rotationnelle associée a 1la Eiansition électronique O 5 a
gl

A demi largeur de bande, mesurée a =

e



Ac ?Sp OMe N acyl aspartyl (3 nitrobenzyl ester) aspartate
ONB/, (B nitrobenzyl ester) de méthyl

HC],H—?Iu»OMe chiorhydrate de glutamate (y nitrobenzyl ester)
ONB de méthyl

Ac-«—?lu-——OMe N acyl glutamate (y nitrobenzyl ester) de méthyl
ONB

tBOC Gluj—OMe N tertiobutyloxycarbonyl glutamyl (y nitrobenzyl ester)
ONB 9

glutamate (v nitrobenzyl ester) de méthyl

Ac luy—-OMe N acyl glutamyl‘(y nitrobenzyl ester) glutamate
ONB 9 (y nitrobenzyl ester) de méthyl.

ANALYSE CONFORMAT IONNELLE

' : : - a0 A
) angle de torsiom (Ciw1 N, - ¢ Ci)

L angle de torsion (N, - c* -c¢c' -N. )
i i i i i+l
. P _
w angle de’tor51on (Oi Ci Ni+l Hi+1)
X angle de torsion relatif a la chafne latérale

ETUDE DES PEPTIDES PAR RMN

‘THM.4 tetraméthyl silane

D.8.8. .2,2 diméthylsilapentane 5 sulfonate de sodium

8 déplacement chimique en p.p.m,
J constante de couplage en Herz
6 angle du diédre d'aréte N - oC, dont les faces s'appuient sur les

liaisons N-H et C - H
0 [V}

w angle du diédre d'aréte C - CB dont les faces s'appuient sur les liai-

sons C - H et C - H
o o B B
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Ce travail, ¢'irscrit dans le cadre plus généra’ «des recherches

aratoire de Chimie Macromeléculaire

entreprises par Madane LOUCHEUX au [

ne latérale sur la struc-

de Lille, pour déterminer 1'influence de la cha

ture secondaire des polvpeptides, Jdédculez modeleg des protéines,

went sur leg esters

A ce jour, les étudeg ont portd plus précisé

ot
jov)
I

nitrobenzyliques de 1'zacide poly L zspartigque, et de 1'scide polv L glut:

mique (1 & 7).

L'introdoctior d'un chromophore Juenent syrnetrigus 2 1 ex-

futérale longue, présonte uw cevialn atirait ; en ef-

trémité d'une chai
fet, 1'étude de 1'activite opticue due au chromophore nitrobenzyligue est
susceptible de fournir des renseignements sur la conformation de la chalne

latérale,

En

-

ait, le spectre dichroique deg chulines latérales s'est révé-
1é trés conplexe, mettant en doute 1'existence d’une conformation privilé-
giée, Ce résultzt remet on question les calculg d'énergie counformation-
nelle (8) de SCHERAGA et de ses colloborateurs sur les esters de 1'acide

deux conformationg privilégices pour

pelyaspartigue gqui mettent en éviden

la chaine latéralie, lorsdue le polypeptide est sous forme Hélice o

L'étude de peptides modéles est donc & priori intéressante, car

pour des petites molécules, 1'interprétaticn des résultats théorigues et

expérimentaux, est plus aisée, Nous avons donc syoihétiseé des mounopept ides
et des dipeptides dérives des napartates de niitrobenzyle et des glutnmutes

de nitrcbenzyle, répondant & la forwmule géunérale
monpopeptide A == A == OMe

|

ONE

N acyl L aspartote ou L glutamate (B ouy Lrobenzyvl ester) de

wéthyl,

dipeptide A e P fy e e

(8 ou ¥ywnitrobenzyl eater) L aspartate ou

glutamate (B8 ouvy nitrobenzyv] ester) de mé

N acyl L aspartyl ou L gl
r

L thyl.



ainsi que des monopeptides dérivés du L aspartate de benzyle et du L glu-
tamate de benzyle, afin d'établir des comparaisons avec les dérivés mni-
trés analogues. Ces peptides ont l'avantage de posséder une fonction amide

par chafne latérale, situation qui existe dans les polypeptides,

L'analyse conformationnelle, couplée avec 1°'étude de la résomance
magnétique du proton deoit nous renseiguner zur 1l existence d'interactions
chafne latérale - chaine iatérale ou chaine latérale - souelette peptidigue ;
et nous aider ainsi & interpréter les signaux dichrofgues dus aux chalnes
latérales. Etant donnée la complexité du chromophore nitrobeunzyvle, nous
avons fait au présiabie une étude conpléte de ses transitions électronigues,
d'un point de vue expérimental,en utilisant les technigues de spectroscopie
ultra-violette et de dizhruYsme circulasire magndtigque sur des melécules ni-
trées modéles et sur les peptides étudidés ; et d'un point de vue théorigue,
en calculant les transitions électronigues assocides avx trois nitrotoluénes,

par la méthode gquantigue CNDG/Z.
le plan de notre travail est donc le suivani :

CHAPITRE I : Synthése des dérivés nitrés modeles ot des peptides
CHAPITRE Ii ¢ Analyse conformationneile des peptides

CHAPITRE 1I1 : Etude des peptides par résonance magnétigue nucléaire

o

CHAPITRE 1V : Etude des transitions électronigues du chromophore nIitro-

benzyle

CHAPITRE V

oo

Dichrofsme circulaire naturel des peptides

le mode opératoire se trouve dans 1'appendice I, et les résultats
de 1'étude par spectroscopie infra-rouge des produits prépares, constlituent

1'appendice II.

i

Dans la suite du travail, les compogés pou

ration n'est pas précisée, seront de la forme L.



CHAPITRE I

SYNTHESE DES DERIVES NITRES MODELES

ET DES PEPTIDES



I -~ SYNTHESE DES ACETATES DE NITROBENZYLE

Il ~ SYNTHESE PEPTIDIQUE

A - Principe de la synthése peptidique

1 - Généralités

a - Protection
b =~ Couplage

¢ - Libération des protections

2 - Les groupements protecteurs

a - Protection de la fonction amine

b -~ Protection de la fonction acide

3 - Formation de la liaison peptidigue

a - Activation du partenaire carboxylique
b = Activation du partenaire aminé

¢ - La méthode aux carbodiimides

4 - Racénmisation

a - Généralités

b - Méthodes de détermination du taux de racémisation.

B - Partie expérimentale

1 - Préparation des monopeptides

a - Préparation du N zcyl acide aspartigque et du N acyl acide
glutamigue
b -~ Préparation du N acyl aspartate ( Bnitrobenzyl ester) de

mithyl et du N acyl glutamate ( ynitrobenzyl ester) de méthyl.

o - Choix du schéma réactionnel

B -~ Synthése



¢ - Préparation du N acyl aspartate (B benzyl ester) de méthyl
et du N acyl glutamate (Y benzyl ester) de méthyl.

O - Choix du schéma réactionnel

B - Synthése

2 - Préparation des dipeptides

a ~ Choix du schéma réactionnel

b - Synthése
0 - N tertiobutyloxycarbonyl aspartate (B nitrobenzyl ester)
de dicyclohexylammonium ou N tertiobutyloxycarbonyl gluta-

mate ( Y nitrobenzyl ester) de dicyclohexylammonium,

B - Chlorhydrate de l'aspartyl (B nitrobenzyl ester) aspartate
(B nitrobenzyl ester) de méthyl ou du glutamyl (¥ nitro-

benzyl ester) glutamate ( ¥ nitrobenzyl ester) de méthyl.

Y - N acyl aspartyl (B nitrobenzyl ester) aspartate (B nitro-
benzyl ester) de méthyl ou N acyl glutamyl (Y nitrobenzyl

ester) glutamate (Y nitrobenzyl ester) de méthyl.

IIT - CARACTERISATION DES PRODUITS

Points de fusion

Rotation spécifique

Spectres ultra-violet

Spectres infra-rouge

Analyse élémentaire
Chromatographie sur couche mince

Estimation du taux de racémisation.
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1 - SYNTHESE DES ACETATES DE NITROBENZYLE

Les acétates de nitrobenzyle sont obtenus par action de 1'acé-
tate d'argent sur le bromure de nitrobenzyle correspondant, en utilisant

le benzéne comme solvant,

O
7 /

——— R o —
CH C + Br CH2 » n/ ey CH3 C

N\ \
CAg NO, 0= CH, + AgBr

¢ 2

Pour obtenir 1'acétate d'argent, on prépare d‘'abord le sel
d'ammonium de l’acide acétique, puis on ajoute une solution aqueuse de

nitrate d'argent.

O O
V4 A
CH— C + NH OH — CH——C" + H.O
3 N 4 3 N 2
OH ONH
4
O 0
C// V4
CH;— \ + AgNO, vty CH,— C N +  NH,NO,
ONH OAg



FHESE FEPTIDIQUE

- PRINCIPES DE 1A SYNTHESE

1 - Généralités

La synthése popt i meiste en ia créastion d'une liaison

o
s
el
O

i
amide entre deux acides . vinog selon le schéms

1) H2N-CH-COGH 4 H—COOH‘“_m§HQN-CHxCOWNB~CHwCOOH + H_ O

I 2

R kK R

1 ‘o 1 9

cette réaction n'est pas spontanée i tempérsture ambisnte, et se fait ha-

bituellement en trols stades

8 -

Pour obtenir des peptides chimiguement purs, et en particulier
pour éviter 1z condensatica d'un acide aminé sur lui-méme, il est néces-

]

saire de protéger toutes les fonctions chiwmigues guil n'interviennent pas
lors de la formation de laz lisison peptidigue, On est donce amené i employer
des groupements protecteurs de lu fonction amine, appelés groupements

tours de la fonction acide,

N protecteurs (X) ; et des grouperenis prot

appelés groupenents U protecteurs (V)

Le schéma (1) se moditie done de 13 manidére suivante

+ H,O

) X-HN-CH-COCH * 5




Les groupements protecteurs ont en plus l'avantage d'augmenter la soliubi-

lité des acides aminés dans les solvanis organigues.

I1 faut employer des groupements protecteurs qui sont facilewent
mis en place, mais qui peuvent &tre aussi éliminés facilement et sélecti-

vement, .

b - Couplage

La formation de 1a liaison zmide n'étant pas spontande, 11 faut
donc transformer 1'un des partenaires de la future lialson peptidigue en
une forme plus réactive, apres avoir fixé les groupements protecteurs, Geé-

néralement, c'est la fornction carbexyvlique que l'on active, On a alors

0]
Y/
XmHN-?H-C< + H2N=(EH*-COY — X~HN-EJH-CO-NH=-(‘JH~COY + HZ
7 :
R1 R2 R1 R2

¢ - Libération des protegctions

Dans un troisiéme temps, on enléve les groupes profecteurs
partiellement

H[N“%HHCO*NH—?H-COY

/ 21@ f%

X~HN-CH-CO-NH-CH-COY  ou 1 2

I iR N

R

1 ) XWHN=?H=COnNHm$HmCOOH
{l
Rl RE

ou totalement

X-HN-CH-CO-NH-CH-COY ~—3% H N-CH-CO~-NH-CH-COCH
| [ “od !

Rl RZ RI RZ



2 - Les groupements protectaurs

Un trés grand nombre de groupements protecteurs, tant de 1la fonce-
tion acide que de la fonction amine, sont actuellement 4 1z disposition du
chimiste (9) (10) (11) (12) nous nous bornercns i en énoncer les principaux

types.

La protection de 1z fonction amine peut se faire au moyen

- de groupements du type acyle (formyle, trifluoroacétyle, phtalyle, ortho-

nitrophénylsulfényle, t«svle, benzoyle, acétyle.,.)

- de groupements du type alkylie (trityle, mono et dibenzyle, trialkylsilane...)

- de groupements du type uréthane (bemnzyloxycarbonyle, tertiocbutyloxycarbonyie,

cyclopentyloxycarbonyle et cyclohexyloxyvearbonyie,..)

b - Protection de la fonction acide

On peut protéger la fomctinn zeide

~ en 1l'estérifiant (ester méthylique, éthviique, tertiocbutyligque, benzviigue,

paranitrobenzylique, phtalimidométhylique...)

en formant une liaison smide
- en formant un hydrazide substitue

- en formant un sel.

3 -~ Formation de la liasison peptidigue (9) (10) (11)

I1 v a trois possibilités pour former la liaison peptidigue
- par activation du partenaire carboxyvligue
- par activation du partensire aminé

- en utilisant la méthode aux carbodiimides
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I1 existe quatre méthodes de ce type
- La méthode aux azides préconisée par CURTIUS
- La méthode aux chlorures d'acide développée par FISCHER
- La méthode aux anhydrides mixtes introduite par WIELAND et BOISSCONNAS

-~ La méthode aux esters actifs de BODANSKY

b - Activation du partenaire aminé

——— e i e o s e e o s o oy e e S S e D

C'est une technique trés peu utilisée, qui peut apparaitre comme

up cas particulier de la méthode aux anhydrides mixtes. On distingue
- la méthode aux isocyanates

- la méthode aux phosphazo-amides

¢ - La méthode aux carbodiimides

e e e = o o e i

Depuis que SHEEHAM et HESS ont introduit, en 1955, les carbodii-
mides N, N' dialkylées dans la syntheése peptidique, ces intermédiaires de

couplage, ont connu un succés grandissant (13).

La formation de la liaison amide se fait & basse température avec
d'excellents rendements, il y a élimination d'une molécule d'eau entre la
fonction acide libre d'un acide aminé, et la fonction amine libre de 1'autre

acide aminé ; le carbodiimide se transforme en une uréide.

4 - Racémisation

a ~ Généralités

——— i ——

Au cours de la mise en place ou de 1'élimination d'un groupement
protecteur, et surtout lors de la formation de la liaison peptidique, le
carbone asymétrique C, risque de changer de configuration ; et le peptide

résultant n'est plus optiquement pur,



I
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- Le carbone C, s'épimérise surtout par formation intermédiaire

d'une 5 oxazolone selon le schéma suivant

vof i 1
R, —C——~ C_==0 —_—) R, —C—C=0 —» R, —C—C =0 + HZ
1 |4 5 1 l@g 1 / \
H __NSJ H —X N C
N\ 7 © /
\~§476 \g} QS?
R R R

5 oxazolone

L'oxazolone formée perd un proton en présence d'une base

H
é C 0 159 R E? C
— - r + e 0L O———
TS ' 1 X
N 0 N 0
N/ \ 7
( |
R
On a résonance de 1'oxazole
R ce C=0 ¢——% R C==C 0@ ——3 R C==0
1/ N\ 1oy N\ 1 N
N\\ 0 N /,0 N\ﬁ)//o
\c/ : \c C
i { ]
R R R

- Le carbone asymétrique C, peut aussi s'épimériser pur arrache-

ment direct du proton, lorsque la formation d'oxazolone est impossible

R R
| A° I 20
X —NH—C —C_ = X-—~—NH—-—C-—=~C\/ . WP
Z © Z

H
ce mécanisme de racémisation est peu rencontré en synthése peptidique, car
il nécessite un milieu fortement basique, et des dérivés d'acides o amines

particuliers.
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Il faut remarquer que le groupement N protecteur terticbutyl-
oxycarbonyle évite la racémisation, car il existe sous deux formes meso-

méres, qui stabilisent 1'hydrogéne du carbone asymétrique,

CH 0 H o
[ s o y
CHy— C— 0—G— NH—CH—C T== CH = C—~=0==C — NH ~- GH— ¢
AN |
CH, 2 R z CH, ® R %

11 faut également préciser que le pourcentage de racémisution
peut varier selon les conditions expérimentales ; 1l'utilisation des sol-
vants peu polaires et ¢'un milieu non basique minimise le taux de racémisu-
tion. Lors de la réaction de couplage par la méthode aux carbodiimides,
1'abaissement de la température a4 - 5°C, - 10°C rend quasiment nul le taux

de racémisation.

b - Méthodes de d@termlnatlon du taux de rdcemlsatlom

Actuellement, il existe deux réthodes de détermination du taux de

racémisation d'un peptide synthétique.

- La premiére est une méthode enzymatique, elle consiste & sou-
mettre le peptide & 1'action d'un aminopeptidase qui a la propriéte de rom-
pre la liaison amide formée entre deux acides aminés naturels, de configu-
ration L. D&s que 1'aminopeptidase rencontre un acide aminé de configuras-
tion D, 1'hydrclyse s'arréite. Il est alors possible de mettre en évidence

par chromatographie les peptides non hydrolysés.

- Dans 1a seconde méthode, on hydrolyse en milieu acide le peptide,

jusqu'a 1'obtention des acides aminés qui le composent. On peut alors

déceler les acides aminés D par une méthode enzymatfigue

comparer iu rotation spéeifique de 1'hydrolysat, a celle
d'un mélange d'acides aminés approprié, qui a été soumis aux mémes condi-
tions d'hydrolyse que le peptide

récemment YARON et ses collaborateurs (14) ont expérimenté

une méthode apparemment trés sensible de détection de la racémisation, elie



consiste

a2 transformer les acides aminés obtenus pas hydrolyse acide du

peptide, en N trifluoracétyl acide amine, ester méthylique

CF,, -C-HN-CH-COQCH
31 ) 3

0 R

On fait ensuite une chromatographie en phase gaz, en

utilisant une phase stationnaire chirale (& base de CF‘Comphe—Ala Tewu-0-C H_ )

61l

qui permet la séparation des énsntiomorphes L et D,

PARTIE EXPERIMENTALE

1 - Préparation des monopeptides

Nous avons acylé directement l'acide aspartique et 1'acide gluta-

migue au moyen de 1'anhydride acétigue en milieu agueux
y y ’

(pH = 8) (15)

0
Y/,
CHé—-C/
\ p,
0 + H.N-CH-C
2 I N
CH c/ (CH,), NA
3N 21 ou 2
0 |
C
/
o7 “ona

Puis nous avons acidifié

0
/
CH,,—— C—HN—— CH— C
3 | ™ o
0 (CH_.) a
‘ 2 1ou2
C
o? Noxa

légerement basigue

on” #°
~—— CH, quHNwCHmC( + CH,COONa
: i ONa K
0 (CH, E ou2
|
C
¥
& “oma
HC1 CH,——C = HN-—- CH——COOH  + 2 NaCl
g i
(g3
(s“)l ou 2
COOH
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G . Choix du schéma réactionnel

Nous voulions préparer du N acyl aspartate (B nitrobenzyl ester)
de méthyl et du N acyl glutamate (y nitrobenzyl ester) de méthyl afin d'en
faire plus particuliérement une étude spectroscopique. Un certain nonbre
d'impératifs devait étre respecté , nous guidant dans la détermination du
schéma réactionnel et dans le choix des groupements protecteurs., La syathese
devait

entrainer un minimum d'épimérisation

conduire & des dérivés bien cristallisés

respecter la fonction ester nitrobenzylique qui est tres labile

en milieu basique comme 1l'ont montré les travaux de HELBECQUE (16).

Nous avons donc

protégé la fonction amine par le groupement tertiocbutylexy-
carbonyle qui présente 1l'avantage supplémentaire de s'éliminer facilement

au moyen du gaz chlorhydrique sec & température ambiante,

protégé la fonction acide en O en la transformant en ester
méthylique au moyen du diazométhane. L'ester méthyligue est peu encombrant
de plus, il n'absorbe pas dans 1l'ultra-violet, 11l n'est pas possible d'€li-
miner 1l'ester méthylique sans entrafner la saponification de 1'ester nitro-

benzylique.

D'oll le schéma réactionnel suivant



tBOC

tBOC

HC1, H

AC

L A
K OH
OH
l{\ OH
ONB
OH
ONB
OMe
ONB
OMe
ONB
OMe
ONB

Tableau des abréviations

L H —-zi&-—-OH
OH

NB

Me

Ac

. méthyl -—-CH

: acide aspartique ou acide glutamique

: nitrobenzyl - CHz@

NO

2
CH
| 3
: tertiobutyloxycarbonyl CHS——m?—mO »-—(; —_—
&)
CH3

3

: acyl —C—CH

{ 3

Birg
UL[;
—

- 16 -

n
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B - Synthése
- Aspartates de nitrobenzyle

Pour obtenir sélectivement 1'ester nitrobenzylique en position
de l'acide aspartique, nous avons blogué la fonction acide située en ©
en utilisant la méthode de complexation par les ions cuivriques préconisée
par LEDGER et STEWART (17) et (18), le processus expérimental est rappelé

dans la figure I-1,

~ Glutamates de nitrobenzyle

Ies ¥ L glutamate de nitrobenzyle ont également été préparés se-
lon la méthode de complexation par le cuivre précédemment citée. Le proces-

sus expérimental est rappelé dans la figure I-2,

- N tertiobutyloxycarbonyl acide aspartique (B nitrobenzyl ester) ou

N tertiobutyloxycarbonyl acide glutamique (¥ nitrobenzyl ester).

Nous avons protégé la fonction amine libre du B L aspartate de
nitrobenzyle, et du Y L glutamate de nitrobenzyle par action de 1l‘'azide de
tertiobutyloxycarbonyle, en utilisant le DMSO comme solvant, et en présence

de triéthylamine qui rend légerement basique le milieu (19) et (20).

(fH3 N
/ o @
CHS—--(‘?--—O—-—E—-N\“ +  HyN--CH-—CO0~ NH(CHz~CH)), —0u .y
CHy N (CH,)
' 2°1 ou 2
%
o’ \cl)
CH,
NO,
CH
X
CH, —C —0 —C —HN-—CH —co0® %1 (cu_cu,, ) +  HN
3 l '!) 2 7373 3
CHS (CHZ)I ou 2
C
RSN
o? ci)
H,
NO,

on acidifie au moyen de 1'acide citrique.
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- N tertiobutyloxycarbonyl aspartate (8 nitrobenzyl ester) de méthyl
ou N tertiobutyloxycarbonyl glutamate (y nitrobenzyl ester) de méthyl

La fonction acide libre du N terticbutyloxycarbonyl acide as-
partique (B nitrobenzyl ester) ou N tertiobutyloxycarbonyl acide gluta-
mique (Y nitrobenzyl ester) est transformée en ester méthylique, & tem-
pérature ambiante en utilisant le diazométhane comme agent de méthylation,

avec d'excellents rendements. (21)

s s
CH.-C-O-C-HN-CH-COOH  + CH,N, —3 CH_-C-0-C-HN-CH-COOCH
3 ] ] 22 3 | i | 3
CHg O ($H2)1 u2 CHy O (TH2)1 u 2
C
7\ 4\
0 cl) o o

- Chlorhydrate de 1'aspartate (B nitrobenzyl ester) de méthyl ou du
glutamate (y nitrobenzyl ester) de méthyl (22).

On dissout le N tertiobutyloxycarbonyl aspartate (B nitrobenzyl
ester) de méthyl ou le N tertiobutyloxycarbonyl glutamate (y nitrobenzyl
ester) de méthyl dans 1'acétate d'éthyle, et on fait passer un courant de
gaz chlorhydrique anhydre dans la sclution, 4 température ambiante ; le

chlorhydrate précipite dans le milieu,

CH
CH
& o o NI
CH -C—0-C-HN-CH-COOCH.  + HC1 — C12 H_N -CH-COOCH, + C=CH. + CO
37] 3 3 3 P >
CHg O (sz)l u 2 (fﬁz)l ouz  CH3
0//0\ N
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~ N acyl aspartate ( B nitrobenzyl ester) de méthyl ou N acyl glutamate

(v nitrobenzyl ester) de méthyl (23)

Le chlorhydrate de 1'aspartate ( Bnitrobenzyl ester) de méthyl

ou du glutamate (y nitrobenzyl ester) de méthyl est acétylé au moyen du

chlorure d'acyl en présence de triéthylamine qui rend le milieu légére-

ment basique. On opére & basse température (T = 0°C)

@ @ (Et)3N G ®
CH.-C-C1 + Cl1~ H_N-CH-COCCH, -——¥ CH_-C-HN-CH-COOCH, + 2 C1 HN (Et)
3 n 3 I 3 3 it ' 3 3
0
((’3H2)1 ((|3H2)1 a2
C C
7
o N N
CH, CH

2
@'N 0

¢ - Préparation du N acyl aspartate (B benzyl ester) de méthyl

0 - Cheoix du schéma réactionnel

Nous avons pris le méme schéma réactionnel que celui utilisé pour

préparer les dérivés nitrés homologues.

8 - Synthése
-B L Aspartate de benzyle
Le BL aspartate de benzyle a été obtenu par estérification di-
recte de 1l'acide L aspartique par 1'alcool benzylique, en utilisant comme

catalyseur le gaz chlorhydrique anhydre (24).

H N — fH — COOH  + HO— CHZ_@ Hely H,N — Gt — COOH
ICHz iz
COOH

C
Z \
6} ()_.(nEr_<::>

-YL glutamate de benzyle

Le yL glutamate de benzyle a été préparé en utilisant la méthode
de complexation par le cuivre préconisée par LEDGER et STEWART.

Les étapes qui ménent au N acyl aspartate (B benzyl ester) de mé-
thyl ou N acyl glutamate (y benzyl ester) de méthyl sont rigoureusement

identiques dans leur description, & celles qui conduisent aux dérivés nitrés

homologues.



- 99 -

2 - Préparation des dipeptides

a - Choix du schéma réactionnel.

Nous avons choisi comme méthode de couplage,la méthode aux car-

bodiimides. D'oll le schéma suivant

L A
H OH
OH
H OH
ONB
LA tBOC OH
ONB
tBOC N OH tBOC OMe
ONB ONB
tBOC 7\ OH ,DCHA HC1, H K OMe
ONB ONB
DCC]
tBOC cet l\\ OMe
ONB ONB
HC1.,H & *\\ OMe
ONB ONB
Ac OMe
ONB

DCCI : dicyclohexylcarbodiimide

DCHA : dicyclohexylamine
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b - Synthése

@ -~ N tertiobutyloxycarbonyl aspartate (8 nitrobenzyl ester)
de dicyclohexylammonium ou N tertiobutyloxycarbonyl glu-

tamate (y nitrobenzyl ester) de dicyclohexylammonium:

La dicyclohexylamine est ajoutée & une solution de N tertiobutyl-
oxycarbonyl acide aspartique (B nitrobenzyl ester) ou de N tertiobutyl-

oxycarbonyl acide glutamique (y nitrobenzyl ester) dans 1'acétate d'éthyle.

le sel précipite

CH /I::) CHs
|3 . | o ®
CH3—?-O—ﬁ—HN—CH—COOH + H-N —_— CHS—?-O-ﬁ—HN—?H—COO H2N
CH3 0 (THZ)I ou 2 CHS 0 (fHZ)l ou 2
C . C
g\ 7\
(0] 0 (0] 0

CH, H,
@- NO, | v NO,

B - Chlorhydrate de 1l'aspartyl (B nitrobenzyl ester) aspartate
(B nitrobenzyl ester) de méthyl ou du glutamyl (Y nitro-
benzyl ester) glutamate (y nitrobenzyl ester) de méthyl.

Le groupement N protecteur tertiobutyloxycarbonyl est enlevé au
moyen du gaz chlorhydrique anhydre, mais seul le chlorhydrate de 1'aspartyl

(g nitrobenzyl ester) aspartate (B nitrobenzyl ester) de méthyl cristallise

Yy - N acyl aspartyl (B nitrobenzyl ester) aspartate (g nitro-
benzyl ester) de méthyl ou N acyl glutamyl (y nitrobenzyl

ester) glutamate (Y nitrobenzyl ester) de méthyl.

Le chlorhydrate précédemment obtenu est acylé par le chlorure

d'acyl & basse température.
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III - CARACTERISATION DES PRODUITS

Les produits obtenus ont été caractérisés par :
leur point de fusion F -
20
leur rotation spécifique, mesurée a A = 546 mm, : [u]546
leur spectre ultra-violet
leur spectre infra-rouge
l'analyse élémentaire

leur Rf

A - POINTS DE FUSION

Les points de fusion ont été déterminés au moyen d'un microscope

LEITZ muni d'une platine chauffante (type 350)

Aucune correction n'a été apportée sur la valeur des points de

fusion obtenus.

B - ROTATION SPECIFIQUE

Les rotations spécifiques ont été mesurées sur le polarimétre

PERKIN-ELMER modéle 141, en utilisant une cuve en quartz de 5 cm d'épais-

seur.
Les rotations spécifiques des composés sont exprimées en
degré nﬂg—l dm = , unité hors systéme imposée par la tradition. On a en
effet
o
k] - 1C
0 : angle de rotation mesuré, exprimé en dégré

1 : trajet optique exprimé en dm,

. -1
C : concentration du soluté en g ml .



C - SPECTRES ULTRA-VIOLET

Les spectres ultra~violet ont été enregistrés sur le spectropho-
tométre CARY 14 de 1'Institut de Recherche sur le Cancer de Lille, en utili-
sant des cuves en quartz de 0,01 ¢m, 0,1 cm et 0,5 cm d'épaimseur,

Nous avons reporté dans 1'appendice I, la valeur du coefficient
d'extinction moléculaire ¢ (exprimé en 1 mole-1 cm-l) au maximum d'absorp-
tion de la bande & transfert de charge intra moléculaire du groupement

nitrobenzyle.

=)
1

SPECTRES INFRA-ROUGE

Les spectres infra-rouge ont été enregistrés A partir d'une sus-
pension des composés dans du bromure de potassium anhydre, sur un spectro-
graphe PERKIN EIMER, modéle 257,

Pour identifier les principales raies, nous nous sommes servis

d'une part des deux ouvrages suivants :

"The infra-red spectra of complex molecules' de L.J. BELLAMY
(London : Methuen an Co L.T.D, ; New York John Wiley and Sons inc.)

"Introduction to infra-red and Raman spectroscopy’ de COLTHUP,
DALY, WIBERLY (Academic Press New York and London)

d'autre part, nous avons synthétisé les méthanes et diuréthanes secondaires
suivants, afin de pouvoir préciser les bandes dues au groupement protecteur

tertiobutyloxycarbonyle :
CHS\\ ’/Cﬂs
CH w= O == C ~ (CH_, ) ,~~ C =~ 0-—CH
| 2°6 |

N
CH3 CHS

@. CHy— O—E-—-HN—— (CHy) g— ﬁ—-—o——cnz—@
0
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CH

3
@-NH—- c— o—cu”
I N

CH3

@_NH_E—O_CHZ-_@
0]

La position des principales bandes, ainsi qu'une estimation de
leur intensité, des composés synthétisés, sont rassemblés dans les onze

tableaux de l'appendice n°® I,

Nous avons joint dans 1'appendice n° II les spectres infra-rouge

-1 -1 -1 -1
de nos dérivés, entre 3500 cm - 2800 cm = et 1800 cm = - 1300 cm

E - ANALYSE ELEMENTAIRE

Les analyses élémentaires ont été effectuées au Centre de Recher-
ches sur les macromolécules de Strasbourg par Monsieur CAILME, que nous te-

nons A remercier ici,.

F - CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

Les chromatographies ont été réalisées sur des plaques D.C.

PLASTIKFOLIEN KIESELGEL F 254 MERCK, en utilisant deux solvants

le solvant n° 1 composé de : 400 ml de n Butanol
100 ml d'eau

*100 ml d'acide acétique

le solvant n® 2 composé de : 1520 ml de chloroforme
80 ml de méthanol
48 ml d'acide acétique

les acides aminés et les chlorhydrates d'acides aminés ont été

directement révélés par la minhydrine.
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Les monoméres et les diméres N protégés par le groupement tertio-
butyloxycarbenyle ont été révélés a la minhydrine, aprés chauffage de la

plaque & 150° dans une étuve.

Enfin, les taches correspondant aux monoméres et aux dimeres N

acylés, ont été mises en évidence par fluorescence.

les valeurs Rfl et sz sont rassemblées dans les tableaux de l'ap-

pendice 1,

G - ESTIMATION DU TAUX DE RACEMISAT ION

Nos peptides étant formés d'acides aminés non naturels, il était
donc exclu d'utiliser une méthode enzymatique pour évaluer le taux de racé-

misation.

L'hydrolyse des peptides dans une solution dans le dioxane de gaz
chlorhydrique 6 N, & reflux pendant 24 heures, s'accompagne de la coupure
de l'ester nitrobenzylique et on obtient un mélange d'acides aminés, qu'il

est difficile de cristalliser et de purifier.

Aussi avons nous synthétisé le D Acyl Glutamyl (paranitrobenzyl
ester) glutamate (paranitrobenzyl ester) de méthyl et comparé sa courbe
de dispersion optique rotatoire avec celle du L acyl glutamyl (paranitro-

benzyl ester) glutamate (paranitrobenzyl ester) de méthyl.

Dans la figure I-3, nous avons reporté la rotation molaire [nﬂ
du dimére L~L et moins la rotation molaire du dimére D-D entre 400 et
600 mm (Solvant T.M.P.). Aux erreurs d'expérience prés, les deux courbes

sont trés voisines, ce qui entrafne deux conclusions possibles
les diméres ont racémisé avec le méme taux de racémisation
les diméres ont faiblement racémisé,

Nous pensons qu'il est peu probable que les deux isoméres aient
racémisé exactement de la méme maniére, Il est tout & fait raisonnable
d'interpréter la figure I - 3 comme une absence de racémisation, compte

tenu du choix des groupements protecteurs, et de la méthode de couplage.
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CHAPITRE II

ANALYSE CONFORMATIONNELLE

DES PEPTIDES
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I - LES METHODES D'ANALYSE CONFORMAT IONNELLE

A - GENERALITES

L'existence d'une relation étroite entre la structure et 1l'acti-
vité des macromolécules biologiques, telles que les protéines et les acides
nucléiques, est maintenant bien établie. En particulier, les sites de con-
trdles, les sites de réactions, et les zones d'interactions spécifiques des

enzymes, sont déterminées par la conformation de 1'enchainement polypepti-

dique formant la molécule,

L'étude de la conformation des macromolécules biologiques ou syn-

thétiques, peut se faire de deux maniéres différentes et complémentaires

- expérimentalement, au moyen de méthodes spectroscopiques ou

radiocristallographiques

~ théoriquement, en procédant & 1l'analyse conformationnelle de 1la

molécule,

Dans les études théoriques sur la conformation des protéines, 1la

liaison peptidique est généralement supposée plane.

N\, A

o2

=

b

unité peptidique

Figure II-1

- 31
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La flexibilité du squelette polypeptidique est donc essentielle-
ment due aux possibilités de rotation autour des liaisons simples N - Cg ,

O o
et C = C' adjacentes au carbone C (figure II-1),

Par conséquent, la conformation.d'un ensemble de deux unités pep-
tidiques peut étre décrite en donnant les valeurs des angles ¢ et ¥ de

o 0
deux diédres d'aréte C =N et C - C',

On admet en premiére approximation que la conformation d'un rési-

du amino-acide (Figure II-2)

] il
S NG
|

R

résidu amino acide

Figure 1I-2

est indépendante de celle de ses plus proches voisins. En d'autres termes,
les interactions & courte distance d'un résidu amino acide dans une chaine
polypeptidigque, ne font intervenir que les deux unités peptidiques direc-
tement reliées au résidu, et dépendent fortement de la nature de la chafne
latérale R. Ceci constitue "1'approximation dipeptidique', elle néglige
deux types d'interactions qui peuvent étre d'une grande importance dans 1le
cas des protéines ; & savoir les interactions macromolécule - solvant, et
celles qui apparaissent entre résidus éloignés le long des chaines peptidi-

gues, mais proches dans 1l'espace & cause du repliement des chafnes.

Les calculs effectués en tenant compte uniquement des interac-
tions entre plus proches voisins sont néanmoins valsbles pour déterminer les
conformations préférentielles des résidus amino acide, et constituent un

point de départ pour 1l'étude des conformations de chaines polypeptidiques.

C'est pour ces raisons que les calculs ont eu pour premier objec-
tif 1'étude des propriétés conformationnelles des '"dipeptides’ du type

N acyl, N' alkyl amino acide amide
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CH_ <= (C ===HN === CH=—C
3 !

N
¢ R NH—R,

- LES METHODES DE CALCUL

Les études théoriques sur les conformations des résidus amino
acide et des polypeptides peuvent se classer en trois catégories, qui cor-
respondent grossiérement aux étapes successives du développement et du raf-

finement des calculs
- Les calculs empiriques dans 1'approximation de la "sphére dure"

- Les calculs empiriques dans 1'approximation d'une énergie po-

tentielle composite

- les calculs quantiques

1 -~ Les calculs empiriques dans 1'approximation de la "sphére dure”

En 1963, RAMACHANDRAN et ses collaborateurs (25) assimilant les
atomes A des sphéres dures d'un rayon égal au rayon de VAN DER WAALS, étu-
dient d'une fagon détaillée pour un résidu amino acide, les régions de 1'es-
pace stériquement permises (celles pour lesquelles les sphéres n'entrent pas
en contact) et les régions stériquement interdites (celles pour lesquelles

les sphéres se touchent).

I1 est alors possible de tracer des cartes conformationnelles

(¢, ¥) comme celle de la figure (II-3).

En 1966, LEACH et ses collaborateurs (26) développent un traite-
ment sur ordinateur de ce concept de sphéres dures, ou spheres de

VAN DER WAAILS.

Dans cette approche, la notion de rayon de VAN DER WAALS devient
insuffisante, et les auteurs qui utilisent 1l'approximation de la sphére
dure, tiennent compte dans leurs calculs de deux séries de rayons atomiques,
ce qui définit les conformations normalement permises, et les limites ex-

térieures.
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L'approximation de la sphére dure ne tient compte que des répul-
sions & courte distance, et ne fait pas intervenir les forces attractives
entre atomes, Elle ne donne pas d'information sur la position des minima

énergétiques, donc sur la nature des conformations préférentielles,

Néanmoins, cette premieére méthode de calcul a permis de détermi-
ner les conformations stériquement permises de di et de tripeptides formés
a4 partir d'acides aminés rencontrés dans les protéines (26), mais aussi de
peptides de structure primaire connue, comme une boucle octapeptidique con-

tenue dans la ribonucléase (27), et la gramidicine (28).

2 - Les calculs empiriques dans 1'approximation d'une énergie potentielle

composite

En 1965, LIQUORI et ses collaborateurs (29) suggérent de décompo-
ser 1'énergie potentielle totale de la molécule, en une somme de plusieurs

termes indépendants , jugés a priori importants, comme

les interactions non liantes
les interactions électrostatiques
. les liaisons hydrogeéne
les barriéres de rotation autour des liaisons simples

les déformations des angles et des liaisons de valence

Ce procédé de calcul est trés rapidement développé par plusieurs

groupes de chercheurs, parmi lesquels

SCHERAGA et ses collaborateurs (30)
BRANT et FLORY (31)

RAMACHANDRAN et ses collaborateurs (32)
POPOV et ses collaborateurs (33) et (34)

Dans ce type de méthode empirique, on part du principe que les
conformations stables correspondent aux minima de 1'énergie totale d'inter-

action entre les atomes de la molécule.

La difficulté majeure réside dans 1l'expression mathématique des
différentes interactions qui composent 1l'énergie potentielle totale. On

est obligé d’'utiliser des formules semi-empiriques, dont les paramétres



'35..—

sont ajustés en tenant compte des données expérimentales que l'on posséde

sur des modéles moléculaires simples.
On peut reprocher a cette méthode

la diversité des relations semi-empiriques sur lesquelles elle
est basée

un certain arbitraire dans le choix des interactions dont on
tient compte pour calculer 1'énergie potentielle totale (en particulier,
on ne prend pas en considération les interactions "fortes' comme les liai-

sons chimiques, les effets de résonance et de transfert de charge).

Néanmoins, la contribution des méthodes empiriques & la connaissan-
ce des conformations des peptides et des biopolyméres en général, est indé-
niable. Le récent développement des méthodes quantiques a pu faire penser
que les méthodes empiriques allaient &tre rapidement abandonnées. En fait,
ces derniéres méthodes permettent dans de nombreux cas de prévoir trés vala-
blement les conformations et sont d'un usage beaucoup plus commode pour le
traitement sur ordinateur ; elles continuent donc d'étre trés largement em-
ployées, d'autant plus que d'une part la définition des fonctions potentiel
s'améliore et que d'autre part, il semble maintenant possible de tenir comp-

te des interactions avec le solvant, ou avec d'autres molécules.

3 - Les méthodes quantiques

les méthodes quantiques visent & une évaluation directe de 1'éner-
gie moléculaire totale, associée aux différentes configurations atomiques
du systéme, et ainsi, en une prédiction directe des conformations préféren~
tielles, en utilisant un minimum de données semi-empiriques. Mais ce n'est
que gréce & des développements récents qu'elles ont pu &tre utilisées pour

1'analyse conformationnelle d'acides aminés et de polypeptides.
Trois méthodes ont été principalement appliquées aux molécules
biologiques :
la méthode EHT (Extended Hiickel theory) par HOFFMAN (35)

la méthode CNDO/2 (Complete Neglect of differential overlap)
par POPLE et SEGAL (36) et (37)

et la méthode PCILO (Perturbative Configuration Interaction

using totally Localized Orbitals) par DINER et ses collaborateurs (38),
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par MALRIEU et ses collaborateurs (39) et par PULLMAN (40) et (41),

I1 faut souligner que dans le domaine biologique, c'est de loin
la méthode PCILO qui est la plus utilisée et qui fournit les calculs les

plus complets,

Prenons 1'exemple des 'dipeptides"” de formule générale :

H 0
l i
CH, =~ C—— N === CH~= C==N =R
0} R1 H

qui ont fait récemment 1'objet de nombreux travaux théoriques et expérimen-

taux,

Les résultats expérimentaux obtenus par spectroscopie infra-
rouge en solution trés diluée dans un milieu inerte, et par résonance ma-
gnétique du proton, montrent la coexistence de deux formes cyclisées ap-

pelées C_ et C7, qui sont stabilisées par des liaisons hydrogéne intra-

5
moléculaires (42)

CH H~ - -0 R CH 0O--H R

N, N _ T N2 N E
7 N D

H

oy —
(o
[

Cycle C Cycle C

5 7

Seule la méthode PCILO (43) met en évidence théoriquement, que
les cycles C5 et C7 sont des conformations favorisées, alors que la méthode

EHT (44) ne retrouve que la forme C5'
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C ~ CONVENTIONS ET NOMENCLATURE

Dans la plypart des calculs empiriques, les angles de valence

et la longueur des liaisons sont supposées fixes.

La conformation du squelette d'une part et de la chaine latérale
d'autre part d'un dipeptide:est alors parfaitement déterminée par un cer-

tain nombre d'angles de torsion qui apparaissent sur la figure 1I-4,

Rappelons que 1l'angle de torsion T (ABCD) des atomes A et D au-
tour de la liaison B - C, dans la molécule A-B-C-D est l1l'angle digédre dé-
fini par les plans ABC et BCD (figure II-5), est positif lorsque regar-
dant le long de la liaison B - C, de B vers C, on fait tourner le plan
ABC dans le sens des aiguilles d'une montre pour le superposer au plan

BCD, T est négatif dans le cas contraire.

1 - lLes ang}es de torsion qui interviennent pour décrire le sgquelette
peptidique,.

Trois angles de torsion sont nécessaires pour décrire une unité
peptidique, & savoir les angles

o
-N, -C, -C"))
1 1

¢i(C'i- i

1

y o '
g Ny -6 - €6 - Ni+1)

(] - L -
et 305 = C5 - Ny - Hiy)

Malheureusement, en pratique, il existe deux conventions qui dif-

férent dans le choix de 1'origine des angles ¢i’ Wi et wi

dans 1'ancienne convention (45) qui est encore la plus utilisée,

b4

les angles ¢i, i :
plan et complétement étendu, la liaison peptidique étant sous forme trans.

(figure 11-6),

et wi sont nuls lorsque le squelette polypeptidique est



figure -5




Convention de 1966: P = W= =0’

Convention de 1970 - VY= w=180°

figure II-6

figurell-7
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dans la nouvelle convention, proposée par la Commission de
Nomenclature en biochimie de 1'IUPAC - IUB en 1970, un angle de torsion
est nul lorsque les trois liaisons auxquelles il se rapporte, sont co-
planaires, la premiére et la troisiéme étant en position cis par rapport

4 la seconde

Dans ce cas, pour la chaine polypeptidique plane, complétement étendue,
on a

¢=‘P=w= 180°

Néanmoins, la convention de 1970 ne modifie pas 1'aspect des car-
tes d'énergies conformationnelles (¢ ,Y) dressées avec 1'ancienne convention,
I1 suffit en effet de faire subir & l'origine des angles ¢ et & 1'origine
des angles ¥ une translation de 180° pour passer des anciennes aux nouvelles

conventions

2 - Angles de torsion qui interviennent dans la description de la chafne

latérale.

La désignation des atomes de la chaine latérale, commence & par-
tir du carbone c? . Les atomes lourds (carbone, oxygéne, azote) sont re-
pérés par des lettres grecdues B, v,§ ... avec un indice 1 ou 2 dans 1le

cas des branchements.

les liaisons successives sont numérotées & partir de la liaison

o U - :
C —-CB vers l'extrémité de la chaine, en ordre croissant.

-

L'angle de torsion autour de 1la j”eme liaison est appelé Xj’ il
est compté positivement lorsque la (j—l)‘eme liaison tourne autour de 1la
-]

me . . N P
J liaison dans le sens des aiguilles d'une montre, pour éclipser 1la

(j+1)émeliaison (figure I1I-7).
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La convention de 1966, et celle de 1970, adoptent la méme défi-
nition de Xj =0 : Xj est nul lorsque les liaisons_j~1, j et j+l sont co-

planaires, et que les liaisons j-1 et j+l sont en position cis.

D - LA METHODE EMPIRIQUE DANS L'APPROXIMATION D'UNE ENERGIE POTENTIELLE
COMPOS ITE

Comme nous l'avons vu précédemment, la méthode empirique dans
1'approximation d'une énergie potentielle composite, est basée sur la
possibilité de décomposer 1'énergie d'interaction entre les différents
atomes d'une méme molécule, en plusieurs termes indépendants, Nous allons

maintenant préciser la nature de ces différentes interactions.

1l - Les interactions non liantes

Les interactions entre charges fluctuantes, ou encore interac-
tions de VAN DER WAALS, ou interactions de dispersion, interviennent de
fagon importante, et méme souvent prépondérante, dans 1'expression de
1'énergie potentielle totale de la molécule. Elles sont du méme ordre de

grandeur que les interactions électrostatiques.

Parmi les nombreuses fonctions proposées pour décrire les interac-—

tions non liantes, les deux plus utilisées sont

la fonction de BUCKINGHAM

aij ci_j
Eij = b T, - .6
e J J ij

d. c. .
i3 _ i)
ij 12 6
Tij Tij

(figure I1I-8)
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Dans chacune de ces fonctions, on retrouve le terme attractif

de VAN DER WAALS : €ij
-5

r. .

ij

et un terme répulsif, qui prend de’'l1'importance lorsque la distance entre

atomes est de 1'ordre de grandeur de la somme des rayons de VAN DER WAALS,

Eij est 1'énergie d'interaction entre deux atomes ''mon 1iés" i et j

(c'est-a-dire deux atomes séparés par plus de deux liaisons)
rij est la distance entre les atomes i et j

a ’

R D
1] 1] 1)
d'apreés les résultats de spectroscopie hertzienne et de cristallographie.

dij sont des coefficients indépendants de-rij, ajustés

La fonction de LENNARD-JONES n'a pas 1'inconvénient de tendre
vers - *® quand rij tend vers O, elle permet aussi des calculs plus rapides,
en évitant 1'évaluation d'une fonction exponentielle ; c'est peut-étre pour

ces raiéons, qu'elle est un peu plus utilisée que la fonction de BUCKINGHAM,

2 - les interactions électrostatiques

ARRIDGE et CANNON (46), puis BRANT et FLORY (47) (48) ont montré
que les calculs conformationnels devaient tenir compte des interactions
électrostatigques dipole ~ dipole, entre les groupes amide qui ont un moment

dipolaire permanent de 3,7 Debye.

00I et ses collaborateurs (49) ont établi que ce type d'inter#é-
tion intervient également lorsque les chaines latérales ont un moment di-
polaire non nul ; c'est le cas en particulier des aspartates et des gluta-
mates dont la fonction ester posséde un moment dipolaire permanent de

1,7 Debye.

Pour calculer l'énergie électrostatique totale EE’ on utilise
1'approximation des monopoles, c'est-a-dire, que 1l'ou détermine une distri-
bution fictive de charges ponctuelles sur chaque atome, compatible avec le

moment dipolaire total, et la charge globale de la molécule.



BUCKINGHAM

figurell -8

LENNARD = JONES

figureII-9




Er permittivité relative qui varie selon les auteurs de 1 i 4,

€, permittivité du vide.

L'évaluation des charges ¢ se fait habituellement par la méthode
de DEL RE (50) ; les chargesT sont évaluées par la méthode de BERTHOD et
PULLMAN (51). Récemment, des méthodes quantiques plus élaborées, telles
que la méthode EHT et surtout la méthode CNDO/2, ont été utilisées pour
déterminer la distribution des charges partielles qui rend mieux compte

des interactions électrostatiques.

3 - Les liaisons hydrogeéene,

L'énergie des liaisons hydrogéne, comprise entre 3 et 8 kcal mole_1
est nettement supérieure a 1'énergie d'interaction non liante, elle doit
donc étre incluse avec la plus grande précision possible dans le calcul de
1'énergie potentielle totale. Dans les peptides, il s'agit essentiellement

des liaisons du type

I1 est assez délicat de trouver une fonction qui représente cor-
rectement la liaison hydrogéne, car elle doit & la fois tenir compte de son
énergie, mais aussi de sa géométrie. Un traitement correct de la liaison
hydrogene ne peut se faire gque par la mécanique quantique. Néanmoins, de
trés nombreuses fonctions ont été proposées pour décrire la liaison hydro-
géne,

a - La relation de STOCKMAYER

La relation de STOCKMAYER est constituée par une fonction de
LENNARD-JONES et par un terme d'interaction dipolaire, introduisant une

dépendance angulaire
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(figure 1I-9)
BO et by étant les moments dipolaires centrés sur les atomes O et H, et
respectivement dirigés sulvant les lisisons C = O et H=—N,

La relation de STOCKMAYER s surtout été utilisée par LIQUORI et

ses collaborateurs (51).

Pour une liaison hydrogéne linéaire, X==H ---Y, LIPPINCOTT et

SCHROEDER proeoposent une foncetion comprenant quatre termes :

. deux termes représentant les interactions X=——H et H =--Y
un terme répulsif

un terme attractif

b.<
n{r-r ) n (R-r«rﬁ)
- —C .
) 2 {R~ -
E.=D{1 -e °¥ -1 - e (R-r) rae R B
H m
’ R
\ - 7 U J
interaction X-H interaction H---Y Répulsion Attraction

relation dans laguelle

r est la distance X-H a 1'égquilibre

r est 1z distance X-H aprés formstion de la liaison H
T est la distance H---Y & i'éguilibre

R est la distance X=---Y

b3 b

D, m et D, n sont des parametres reliés sux énergies de liaisom X-H et

2

Hem=Y

A, b, B et m sont des constantes ajustées d'aprés les données expérimenta-

les {(m est voisin de 6),
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Cette relation a souvent été utilisée avec différentes modifi-
cations, destinées a rendre compte des effets directionnels, en particu-
lier par MOULTON et KROMHOUT (33) d'une part, SCOITT et SCHERAGA (54)

d'autre part.

¢ - Les relations empirigues de SCHERAGA.

La difficulté d'utilisation des relations de LIPPINCOIT et
SCHROEDER a conduit SCHERAGA & rechercher des relations empiriques repré-

sentant au mieux les données expérimentales,

L'idée de départ est que les effets directionnels de 1la liaison
hydrogéne doivent &tre contenus dans un calcul global, de 1l'interaction

totale entre les deux molécules.

La premiére relation proposée par SCHERAGA pour une liaison

Rl-—Ae-—H —— B-—-—R,2 est

Fonction de BUCKINGHAM
= +
Etot ou s(r)
de LENNARD-JONES

relation dans laquelle S est 1'énergie d'interaction entre tous les ato-

(r)
mes autres que H et B (55).

La seconde relation proposée par SCHERAGA, basée -sur un calcul

d'orbitale moléculaire par une méthode du type CNDO/2, est de la forme

rij min rijmin Ak Bk qiqn
E ot Z° Emin( — ) T, = 2,00+ " 5 - . oM 166,0 ga-—gfl

les coefficients Ak et B sont ajustés a partir des valeurs trouvées pour

k
les liaisons hydrogéne dans des diméres de petites molécules modéles.

L'usage des fonctions empiriques de SCHERAGA a 1'avantage de

simplifier le traitement sur ordinateur.
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4 - Les barriéres de rotation autour des liaisons simples

On sait depuis longtemps que la rotation autour d'une liaison
carbone carbone dans une molécule telle que 1'éthane, n'est pas libre. I1
existe une énergie potentielle de torsion qui est de 1'ordre de 2,7 &

3 kecal mole_l. Cette valeur ne peut pas seulement &tre expliquée a 1l'aide
des interactions électriques entre les atomes 'non 1iés" c'est-a-dire dans
le cas de 1'éthane, entre protons. I1 faut ajouter un terme de torsion
qu'on attribue en général aux effets d'échange entre les électrons des liai-

sons C - H et qui est une fonction périodique de 1l'angle de torsion,

L'évaluation de 1'énergie de torsion est difficile dans le cas
o
d'un peptide, surtout pour la liaison N - C . On convient de prendre

pour le squelette

E = E(P) (1 + cos 3¢);+ % E(Y) (1 ~ cos 3 V)

T

(ST

La hauteur des barriéres E(¢) et E (¥) varie selon les auteurs de O a

-1
1,5 kcal mole .

En ce qui concerne la chaine latérale, 1l'énergie de torsion est
définie avec plus d'empirisme encore, les paramétres sont ajustés en fonc-

tion de la nature chimique de cette chaine.

5 - Energie de déformation des angles et des liaisons de valence

Pour expliquer la conformation de quelques protéines, il est né-
cessaire d'admettre une certaine flexibilité du squelette polypeptidique
et des chaines latérales, ce qui réduit les interactions répulsives non

liantes dans certaines conformations.

Pour permettre cette flexibilité, tous les atomes sont supposés
exécuter des oscillatioms harmoniques autour de leur position d'équilibre ;
il en résulte une énergie de déformation des angles =t des liaisops de va-

lence, que l'on met sous la forme

1 2
EAr ) KAr (&)

1 2
Erg = 3 Kpg 49
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KAr et KAe sont évalués & partir des résultats de 1'infra rouge

2 © -
On a pour Ar =107 A EAr#é: 0,5 kcal mole !

A8

-1
5° EAr £ 0,3 kcal mole

le fait de faire intervenir la déformation des angles et des
liaisons de valence dans les calculs conformationnels ne modifie pas beau-
coup la position des minima d'énergie, mais peut apporter une différence

considérable dans les valeurs relatives de ces énergies.
L'énergie potentielle totale de la molécule est donc
= +
Eot = Bvaw * Eg By + Ep * Ep ¥ By

I1 faut ensuite rechercher les minima de cette fonction, auxquels

correspondent les conformations stables de la molécule.
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I1 - RESULTATS QUANTITATIFS

A - LES PROGRAMMES "SIMPLEX' ET "DESCARTES"

Les calculs conformationnels ont été faits pour les isoméres L
des trois N acyl aspartates (B nitrobenzyl ester) de méthyl, et les trois
N acyl aspartyl (B nitrobenzyl ester) aspartate (B nitrobenzyl ester) de
méthyl, au Centre d'Etudes Nucléaires de Saclay ; en utilisant les program-

mes "'Simplex’ et '"Descartes'.
mp

Dans ces deux programmes, h'interviennent que les interactions
non liantes, les interactions électrostatiques et les énergies de torsion

avec les paramétres de DE COEN et collaborateurs (56).

Ces programmes ne différent que par le mode d'exploration des

géométries de la molécule.

Le programme 'Descartes’ calcule 1l'énergie potentielle de la molé-
cule lorsqu’'on fait varier systématiquement la valeur des angles de torsion
entre O et 360°, avec un pas préalablement choisi, ce qui permet de tracer

des cartes conformationnelles.

Le programme ''Simplex' nécessite de fournir au départ, la valeur

des angles de torsion ( ¢A’ ¥ .) de la molécule, qui correspondent & une

B "
conformation supposée favorisée, aprés examen de modéles moléculaires. L'or-

dinateur calcule 1'énergie potentielle correspondante EA’ puis il calcule

1'énergie E_ associée & un nouvel ensemble de valeurs des angles de torsion,

B
( ¢A’ WB...) initialement choisis d'une maniére aléatoire, puis en fonction

des meilleurs résultats antérieurs.

Si EB > E,, on revient au point (¢A, WA), et le programme calcule

1'énergie potentielle de la molécule pour une nouvelle série de valeurs des

angles de torsion,

Si EB' <EA, alors le programme continue dans la méme -direction

(figure 1I-10),



DESCARTES

;.EL

SIMPLEX

Figure II-10
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On trouve un puits de potentiel en I, lorsque la valeur des éner-
gies calculées au voisinage d'un point (¢I’Ti) est toujours supérieure a

1'énergie E_ en ce point.

I
Par conséquent, le programme 'Simplex'' est susceptible d'ignorer
un puits de potentiel, mais il a 1'avantage d'étre d'une exploitation moins

coliteuse que le programme ''Descartes'.

Le programme 'Simplex’' donne la position des puits de potentiel,
ainsi que la projection de la molécule dans un état énergétiquement favori-

sé, selon trois plans,

Le programme 'Descartes' trace les cartes conformationnelles, et

donne des précisions sur la forme des puits de potentiel

B - CONVENTIONS ET NOMENCLATURE

Les angles de torsion sont exprimés avec la convention de 1970,

Dans la figure (II-11) nous avons dessiné une molécule de monomére,
et une molécule de dimére, avec les angles de torsion correspondants., les

groupes nitrobenzyle ont été supposés plans en premiere approximation,

Etant donné le caractére approché des calculs, nous désignerons
par un méme symbole (lettre ou chiffre les angles de torsion qui différent

au plus de 19°, comme il est indiqué dans le tableau (II-1),

Les cartes conformationnelles tracées par le programme Descartes
utilisent un certain nombre de symboles qui visualisent et précisent la
forme des puits de potentiel. Dans 1'ordre croissant d'énergie, nous avons

blanc 1 ., 3 - 5 4+ 7 ® 9 Noir, ce qui produit un effet de relief.

Lorsqu'on passe d'un symbole & son voisin le plus proche, il y

a variation de 1l'énergie potentielle de une kcalorie,



figure[-1
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Seraton Symote Sereton Symbole
0-19 1 180 - 199 a
20 - 39 2 200 - 219 b
’ 40 - 59 3 220 - 239 c
60 - 79 4 240 - 259 d
80 - 99 5 260 - 279 e
100 - 119 6 280 ~ 299 f
120 -~ 139 7 300 - 319 g
140 - 159 8 320 - 339 h
160 - 179 9 340 - 359 i

Tableau II-1,

C - ANALYSE CONFORMATIONNELLE DES MONOMERES

Les calculs conformationnels sur les N acyl aspartates (Bnitro—

benzyl ester) de méthyl ont été faits en utilisant I-¢ deux programmes.

1 - Résultats obtenus & partir du programme Simplex

Dans les tableaux (II-2), (II-3) et (II-4), nous avons rassemblé
les valeurs des angles de torsion de départ, jugés favorables aprés examen
des modéles moléculaires ; ainsi que les valeurs des angles de torsion des

conformations obtenues aprés minimisation de 1'énergie pour deux variations

opposées des angles de départ {(ler et 2&me sens).
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Les énergies E des conformations d'arrivée sont exprimées en

kilocalories, et sont définies & une constante arbitraire prés,

Les calculs ont été faits en prenant généralement 3,5 comme va-

leur de la permittivité relative.

Nous avons reporté sur un diagramme (¢, ¥) (Figures (II-12),
(II-13) et (II-14) les points correspondant aux conformations favorisées,

ainsi que la valeur des angles de torsion Xl’ X2’ x3, x4, X. et Wl dans

5
cet ordre, pour chague monomére.

A titre de comparaison, nous avons indiqué sur les figures
(I1-12), (II-13) et (II-14) les points correspondant aux structures con-

nues des polypeptides et des peptides (Tableau II-5).

) y
Hélice a droite 312 g 303 g
Hélice  gauche 48 3 57 3
Chaine B parallele 241 d 113 6
Chaine g antiparalléle 215 b 142 8
Cycle 05 180 a 210 aethb 180 a
Cycle C7 axial 75 4 310 g
Cycle C7 équatorial 180 f 50 3

Tableau II-5



PUITS A




Ac-ASP-OMe
OpNB

Figure I-14
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Sur les diagrammes (¢, W), on peut localiser grossiérement deux
puits de potentiel A et B, dont la position est indépendante de la place
du substituant nitro dans la chafne latérale, comme le montre la figure
(II-15). Si on porte sur un méme diagramme (¢ ,Y ) les points représenta-
tifs des géométries de départ et les points qui correspondent aux confor-
mations énergétiquement favorisées, on peut mettre en évidence un effet de
convergence semblable & celui obtenu pour le N acyl aspartate (8 métanitro-
benzyl ester) de méthyl (Figure II-16). Autour du puits A, on retrouve les

structures B paralléle et B antiparalleéle, ainsi que la forme cyclique C

5’
qui correspond dans notre cas & :

CH He -0
3\c 87 \c -0
Y AN
o? \?H -~ CH,
CH,
|
7N\
N
CH,
NO,

En ce qui concerne la chaine latérale, on peut dire, qu'elle
n'adopte pas'de‘conformation préférentielle. Ce résultat est en contradic-
tion avec ceux obtenus par SCHERAGA et ses collaborateurs (8) sur le poly
aspartate de paranitrobenzyle IPA(pNB)I. En utilisant des méthodes empiri-
ques et en considérant 10 unités peptidiques, les auteurs montrent en effet
que 1'hélice o droite est favorisée pour le PA(pNB), et que de plus, la
chaine latérale est transversale, et s'enroule autour du squelette polypep-
tidique dans le sens inverse des aiguilles d'une montre. Ils trouvent pour

les angles de torsion les valeurs suivantes

¢ ¥ % Xo X3 X4 Xg
309,7 303,8 | 122,5 162,7 | 349,3 36,5 338, 4
e e 7 9 i 2 h

Tableau II-6
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En particulier, la valeur 7 de 1l'angle Xq n'est pas retrouvée

pour le N acyl aspartate (B para nitrobenzyl ester) aspartate de méthyl,

Sur les figures (II-17 et (II-18) nous avons reproduit la pro-
jection la plus significative d'une conformation possible du N acyl aspar-
tate (B para nitrobenzyl ester) de méthyl, respectivement dans les puits

A et B.
2 - Résultats obtenus a partir du programme Descartes

Nous avons fait varier les angles ¢, Y et X, en prenant pour va-
leur fixe des angles XZ’ X3, X4, X5 et Wl, celles trouvées avec le pro-
gramme Simplex & partir de la conformation étendue de la chafne latérale

= 180°) avec ¥ K = 180°

' -a-di = = = =
(c'est-a-dire X4 Xo X X X 1

3 4 )

Quel que soit 1'isomére envisagé, les cartes conformationnelles
(¢Qg)et(prsont semblables & celles représentées figures (II-19), (II-20)
et (I1-21),

Sur les cartes conformationnelles ( ¢,Y ) on voit apparaitre un
troisiéme puits de potentiel C, moins "profond’ que les puits A et B, ce
qui explique peut-&tre la raison pour laguelle le programme "Simplex’ ne
1'a pas prévu. Il est plus probable,comme le montre 1'examen du diagramme
de convergence de la figure 1I-16, que les angles ¢ et ¥ de départ ne sont
pas assez indépendants et sont trop éloignés du puits C pour que ce dernier

. ~ P e 13
puisse &tre retrouvé par le programme ' Simplex'.

Les puits A et B ont approximativement le méme emplacement que
celui trouvé par le programme ''Simplex'. Les chaines g paralléles et B
antiparalléles semblent trés favorisées, 1'hélice ¢ droite est également
favorisée.

Afin de voir 1l'effet de la constante diélectrique sur la confor-
mation de nos molécules, nous avons fait varier la permittitivité relative

Er de 1 &4 5. Sur les cartes la figure (II-22) on peut constater que la po-

sition des puits de potentiel ne change pas et que seule la forme de ces

puits est affectée par une variation de €.
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D - ANALYSE CONFORMATIONNELLE DES DIMERES

Les calculs conformationnels sur les trois N acyl aspartyl
(B nitrobenzyl ester) aspartate (B nitrobenzyl ester) de méthyl ont été
faits par le programme 'Simplex’', car pour des raisons de temps de calcul
le tracé systématique des cartes conformationnelles n'est pas envisageable

au-deld d'une dizaine d'angles variables,

Nous avons rassenmblé nos résultats dans les tableaux (I1I-7)

(I1-8), (II-9) et syr les figures (II-23), (II-24), (II-25),

it 1" 2 e o
et méta , on a repris les mémes valeurs

Pour les diméres 'ortho
des angles de torsion de départ, que celles utilisées pour les monoméres ;
on retrouve les deux puits de potentiel A et B approximativement aux mémes

endroits que pour les monoméres,

Pour le dimére "'para’, on a multiplié le nombre de valeurs des
angles de torsion de départ, en s'aidant des résultats obtenus par le
programme Descartes’ . On met alors en évidence quatre puits de potentiel

A, B, ¢, D. (figure 1I-25),

On retrouve pour les diméres un certain effet de convergence,
illustré par la figure II-26, et une indépendance de la position du grou-
pement nitro dans la chafne latérale sur la position des puits de potentiel

(Figure 11-27).

Afin de visualiser la conformation simultanée qu'ont les deux
acides aminés pour une géométrie donnée d'un peptide, nous avons relié
par une fléche les points représentatifs de la conformation des deux aci-
des aminés., On peut penser que les fléches courtes sont en faveur de struc-
tures périodiques, et les fléches longues indiquent des structures ''désor-
données’'. Nous voyons sur la figure 1I-28 que les résultats de 1‘'analyse
conformationnelle montrent que les acides aminés d'un peptide donné n'ont

pas nécessairement la méme conformation,

De plus, dans un peptide les chaines latérales semblent éloignées
les unes des autres comme on peut s'en rendre compte sur les projections

représentées : figures I1-29, 1I-30, II-31, II-32,
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E - CONCLUSIONS

L'analyse conformationnelle des N acyl aspartates (B nitrobenzyl
ester) de méthyl et des N acyl aspartyl (B nitrobenzyl ester) aspartate

(B nitrobenzyl ester) de méthyl, entraine les remarques suivantes

La conformation d'un produit donné ne dépend pas de la posi-

tion du substituant nitro dans la chafne latérale.

Trois puits de potentiel sont mis en évidence pour les monomeéres,
et quatre puits de potentiel pour les diméres. Les chaines B paralléles et
g antiparalléles semblent favorisées. L'hélice o droite, mise en évidence
par SCHERAGA (8) n'est pas incompatible avec nos résultats, mais ne serait

réellement stabilisée que pour des peptides de longueur suffisante,

Dans un dimére les 2 acides aminés n'ont pas forcément la méme

conformation.

Enfin, la chaine latérale ne semble pas adopter de conformation
privilégiée et il semble y avoir une certaine indépendance des chaines laté-

rales dans les diméres.
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A - LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE DU PROTON

I - Rappels théoriques

1 - Généralités

2 - Résonance magnétique nucléaire

3 - Le glissement chimique

4 - Le couplage spin - spin

5 -~ Analyse des spectres

a - Les différents types de spectres, nomenclature
b - Systéme AB
c - Systéme ABX

I1 - Application de la RMN a 1'étude des peptides en solution

3
1 - Constante de couplage “J(NH - aCH)

2 - La constante de couplage J 8

3 - Limites d'utilisation d'une relation du type KARPLUS

B - RESULTATS EXPERIMENTAUX

I - Spectres RMN des dérivés de 1l'aspartate de nitrobenzyle

1 - Spectres RMN des monomeres

a - Spectres RMN des chlorhydrates d'aspartate ( B nitrobenzyl
ester) de méthyl

b - Spectres RMN des N acyl aspartate ( Bnitrobenzyl ester) de
méthyl.
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2 - Spectres RMN des diméres

a - Spectres RMN des N tertiobutyloxycarbonyl aspartyl
( gnitrobenzyl ester) aspartate ( Bnitrobenzyl ester)

de méthyl.

b - Spectres RMN des N acyl aspartyl (B nitrobenzyl ester)

aspartate (g nitrobenzyl ester) de méthyl.

II - Spectres RMN des dérivés des glutamates de nitrobenzyle

1 - Spectres RMN des monoméres

a — Spectres RMN des chlorhydrates de glutamate (y nitrobenzyl
ester) de méthyl.

b - Spectres RMN des N acyl glutamates (y nitrobenzyl ester) de
méthyl.

2 - Spectres RMN des dimeres

a - Spectres RMN des N tertiobutyloxycarbonyl glutamyl
(y nitrobenzyl ester) glutamate (y nitrobenzyl ester) de

méthyl,

b - Spectres RMN des N acyl glutamyl (y nitrobenzyl ester)
glutamate (y nitrobenzyl ester) de méthyl.

IIT - Estimation de l'angle de torsion ¢ au moyen d'une relation type

KARPLUS

IV - Considérations sur les constantes de couplage JH'H
a"B

1 - Résultats obtenus par BRADBURY et ses collaborateurs concernant

la- chaine latérale du polyaspartate de benzyle

2 - Les constantes de couplage J associées aux dérivés des as-

. Hd Hy
partates de nitrobenzyle. ~

C - CONCLUSION DE L'ETUDE RMN DES PEPTIDES
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A - LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE DU PROTON

I - RAPPEIS THEORIQUES

1 - Généralités

rd 3 + Pl s .+ P
Les moments cinétique P, et magnétique u engendrés par un noyau
atomique, assimilé & une particule sphérique chargée, tournant autour d'un
axe, sont colinéaires. On a la relation :
> >
=P

dans laquelle Y est le rapport gyromagnétique

.+
Le moment cinétique P est quantifié en

h >
2T I

-
P =

ol h est la constante de PLANCK et
>
I le vecteur spin nucléaire,

On a donc
> b >
H =Yy o I

., Lorsqu'on place un noyau atomique dans un champ magnétique exté-
> ->
rieur Ho’ le moment magnétique u ne peut prendre que 2 I + 1 orientations
> ->
par rapport a Ho’ et la projection de y sur ﬁo a pour valeurs

h
mY PR

avec m = -1 ; -(I-1) ; .... ; O ...(I-1) ; 1

I est le nombre quantique de spin du noyau considéré, Il vaut pour le

1
2

1
proton 1H .
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1 . > -

Lorsque I = 3 le vecteur moment magnétique U ne peut étre que
-

paralléle ou antiparalléle au vecteur champ magnétique H I1 en résulte

que l'ensemble des noyaux protoniques se répartit dans deux niveaux éner-

gétiques E, et E_, dont les populations P, et P suivent une loi de

1 2 1 2
BOLTZMAN,
P
2 1 >
P E2 m =z 1—‘//Ho
’
’
V4
’
ﬁ‘ -
TN
<
~
~
N > >
. P 1
x 1 EL, m=-= MWanti // H
1 2 o
H =0 H &2 0
o o
On a
o (EZ-EI)
2 T
5 = e

Cette distribution inégale des noyaux dans deux états différents
-3
de spin, crée une aimantation macroscopique Mo’ caractérisée par une suscep-

tibilité paramagnétique X

Le paramagnétisme nucléaire statique est faible ( X = 10 ), il
est masqué par le diamagnétisme électronique, pour lequel Xe est de 1'ordre

de 102 31078,

2 - Résonance Magnétique Nucléaire

La détection d'un faible paramagnétisme ne peut se faire avec une
bonne précision, qu'au moyen de méthodes dynamiques qui utilisent le prin-
cipe de la résonance. Pour cela, un champ magnétique de radiofréquence Vv
est disposé perpendiculairement par rapport au champ de polarisation Eo' La

résonance est obtenue lorsque V = vo (frégquence de LARMOR) avec :
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Y H
o

\)o = 2m

Actuellement, pour obtenir la résonance, on laisse la fréquence v

fixe et on fait varier 1'intensité du champ de polarisation Ho'

3 - Le glissement chimique

Le mouvement des électrons qui entourent le noyau des atomes,
produit des petits champs magnétiques locaux, proportionnels au champ appli-

qué. Un noyau donné est donc soumis & un champ effectif He tel que :

ff

= 1 -0
Heff Ho ( )

0: constante d'écran

L'amplitude de cet effet d'écran dépend de la nature de 1'environ-
nement chimique du noyau considéré, et se traduit par une valeur différente
de la fréquence de résonance. C'est ce qu'on appelle le ''glissement chimi-

1"

que',

Pour chiffrer le glissement chimique, on utilise une substance de
référence telle que tous ses protons soient équivalents. En milieu organi-
que, la référence la plus employée est le tétraméthylsilane (TMS) Si(CH3)4 ;

en milieu aqueux, on prend comme référence le 2.2 diméthylsilapentane

5 sulfonate de sodium (DSS) : FHS
CH3 — 'Sl —— CHz——- CI-I2 — CH2 — SOsNa
CH3

On peut alors

- Exprimer la différence A entre la fréquence d'absorption du proton étu-

dié et la fréquence d'absorption de la référence :

- Utiliser un paramétre sans dimension ¢§ , indépendant du champ magnétique

Ho’ appelé déplacement chimique,
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Y H H
S — ech ref 106 - ech ref 106

§ s'exprime en ppm (parties pour million),

4 - Le couplage spin - spin

En plus des champs magnétiques locaux produits par le mouvement
des électrons, il existe des champs locaux produits par la présence d'au-
tres noyaux dans la molécule qui ont un moment magnétique non nul. L'in-
teraction entre deux spins nucléaires, est appelée couplage spin - spin, et
se traduit par 1'observation de multipldts dans les spectres RMN haute ré-

solution.

La distance entre deux raies voisines d'uﬁ méme massif est appe-
lée constante de couplage J, elle s'exprime en Hertz. La constante de cou-
plage dépend de la nature électronique (degré d'hybridation) des liaisons
mises en jeu, des orientations relatives des spins nucléaires (angles de

liaison) et de la température. Elle est indépendante du champ-ﬁo.

Les constantes de couplage sont souvent désigﬁées par le symbole
nJ, 1'exposant n indiquant le nombre de liaisons qui séparent les noyaux
couplés. Les constantes de couplage 2J entre protons ''géminés" et 3J entre
protons dits "voisins” (ou vicinaux selon la terminologie anglo saxonne)
ont généralement des valeurs importantes; par contre, les couplages pour
lesquels n est supérieur a4 3 appelés d'une maniére générale 'couplage 2

longue distance’ sont souvent faibles.

La détermination des constantes de couplage n'est pas toujours
immédiate et 1'analyse d'un spectre RMN devient rapidement complexe lors-

que le nombre le nombre de noyaux couplés augmente,

5 - Analyse des spectres (57) ’

Si nous considérons deux protons i et j, deux cas peuvent se pré-

senter

- s0it que la valeur absolue de la différence Vi - vj est grande devant

Jij’ les noyaux sont alors dits faiblement couplés
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- soit que 1la valeur absolue de la différence Vi - vj est de 1'ordre de

grandeur de Jij’ les protons i et j sont alors dits fortement couplés,

En pratique, on considére que deux noyaux sont fortement couplés,

: vV o~V

torsque le rapport l—ijff—il est inférieur a 5.
1]

Conventionnellement, on désigne par des lettres prises dans des
parties différentes de 1l'alphabet : A,...M et X les noyaux ou groupes de
noyaux faiblement couplés, et par des lettres prises dans une méme partie
de 1'alphabet ABC ou KIM ou XYZ les noyaux ou groupes de noyaux fortement
couplés. Les noyaux équivalents sont désignés par la méme lettre. Les
noyaux ayant méme déplacement chimique, mais étant différemment couplés

aux autres spins, sont habituellement notés avec le symbole 'prime".

Le .spectre d'un ensemble de noyaux faiblement couplés est "ana-
lysable au premier ordre', c'est-a-dire que 1'application des deux régles

suivantes, permet d'élucider un spectre de résonance magnétique du proton.

- le nombre de composantes du multiplet associé & un proton faiblement cou-

plé avec plusieurs groupes de x, y, Z...protons, est égal a :
(x+41) (y+1) (z+1) ...

- 1'intensité des raies d'un multiplet résultant du couplage avec x noyaux

équivalents, est donnée par le triangle de PASCAL :

x =1 1 1
x =2 1 2 1
x =3 1 3 3 1

Le dépouillement d'un spectre RMN fortement couplé n'est pas immé-
diat et nécessite une "analyse au second ordre'. Pour un certain nombre de
spectres types, il existe des expressions analytiques permettant de calculer
les fréquences de transition et les constantes de couplage, & partir des
résultats expérimentaux. Dans un premier temps, on vérifie que le spectre
obtenu s'identifie & un spectre connu ou non ; dans le cas défavorable, on

peut faire une décomposition systématique en sous spectres connus.
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Lorsque les spectres deviennent trop complexes, on peut recourir

4 1'analyse par ordinateur, en simulant le spectre expérimental,

Mais ce procédé nécessite une certaine connaissance initiale du
systéme étudié, On est obligé par exemple, de déterminer au préalable les
niveaux dfénergie, ou d'évaluer de facon assez précise les déplacements
chimiques et les constantes de‘coﬁplage, dont les valeurs sont ensuites
améliorées par itération.

Si 1'échantillon est en quantité suffisante, il est préférable

d'utiliser une technique expérimentale pour en interpréter le spectre RMN,

technique basée sur l'utilisation des résonances multiples.

Dans notre étude, nous avons dépouillé au second ordre deux types
de spectres : le spectre AB et le spectre ABX pour lesquels nous allons don-
ner quelques précisions,

b - Le spectre AB

les spectres AB se présentent sous forme de quatres raies (numéro-

tées de 1 & 4), dont les fréquences vérifient les relations suivantes

v _\) =\)" _V = J
1 2 3 4 AB
2 2
v _Vv =V Y = - v\
1 3 2 4 D V(A g *Iap
v v - V v -V v
1 ta T2 tUs A *t's
2 2
v v
- - D -
sVl IaB
L'intensité des transitions est telle que I1 = I4
L =1

D'une maniére plus précise,nous avons

Numéro des raies Probabilité
1 1 - gin 2 6
2 1 + 8in 2 6
3 l +sin 26
4 l1 - sin 26

in 2 0 =
avec D sin JAB

g 0= v - vy
D cos 2 W h
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c - Le spectre ABX

Un spectre ABX se compose de 4 raies A, 4 raies B, 4 raies X
et 2 raies de combinaison, soit au total 14 raies (numérotées de 1 a 14),
Le signe relatif des constantes de couplage affectent 1'apparence d'un
spectre ABX, comme on peut le voir sur la figure (III-1) plus précisément,
1'intensité et la position des transitions dépendent des signes relatifs

de JAX et JBX’ mais sont indépendantes du signe de JAB'

La partie AB du spectre se compose de deux pseudo quartets qui
peuvent se recouvrir partiellement ou totalement ‘ou ne pas se recouvrir du
tout. La partie X du spectre consiste en 6 raies symétriques par rapport a

V.
X
I1 existe un certain nombre de relations entre les fréquences

d'une part et les intensités d'autre part, des 14 transitions qui forment

le spectre ABX.

Pour la partie AB nous avons

- = - = - =V -V =
Vi T V3 = Vg TV = Vg TV = Vg Vg T g

<
i
<
1]
<
1
<
1]
N
o

Pour la partie X nous avons

Vg " Vig T Iax * Ipx
\)10 - \)11 = 2(D®— DC'))
V13 v14 = Z(Qa - Q:R

L'intensité des raies est proportionnelle aux probabilités de

transition rassemblées dans le tableau III-1,
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15
(©)
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Numéro des raies Probabilité
1 l - si
sin 2 e+
2 1 - sin 2 ¢
A
3 l1 + gin 2 ©
+
4 1 +gin 2 6
5 1 +sin 2 ©
+
6 1 + 8in 2 ©
B -
7 1 - gin 2 6
+
8 1 - gin 2 9_
9 1
2
10 cos (B, - 9 )
+ -
X 2
11 cos (8, - 6.)
12 1
2
13 sin (6+ -6)
Combinaison 9
14 sin (9+ -0)

De plus, nous avons les relations suivantes

J

TABLEAU III-1

- J.) 2 2
4 BX' _ +\[D, -,
4
- J.) 2 2
+\[p° -
4 = = \/ -7 as
2

q

J

ui

AX

permettent de calculer

J

px et vy

VB

)
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J
D sin 2 6 ='—A—'E
- 2
D cos 26 = "B - “ax " Tpx
- 7 2 4
J
D. sin 2 6 = AB
+ 2
vV, -V -
D cos 2 9 = A B + JAX JBX
+ + 2 4

Le calcul des paramétres V J et J X n'est pas univoque,

-V
A B’ "AX B
mais la prise en considération de 1l'intensité des transitions permet de

choisir parmi les deux solutions mathématiques possibles.

- APPLICATION DE LA RMN A L'ETUDE DES PEPTIDES EN SOLUTION

La RMN, s'est trés rapidement révélée comme un moyen puissant
d'étude de la structure des peptides d'intérét biologique (58) et des pep-

tides synthétiques en solution (59) i (63).

3
1 - La constante de couplage T NH -acr)

Les premiers travaux théoriques visant & relier une constante de
couplage 3J avec la géométrie de la molécule ont été faits par KARPLUS sur
les dérivés de substitution de 1'éthane (64) (65)., Ils se traduisent par
une relation trigonométrique faisant intervenir l'angle® du diédre formé
par les plans H - C - C' et C -~ C' - H' de la molécule - é - é';;

! 1
H H'

Pl 3 3
et la valeur expérimentale de la constante de couplage JCH-C'H'

3

J =A +Bcosg +Ccos 2p

CH - C'H'

I1 est alors apparu intéressant a de nombreux chercheurs d'établir

3
une relation semblable pour la constante de couplage JNH— oCH entre le
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proton de la liaison amide et 1l'hydrogéne porté par le carbone a d'une
unité peptidique. Aussi, des travaux théoriques et expérimentaux ont-ils

6té largement entrepris ces derniéres années pour relier a

3
JCH-aCH’
1l'angle 6 du diédre d'aréte N - oC, dont les faces s'appuient sur 1les

liaisons N - Het C -~ H, d'un peptide (59) et (66) a (68).

/
cq
N/
\H

FIGURE III-2

En s'inspirant des travaux de KARPLUS sur les dérivés substitués
de 1'éthane et sur les hydrocarbures éthyléniques (69), BYSTROV et ses col-

laborateurs expriment J en fonction de 6 par la relation :

NH - oCH

2 .2
JNH- aCH = A cos 8 - Bcos 8§ + C sin ©

ol A, B et C sont des constantes,

I1 existe une relation simple, entre § et l'angle de torsion )

défini au chapitre II.
On a : 6 = |6O - ¢| avec 0 59 180
Nous avons visualisé les angles 6 et ¢ sur la figure III-3.

Les auteurs soviétiques déterminent les constantes A, B et C en
utilisant comme molécules modéles : la N méthylacétamide et des peptides

dérivés de 1l'alanine. Ils trouvent

8,9 ¥ 0,9 Hz

]

0,9 + 0,9 Hz
0,9 * 0,9 Hz,

Q
1l



Figure [l[- 3
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CUNG, MARRAUD et NEEL, en se basant sur 1'étude d'amides modéles
cycliques et rigides, reconsidérent le probléme (62) et proposent la rela-

tion suivante

Jcorr(e) = (4,55 ¥ 0,25) cos 26 - (3,55 + 0,35) cos® + (4,8 * 0,1)

c'est-a-dire

2
Iyopp (® = (9,10 £ 0,50) cos™8 - (3,55 ¥ 0,35) cos® + (0,25 ¥ 0,35)

-1
avec J =J (1 -a ZAE))
corr exp i i
Jexp : valeur expérimentale de la constante de couplage SJNH -0 CH
AEi : différence d'électronégativité entre le substituant i et 1'hydrogéne
a : coefficient voisin de O,1

Récemment, BALASHOVA et OVCHINNIKOV (67) ont réestimé les coef-
ficients A, B et C. A partir d'observations faites sur la gramicidine S
et la valinomycine, ils proposent
. 2
J =9,4cos 6 -1,1cos 6 + 0,4
corr
avec

J =1,09J
corr exp

Selon BOVEY (70) la relation précédente est valable sans correc-

tion pour des valeurs de J

NH -o CH comprises entre 0,5 Hz et 11,0 Hz,

Nous avons représenté sur la figure III-4 les fonctions
JNH - aCH (6)

3
2 - la constante de couplagg JaB

La conformation de la chalne latérale d'un acide aminé est fonc-

tion de 1'angle de torsion Xq- I1 est donc intéressant de posséder une re-
3

lation de type KARPLUS reliant la constante de couplage JaB entre le pro-

ton porté par le carbone o et un proton attaché au carbone B de la chaine
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latérale, avec l'angle ® du diédre d'aréte C—CBdont les faces s'appuient sur
0

les liaisons C - H et C -H .
o o

B B

Récemment, KOPPLE et ses collaborateurs (71) ont proposé la re-

lation suivante

2
st = 11,0 cos w - 1,4 cosw +1,6 sin2 w

l'angle w est relié a 1'angle X4

pour le proton H w, = 360 - x
Bl 1 1

et

pour le proton H62 W, = 240 - X1

FIGURE II1I-5

En fait, méme s'il n'existe que 3 valeurs privilégiées de 1l'an-
gle Xl qui correspgndent aux conformations décalées (72) a (75), la cons-
tante de couplage JaB mesurée est une moyenne pondérée des constantes
de couplage associées aux différents rotaméres existant en solution. Par
conséquent, la relation de KOPPLE n'a rec¢u jusqu'd maintenant que peu d'ap-

plications,

3 - Limites d'utilisation d'une relation du type KARPLUS

Une relation du type KARPLUS donne des informations valables sur
la conformation d'une molécule, lorsque celle-ci est figée., Mais lorsqu'on
a affaire & un mélange dynamique de rotaméres , la constante de couplage

mesurée est en fait une valeur moyenne pondérée des constantes de couplage
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correspondant aux différents rotaméres . Dans le cas d'un peptide, on a
p pep ’

en toute rigueur

' i V(¢,W?X1,a,. Xn)

§Je KT dg d¥ dy;....d x
oJ _ T =
NH-aCH <“NH—0LCH> VR, ¥axy e X))

§e - T d¢ d¥ dxlo,,.d Xn

avec V(¢$,¥,x ) énergie potentielle de la conformation décrite par les an-

gles ¢, Y et I REREE X o

le symboleé signifie gque 1'on intégre sur l'espace de l'ensemble des de-

grés de liberté,

De plus, la résolution de 1'équation de KARPLUS conduit en géné-
ral & deux ou quatre valeurs de 1'angle ¢ . Il est donc intéressant de com-
biner les résultats obtenus par une relatiom type KARPLUS avec ceux que
donne 1'analyse conformationnelle, pour lever 1'indétermination (61),

Enfin, certains calculs théoriques (76) a (78) suggerent que la
présence d'un doublet électronique libre sur 1l'atome d'azote et que 1'exis-
tence d'une liaison hydrogéne dans laquelle le proton de la liaison pepti-
dique est engagé, modifient la valeur des paramétres A, B et C de la rela-
tion de KARPLUS, Cependant, on peut noter que la relation de KARPLUS a été
utilisée sans modification des paramétres A, B, C et a conduit a des résul-

tats cchérents,
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B - RESULTATS EXPERIMENTAUX

les spectres de résonance magnétigue du proton ont été enregis-
trés au Centre d'Etudes Nuciésiree de Saclay, sur un spectrométre THOMSON

CAMECA 250 MHz.

Nous avons utiiisé comme solvants l'eau deutérée pour les compo-
sés sous forme de chlorhvdrate, et le chioroforme deutéré pour les autres
composés. La substance de réfdérence utilisée est soit le DSS pour le sol-
vant eau deutérée, soit le TMS pour le solvant chloroforme deutéré.

3

L'étude a été faite & température ambiante, et a porté d'une part
sur les monoméres sous forme de chlorhydrate et sous forme acylée, et d'au-
tre part, sur les diméres soit N protégés par le groupement tertiocbutyloxy-
carbonyle, soit par le groupement acyl, D'une maniére générale, nous n'avons
pas mentionné les résultais concernant les protons des noyaux benzéniques,
car ils ne présentent pas d'intérét pour 1°'étude que nous noug sommes propo-

sée,

I - SPECTRES RMN DES DERIVES DE L'ASPARTATE DE NITROBENZYLE

1 - Spectres EMN des monomeres

ester) de méthyl

Les chlorhydrates d’aspartate (B nitrobenzyl ester) de méthyl, ont

pour formule chimigue

A
c© H N == CH —c7
[ o —~ CH,,
Hy = C —H
T >
¢
/
7 \?
CH,,
£

NO
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Compte non tenu de la région caractéristique des protons aroma-
tigues, les spectres RMN des trois isoméres nitrés et du chlorhydrate
d’aspartate (B benzyl ester) de méthyl, sont semblables & celui représenté

Figure III-6. On veit que

- les 3 protons du groupement méthyl de la fonction ester don-

nent naissance 3 un seul pic vers 3,8 ppm,

- les 2 protons benzyliques - O - CH, - résonnent vers 5,3 ppm,

2
Dans le cas du chlorhydrate d'aspartate (g benzyl ester) de méthyl, il
apparait une structure fine caractéristique d'un systéme AB, pour laquelle

nous avonsg pu calculer la constante de couplage J.

- il y a un échange rapide des protons portés par l'atome d'azote

avec les atomes de deutérium de 1'eau lourde,

- le protona CH et les deux protonsg CH, forment un systeme ABX
qui a été analysé selon la méthode décrite précédemment exposée. Les raies
de combinaison sont trop peu intenses pour étre distinguées du bruit de
fond., Sur la figure III -9 nous avons tracé le spectre ABX analysé, 11 cor-

respond au cas C de la figure ITII-1.
les résultats obtenus sur les chlorhydrates de monomére sont ras-
semblés dans le tableau 1I1I-Z,

On peut remarquer que les constantes de couplage J J

ou J. sont respectivement trés voisines les unes des autres pour les

HBl H82
trois isomeres nitrés.

e pic correspondant aux protons CH2 benzyle est déplacé vers les
bas champs dans 1'isom@re ortho”. Cela peut s'expliquer par le fait que le

groupement nitro dans la position ortho’ est proche des atomes d'hydrogéne

CH2 benzyle, ce qui crée un effet de déblindage sensible & ce niveau

CHZ g

les protons du dérivé benzylé ont un glissement chimique légere-
ment plus faible que celui des protons semblables des dérivés nitrés.

La différence la plus importante est enregistrée pour les protons
CH2 benzyle, qui, dans le chlorhydrate d'aspartate (B benzyl ester) de mé-

thyl ne sont pas éguivalents, et donnent naissance a deux doublets.
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Les N acyl aspartate (B nitrobenzyl ester) de méthyl ont pour

formule chimique

i )
CH,— c—N—CHa—c</
g | 0 — CH,
He = |C —Hg
C
77N
C)/
-
2
NO,

Les spectres RMN de ces composés sont tous semblables & celui

représenté figure III-7.

le proton N-H, le protono CH et les deux protonspf CH_, forment un

2
systéme ABMX.

Le proton N-H (partie X du spectre) est couplé avec le proton
aCH (partie M) et donne naissance & un doublet centré vers 6,6 ppm sur le-
quel on peut mesurer directement la constante de couplage JMX (c'est-a-dire
J .

(NH-qCH)

Le proton aCH est couplé avec le proton porté par 1l'atome d'azote
et les deux protons BCH2 ; c'est donc un massif & 6 pics apparents et non
plus trois pics comme c'était le cas pour les chlorhydrates d'aspartate de

(8 nitrobenzyl ester) de méthyl.

Le traitement au second ordre du sous spectre ABM pour les 4 déri-
vés acylés montre que les paramétres D+ et D extraits des spectres sont
égaux aux erreurs expérimentales prés, le sous specirc ABM se raméne donc

au cas plus simple A2M et les constantes de couplage et sont égales.

JAM JBM

L'examen du tableau III-3 fait apparaitre que quelque soit 1'iso-
mére considéré, les constantes de couplage J et J sont

NH-qCH’ JHaHB Hs HB
identiques. 1 2
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N-H (PARTIE X) | o CH (PARTIE M) BCH, (PARTIE AB) |- 0 - CH,{ - o-cH | CH,
‘o ) A |6 ) A ), J A |8 A |6 A |6
q—[z | ppm |NH Hz ppm".f‘l“""fs4 H*Hﬁ Hz H/’;Hﬁl. Hﬁ{% Hz | ppm| Hz | ppm| Hz] ppm
1224,7 4,89 774,4)769,9
ac - Asp - Olie 1639 6,56 1220,4|4,88 757 ,41752,9
Lo 8,01217 |4,87] 4,4 4,4}732,51728,1} 38,45 | 16,9 [1275 [5,10|925 |3,70[495|1,98
1631 6,524 1216,1 {4,86 715,5 710,8
12125 4,85 ]
1207,914,83
o 1232,5 4,93 i
CH —— C—HN—CH — ¢ o |166396,65 1228 |4,91 80O  795,5
0 g —c fiHB‘b'CH ? 7,8‘1224 4,8914,25 4,25 78%25%778,5 36,21 {17 [1380 5,52 [930 13,72|510{2,04
a 2 H |1g56,1l6,62] [1220 4,88 760 755,5|
AN 0 5
o? o 1215,5 4,86 744,3 738,5
;Hz 1235 4,94 790 %785,5
N02 I\E/:I 1648,916,59 1230,514,92 ,
T 7.8 1227 |4,01(4,5 |4,5[773 768 | 29,87 |17,25[1325 5,30 937 3,75 310|2,04
A ligal,1ls,56 1226,5(4, 90 755  750,5
1222,5|4,89 737,5%733,5
1218,3(4,87 :
1235 |4,94 790 §785,5
i 1658,9/6,63 1230,5/ 4, 92 773 %768
_ R 7,8 1227 |4,01|a,5 |4,5[755 [750,5| 27,54 |1725/1310}5,24]915 3,66 510(2,04
(,%"g A hes11l6,60 1226 |4,90 ‘
o 1222,5)4 89 737,5%733,5
1218 |4,87 !

MADTTIATT T7TT O

—98_
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Les déplacements chimiques sont plus faibles dans le cas du
N acyl aspartate (B benzyl ester) de méthyl que dans le cas des produits
nitrés.

On retrouve l'effet de déblindage sur les protons CH, benzyle

2
dans le cas de 1'isomére "ortho'.

2 - Spectres RMN des diméres

L'existence des groupements protecteurs entraine que chaque
acide aminé dans le dimére, n'a pas le méme environnement chimique. Par
conséquent, les protons appartenant au premier acide aminé seront repérés
par l'indice I, et les protons appartenant au second acide aminé seront

suivis de 1'indice II, conformément au schéma suivant

CH H H 0
13 | | Vs
CHS—-C‘J—-O—C-N—-CH —-————ﬁ—-N-—?H—C
i
CH 0O Hee—mC==H ' O He=C==H O===CH
3 i 3
C C
7 N 07 o
] ! |
I CH, CH, 11
02@ ' NO,

N

Les spectres RMN sont identiques & celui représenté figure III-8.

les résultats sont rassemblés dans le tableau I1I-4,

Pour chaque acide aminé, le proton N-H, le proton aCH et les

deux protonsBCH2 forment un systéme ABMX,

les protons NHI et NHII (parties XI

couplés avec les protons H“I et HaII (parties MI et MII) et donnent nais-

et XII) sont respectivement

sance 3 deux doublets séparés d'environ 400 Hz sur le spectre,



ﬁo\mi S :o_mnﬁxm
_ 14 )
[ ] ¥




- 87 -

ORTHO META PARA
A 1855 1847 1846
o Hz
=]
*ﬂ IS (,:
Nl $ ool 7,42 7,39 7,38
o J | 7,4 8,0 7,8
& NH -qCH] ’ ’ ,
' ON
o\ o = 1222 5 1218,25] 1222,5 1218 1212,3 1207,5

N/ ‘

\U ~ By, f1214 1210 1213,75 1209,75] 1204 1199,8
i L~ i 1209,15 1205 1195
O‘Q'Q\ aCH

1y ‘ 4,38 4,77
{ \o IE ) Ty ue ; , 4,73
e 1
Z
! JMHBF 4,12 4,23 4,47
v=C &

1 o YRG 75 785 775,5 771,25 779,75 775,5

Lo 14
E_E..0 772 768 758,5 754,5 763 758,5
‘ N fIf\] AHZ AR = E
2 oE 748,75 743,75| 1733,5 728,5 739,25 734,25
! ! 731 726,53 716,25 711,5 721,75 717
=0 o s
' “11 %H; %{/ 37,54 38,76 37,39
o ‘61 "By ‘
fop! )
AR S 17,38 17,12 17,12
| FBL T By .
o - 4 1382 1303 1305
) iz
0-CH,,
3 5,53 5,21 5,22
ppm
A 1375 1296 1305
Hz
O-CH,
- 5,5 5,18 5,22
ppm
A 930 935 930
Hz
0-CH,
5 3,72 3,74 3,72
ppm

TABLEAU 1I1-4

s

Sy

D,
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ORTHO MET A PARA
A ,
» Hz 1405 1400 1399
(]
N, 8 ppm 5,62 5,60 5,60
™
%
J , 6
) N NH—aCH 7,6 8,0 8,2
(@)
o o Z
N/ r 1150 1150 1144
© o~ L‘HZ o
l o
o ﬁN }O-o “
Dl ==t abs - =
NS I . 5,8
i \O JH@Hsi 5,5 6,0 6,0
=i
T
T 4,5 4,25 4,5
UZO —- Holsy
o 804,75  795,25}778 773,25|784 779,75
O—O——U\ mC\‘l
i o,o_@ 787,75  783,5 |760,75  756,75|767,5 762,75
T T bz 717,58 710 698,53 682  1705,5 699,75
OO h 700,5 695  |681 675 1688,25  682,5
“3 gCH,
) i i v Ve 86,85 78,63 77,59
U"’(i)‘o B1 Rz
o J. - i7,0 17,25 17,0
5 HBJ HBQ
3 i 362 362 365
Hz
(CH3)3 h
6 1,45 1,45 1,46
ppI

TARIEAU 1131-4 suite
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Nous avons attribué le pic N-H correspondant aux champs élevés,
au proton de la fonction uréthane, en accord avec BYSTROV et ses collabo-

rateurs (59).

Chadue proton o CH reste couplé avec 1'hydrogéne porté par 1l'ato-

me d'azote et les deux protons B CHQ voisins.

e massifa CHM poszéde une structure fine qui permet de faire une

analyse compléte au second ordre du sous spectre (ABM) Par contre, le

1

massif o CHI ne présente pas de structure fine, nous avons donc mesuré di-

rectement sur le spectre les constantes de couplage J J ce qui

moHg, ¢ THoHg,
se justifie dans ce cas, puisque le rapport

est supérieur a 4
JH H
“B1 VB2
et quune interprétation au premier ordre est suffisante.
p p

Les sous spectres ABI et ABII sont partiellement superposés comme

le montre la figure II1I-9.

11 n'y a pas semble-t-il d'interactions entre les chaines latéra-
les, et le spectre RMN des protons qCH et BEEQ est la somme des spectres

légerement déculés donnés par chaque acide aminé I et II (figure I1I-8),

On peut remarquer que les constantes de couplage JNH-aCH et
: o s o S " (A1 121
JNH=uCHTI ne sont pas identigues pour les dimeres ortho ft para
(JNHwaCH = JNH~uCH ) ce gui peut s'expliquer par 1'encombrement stérique
B il

du groupement tertiobutylcarbonyle qui infliuence la conformation de 1l'acide

aminé I,

Nous avons conservé les mémes notations que pour les dérivés

précédents,
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H
|
CH - € — N — CH ¢ N — CH—C
| | I
0 sz 0
C |
7N\
? 0
1 CH, ; 11
O,N '

Jes spectres RMY sont identiques & celui représenté figure III-10

et les résultats sont rassemblés dans le tableau II1I-5.

On ne reléve pas de différence sensible entre les gpectres RMN
des dimeéres N protégés par le groupe tertiobutyloxycarbonyle et les spec-
tres BMN des diméres N acylés, sauf en ce qui concerne le proton NHI' Le
proton N-H, le proton o« CH et les deux protons B CH2 de chaque acide ami-
né donnent naissance & un systéme ABMX gu'il est difficile d‘analyser direc-
tement , car les massifs q CHI etchHll d'une part BCHZ . et B CH2 - d'au-
tre part se recouvrent d'une maniére trop importante. Nous avons donc été
obligé d'ajuster la valeur des constantes de couplage en simulant sur or-
dinateur les spectres RMN des dérivés acylés au moyen du programme
LAOCOON III et en utilisant les paramétres reportés dans le tableau III-5,

L’accord entre le spectre calculé et le spectre expérimental est satisfai-

sant comme il apparait sur la figure 1I1I-11,

Si on compare les trois isoméres entre eux, on remarque une diffé-
rence importante dams la position des pics NHI et CHS (de la fomction acyle)
entre les diméres "ortho’ et ''para’ d'une part et le dimére '"'méta’ d'autre
part, les valeurs trouvées pour les diméres "ortho” et "para” sont trés pro-
ches de celles trouvées pour les monoméres correspou.«nts, comme le montre

le tableau I1I-6 ;: ol les déplacements chimiques sont exprimés en Hertz,
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ORTHO META PARA
A 1850 1850 1850
NH 5 7.4 7.4 7,4
Iywm, | &° 7,7 8,0
N A 1695 1400 1682
NH, S 6,78 5.6 6,73
J
- 7,7 8,0
A 1385 1315 1315
0 - cH, 5 5,54 5,26 5,26
gf’ Iup o 0 0
| QN‘ A 1380 1305 1310

°x ,° o - cm, 8 5,52 5,22 5,24
O [aV] .
| N /0—5 I 14,4 0 0
8_5_0\ A 1270 izi5 121z
i ° CHyy; S 4,84 4,86 4,85
z

J 4,6 4,6 4,8
| HyHg 1 ’

_ 2-—-:0— L JHocHB2 4,6 4,6 4,8
| o . 1238 1156 1319
5_85_J7 5 4,91 4,6 4,87

N o
i \0_5 CHO %hH 4,7 4,2 4,2
81
T Tom 50 ) 5.2
Rt 2
(_..O ON o] B
U‘—". >l
' E o - o, A 930 935 927
e s 3,72 3,74 3,71
© A 750 775 750
CH, By 8 3,0 3,1 3,0
Vv _V
Hgy Hp,| 33,8 38,9 35
17,0 17,2 17,2
JHBI_ HB2 s ’ L
A T4z 758 730
.
§ 2,97 3,03 2,92
cH, B, v W 83,9 78,3 80
JHBLﬁez
Hg Hp,| 17,2 17,2 17,2
i 510 370 502
CH, 5 2,04 1,48 2,00

TABLEAU III-5




DIMERE SOUS DIMERE MONOMERE DIMERE MONOMERE
FORME tBOC [ACYLE NHI NH ACYLE —CH3 —CH3
ZNHI
ORTHO 1405 1695 1660 510 510
META 1400 1400 1645 370 510
PARA 1399 1682 1655 502 510

TABLEAU III-6

Comparons nos résultats & ceux obtenus par BYSTROV et ses collabo-

rateurs (59) sur la N benzyloxycarbonyl D alanyl D alanine méthyl ester

(composé &) et sur la N acyl alanyl D alanine méthyl ester (composé B)

(Tableau 11I-7).

Composé A :

|

H 1 H O
i | V4
- CHZ-—O—-—F-»N——CH C weaN = CH—C
I '
C 0O —C
0 CH3| H3 H3
I II
Composé B l
H ! H (0]
| l 4
CP—mC—ﬂN‘—fH —=N-—=— CH—C
’ > cu, ! 'CH 0 —CH
SI 3 3
1 I1
A ‘ CH_-
Hz NHII AHz NHI AHz 3
Composé A 1700 Hz 1375 Hz
Composé B 1875 Hz 1737 Hz 500 Hz

TABLEAU I1I1-7
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Le passage de la fonction uréthane a la fonction amide s'accom-
pagne d'un déplacement vers les bas champs (A passe de 1375 Hz & 1737 Hz)
et la valeur obtenue est comparable & celle observée pour les diméres acy-
1és "ortho'" et "para’ (1695 Hz et 1682 Hz). La position du pic correspon-

dant aux protons CH, de la fonction acyle (p = 500 Hz) est identique a

3
celle des protons analogues dans les trois monoméres nitrés et dans les di-

méres ' ortho” et "para" (A = 510 Hz et 502 Hz).

On peut donc penser que la chaine latérale de 1'acide aminé I
dans le cas du dimére acyle "méta'" se replie vers la fonction amide créant

un effet diamagnétique au niveau des protons du CH_ et du proton N—HI,

3

0
1
CH, == C——N-—CH ----
3 r
O,N H /cH2
c

IT - SPECTRES RMN DES DERIVES DES GLUTAMATES DE NITROBENZYLE

D'une maniére générale, les spectres RMN des dérivés des gluta-~
mates de nitrobenzyle sont semblables entre eux dans une méme série d'iso-

méres ; ils sont compliqués par la présence des protons y CH2.

Nous nous sommes limités a4 relever les déplacements chimiques des

protons ainsi que les constantes de couplage J le systéme AA'BB'X

NH-0CH’
que forme le groupe OCH - BCH2 - YCH2 - n'étant analysable que par de longs

calculs sur ordinateur utilisant le programme LAOCOON III.

1 - Spectres RMN des monomeres

Les résultats sont rassemblés dans le tableau III-8.
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o - -
CH2 CHg, @) CH3 CH2 Y CH2 R
A § A § A ) A § A §
CHLORHYDRATE DE GLUTAMATE :
(y BENZYL ESTER) DE ' 129515,18]1047}4,19} 95213,804670'| 2,68]57012,28
METHYL, :
o 490 , v .
C1~ HN-CH-CJ ORTHO |1380}5,52]1062{4,25| 965{3,86{695 | 2,78]577]2,31
[ 0-CH, ‘ : : ‘
CH2 '
i META |1335)5,34{1092{4,37| 990{3,96]720 | 2,88{610]2,44
CH
! 2
o”c\o PARA [1345|5,38]10954,38] 990|3,96{725 | 2, 90}610}2,44
0 ; )
02N

TABLEAU 1II-8

- Le proton o CH est couplé avec les deux protons du B CH2 et

.donne naissance & un triplet

- Les protons Hy sont équivalents, et sont couplés avec les 2

protons B CH ils donnent également naissance & un triplet.

o )
- On retrouve 1l'effet de déblindage du groupement nitro sur les

deux protons benzyliques dans 1'isomére "ortho'.

- Les protons du chlorhydrate de glutamate (y benzyl ester) de
méthyl ont un déplacement chimique plus faible que leurs homologues dans

les dérivés nitrés.

Les résultats sont résumés dans le tableau III-9

Les protons N - H, OCH, BCHZ et YCH2 forment un systéme

AA'BB'MX trés complexe,
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L'examen des spectres montre que

-~ le proton N-H est couplé avec le proton Hy,

- le proton H, est couplé avec le proton N-H, et les deux

protons CHé B et on observe un massif de 6 pics correspondant & oCH

- la constante de couplage J est indépendante du monomére

NH-oCH
acylé envisagé.

2 - Spectres RMN des diméres

les résultats sont rassemblés dans le tableau III-10

Les pics N—HI et N—HII ont été attribués de la méme maniére que

dans le cas des diméres de l'aspartate de nitrobenzyle.
Dans les diméres "ortho' et '"'para', le doublet correspondant au

proton N-H_ est partiellement masqué par le pic des protons CH,_ benzyle,

I 2

lLes protons QEQ-B donnent naissance a deux massifs centrés vers
2,20 et 2 ppm, alors que les protons ggé'yne donnent qu'un massif vers
2,55 ppm.

Nous ne relevons aucune différence sensible dans les déplacements

chimiques, lorsqu'on passe d'un isomére & un autre .

les résultats sont rassemblés dans le tableau III-11,
les protons CH2 B et CH2Y donnent naissance & un massif centré

respectivement vers 2,20 ppm et vers 2,54 ppm,
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L'examen du tableau III-11 ne révéle aucune différence importante
dans les déplacements chimiques des protons d'un groupement donné, pour les

trois isomeéres,

Dans le cas des dimeres dérivés du glutamate de nitrobenzyle, on

ne retrouve pas d'effet diamagnétique sur le proton N-H._ et sur les protons

I
g§3 de la fonction acyle, probablement parce que la chaine latérale étant
plus souple et plus longue que dans le cas des diaspartates, le groupe
nitrobenzyle a beaucoup moins de chance de s'approcher de 1l'extrémité de

la chaine principale,.

- ESTIMATION DE L'ANGLE DE TORSION ¢ AU MOYEN D'UNE RELATION TYPE KARPLUS,
BUs
N
A partir des valeurs expérimentales des constantes de couplage
SJNH-GCH" nous avons calculé les angles ¢ correspondants, en utilisant la

la relation de CUNG, MARRAUD et NEEL d'une part

J = 9,10 cos’® - 3,55 cos 6 + 0,25 ()
corr

avec
-1
J = J (1 -a IAE)
corr exp ; 1

dans notre cas

L AE, =1,3 et J =1,157J
i i corr exp
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et la relation de BALASHOVA et ORCHINNIKOV d'autre part

2
Jcorr = 9,4 cos ¢ - 1,1 cos ¢ + 0,4 @)
avec
J =1,09J
corr exp
3
Les constantes de couplage JNH—aCH que nous avons obtenues sont

toutes voisines de 8 Hz, dans ce cas, la relation (1) ne donne que deux va-

leurs de 1l'angle ¢ , et la relation (2) donne quatre valeurs de 1l'angle ¢ .

Les solutions des équations (1) et (2) sont rassemblés dans le
tableau III.12. Les angles ¢ obtenus a partir de la relation (1) sont

donnés avec une erreur de I 5°,

N

Si nous comparons ces résultats, a ceux obtenus par 1l'analyse con-
formationnelle sur les monoméres et les diméres de l'aspartate de nitro-
benzyle, nous voyons que la valeur de 1l'angle ¢ correspondant au puits A

(210° < ¢. <«270°) est retrouvée par les deux relations d'une maniére satis-
faisante étant donné le caractére approximatif de 1'analyse conformationnel-

le et de 1'utilisation d'une loi du type KARPLUS,

relation (1) ¢ = 277°

relation (2) o= 269°
mais qu'en plus, la relation de BALASHOVA et OVCHINNIKOV retrouve le puits
i ¢ = 69°,

Nous pouvons donc conclure que le squelette des monopeptides et
que le squelette de chaque acide aminé des dipeptides adopte une conforma-
tion préférentielle toujours la méme quel que soit 1'isomére considéré, et
qui correspond & ¢ voisin de 270° et VY voisin de 130° dans le cas des as-

partates de nitrobenzyle.

IV - CONSIDERATIONS SUR LES CONSTANTES DE COUPLAGE J

HyHg

les constantes de couplage J sont susceptibles de donner des

H H
a B
renseignements sur les conformations possibles de la chaine latérale d'un

acide aminé. Et dans ce domaine, les conclusions de l1'étude par BRADBURY
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et ses collaborateurs (101) du spectre de résonance magnétique du proton
100 MHz du polyaspartate de benzyle (PAB), nous sont apparues riches d'en-
seignement. Dans un premier temps, nous allons donc exposer le travail de
BRADBURY et de ses collaborateurs ; puis, nous essaierons de faire une dis-
cussion analogue sur les constantes de couplage J que nous avons mesu-

HyHg

rées pour les dérivés de l'aspartate de nitrobenzyle,

1 - Résultats obtenus par BRADBURY et ses collaborateurs, concernant la

chafne latérale du polyaspartate de benzyle.

le spectre RMN du polyaspartate de benzyle a été enregistré i la
température de 100°C, en utilisant le chloroforme deutéré comme solvant.

Dans ces conditions, le PAB est sous forme d'hélice a gauche.

BRADBURY et ses collaborateurs ont trouvé

J = 4kj 1 Hz
HyHgy

J =7,4 +0,3 Hz
HaHBz

N

On admet ( 72) a (75) que les trois rotaméres représentés
figure I1I-12 ont un poids statistique prépondérant dans les conformations

permises des chaines latérales d'acides aminés. Si a,, a, et a, représen-

3
tent respectivement la durée de vie fractionnaire de chacun des rotaméres

on peut écrire d'une maniére générale dque :

= +
JHaHB observé = 2191 t 3dy * agdg

avec a; +a, +a, = 1 (3)

J,, Jd

1’ "2
pectivement dans les rotaméres 1, 2 et 3.

et J3 sont les constantes de couplage associées au proton Hg res-

Pour déterminer le poids statistique des différents rotaméres il

¢ représentées

figure III-12, En premiére approximation, on suppose que les constantes Jg

faut connaitre les constantes de couplage du type Jg et J

et Jt ont la méme valeur quelque soit le rotamére considéré, ce qui conduit

aux deux relations suivantes
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HaHBl g
a, = (4
1 J - J
t g
HaHBZ g
a, = (5
Jt - Jd

Les constantes de couplage Jg et Jt ont été évaluées par PASCHLER (102)

oy
f

= 2,6 Hz
J, = 13,6 Hz

L'utilisation de modéles moléculaires montre que le polyaspar-
tate de benzyle sous forme hélice g gauche ne peut pas avoir la confor-
mation du rotamére 2 ; par conséquent a, = O et la relation (6) doit étre

satisfaite

J +J =J +J (6)
HyHg, HyHg,, g t

Cette relation n'est pas vérifiée pour le polyaspartate de ben-
zyle. BRADBURY et ses collaborateurs, en déduisent que les valeurs de
JHuHB ohservées ne peuvent pas s'expliguer en considérant uniquement
1'existence des rotaméres 1, 2 et 3, les deux conformations privilégiées
de la chafne latérale du polyaspartate de benzyle prévues par le calcul
conformationnel de SCHERAGA (131) ainsi que toute combinaison linéaire de

ces conformations privilégiées ne permettent pas plus de retrouver les

constantes de couplage JH H expérimentales,
(o]

BRADBURY conclue que les chaines latérales du PAB sont en mouve-
ment rapide entre deux rotaméres de géométrie voisiuz des rotameres 1 et 3,
un rotamére ayant une durée de vie double de 1l'autre. Et 1'état des connais-

sances actuelles ne permet pas de préciser davantage ces conclusions.
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associées aux dérivés des aspartates

2 - Les constantes de couplage J
- “HyHg

de nitrobenzyle.

Les constantes de couplage J
HyHg

1'aspartate de nitrobenzyle sont comprises entre 4,1 Hz et 6,1 Hz, et la

calculées pour les dérivés de

différence entre J est toujours plus faible que celle ob-

t J
HoHB | N HoHg,,
servée par BRADBURY pour le polyaspartate de benzyle,

D'un point de vue stérique il n'y a aucune raison pour que les
rotaméres 1, 2 et 3 ne puissent exister pour les monomeres et les diméres
dérivés de 1l'aspartate de nitrobenzyle ; il est possible de calculer les

parametres a a, et a,. la solution mathématique des équations (3), (4)

1’ 72 3
et (5) est physiquement acceptable. Nous avons rassemblé  les résultats

dans le tableau III-13,

Les durées de vies a a, et a_, sont du méme ordre de grandeur,

17 72 3
et tout en reconnaissant le caractére approximatif des valeurs reportées

dans le tableau III-13, nous pouvons raisonnablement supposer qu'il y a
un mouvement rapide de la chaine latérale entre les rotameres 1, 2 et

a, et a la relation de KOPPLE est donc évi-

1’7 72 3°
demment inutilisable dans notre cas,

3, avec les durées de vie a
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T
J J a a a
HoHg, HoHg, 1 2 3
Hz Hz
HC1l, H - Asp - OMe
5,62 4,57 0,274 10,179 | 0,547
OBzl
HC1l, H - Asp -~ OMe
’ | P 5,95 5,05 0,304 0,223 | .0,473
OoNB
HC1, H - Asp - OMe
| 6,03 4,97 0,312 0,216 0,472
OmNB
Cl, H - Asp - OM .
HCL, ISp © 6,06 4,94 0,315 0,212 | 0,473
OpNB
Ac - Asp - OM
¢ SP e 4,5 4,5 0,174 0,174 | 0,652
0Bz 1
- -0
Ac fSp Me 4,25 4,25 0,150 0,150 | 0,700
OoNB
Ac - ?Sp - Ove 4,5 4,5 0,174 0,174. | 0,652
OmNB
Ac - fsP - Ode 4,5 4,5 0,174 0,174 | 0,652
OpNB

TABLEAU III-13
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J
HaHﬁl HdHBz a1 a2 a3
Hz Hz
tBOC Asp OMe I 5,5 4.5 0,264 0,173 0,563
OoNB o II 4,38 4,12 0,162 0,138 0,700
tBOC Asp OMe I 6 4,25 0,309 0,150 0,541
OnmNB 9 11 4,77 4,23 0,197 0, 148 0,655
tBOC ?Sp ~ OMe I 6 4,5 0,309 0,173 0,518
OpNB 9 II 4,73 4.47 0,194 0,170 0,636
Ac sp OMe I 6 4,7 0,309 0,191 0,500
OoNB 5 II 4,6 4,6 0,182 0,182 0,636
Ac Asp OMe I 6,2 4,2 0,327 0,145 0,528
OmNB 5 11 4,6 4.6 0,182 0,182 0,636
Ac sSp OMe I 6,2 4,2 0,327 0,145 0,528
|
OpNB 9 11 4,8 4,8 0,200 0,200 0,600
TABLEAU 1II-13 suite
(ﬂu V\
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C - CONCLUSIONS DE L'ETUDE RMN DES PEPTIDES

L'étude par résonance magnétique du proton des peptides nous a
permis d'une part de confirmer un certain nombre de résultats prévus par
1'analyse conformationneile, et d'autre part d'apporter des précisions qua-
1ifatives et méme quantitatives sur la conformation de nos composés, que

l'analyse conformationnelle ne pouvait pas donner.

L'examen du déplacement chimique des protons a montré que

- La position. du substituant nitro sur le noyau benzénique n'influence pas
sensiblement la conformation des acides aminés ou des peptides dans la ma-
jorité des cas. En effet, dans une série homologue de composés, on observe

peu de différence sur les déplacements chimiques d'un proton donné.

- I1 existe un effet de déblindage sur les protons g§2 benzyle lorsque le

produit considéré est substitué en "ortho" par le groupement nitro,

- On n'a pas mis en évidence d'interaction chaine latérale - chaine latérale,
et excepté le cas du N acyl aspartyl (B méta nitrobenzyl ester) aspartate
(g méta nitrobenzyl ester) de méthyl, nous n'avons pas vu d'interaction

chaine latérale - squelette peptidique.

Les renseignements plus précis sur la conformation des peptides

sont fournis par les constantes de couplage J et surtout J

Hy Hp NH - oCH

- les valeurs observées des constantes de couplage J sont compatibles

HaHB
avec 1'existence de trois conformations privilégiées de poids statistique

légérement différent correspondant aux trois formes “écalées de la liaison

oCH - BCH, de 1la chaine latérale ; avec la possibilité d'un mouvement

2
rapide permettant le passage d‘'un rotamére & 1'autre.

- L'exploitation de la constante de couplage J au moyen de rela-

NH - oCH
tion du type KARPLUS met en évidence que le squelette des peptides est assez
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rigide et gue le puits de potentiel A trouvé par 1l'analyse conformationnelle
correspond aux conformations privilégiées des molécules., La valeur de

l'angle de torsion ¢ est estimée & 270°,

De plus, dans le cas des diméres les valeurs trés voisines des

constantes de couplage J g bour chaque résidu acide aminé permet de

NH-o0.C
dire que ceux-ci ont la méme conformation du niveau du squelette, ce qui
léve 1'indétermination qu‘apportait 1'analyse conformationnelle dans ce

domaine,



CHAPITRE Iv

ETUDE DES TRANSITIONS ELECTRONIQUES
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Nous avons essayé de mener a bien 1'étude des transitions électro-

nigues du groupement nitrobenzyle en faisant deux approches

- 1'une expérimentale, basée sur la spectroscopie ultra-violette
et le dichroisme circulaire magnétique, de molécules modéles comme les nitro-
toluénes et les acétates de nitrobenzyle, mais aussi des mono et dipeptides

nitrés,

- 1'autre théorique, utilisant une méthode quantique approchée, la
méthode CNDO/2 qui a permis de calculer la position et la force oscillatrice

des transitions électro:igues qui existent dans les nitrotoluénes.

A - ETUDE DU CHROMOPHORE NITROBENZYLE

PAR SPECTROSCOPIE ULTRA-VIOLETTE

I - RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

1 - La molécule de nitrobenzéne (79)

La molécule de nitrobenzéne peut étre considérée comme une molé-
cule composée R - S, dans lagquelle R est le noyau benzénique et S le grou-

pement nitro -NOén

Nous allons donc tout d'abord, nous intéresser au groupement

nitro,

a - Le groupement nitro (80)

Le groupement nitro est plan. L'atome d'azote est engagé dans
trois liaisons O : une liaison o avec chacun des atoves d'oxygéne, et une
troisiéme liaison O , avec un atome qui est généralement un carbone. Ces

s : , 2
liaisons U sont faites a partir d'orbitales hybrides sp .

11 existe une paire d’'électrons non appariés sur l'atome d'azote
dans une orbitale o, (px) : de plus, chaque atome d'oxygéne posséde un élec-
tron P dans une orbitale P, Les orbitales p, se combinent pour former
trois orbitales moléculaires : 1'orbitale m liante, 1l'orbitale Ty Bon liante,
et 1'orbitale ‘ﬁgx antiliante,
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Enfin, il existe deux doublets électroniques non appariés sur
chaque atome d'oxygéne, Un de ces doublets électroniques est une orbitale s,
ou une orbitale hybride sp, l'autre est une orbitale p que 1'on désignera

par n,

Les quatre électrons P, remplissent les orbitales moléculaires
ﬂl et ﬂz qui sont issues des orbitales atomiques px de 1'azote et des atomes
d’oxygene.

Dans le groupement nitro, il y a interaction des orbitales n due
a4 la proximité des deux atomes d'oxygéne, et qui conduisent & des combinai-
sons symétriques et zntisymétriques d’orbitales atomiques. D'oll le diagram-

me énergétique représenis figure IV-1,

Le nitrométhane présente un spectre ultra-violet constitué par
deux bandes larges ; une centrée vers A = 270 nm (Emax = 20) qui corres-
pond & la transition na‘* ¥ ; 1'autre centrée 4 A = 210 nm

(€max = 15850) qui ccrrespond 4 la transition m ¥

. ‘g ® . . s
Il existe une autre transition ns‘* m qui donne naissance a
une bande d‘absorption de faible intensité, située & une longueur d'onde

plus basse.

b - Le nitrobenzéne

La molécule de nitrobenzéne est plane., Pour des raisons de symé-
trie l'orbitale n_ non liante du groupement nitro ne recgoit pas de contri-
bution de 1'crbitale atomique 1 de 1l'atome d'azote, elle n'interagit donc

pas avec les orbitales moléculaires 7 du noyau benzénique,

Désignons avec 1'indice prime les orbitales moléculaires issues
du groupement nitro, et sans indice, les orbitales moléculaires du noyau
benzénique, Le diagramme des niveaux énergétiques est regrésenté figure
-2,

le spectre ultra violet du nitrobenzéne en solution dans un hydro-
carbure saturé, montre

. une faible bande & A = 330 nm ( € nax = 140)

un épaulement a A= 280 nm ( € ax = 640)

une bande assez intense &4 A = 250 nm (Emax = 8700)

une bande intense a 3 = 200 nm (@max = 15 500)
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La bande centrée a 330 nm est une transition n - n* d'un élec-
tron de 1'orbitale antisymétrique non liante n°a des atomes d'oxygéne

vers une orbitale antiliante ﬂé du groupement nitro.

L'origine de 1’épaulement & A = 280 nm est controversée : cer-
tains auteurs pensent qu’il sfagit de la bande 0 du benzéne c¢'est-a-dire
de la transition 1B2u 4 Alg (79), d'autres auteurs considérent cette
bande comme une transition n = 7 du groupement nitro (81). Nous désigne-

rons par la suite cette bande par la lettre a.

La bande qui présente un maximum pour A = 250 nm, est toujours
interprétée comme une bande a transfert de charge moléculaire, probable-
ment due & la transition d'um électron d’'une orbitale moléculaire liante
du noyau benzénique (ﬂl) vers une orbitale moléculaire antiliante du grou-

pement nitro (ﬂé)a

La bande centrée a4 A = 200 nm correspond & la bande B du benzéne

1
et est attribuée & la transition E « A,
lu lg

2 - Les nitrotoluénes

N

WEPSTER et ses collaborateurs (82) a (84) ont beaucoup étudié les
dérivés de substitution en position "orthe” du nitrobenzéne, Ils ont mis en
évidence que les molécules du type ne sont pas planes et gue

g NCE

R
l'angle 0 que fait le plan du groupement nitro avec le plan du cycle ben-
zénique est d'autant plus important que R est volumineux. Ils ont retrouvé
expérimentalement les prévisions théorigues faites sur les molécules de ni-

N

trobenzéne substituées, non planes, a savoir

s %* .
- 1'intensité de la bande n - 7 augmente avec 1'angle 6 , car il
. . ; ‘o * ;
y a un mélange plus important des transitions w1 -» permises avec la

transition n - Hﬁa
- il y a un déplacement hysochrome de la bande a 280 nm

- 1'intensité de la bande & transfert de charge diminue rapidement

lorsque 6 augmente, pour devenir nulle lorsque b = 90°,

- 1z bande a 200 nm subit un faible déplacement bathochrome.
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I1 est possible d'évaluer grossiérement 1'angle g , en effet,

'y

selon E.A, BRAUDE (85) on a

£ 2
~ = cog ©

oy

¢ : coefficient dfextinction molaire pour la molécule étudide (O # 0 )

g. ' coefficient d'extinction molaire pour une molécule nitrée plane

voisine ( 8 = Q)

En particulier, WEPSTER a trouvé pour 1l'orthonitrotoluéne que
B = 34°, Ce résultat a été confirmé par des mesures de mement dipolaire
(86) par spectroscopie infra-rouge (87) (88) par RMN (89) et par spectros-
copie ultra violette faite par d'autres groupes de chercheurs (87) - (90)

a (93).

- RESULTATS EXPERIMENTAUX

Les spectres ultra-violet ont été enregistrés sur un spectropho-
tométre CARY 114, en utilisant des cuves en quartz de 1 mm et O,1 mm d'épais-
seur.

Cette étude a été faite sur les nitrotoluénes et les acétates de
nitrobenzyle ; mous avons retenu les trois solvants suivants : le 1,2 di-
chloréthane (DCE), 1'hexafluoroc-isopropanol (HFIP) et le triméthyiphosphate
(TMP). Ces solvants ont 1'avantage d'étre transparent dans 1'U.V, et d'avoir
des polarités différentes ; HFIP est trés polaire, le DCE et le TMP sont peu

peclaires.

1 - Comparaison des spectres U.V., en fonction de la position du groupement

{ nitro sur le cycle aromatique,

les spectres U,V. des nitrotoluénes et des acétates de nitrobenzyle
en solution dans le T.M. P, (Figures IV-3 et IV-4) ont été décomposés en cour-

bes de Gauss, en utilisant un analyseur de courbe 'du Pont de Nemours 310",

Dans le tableau IV-1, nous avons reporté la longueur d'onde M.et
p . 0 -1 -1 .
le coefficient d'extinction moléculaire € i (en 1 mole cm ) au maximum

d'abgorption d'une courbe de Gauss ; ainsi que la demi-longueur Ai de la

bande, calculée a €1 , et la force dipolaire D, de chaque transition
~ )

électronique,.



e . PARA NITROTOLUENE
e A 1 —— WETA NITROTOLUENE
| mole cm

e ORTHO NITROTOLUENE
10 000}

!
]
i
8000} }
1
i

solvant: TMP

2000} NN




e ACETATE DE PARA NITRO BENZYLE
— e ACETATE DE META NITRO BENZYLE

wen ww ACETATE D- ORTHO NITRO BENZYLE

solvant: TMP

Figure TV -4



117

T-AIl OQVEIAVL

cL 0oo%b LE 12€ i) 2] ge vee
izmsmﬂ 0068 é;w,.mis:;« wom‘ Z8S1 00%6 ‘8z orz |
.vw B 006 G mﬂ.‘ [ mvmm Jvi? 008 amm sgz = ivd
44 00%Y c'L 817 6LE 0009% ‘g 61¢
}mew_w ) Ioooﬁ g1 , mw I o i?mm@ 0S€01 11 661
ze 00€ zz Lee 4% 0ge 97 ot e
Gg o? 61 womﬂ co1 0001 0z 01¢
S87TT 008L 97 19z Zot1 0S0L ‘gz 997
- S - - Vign
43 059 Z £€7
T fswwmx B wm,mm ¢ zy 0zz
wmi oomu,ﬁ o €07 zZiv1 00821 cier G661
6¢ 00¢ LZ 1p€ ze CLZ 24 9ge
vie ocoz 8z 867 Pil 0%01 0% 00¢
0s8 | 0019 ¢'9zg 652 €92 0S0¢S 24 62 OHLYO
€23 0892 , ¢i1t mwmm 01v 0s9¢ g1 S LTZ
i S6YT | 0ShEl gigr 861 G631 00121 €1 861
T Mw Ty Ty *q Mm Ty Ty
TIAZNIEOUIIN I HIVIAOV ININTOIOULIN

R §



- 118 -

Lorsque 12 bande d'absgorption est assgimilée & unme courbe de

. T 2 . :
Gauss, la force dipelaire en Debye est donnée par la relation :

D, = 1,63 10°8 2 A1
i A
1

N'ayant pas pu enregistrer les spectres en dessous de 205 nm, 1a
position et 1l'intensité de lu bande B centrée & 200 nw n'ont pu qu’értre esg-

timées,

L'examen du tableszu IV-1 fait apparaftre gue l'intensité de 1la
bande & transfert de charge diminue lorsqu'on passe d'un dérivé “'para” i un
dérivé "méta', et d'un dérivé "méts” A un dérivé “ortho”.

Dans les nitrotoluénes et les acétates de nitrobenzvle, la bande
a est déplacée vers les grandes lenmgueurs d'onde ; elle n'apparait pas pour

les dérivés '"pars'.

La bande n -+ “x €tant trés faible, 1'évaluation de son intensité
est entdchée d'erreur, il est donc difficile de tirer des conclusicns sur
les variations d'intensité de ce pic, lorsqu’on passe d'un isomére 3 up
autre.

Ces observations sont en accord avec la non planéité des composés
"ortho” et méta",

La décompogition fait apparaitre une bande d'intensité moyenne
vers 220 nm (nous 1l'appellerons bande b) pour toutes les molécules, et une
faible bande vers 233 am pour les dérivés "para', gui n'ont pas encore été

décrites,

2 - Influence du solvant sur les spectres U.V,

Sur les figures IV-5 & IV-7 nous avons tracé les spectres U,V, des
acétates de nitrobenzyle en solution dans HFIP, TP «. DCE,

Quel gue soit 1'isomére considéré, il se produit un léger effet
hyperchrome lorsqu’on passe du TMP au DCE, pour toutes les transtions électro-

sigues accessibles a l'expérience,
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L'hexaf luoroisopropanol produit un effet hyperchrome important
pour la bandea transfert de charge intramoléculaire, et pour les autres
trangitions électroniques situées aux plus grandes longueurs d‘'onde ; et

un effet hypochrome pour la bande b centrée a 220 nm,

De plus dans HFIP, la bande a transfert de charge subit un dépla-
cement bathochrome, ce qui est en accord avec les observations de NAGAKURA
et ses collaborateurs (93) sur le déplacement important vers les grandes
longueurs d’onde que la bande a transfert de charge subit dans les solvants

polaires,

Nous avons rassemblé dans le tableau IV-2 les résultats concer-

nant la bande & transfert de charge.

M
€ 3
T™MP DCE HFIP HFIP HF1P
€rMp | ©DCE
Anm 259 260 268
- ORTHO —ie— ,
£ 5300 5500 | 6093 1,149 1,108
max . g
>‘nm 263 263 , 268
META . :
€ 7400 7657 ®536 1,153 1,114
max . -
Aom 268 267 273
PARA 2 —F} .
€ 9000 9904 110606 1,178 1,071
max
TABLEAU IV-2,
€ 3
I
Noua avons calculé les rapports . HEIP et _ HFIP pour les
' Ermp €D

trois isoméres, et nous voyons que ces rapports sont constants aux erreurs
expérimentales prés ; ce qui signifie que quel que soit 1l'acétate de nitro-
benzyle envisagé, la polarité du solvant agit de la méme maniere sur la

bande a4 transfert de charge intrqmoléculaire,
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3 - Estimation de l'angle ¢ entre le plan du groupement nitro et le plan

du cycle benzénique.

Nous avons calculé 1'angle § que fait le plan du groupement nitro
avec le plan du cycle benzénique, en considérant que le para nitrotoluéne
est plan et que le groupement nitrobenzyle est plan dans 1l'acétate de para

nitrobenzyle. les résultats sont résumés dans le tableau 1IV-3,

NITROTOLUENES ' ACETATES DE
NITROBENZYLE
ORTHO META ORTHO META
TMP 42° 28° 40° 25°
DCE ‘ 42° 28°
HFIP 41° 26°

TABLEAU IV-3

L'examen du tableau IV-3 montre que la nature du solvant n'a pas

d'influence sur la valeur de l'angle 8 pour les acétates de nitrobenzyle.

Nous retrouvons pour les dérivés "ortho’' une valeur un peu plus
élevée que celle prévue par WEPSTER, mais du méme ordre de grandeur que

celle obtenue par WATSON ( 94).
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B - ETUDE DU CHROMOPHORE NITROBENZYLE

PAR DICHROISME CIRCULAIRE MAGNETIQUE

I - RAPPELS THEORIQUES

En 1845, FARADAY découvre qu'un corps transparent isotrope, 1li-
quide ou solide, placé dans un champ magnétique, produit une rotation du
plan de polarisation d'un faisceau lumineux qui le traverse parallélement
4 la direction du champ magnétique et que cette rotation est proportion-

nelle & 1'intensité du champ magnétique'ﬁ appliqué (95).

Par la suite, il montre que la rotation magnétique s'ajoute a la

rotation optique naturelle.

Bien que ces premiéres observations remontent & plus d'un siecle,
1'effet FARADAY, comparé 3 1l'activité coptique naturelle, a regu peu d'ap-
plications jusqu'd ces derniéres années. C'est qu'il faut attendre 1960
pour voir l'apparition d'appareils industriels performants et d'un emploi
aigé ; et 1966 pour avoir une théorie générale (96) qui explique les expé-

riences précédentes, et redonne de 1l'intérét aux recherches dans ce domaine,

Néanmoins, peu de travaux ont été faits & ce jour, pour relier

1'activité magnéto optique & la structure des molécules.

1 - Théorie simplifiée du dichroisme circulaire magnétique

Deux grandeurs sont principalement utilisées pour chiffrer le

dichroisme circulaire magnétique

_ o9 Iy : sy
l'ellipticité molaire magnétique E)]M pour un champ magnéti-

P Hd 3

- le dichroisme circulaire magnétique AEM que onne
elles ont les mémes définitions que les grandeurs analogues utilisées pour
chiffrer le dichroisme circulaire naturel (chapitre V)., En particulier on a

= A
[¢], = 3300 8%
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Certains auteurs normalisent & un gauss 1'ellipticité molaire
magnétique ou le dichroisme circulaire magnétique, en divisant IBIM ou

AeM par la quantité gH

avec 8 magnéton de Bopr

H intensité du champ magnétique

BUCKINGHAM et STEPHENS (96) ont montré que dans la zone d'abgorp-
tion d'un chromophore, l'ellipticité molaire magnétique lelM exprimée dans
les mémes unités que 1l'ellipticité molaire naturelle (c'est-a-dire en degré

2 ., . -1
cm décimole ") peut se mettre sous la forme d'une somme de trois termes

C
8] = -
lol, = - 21,3458 [£,a + £, + =) ] )
avec
4 v v3 (v2 - vz)r
o o
f, = 2
h {(\)2 - v2) +rv2 Fz)}
o
et
¢ = T v3
2 2

(vz - vz) + sz
o
relationsvdans lesquelles
Vo est la fréquence d'absorption du chromophore
I' est la largeur & demi hauteur du pic d'absorption
k constante de BOLTZMAN
T température absolue
v fréquence

A, B et C sont les paramétres de STEPHENS, exprimés respectivement en

2 -1 2
Debye B ; Debye.g.cm et Debye .B.

Les fonctions fl et f2 sont représentées figure IV-8.

Nous allons nous limiter & la justification de la relation (1)

en prenant l'exemple d'un systéme & symétrie sphérique : 1'atome.
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Un systéme i symétrie sphérique posséde un moment angulaire quan-
tifié par J, la projection du moment angulaire total sur l'axe z est quanti-

. M.
fié par y

En l'absence d'un champ magnétique extérieur, 1'état possédant le
moment angulaire caractérisé par le nombre quantique J, est (2 J+1) fois dé-
généré,

L'application d'un champ magnétique H léve la dégénérescence, c'est

l'effet ZEEMAN ; 1'énergie de chagque sous niveau est donnée par la relation :

- +
Ep =E, YgM BH

g est le facteur de Landé
8 est le magnéton de Bohr

E énergie de 1'état excité E, en absence de champ

FIGURE 1V-9,
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Pour une observation longitudinale, les deux transitions corres-
pondant a AMJ =+ 1 et AMJ = - 1 sont polarisées dans le plan perpendicu-
laire & la direction de propagation du champ magnétique. La transition cor-

respondant & AMJ = 0 vibre parallélement au champ.

Il est possible de considérer la lumiére polarisée circulairement
droite ou gauche comme un ensemble de photons de moments J =1 et MJ =1 et
+ 1 respectivement (97). L'absorption d'un de ces photons par un systéme,
fait varier son moment angulaire de + 1 et sa composante sur l'axe z de +1
pour la vibration polarisée circulaire gauche, et - 1 pour la vibration po-

larisée circulaire droite.

Ces régles permettent une description qualitative des effets ob-

servés en dichroisme circulaire magnétique.

Considérons en effet un atome dans 1'état fondamenfal 1S et étu-
dions la transition IS*‘1p° Dans une telle transition, J varie de O a 1, et
1'état excité est trois fois dégénéré., La figure IV-10 montre les courbes
d'absorption des vibrations circulairement polarisées gauche et droite, ain-
si que leur différence €. - €_, Daﬁs ce cas, l'ellipticité molaire n'est

G D
composée que du terme A,

Considérons maintenant la transition lp g IS, le niveau fondamen-
tal est dégénéré. La population des sous niveaux est régie par la loi de
BOLTZMAN, et par conséquent, le sous niveau 1p1 est moins peuplé que le
sous hiveau 1p_l. I1 en résulte que l'ébsorption de la lumiére polarisée
gauche est moins intense que 1l'absorption de la lumiére polarisée droite.

La courbe différence €G - €D obtenue, a la forme donnée par la figure IV-11,

et correspond & la superposition d'un terme A et d'un terme C dfi a la diffé-

rence de population.des sous niveaux de 1'état fondamental,

Enfin, il peut y avoir un mélange des niveaux par le champ magné-
tigque, ce qui donne naissance au terme B de la relation (1) (Figure IV-12),
Le paramétre B est inversement proportionnel & 1'énergie de séparation des
deux niveaux. La forme du terme B est identique & celle du terme C, mais
elle ne dépend pas de la température.‘Le terme B existe méme pour des sys-
* témes qui ont peu de symétries, alofs que les termes A et C nécessite au

moins un élément de symétrie d'ordre trois.
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En général, les molécules organiques ne possédent pas d'axe de
symétrie d'ordre élevé, et leur ellipticité molaire magnétique n'est com-

posée que de termes B.

2 - La force rotationnelle mqgnétique

On peut caractériser 1'intensité d'une bande dichroique, par sa

force rotationnelle magnétique M,

~

s PN . . N .eme .
La force rotationnelie magnétique Mi’ aggociée a la i transi-

tion électronique, est proportionnelle 4 la quantité

IGIM, )
i

dv
v

Pour les molécules organiques peu symétriques, on a

lo|,. = - 21,3458 f

B
M )

2

Si nous considérons que la bande dichroique cbtenue est une courbe de Gauss,

alors
o lsl§ as
M, = - 0,7717 10 -
1 A
i
avec
Iel? : ellipticité molaire magnétigque mesurée & l'extremum de la bande
i
-1
(en degré cn? décimole )
N : longueur d‘'onde de 1'extremum
' o
| ol
By : demi largeur de la bande mesurée a —
ey s . eme - L,
Mi : force rotationnelle magnétique de la i transition, exprimée en

2 -1
Debye .g cm
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Il - RESULTATS EXPERIMENTAUX

les spectres de dichroisme circulaire magnétique (DCM) ont été
enregistrés au Centre d’'Etudes Nucléaires de Saclay, sur un dichrographe
ROUSSEL JOUAN CD 185, muni d‘une bobine supraconductrice. En mesure nor-

male, le champ magnétique créé est de 68 500 gauss,

les spectres bruts ont été corrigés de la contribution du solvant
et des cuves, en retranchant de 1'ellipticité obtenue pour la solution,

celle de 1la ligne de base enregistrée avec le solvant,

Le dichroisme circulaire magnétique a été ensuite obtenu, en re-
tranchant le dichroisme naturel du dichroisme mesuré en présence du champ

magnétique.

Entre 400 nm et 250 nm, 1'amplitude du bruit de fond, évaluée
créte & créte est environ 5 mm pour la sensibilité s = 10”5 utilisée, elle
est égale a1 cm entre 230 nm et 220 nm, et voisine de 2 cm pour
220 nm YA 3 210 nm., Il n'a pas été poééible d'enregistrer les spectres en

dessous de i = 210 nm,

Les molécules étudiées étant peu symétriques, leur dichroisme
circulaire magnétique ne présente que des termes B, Nous avons donc décom-
posé chaque spectre en courbes de Gauss en utilisant 1'analyseur de courbes
"du Pont de Nemours 310", et en nous aidant des résultats obtenus par di-

chroisme circulaire naturel pour positionner les bandes (chapitre V).

. 2 -1
Les valeurs de |6|M sont exprimées en degré cm décimole pour

un champ de 68 500 gauss,

1 - Etude des nitrotoluénes.

D'une maniere générale les spectres de DCM des nitrotoluénes en-
tre 400 nm et 210 nm sont formés de deux bandes positives et d'une bande

négative.

La bande positive située aux plus hautes longueurs d'onde peut
étre souvent décomposée en deux courbes de Gauss centrées vers 300 nm et

310 nm et correspondant respectivement & la bande a et & la transition
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* . : * .
n~+ m . Seule dans le DCE, la bande n-y~ existe pour les trois isoméres.

Lz bande négative intense, centrée vers 265 nm correspond i la

bande & transfert de charge intramoléculaire,

Nous retrouvens la transition b vers 218 nm, sous forme d'une

bande positive intense.

La bande B centrée vers 200 nm n'est que suggérée et apparait

négative,

Enfin, il est parfois nécessaire de faire intervenir une bande
vers 240 nm, d'intensité moyenne pour recomposer le spectre de DCM expé-

rimental,

a - Comparaison des spectres DCM des trois isoméres

-~

les spectres de DCM des nitrotoluénes sont semblables & ceux re-

présentés figure IV-13,

Nous avons rassemblé dans le tableau IV-4 les résultats de la dé-

composition des spectres de DCM en courbes de Gauss.

Dans un solvant donné, le passage du dérivé "para” au dérivé

"méta" et du dérivé "méta’ au dérivé "ortho"” s'accompagne
- d'une diminution d'intensité de la bande a

- d'une diminution d'intensité, et d'un déplacement hypsochrome

de la bande & transfert de charge.

Nous remarquons que la bande b est située & la méme longueur d'on-
de pour les isoméres 'méta’ et "para’, mais qu'elle subit un effet batho-
chrome pour 1'isomére "ortho'. L'intensité de la bande b est la plus grande

pour le méta nitrotoluéne et la plus faible pour 1'orthonitrotoluéne,

b - Influence de la nature du solvant sur les spectres DCM des

nitrotoluénes

&

L'examen du tableau IV-4 et des figures IV-14 a IV-16 montre que
- la position de la bande b est peu affectée par la polarité du solvant, il
n'en est pas de méme de son intensité qui est plus faible dans HFIP que dans
les autres solvants (sauf pour 1'orthonitrotoluéne en solution dans le TMP

pour lequel les intensités sont du méme ordre de grandeur.).
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N

- 12 bande a transfert de charge subit un déplacement bathochrome et un

effet hypochrome dans HFIP
to = 'i;i &

#*
- la bande s, et la bande n+ 7 (quand elle existe) subissent un déplacement
bathochrome dans HFIP, Pour les isom2res 'ortho’ et "méta”, 1'intensité de
la bande a augmente dans HFIP, alors gue 1'intensité de la bande n»—ﬁ* di-

minue,

2 ~ Etude des acétates de nitrobenzyle,

L'intreduction du chromophore ester - pr
0o -

mophore nitrobenzyle améne des modifications dans le gpectre DCM des acéta-

4 proximité du chro-

tes de nitrobenzyle par i:ipport au sepctre des nitrotoluénes, comme le mon-~

tre 1la comparaison des tableaux IV-4 et 1IV-5,

- Quel que soit le solvant, les gpectres DCM des acétates de
nitrobenzyle présentent un déplacement hypsochrome par rapport aux spectres

DCM des nitrotoluénes.

- Dans HFIP, 1'intensité des bandes est plus grande pour les acé-
tates gue pour les nitrotolugnes, ncus ne mettons pas en évidence de bande
N . L * . .

4 240 nn;, et la transition n» 7 n'est presente que pour l'acétate de para

nitrobenzyle.

. , * .
- Dang le TMP, on ne trouve pas la bande ns ¢, par contre, il
apparait pour les trois acétates une bande centrée vers 250 nm négative,
et d'intensité moyenne, alors que pour les nitroteluénes, elle est positive

et n'est présente que pour le parsnitrotoluéne.

- L¥'influence de la polarité du solvant sur les spectres DCM

des acétates de nitrobenzyle est de méme nature que pour les nitrotoluénes,

Nous avons done mis en évidence une interaction électronique en-

tre le chromophore ester et le chromophore nitrobenzyle,

3 - Etude des mono et des dipeptides

Nous avons étudié le dichroisme circulaire magnétique des mono}
et des dipeptides dérivés des aspartates et des glutamates de nitrobenzyle,
afin d'essayer de metire en évidence une interaction chaine latérale -

gguelette peptidique, ou chaine latérale - chaine latérale.



130 -

G-AIl AVHTIYL
0086 < 80¢€
00201 767 9%y - 0006 61 €0¢€ 0098 $z
0080g- S0LZ 5601 00¢91i- £7 L1297 0O0BOI- 07
o0v el €12 899 - 00077 G'g 91% D0TZY 6
0¢L9 62 8T - ERAN 61 £ 987 O0Ee €°7
L 0094~ gLz (443 00€9~ ciLT ¥97 0004~ 21
QCoe~ FASKS 61 00cEe~ 271 LyZ 00Z1i~ 17
00€9 G 8RR F1€ ~— 004zt Z §1g 0809 <'9
Y e ot | e v v o] | T
9
Vdvd VIIN OBIMO

HTAZNEGOUIIN 3O STLVIADY

Ficy




-~ 131 -

N

Comme le montrent les figures IV-17 a 1IV-19 et les tableaux
IV-6 a IV-8, les spectres de DCM des mono et dipeptides sont trés voisins
de ceux des acétates de nitrobenzyle. Les mémes effets de solvant sont re-

trouvés sur les transitions électroniques quand on passe de 1'HFIP au TMP,

I1 n'y a donc pas d'interaction électronique importante entre le
squelette peptidigque et les chaines latérales, ou entre chaines latérales
des peptides. THIRION ( 98) est parvenu a la méme conclusion en étudiant des

acides aminés naturels et des peptides dérivés d'acides aminés naturels, par

dichroisme circulaire magnétique.
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HFIP TMP
6 6
. . 0°. M, .
Ay By IeIMi 1 Ay a; | lely fro’.m,
219 9 |12200 | -387 | 216 | 6,5 | 6050 | -140
Ac OoNB 244 |21 -1200 80
266,5 | 20 |16800 | 973 | 257 |17 ~7000 357
304 |25 | 8600 | -546 | 287,5|22,5 | 3300 | -199
220 | 8,25/ 13300 | -385 | 220 7,5 | 6650 | -175
251,519 ~1175 68
Ac - fsp - OMe § 9563,5 123 {16400 | 1105 |260 |16,5 | -7200 353
OoNB 302 |19 | 9400 | -457 | 291,5 |23 3200 | -195
324,5 | 9,5 800 | -18
Ac —tasp \-ome | 219,5 | 7 |14300 | -352
OoNB/ 264,5 | 21,5-16400 | 1029
303 |17 | 8300 | -359
Ac —Glu —pPMe 220,5 | 8,25 8950 -258 221 10 5950 -208
OONB 266 |20 |16100 | 934 |258 |18 8525 459
304,5 |22 | 8350 | -466 | 295 |19 3800 | -189
ac —{ciu Y-ome | 220 9 {11000 | -347
OONB J,, 265 21,5{-15600 | +977
305 |18 | 8000 | =364
337 - | 9 800 | -16

TABLEAU IV-6
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HFIP TMP
A Ay lelMi 10%m| 2 Ay IelMi 10°. M,
216 { 8,5 | 22000 |-668 | 215 7 12500 | -502
Ac - OmNB 247 18 -3500 | 197
267,5] 23 |-16500 1095 | 264 17,5 | -6300 | 322
303 ! 19 9000 | -436 | 288,5 | 19 3375 |-182
216 8,5 | 23200 | -705 | 225 5,5 |14800 |-279
Ac - Asp - OMe
262,5 | 20 |-6450 | 379
OnNB
263,5% 21,75(-16700 | 1064 | 265 16 | -3525 | 164
300 | 19 8200 | ~401 | 294 19,5 | 3500 179
Ac 4 Asp {-OMe 217,5| 9 23200 | -741
gmNB , 264 | 21,5 |-17400 { 1094
301,5] 17 8500 | -370
215 8,5 | 23100 | -702 | 214 5,5| 11900 | -236
Ac - Glu - OMe 244 17 -3400 | 183
gmNB 263 | 23 ~-15800 | 1054 | 261 20 | -7600 | 449
301 17,5 8200 | -315 |284,75 | 19 5375 | -277
Ac I1u OMe 215 8,5 | 21600 | -659
_(ZmNB); 263 | 23 -16900 | 1141
301 17,5 | 8400 | -377

TABLEAU 1IV-7 i\i‘q E;‘
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HF 1P TMP
6 6
A A 8 10 hY A 5
i i 161, : i i 1o}, o My
215 10 | 13400 | -481 {223,5] 7,5 | 6300 | -163
257 |20 {-3050 183
Ac OpNB
270,55} 23,5}-20300) 1361 | 275,51} 22,5 |-7600 479
294 14 { 10200{-375 | 297 |15,75 | 6750 | -276
308 14,5] 9800 | -356
216 g8 | 10600 | -303 | 222 7,5 1 7000 | -183
Ac - Asp - OMe| 236 4 | -2500] 33 [257 |24 {-2300 166
OpNB 266 22 |-17800 11136 | 269 {15,75 |-8600 389
301 17 | 11500} -501 k96,75 |16,75 | 4875 | -212
Ac f Asp 4 OMe} 216 10 | 11800 | -422
OpNB}z 265 25 |-21200 | 1544
300 18 | 12500 { -579
216 8 11400 | -326 | 221 7,5 | 6650 | -172
Ac - Glu - OMe 256 19 |-5900 338
OpNB 268 | 22 |-17500] 1109 [273,5 | 16 |-8650 301
299 | 18 12400 | -576 [292,5 | 17,5 | 6625 | -306
214,5| 10,5 | 11000 | -416
Ac Glu OMe *
269 | 23 ~19900 | 1314
OpNB .
2 299,5| 20,5 | 12800| -676

TABLEAU 1IV-8
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C - ETUDE DES TRANSITIONS ELECTRONIQUES

DES NITROTOLUENES PAR LA METHODE CNDO/2

I - LES METHODES QUANTIQUES DE CAICUL ( 99) (100)

Les objectifs premiers de la chimie-physique sont d'expliquer
comment les atomes se combinent pour former les molécules, de prédire les
réactions que peuvent siui:ir les atomes et lesmplécules, et de déterminer

la vitesse avec laquelle celles-ci se font,

Tous ces objectifs dépendent de la possibilité de calculer 1'éner-

gie d'une collection d'atomes, en fonction de leur configuration.

Le but des calculs quantigues est de fournir & priori ces infor-

mations, en respectant deux conditions fondamentales

~ les calculs doivent éire suffisamment précis pour avoir une si-~

gnification chimigue

~ le prix de revient est trés important, car le volume des calculs
nécessaires devient rapidement treés grand., On ne peut pas en effet calculer
directement 1la géométrie d'une molécuie, on est obligé de la déduire & par-
tir d'une interpolation de 1'énergie d'un grand nombre de géométries voisi-

nes de celle qui correspond au minimum de 1°'énergie potentielle.

La solution exacte de 1'équation de SCHRODINGER permet de prédire
en détail le comportement de n'importe gquel systeme chimique ; mais en pra-

tique, cela n'est réalisable gue pour les atomes ou les ions les plus simples,

Par conséquent, les théoriciens ont été amenés A& concevoir des mé-

thodes de calcul moins rigoureuses que l'on a classécs en :
méthodes ab initio
et méthodes semi empiriques

Nous nous limiterons & 1'exposé des méthodes qui ont conduit a

1'élaboration de la méthode CNDO/Z,
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1 - Les méthodes ab initio (SCF. LCAO, MO)

a - Généralités

le point de départ de la méthode des orbitales moléculaires est
la construction d'une fonction d'onde d'un systéme polyélectronique, en

faisant une combinaison adéquate des fonctions d'onde monoélectroniques,

La fonction d'onde totale décrivant un systéme de n électrons sans

interaction est donnée par le déterminant de SLATER

f, W e ‘I’l(l) (1) H, ) a@@) W) sg.......

Y@ a@ ‘91_,(2) B8 (2) -‘?2(2> a(2) lg(z) 8(2).......
E

@ o @ pm Y,m am $m sm.......

\P est 1'orbitale qui ne dépend que des coordonnées d'espace

o et B sont les fonctions d'onde de spin.

En réalité, dans une molécule réelle les électrons interagissent,
il est donc nécessaire de déterminer les orbitales individuelles(P de telle

maniére que la présence des autres électrons soit prise en considération.

b - La méthode du champ auto-cohérent

(Self-Consistent field ou méthode S.C.F.)

La méthode du champ auto-cohérent est la meilleure méthode qui per-
mette de déterminer les orbitales moléculaires individuelles. En voici les

principales caractéristiques

- 1'hamiltonien total exact du systeme est écrit en explicitant

les interactions des électrons

H = z: HG) + izl :;—

v U<y v
H(G) est l1'hamiltonien pour un électron y dans le champ créé par tous les

noyaux.
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- l'énergie totale du systéme est alors donnée par la relation

classique en mécanique quantique

jw*mf dr
j‘i"l’"dr

- on applique alors le principe variationnel pour 1'énergie,

E =

c'est-a-dire que 1'on ajuste la valeur des paramétres qui composent la fonc-
tion ‘P , afin d'obtenir 1'énergie E minimale. On obtient ainsi les équa-

tions générales de FOCK,

F est un opérateur qui joue le rdle d'un hamiltonien individuel

e, est 1'énergie individuelle d'un électron occupant 1'orbitale \Pi

La caractéristique essentielle des équations de FOCK réside dans
le fait que chaque opérateur individuel F dépend de toutes les orbitales oc-
cupées dans le systéme. Ainsi, chaque Y est donnée pour une équation qui
dépend de tous les ? . Il est donc nécessaire de choisir arbitrairement un
ensemble de fonctions d'onde \P, de calculer les valeurs des F (v), de ré-
soudre les séries d'équations pour un nouvel ensemble de fonctions d'onde ¥ ;
" . . s ieme , .
on recommence toutes ces opérations, jusqu'a ce que la p série de fonc-

iéme

tions d'onde ? reproduise la (p-1) série de fonctions d'onde ? , avec

une bonne précision. D'oll le nom 'auto cohérent' donné & ce procédé,
p p

Pour que les orbitales de départ ‘P soient aussi proches que pos-
sible de la solution, on fait 1'approximation L.C.A.O, dans laquelle chaque
orbitale moléculaire d'une molécule est une combinaison linéaire de toutes

les orbitales atomiques occupées de chaque atome,
=T ¢, 9,
T

Les équations de FOCK sont alors transformées en un systéme d'équa-

tions linéaires homogénes : les équations de ROOTHAAN:
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C, (F . - S )=0 2
Z; iq © pa € pq 2)
avec
S * (v) (v) dt intégrale de rec t
= - e de recouvr
pa xp xq N g vremen
F ‘r’ * (v) F (v) dt é1ément de 1la matri de 1 érat
= a ric
pa )So xq v pd de e de opérateur

de FOCK

Un ensemble d'équations du type (2) ne posséde pas de solution,

sauf si le déterminant |F -es_ | est nul
pa pq : IF g 0 @)
-£ =
pd pd
L'équation (3) fournit 1'énergie ¢ ; & partir de 1l'équation (2),
on peut alors obtenir les parameétres Ciq' Cependant on peut montrer que les

éléments qu dépendent des coefficients Ciq

F = H + G
pd P4 pd
ol
H =§ V) H (v) x (v) drt
pad Xp q v
et

qu = i;: 2:_ er st Ié (rp, gqs) - (rq, PS)I

r,s

avec
b3

(pa,rs) =/f X D —— X M x_ () aT, aT, (4)

r
v

Dénc, en pratique, pour résoudre les équations de ROOTHAAN, il
faut choisir un ensemble de valeurs de départ des parametres C:, calculer
les qu, résoudre les équations pour un nouvel ensemble de valeurs de para-
métre Cr’ et ainsi de suite jusqu'a ce qu'une certaine uniformité soit

atteinte,
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Selon 1'expression mathématique que 1'on donne aux orbitales

atomiques, on distingue

- la méthode STO (Slater Type Orbital) qui est la plus ancienne

et dans laquelle, la fonction d'onde est sous forme exponentielle.

~ la méthode STO=-N G dans laquelle les orbitales atomiques sont

formées de N fonctions de Gauss, ce qui simplifie les calculs.

En fait, dans le cas des atomes non hydrogénoides, les fonctions
exponentielles du type Slater ne sont pas de bonnes approximations pour les
orbitales atomiques ; aussi dans la méthode LEMAO-N G (Least Energy Minimal
Atomic Orbital with N Gaussians) 1es’6rbitales atomiques sont des sommes
d'orbitales gaussiennes normalisées, dont les paramétres sont ajustés par

une méthode des moindres carrés.

¢ ~ Discussion

En principe, la méthode SCF s'applique & n'importe quélle molé-
cule, avec un nowbre hon 1imité d'orbitales atomiques ¥ . Pratiquement, 1la
méthode nécessite le calcul d’un grand nombre d'intégrales doubles du type
(4) (leur nombre varie comme la puissance quatriéme du nombre d'orbitales
atomiques de départ) ce qui rend le prix de revient du calcul excessif et

limite 1'application de la méthode.

Cette méthode est incapable de donner les valeurs correctes des

-1
chaleurs d'atomisation (on commet une erreur de 100 kcal.mole ). Des ar-
tifices comme 1'introduction des interactions de configuration (C.I.) ré-

duisent les erreurs commises.

Ies chaleurs de réactions sont en général mal reproduites, si

on prend un nombre minimum d'orbitales atomiques pour faire le calcul.

Par contre, la méthode SCF est trés bien adaptée pour comparer

des systémes qui ont le méme nombre de liaisons du méme type.

2 - Les méthodes semi-empiriques.

L'objectif des méthodes semi-empiriques est de réduire le nombre

des calculs, en diminuant le nombre des intégrales de répulsion du type (4).
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Pour cela, on utilise un nombre minimum d'orbitales atomiques de base, et
on suppose qu'il n'y a pas d'interactions entre les électrons des couches
internes et les électrons périphériques. Cependant, méme avec ces simplifi-
cations, le volume des calculs demeure‘excessif, d'autres approximations

sont nécessaires,

Au lieu d'essayer de déterminer la meilleure orbitale moléculaire
de la forme LCAO qui minimise 1°'énergie correspondant & une fonction d'onde
sous forme de déterminant, on cherche des orbitales moléculaires approxima-

tives que 1'on met toujours sous forme LCAO,

Cette méthode a été utilisée pendant longtemps en particulier pour
1'étude des systémes ayant des électrons m , On suppose que chaque électron
1 du systéme, se déplace dans un champ "effectif" créé par 1'ensemble des

noyaux, des électrons des couches internes, et des autres électrons 7 ,

On peut alors introduire un "hamiltonien effectif" H, et la

i
résolution d'une équation de SCHRODINGER individuelle

Heff P =t

conduit & 1'énergie individuelle ¢ , et & 1'orbitale P

Pour une orbitale moléculaire du type LCAO on est conduit aux

équations

avec

ol H est 1'hamiltonien effectif individuel.
Les énergies individuelles sont solution de 1'équation

H - €8 = 0
rs rs
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On retrocuve formellement les équations de la méthode SCF LCAO MO,
Ainsi, une bonne définition de Heff peut domner des solutions satisfaisantes,
sans utiliser le procédé fastidieux d'itération de la méthode SCF, Deux pro-
cédés de calculs dérivent de ces équations : 1l'approximation de HUCKEL et
1'approximation de WHELAND-MULLIKEN. Dans les deux cas, l'hamiltonien H
n'est pas explicité, mais les éléments matriciels Hrs sont considérés comme
des paramétres ajustables, La différénee essentielle entre les deux approxi-
mations réside dans le fait que HﬁCKEL néglige le recouvrement, alors que

WHELAND et MULLIKEN en tiennent compte,

Cette méthode due principalement a HOFFMANN est la premiére i te-

nir compte de tous les électrons de valence dans une grande molécule.

Dans cette méthode, les orbitales moléculaires Vi sont construi-

tes a partir d'une combinaison linéaire d'orbitales atomiques de Slater’xr.

les coefficients Cir et les énergies des orbitales sont obtenus en résol-

vant la série d'équations séculaires

avec i =1, 2, 3,.. n.
ol H est un hamiltonien effectif,

L'ensemble des orbitales atomiques de base est construit a par-
tir de 1'orbitale 1 s de 1'atome d'hydrogeéne, des orbitales 2 s et 2 p de
chaque atome de carbone et de chague hétéroatome. Les éléments diagonaux
Hrr de la matrice sont les potentiels d'ionisatiocn de l'orbitale r, les é1é-
ments non diagonaux Hrs sont obtenus d'une maniére :pproximative par la re-
lation de WOLFSBERG - HELMOLTZ.

= 5 K + S
H 0,5 K (H_ +H )

rs rs

ol K est une constante voisine de 1,75,
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Les orbitsles moléculaires sont les valeurs propres d'un hamil-
tonien effectif H que 1'on n'explicite pas. lLes éléments matriciels de H
sont traités comme des apports empirigues caractéristiques des atomes envi-

sagés,
La limitation principale de 1a méthode EHT est son incapacité de

tenir compte des interactions entre une orbitale atomique donnée, et les

électrons du méme atome ou des stomes voisins.

On peut tourner les difficultés des calculs pratiques sur les gran-
des molécules, tout en évitant d'utiliser un hamiltonien totalement empirique,

a4 condition de simplifier 1z méthode SCF et d'en garder le formalisme.
D g

La pierre d'achoppement de la méthode SCF est le calcul des inté-
grales sur toutes les orbitales atomiques, Il est donc nécessaire de réduire

leur nombre, ce qui a conduit a 1'approximation ZDO qui suppose que :

xp(wxq(‘;ut)ff'fj o pour p=z% q

Cette hypothése primitivement faite par PARISER et PARR en 1953
dans le cas des électrons 7y, a été par la suite généralisée par POPLE et

ses collaborateurs pour n'importe gquelle orbitale de valence.

Par conséquent, les intégrales de recouvrement disparaissent, et

de plus, parmi les intégrales (pg, rs) seules subsistent les intégrales

(pp, pp) et (pp, ag).

Les équations de ROOTHAAN se trouvent simplifiédes de la maniére

‘suivante :

ZC, (¥ - £ 8 ) =20 (5)
q iq9 pq pa

o 8 . est le symbole de KRONECKER,

Les éléments qu comprennent les éléments d'interaction qu qui

se réduisent &
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G_ = - 5:_ ¢, ¢, (pp, 9q) (6)
3

et

¢ = Z Z 2 C‘2 [(rrv pp)] )

d - La méthode CNDO (Completely Neglected of differential overlap)

Dans cette approximation, tous les électrons de valence de la molé-
cule sont traités explicitement dans le cadre de la méthode LCAO SCF précé-
demment décrite. les électrons de couches profondes sont inclus dans le
"coeur”, et tous les prwduitsxp(u) Xq(p)entre les orbitales de valence appar-

tenant a un méme atome, ou a deux atomes différents, sont négligés.

Par conséquent, les équations & résoudre sont celles de la méthode

ZDO,

et les é1éments de matrice qu et Gpp sont donnés par les relations (6) et
7.

Nous alloms maintenant réécrire les relations (5), (6) et (7) avec
les notations traditionnelles de POPLE, les lettres grecques en indice cor-
respondent aux orbitales atomigques, et les lettres capitales en indice, cor-

respondent aux atomes,

L'équation (5) devient :

Z C - & 8 = 0
e SR b

En utilisant la définition de la densité de charge et de la matri-

ce de multiplicité on a

Puv =

[\
[’
[
=
@
i
<

la sommation est faite sur toutes les orbitales moléculaires occupées.

1 ) ’
i ==P Y + Psy Ye
Gup =2 Puu M ;75‘ Ak Yau
et
1
Guv =73 P T
ol Y est 1'intégrale (ui,vv),

v
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Dans la méthode CNDO, on fait deux autres hypothéses fondamentales :

~ Les intégrales de Coulomb v sont toutes considérées comme des
intégrales de Coulomb calculées a partir des orbitales atomiques s du type

o

Slater. Si y et v appartiennent & la méme seconde sous couche de 1l'atome A,

alors
Y =Y =Y
uv ZSAZSA AA
ginon :
Y =Y =y
9 Y
uyv ZSA SB AR
Posons

Paa = :Z: Puy

A
les éléments matriciels GHU deviennent

1
o an "2 Py Yaa ?t éE;:% Pe Y aB

- La seconde hypoth®se concerne les éléments matriciels de "coeur’
Huv , dans la méthode CNDO, le coeur est composé des électrons 1 s et du
noyau atomique. Si on fait une partition de 1'hamiltonien de "coeur" en frac-

tions centrées sur les atomes, alors, 1'intégrale de coeur concernant une or-

bitale p et centrée sur un atome A, s'écrit

* é;;-A <hAIVBluA:>

U
LT Hakp

- v 2. v
Haly g za BA

ol VB est le potentiel dii au coeur B et U un paramétre caractéristique

Uaba
de 1'atome A,

Les valeurs de tous les H pour deux orbitales différentes d'un

Hava
méme atome sont négligées.

les intégrales HM v sont exprimées de la maniére suivante :
A'B )

1 o o
H v =3 ( BA + BB)Suv
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ol 8 est 1'intégrale de recouvrement entre les orbitales V et V

Hv

o o . P

BA et BB sont des parametres caractéristiques des atomes A et B.
Dans la méthode CNDO/2, on prend pour valeur du paramétre U

Hu
U--l(1 A, ) - (Z 1)
a7 g Up v Ay ) — 2y =5 Y,
avec

I, Dpotentiel d'ionisation de 1'orbitale yu
AH affinité électronique de 1'orbitale

et pour valeur des VAB

avec ZB charge du coeur B,

e - Autres méthodes quantiques

I1 existe un certain nombre d‘autres méthodes quantiques comme
les méthodes INDO (intermediate neglect of differential overlap) et
NNDO (neglect of diatomic differemntial overlap) qui dérivent de 1'approxi-
mation ZDO ; la méthode PCILO (Perturbative Configuration interaction using

?

totally localised orbitals) et la méthode MINDO 3 (Modified INDO),

Les méthodes quantiques que nous venons d'exposer ou de citer,
ont des applications généralement trés spécifidques ; en particulier, la

méthode CNDO/2S est bien adaptée & 1'étude des transitions électroniques.

i¥ - APPLICATION DE LA METHODE CNDQO/2 A L'ETUDE DES TRANSITIONS ELECTRONIQUES

DANS LES NITROTOLUENES

L'étude des transitions électroniques par la méthode CNDO/2 né-
cessite la connaissance préalable de la géométrie de la molécule considérée.
Nous avons donc fait dans un premier temps une analyse conformationnelle des

nitrotoluénes.
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I - Résultats de 1'analyse conformationnelle.

Nous n'avons tenu compte que des interactions non liantes dans
1'étude conformationnelle des nitrotoluénes. Le programme 'Descartes”
{(chapitre II) a tracé les cartes conformationnelles en fonction des deux

paramétres g et x
~ gy étant 1°angle que fait le plan du groupement nitro, avec le plan du
cycle benzénique
- x étant 1'angle du diédre défini par le plan du cycle aromatique et le
plan défini par la liaison C-C, et ume liaison C-H du groupement méthyl,
les conventions sont les suivantes
g = 0 lors que le groupement nitro et le noyau benzénique sont coplanaires

¥ = O lorsque la liaison C-H considérée est dans le plan du cycle benzénique

furg

1'opposé du groupe nitro comme le montre la figure IV-20,

L'examen des cartes conformationnelles (figures IV-22 et IV-23)
fait apparalitre que les conformations favorisées sont cellesjpour lesquelles
ie groupement nitro est perpendiculaire au plan du cycle, & * 10° prés, L'an-
gle X n'intervient pas dans l'établiséement de la conformafion des isomeres
"méta" et para’’. Il n'en est pas de méme pour 1‘orthonitrotoluéne ; en effet

1'empéchement stérique d & la disubstitution en position ortho, limite X

aux valeurs comprises entre O et 27°70u 93° et 120°,

Digcussion

Dans le calcul qui a été fait, nous n'avons tenu dempte que des
interactions non liantes qui favorisent une géométrie dans laquelle le grou-
pement nitro est perpendiculaire au plan du cycle. Or, la délocalisation com-
pléte des 6 électrons T du noyau benzépique et des doublets électroniques
non appariés du groupement nitro, est énergétiquement favorable, et est d'au-

tant plus aisée que la molécule est plane.

"L'énergie de résonance’ diminue 1‘'énergie .otale de la molécule,
et rend favorables les conformations pour lesquelles 1l'angle 8 est proche

de O, comme le suggére la figure IV-21,

Liutilisation d'une méthode quantique comme la méthode MINDO 3 au-
rait été plus adaptée a ce type de calcul conformationnel complet. Malheureu-

sement, nous ne possédions pas le programme MINDO 3,
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2 - Résultats des ealculs CNDO/2,

les calculs CNDO/2 ont été faits sur les nitrotoludénes en utilisant

les parametres de Jaffé. Nous avons toujours pris y = O.

Dans les tableaux IV-9, IV-10 et IV-11, nous avons reporté la lon-
gueur d'onde et la force oscillatrice f des transitions électroniques, ainsi

gue la valeur de l'angle § . Nous avons comparé ces valeurs aux résultats

expérimentaux,
ORTHON ITROTOLUENE
g = 0° 6 = 30° 8 = 90° Expérience
A f A f A f "X €
nm nm Tonm nm
187,7 0, 932 187,3 0,506 186,3 1,035
193,1 3,77,10‘4 189,8 0,351 187,2 1,094
196,3 0, 950 197,2 0,790 205 0,455 198 |12100
220,1 9,23010»'2 219,2 0,134 217,5 | 3650
s -2 -2 -3
252,3 13,54.10 250,4 |2,29.10 249,7 |7,06.10 259 5050
- -2 — .
276,4 |{3,14.10 2 276,4 |2,02.10 273,2 |5,21.10 31 300 1050
-6 -4 =51
349,2 {1,73.10 346,1 |{3,38.10 327,5 |2,25.10 336 275

396,8 4,73(,,10“6 374,2 |1,25.10 ~ | 355,8 1,01,10'6

TABLEAU 1IV-9
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TABLEAU 1IV-11

8=0 8 = 90° Expérience
A f A f A €
nm nm nm
187,1 0,774 186 0,994
'196,4 1,043 187,7 1,07 199,5 12800
205,5 0,436
223,3 7,69010_2 220 5750
2 -3
254,2 4,28,10 249 8,95.10 266 7050
278,4 1,73,10‘2 273 4,74,10'3 310 1000
-8 -0
347,2 5,93.10 327,7 1,55.10 340 350
py -7
367,5 4,08.10 354,1 1,99.10
TABLEAU IV-10
PARAN ITROT OLUENE
8 =0 Expérience
A f A €
nm nm
186,4 0,955
195,5 0,896 199 10350
222 ,7 5,99010'2 219 6000
235 800
255, 9 1,07010'I 276 9400
|
274,1 3,035.10
TN
= /5%
334,4 1,56.10 334 64 e
~8 S
363,4 2,917.10
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a

Sur les figures IV-24 a IV-29, nous avons simulé les spectres

U.V. en portant f en fonction de ).

L'examen des tableaux IV-9, IV-10 et IV-11l améne les remarques

suivantes :

- la valeur © = 90° donne le plus mauvais accord entre le calcul
CNDO/2 et les résultats expérimentaux sur la position des transitions élec-
troniques, et de plus, la bande b située vers 220 nm n'est pas retrouvée

dans ce cas.

- I1 y a un trés mauvais accord entre 1l'intensité calculée et
1'intensité expérimentale des bandes en particulier pour la transition
* P . P .
n.s g pour laquelle 1'intemsité doit beaucoup dépendre des effets vibra-

tionnels complétement négligés dans cette étude préliminaire.

- Par contre, il existe une assez bonne corrélation, comme le
montre la figure IV-30, entre les longueurs d’'onde calculées et les lon-
gueurs d'onde expérimentales des transitions électroniques ; sauf pour

e Pt

la bande 'a’' pour laguelle le calcul CNDO/2 donne une valeur proche de cel-

le trouvée dans la littérature pour le nitrobenzéne 3 = 280 nm (1),
- Le calcul CNDO/2 ne fait pas apparaitre de bande vers 240 nm,

- Dans le cas de 1'crthonitrotoluéne le spectre U.V, est peu

affecté lorsque 1l'angle 0 varie de O a 30°,

- L'effet hypochrome de la bande a transfert de charge qui appa-
raft lorsqu'on passe de 1'isomére para a 1'isomére méta, et de 1'isomeére
méta & 1'isomére ortho est retrouvé par la méthode CNDO/2 méme lorsque les
molécules de nitrotoluéne sont planes et semble ne dépendre que de la posi-

tion des substituants sur le cycle aromatique,
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C - CONCLUSIONS

Liensemble des études expérimentales et théoriques gque nous
avons faites sur le chromophore nitrobenzyle nous a permis de mettre en
évidence, outre les quatre transitions déja décrites dans la littérature,
une transition intense centrée vers 200 nm, probablement due aux électrons

7 du noyau benzénique,

L'apparition d'une ‘bande vers 240 nm n'a pas été confirmée par
le calcul CNDO/2 maisg il faut remarquer que nous 1l'avions mise en évidence
dans notre simulation de spectres expérimentaux en supposant que toutes
les bandes d'absorption étaient gaussiennes, ce qui n'est qu'une premiére

approximation,

Le calcul CNDO/2 montre que la non planéité des molécules d'ortho
et de méta nitrotoluéne n'est pas la seule cause de l'effet hypochrome

qu'con observe pour la bande & transfert de charge intramoléculaire,

Enfin, les spectres de DCM ont confirmé qu'il n'y avait pas
d'interactions notables des chaines latérales entre elles ou avec le sque-

lette peptidique.



CHAPITRE A

DICHROISME CIRCULAIRE
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I -~ LE DICHROISME CIRCUIAIRE NATUREL

1 - Origine Phénoménologique

Lorsqu'une onde électromagnétique, linéairement polarisée, tra-
verse un milieu possédant un groupement chromophore optiquement actif, ses
composantes circulairement polarisées gauche et droite, ne sont pas absor-

bées de la méme maniére ED # EG’ il y a apparition de dichroisme circu-

laire,
P P _)-
L'extrémité du vecteur champ électrique E, décrit donc & la sor-

tie, une ellipse.

L'angle ¥, figure V-1, appelé ellipticité, est relié aux indices

d'absorption KG et KD des lumiéres circulairement polarisées gauche et

droite, par la relation :
, ™

¥: ellipticité exprimée en radians
A : longueur d'onde de 1l'onde électromagnétique
1 : épaisseur du milieu

Deux grandeurs macroscopiques ont été introduites pour exprimer

l'ellipticité d'un soluté d'une maniére commode
- 1'ellipticité spécifique [v]
. ¥
["I’J - 1 C

y: ellipticité exprimée en degré

épaisseur du milieu exprimée en dm

. . _ -1
concentration du soluté, exprimée en gml



Figure §¥-1

N’
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- 1'ellipticité molaire [6]
Mo
par définition fo] = [¥)i35
Sachant que 1'indice d'absorption K est relié au coefficient

d'extinction molaire ¢ par la relation :

A 2,303
e Pe = —=2—— 1\€e¢

K = Log 10

. . L -1
avec € : concentration du soluté exprimée en mole.l1 . On montre que

[6] = 3300 (g, -~ &)

La g, - €. =Ae porte le nom d'absorption différentielle dichroique

G D

: s saz . ' . . 2 ., . -1 .z

1'ellipticité molaire [Q], s'exprime en degré cm décimole , unité
hors systéme consacrée par 1'usage.

le dichrographe fournit directement la différence de densité
optique (AG - AD) 4 la sortie de 1l'échantillon pour les lumiéres circulai-

rement polarisées gauche et droite.

he _ M .
=1 (AG AD)s

M : masse moléculaire soluté (en g)

-1
C : concentration du soluté (en gl ")
1 : épaisseur de la cuve (en cm)

la différence AG - AD est mesurée sur le spectre en mm,

s : est la sensibilité exprimée en mm

2 - Les théories quantiques de l'activité optique

De nombreuses théories ont été proposées pour expliquer 1l'ori-
gine de l'activité optique d'un milieu. Elles ont pour point de départ

les deux observations suivantes
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- Une transition électronique peut impliquer le déplacement
linéaire des charges électroniques et créer par 1a méme un moment élec-

trique appelé moment de transition électrique

- ou entrainer la rotation des charges électriques autour d'un
axe, donnant naissance & un moment magnétique appelé moment de trangition

magnétique,

D'une maniére générale, les transitions électroniques peuvent étre
électriquement ou magnétiquement permises, mais les transitions électrique-
ment permises sont dix mille fois plus intenses que les transitions magnéti-

quement permises.

a - La théorie de ROSENFELD, Introduction de la force rotatlonnelle‘

La premiére théorie quantique de l'activité optique d'une substance
en solution a été présentée par ROSENFELD en 1928 (103) ; celui-ci attribue
l'activité optique d'une molécule & des transitions électroniques ayant des
moments de transition électriques et magnétiques, paralléles ou antiparallé-
les. les résultats obtenus ne sont valables que dans les régions du spectre

en dehors de la zone d'absorption,

ROSENFELD exprime la force rotationnelle Ra de la transition élec-

tronique O > a en termes quantiques par la relation :

Ra= {Im, <O|ula> . <a|m|0>}

oll Im signifie partie imaginaire
u opérateur moment dipolaire électrique
m opérateur moment dipolaire magnétique

O fonction d'onde de 1'état fondamental

a fonction d'onde de 1fétat excité

Par la suite des théories plus élaborées ont complété la théorie

de ROSENFELD en 1'appliquant a des modéles particuliers,

KIRKWOOD suppose que 1l'état électronique fondamental de la mplé-
cule n'est pas dégénéré, et que la molécule: optiquement : active se com-

pose de N groupes couplés par des 1liaisons de covalence, & un groupe
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central inactif (le carbone asymétrigque par exemple). Si les groupes cou-
plés sont optiquement actifs, ils sont & leur tour décomposés., On obtient
finalement un ensemble de groupes inactifs que 1l'on juxtapose pour former
un ensemble asymétrique, a l'origine de 1l'activité optique., Une fois la
molécule décomposée, KIRKWOOD couple deux moments de transition électriques
voisins, et ne tient compte dans la suite du calcul que des interactions
des groupes secondaires avec le groupe central, Pour qu'il y ait dans ce

cas couplage effectif, il faut
~ s0it des moments de transition élevés
- soit une proximité des deux groupes.

La théorie de KIRKWOOD est aussi appelée ''mécanisme K'.

c - La théorie & "un électron” de CONDON, ALTAR et EYRING (1937)

CONDON, ALTAR et EYRING supposent que chague électron de la mo-
lécule se déplace dans un champ de force créé par la distribution de charge
dans la molécule. L'activité optique est alors due au mélange d'une transi-
tion magnétique d'un chromophore, avec une transition électrique du méme
chromophore, sous 1'influence du champ perturbateur provenant des autres

groupements de la molécule.

Cette théorie est aussi désignée sous le nom de "mécanisme

C.A.E.".

Cette théorie fait intervenir le couplage de deux moments de
transition identiques, appartenant a deux chromophores voisins,couplage qui: s'a-
compagne dime levée de dégénérescence des états excités, On observe alors un
dédoublement excitonique de la bande d'absorption, et l'apparition de deux
bandes dichroiques de forces rotationnelles égales et de signes contraires,
La théorie de MOFFITT est désignée sous le nom de "terme KIRKWOOD-MOFF ITT,
ou terme K.M, ",

e - Le mécanisme uy- m (107)

Le mécanisme U- m met en jeu 1l'interaction d'une transition élec-
triquement permise d'un chromophore, avec une transition magnétiquement per-

mise d'un autre chromophore. Pendant trés longtemps, on n'en a pas tenu

compte,
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Le spectre dichroique d'une molécule étant étroitement 1lié aux
transitions électroniques de cette molécule nous allons donc
rappe ler dans le paragraphe suivant quelles sont les transitions électro-
nigues qui existent dans les fonctions composant les acides aminés et Jlesg

peptides que nous étudions,

- LES TRANSITIONS ELECTRCNIQUES RENCONTREES DANS LES MONOMERES ET LES
DIMERES ETUDIES,

Les molécules qui nous intéressent, contiennent les groupements

chromophores suivants

la fonction ester

la fonction amide primaire

la fonction chlorhydrate d'amine primaire
le noyau benzénique

le groupement nitrobenzylique

1 - La fonction ester

Le spectre ultra violet de la fonction ester peut étre interprété

4 partir de celui du formaldéhyde, CH, = O, en considérant qu'il y a subs-

2
titution d'un atome d'hydrogéne par le groupement fortement donneur d'élec-
trons : - Q - R (to®. Nous allons donc, dans un premier temps considérer

les transitions électroniques qui interviennent dans le formaldéhyde,

a - Les transitions électroniques associées au formaldehyde 009)

La molécule de formaldéhyde posséde 12 électrons de valence,

répartis en

3 liaisons g (ces liaisons pouvant étre décrites par 3 orbita-
les non localisées, 2 d'entre elles seraient d'espeéce a, et une d'espece

a, du groupe de symétrie sz auguel appartient la molécule de formaldéhyde

une liaison T, formée & partir d'une orbitale moléculaire

liante
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et deux paires d'électrons non appariés qui occupent deux

orbitales non liantes sur l'atome d'oxygéne

X

Figure V-2

Une de ces orbitales est probablement 1'orbitale 2 Py (ou n_),l'autre
b
étzant 1'orpitale hybride sp, provenant du mélange d'une orbitale 2 s avec

une orbitale 2 Pé (encore appelée nsp)

Les niveaux énergétiques de la molécule de formaldéhyde se ré-

partissent comme il est indigqué figure V-3,

I1 existe donc une tramsition 7 » 7 ((3)) notée V <N

et une transition 1 - ox ((6))
Les autres transitions font intervenir l'excitation d'um électron non appa-
rié de 1'atome d'oxygéne ; on distingue
P b3
- deux tramsitions n » 1 ( () et (4) )
. #®
- deux transitions n - ¢ ( (2) et (6) )

La transition (l) ns 1t est interdite pour des raisons de symé-
trie mais grice A4 1'existence d'interactions entre les niveaux d'énergie
électronigque et les niveaux d'énergie vibrationnelle, cette transition est

observée a i = 270 nmgkfavec une faible intensité ( €max = 100).
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Seule la transition (l) est unanimement localisée par les spec-
troscopistes sur les spectres ultra-violet des dérivés carbonylés. les
autres transitions sont encore msl connues et nécessitent un travail théo-

rigue et expérimental important :

SUZUKLI (110 attribue la bande observée & A = 185 nm A la tran-
=
sition m + g ( (2) ) alors que JAFFE et ORCHIN (109 pensent que d'une part,
#* . N '
la transition 5 »w participe a la bande a 185 nm et que d'autre part les

ca s #* » . 5
transitions mn-mq ( (4) ) ou WO donnent naissance a cette bande.

SUZUKI (120) ainsi que d'autres auteurs (11) attribuent la bande

N N - *
a 156 nm a la transition 7 -7 ,

b - La_fonciion ester

Lorsgu'on substitue un atome d'hydrogéne de la molécule de for-
maldéhyde par un grcoupement riche en électrons de caractére 1 , non liants,
comme les groupements - § - R , ou -~ ﬁR29 on obtient un effet hypsochromi-
que important de la transition n +<ﬁ$ du groupe carbonyle.

11 v a interaction entre les électrons non liants de 1'hétéro-
atome avec les orbitales m du groupement carbonyle, ce qui a pour effet
d'augmenter 1°énergie de 1‘orbitale antiliante ¥ et de séparer 1'orbi-
tale 7 liante en deux nouvelles orbitales "1 et ﬂ2? 1'orbitale ﬂé étant es-
sentiellement une orbitale non liante localisée principalement sur 1'hétéro-

atome (112,

Le diagramme des niveaux énergétiques du formaldéhyde est modifié

comme on peut le voir sur la figure V-4,
.Les deux transitions de plus basse énergie sont

. s . L ®
., la transition n - ﬂs

, la transition Tb > ﬁf

Dang le cas de 1'acétate d'éthyle on a

b
transition n <+ = 204 nm £ = 60 (solvant eau)
DS max

St

transition ¢ -+ 7 A = 164 nm £
max max

]

3600 (état gazeux)
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2 - La fonction amide

Le diagramme énergétique suivant est admis pour le chromophore

amide (113) (figure V-5).

*®
o
(B3
) A
A = 190nm A =
n
o
T
M
Figure V-5

1]l existe donc

une transition n -~ ﬁ* d'un électron d'une orbitale non liante de
N s . X a s *
1'atome d'oxygéne de la liaison amide vers l'orbitale antiliante =

(A ~ 220 nm)
max

deux transitions %ﬁ* (notées V1 « N et V2 < N). C'est 1la tran-

gition centrée & A = 190 nm qui est la plus intense,
. * L . .
et une transition n - ¢ centrée vers 150 nm et qui n'est accessible

expérimentalement qu'au moyen d'un s pectrométre sous vide.

La N méthyl acétamide en solution dans 1l'eau présente une bande

d'absorption m - ﬂx centrée a 187 nm ( €ax = 8800) .



- 160 -

3 - La fonction chlorhydrate d'amine

Une amine primaire aliphatique posséde un doublet électronique
libre. L'orbitale moléculaire occupée, de plus haute énergie est vraisem-
blablement celle qui correspond au doublet électronique seul, et la bande
d'absorption située & la plus grande longueur d'onde est une transition
n ﬁ‘ﬁx

Il existe des bandes d’'intensité moyenne qui apparaissent a des
longueurs d‘onde plus basses, Ce sont vraisemblablement des transitions

O,_>0JE

Pour la méthylamine, on a

Transitions électroniques A max € max
no g 215 590
T, 173,7 2190

b - La fonction chlorhydrate d'amine

En milieu acide, le doublet libre de l'atome d'azote est capté
par un proton, il n'y a donc plus de transition n . Ox dans les chlorhy-

drates d'amine.
4 - Le Benzeéne

La melécule de benzéne posséde six orbitales moléculaires de ca-
ractére 7. Il y a trois transitions électroniques bien définies qui appa-
raissent dans le spectre du benzéne, au dessus de 175 nm (114)

1 1 1 1
- La transition B‘ < A o ou Lb < A dans la notation

2u 1
de PLATT (115) interdite pour des raisons de symétrie, qui donne naissance

4 une faible bande centrée a 256 nm.
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1 1 1 1
- la transiti B + A <
nsition 1u lg ou La A responsable de
1'épaulement situé vers 200 nm,
s 1 1 1 1
- la transition Elu"? Alg ou B * A qui est a 1l'origine
de ‘1a bande intense située i 185 nm,
1 1
E1 ; B
> u
ﬂv 's.
1lu a
, 1 1 )
7 2u ’ Lb
g g =]
=] a =}
o) Q 10
el S 0
N N ~—
1 1
Alg ; A
Figure V-6

IIT - RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES CONCERNANT L'ETUDE DES ACIDES AMINES ET DES
PEPTIDES PAR DICHROISME CIRCULAIRE

Avant d'exposer nos résultats expérimentaux, nous allons rappe-
ler briévement les résultats obtenus en étudiant les acides aminés et les

peptides par dichroisme circulaire.

1 - Dichroisme circulaire naturel des acides aminés.

a - Spectre dichroique du squelette

L'étude de l'activité optique des acides aminés a été limitée
pendant longtemps pour des raisons technologiques aux essais d'interpréta-
tion des courbes de dispersion du pouvoir optique rotatoire, dans le visible

d'abord, puis dans le proche ultra-violet par la suite.

Les premiers spectres dichroiques des acides aminés ont été enre-
gistrés en 1964 par LEGRAND et VIENNET (116). Les auteurs remarquent que tous
les acides aminés de configuration L, présentent une bande didhroique posi-
tive en milieu acide (pH = 1) centrée vers 208-209 nm dont 1l'intensité dé-
pernd de la nature de la chaine latérale. Cette bande est attribuée & la

*
transition n > T du chromophore carbonyle,
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En milieu neutre et alcalin, une bande dichroique positive
due 4 l'anion carboxylate est encore observée ; mais il est difficile de
trouver une explication logique sur le sens de variation de 1l'amplitude de
la bande, et sur la position de son maximum, quand on passe d'un milieu
acide, a4 un milieu basique, pour un acide aminé donné et pour une série
d'acides aminés homologues. Nous retiendrons les résultats suivants pour

l'acide L aspartique et l'acide L glutamique.

pH =1 pH =7 pH = 13

Acide L aspartique . 208 2670 202 3630 204 6430

Acide L glutamique 208 4590 1202 3700 210 2540

4 zZ z . _1 2
[ﬂ est exprimé en degré décimole = cm

Tableau V-1,

Depuis 1964, des études nombreuses et souvent contradictoires con-
cernant le dichroisme circulaire des acides aminés et de leurs dérivés ont
été publiés., Nous allons résumer les résultats obtenus par les chercheurs

pendant ces onze derniéres années,

ANAND et HARGREAVES (117) en étudiant 1'acide s(+4) lactique mettent

en évidence deux effets Cotton en ultra-violet

- un effet Cotton négatif, centré A 245 nm, qu'ils attribuent & la transi-

tion n ~ ﬂ* du groupement carbonyle

- et un effet Cotton positif situé & longueur d'onde plus basse qu'ils

attribuent & la transition g +n* du carbonyle.

En milieu basique, 1l'effet Cotton négatif disparait.
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ANAND et HARGREAVES trouvent par la suite en réexaminant la
S(+) alanine et la S(-) proline (118) une trés faible bande dichroique né-
gative centrée vers 236 nm, en plus de:la forte bande positive bien con-
nue, située a plus basse longueur d'onde. Les transitions n > 0* de 1la
fonction amine et 1w > ﬁ* du groupe carbonyle sont reconnues comme étant

l'origine de l'effet Cotton positif,

Une nouvelle étude sur l'alanine et 1la proline par CRAIG et

PEREIRA (1190 (1200 conduit aux résultats suivants

X - s i s

bande & 200 nm} bande 3 210 nm} bande & 235 nm

‘am| BT | 2w | [ ] 2w | Lo

S (+) alanine pH =1 209 1277

S (+) alanine pH = 11 , 211 a261)

S (+) alanine méthyl 199 3654 209 3227 236 - 395
ester

S«(+) chlorhydrate de

1'ester méthylique de o . 208 2987 o

l'alanine

S (-) proline méthyl ‘ 202 | 3788 209 2889 232 - 604
ester :

S (-) chlorhydrate de
1'ester méthylique de | (o) 208 3148 o
" la proline

Tableau V-2

I1ls attribuent la bande centrée vers 200 nm a la transition

* . . .
n->g des électrons non liants de 1l'atome d'azote, la bande centrée vers

210 nm a4 la transition n > w* du groupement carbonyle (Fig. V-4), Labande centrée &

235 nm est attribuée au couplage du doublet électronique porté par 1l'atome

* s .
d'azote, avec une orbitale ¢ antiliante de la fonction ester. Pour que
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cette interaction existe, il est nécessaire que l1'atome d'azote soit
suffisamment proche de la fonction carbonyle. Les auteurs concluent donc

a4 l'existence de deux rotamétres en solution :

- La forme I, la plus stable serait & 1'origine de la bande

* 2 ~
n->T centrée a 210 nm

- La forme II donnerait naissance & la faible bande dichroique né-

gative vers 235 nm,

RO 0 o} OR
N / N U
C, c
\ \
B P Ry A .
N =—==C=—4H / N C-===H
/ ) « )
R, : R, :
] ]
CH, R, CH,R,
1 11

Cette hypothése se confirme par la disparition des bandes dichroi-
ques & 200 nm et 235 nm lorsque l'acide aminé est sous forme de chlorhydrate.
Et puisque les acides aminés libres se présentent sous la forme de zwitterion
Hsﬁ—TH-COO— , la bande & ) = 235 nm n'apparait donc pas sur leufs spectres

R

dichroiques.

Selon TONOLIO (121, les acides aminés a4 pH =1 ainsi que leur
chlorhydrate en solution dans l'eau présen&ént deux effets Cotton de signe
opposé, le premier positif centré & 206 - 209 nm, le second négatif centré
4 244 - 252 nm. Ces deux effets Cotton éont attribués a la transition n- n*
du chromophore carbonyle. A pH = 13, il apparait pour la S alanine une ban-
de négative & 250 nm que TONOLIO attribue a ldktfansition n > o du groupe
amine, Enfin, le spectre dichroique diff}cilement interprétable des esters
d'acide aminé en solution basique ne peut s'expliquer dans la région 230 -

270 nm que par la contribution des groupements amine et carbonyle.
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Récemment SNYDER, VIPOND et JOHNSON (122) ont étudié le dichrois-
me circulaire des acides aminés aliphatiques sous forme de zwitterion en
solution dans HFIP jusqu'ad A = 160 nm, en utilisant un dichrographe sous

vide,
Ils trouvent deux effets Cotton :
- 1'un positif centré a 200 nm
- 1'autre négatif centré a 170 nm,

qu'ils attribuent respectivement aux transitions n +—%* et 7 > n* du

groupement carbonyle (Figure V-7).

b - Spectres dichroiques dus aux chaines latérales

Nous nous limiterons aux résultats obtenus sur les acides aminés

ayant un cycle benzénique dans leur chaine latérale, & savoir la phényl-

alanine et la tyrosine,

Le spectre dichroique de la L phényl alanine présente entre 250
et 270 nm, une faible bande ([e],< 100 degré cm2 décimole_l) possédant une
structure vibrationnelle attribuée a la transition lLb « 1‘A du benzéne ;o
et une bande positive intense, vers 220 nm (&ﬂ de 1l'ordre de 15 OO0 degré
cm2 décimole-l) attribuée & la trans’itionlea <« A du:benzéne (116) (123) a

(125).

HOOKER et SCHELLMAN (126) ont étudié théoriquement et expérimenta-
lement 1'ortho, la méta et la ''para' Tyrosine. Ces acides aminés présentent

trois bandes d'absorption entre 300 nm et 190 nm & savoir :
N 1
- une bande centrée a 275 nm due & la transition Lb

- une bande centrée vers 220 nn sensible 2 la position du groupe-

1
ment hydroxyle sur le noyau benzénique ; causée par la transition La'
PR - 1
- et une bande & 194 nm associée a la transition B.

1 N
Entre 260 nm et 280 nm, la transition Lb donne naissance a une
bande négative pour les dérivés "ortho" et "méta’, et & une bande positive

pour la tyrosine. Cette bande est d'intensité moyenne :

(o]
Ce]

[e]

-1 1 N
- 2200 degré e décimole pour "1'ortho" tyrosine

-1 . .
- 400 degré en? décimole pour la '"'méta" tyrosine

i

2 ., -1 ;
670 degré cm décimole pour la tyrosine,
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Vers 220 nm, il apparait une bande positive pour la tyrosine,
négative pour "1'ortho' tyrosine, et sous forme d'épaulement pour la "'méta’

N 1
tyrosine, attribuée a la transition Laa

2 - Dichroisme circulaire naturel des peptides

Du point de vue expérimental, les études par dichroisme circulaire
‘des peptides, portent en général sur une série d'homopeptides, dont le nom-
bre n d'acides aminés varient de 2 a4 8 ou 10, Et les auteurs s'intéressent
généralement & la valeur de n pour laquelle le spectre dichroique devient
caractéristique d'une structure secoﬁdaire organisée,~de brusque changement

se produisant pour n = 7. Les homopeptides dérivés du glutamate d'éthyle (127),

de la méthionine (128) et de la phényl alanine (129) ont ainsi été étudiés.

Du point de vue théorique, SCHELLMAN (107) et BAILEY (130) ont
essayé de relier la force rotationnelle des transitions n->17x etm >
du chromophore peptidique aux angles de torsion Y et ¥ dans le cas des

"dipeptides” du type

L

CH, -C-N-CH-C-N-R

3 L 2
0 R, O

N N A * . .
Le probleme est tres ardu, car la transition 7 > 77 est électri-
. c s * L s :
quement permise, alors que la transition n -7 est magnétiquement permise.
I1 est dans ce cas nécessaire de tenir compte des trois mécanismes K M,

CAE et y- m pour calculer l'activité optique d'un "dipeptide".

L'utilisation pratique des résultats obtenus par SCHELIMAN et

1 et RZ n'absorbent pas dans la région

190 - 230 nm du spectre. De plus, il faut tenir compte du fait que le spectre

BAILEY impose que les chromophores R

dichroique expérimental est une moyenne des spectres dichroiques de toutes

les conformations adoptées par la.molécule en solution,.
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IV - RESULTATS EXPERIMENTAUX.

Les spectres dichroiques ont été enregistrés sur le dichrographe
JOBIN YVON III de 1'Institut de Recherches sur le Cancer de Lille en utili-
sant des cuves en quartz de O,1 cm entre 400 nm et 300 nm et 0,0l cm d'épais-

seur entre 300 nm et 190 nm,

. -1
les concentrations utilisées sont de 1'ordre de 3 g 1 ~. Les solu-

tions étudiées avaient au plus une densité optique égale & 1,5,

Entre 400 nm et 300 nm, l'amplitude du bruit de fond évaluée créte
a4 créte, est d'environ 3 mm pour la sensibilité 5.10-6 utilisée, Entre 300 nm

et 220 nm elle est de l'ordre de 6 mm pour la sensibilité 2.10°%,

Enfin, 1'amplitude du bruit de fond est de 1 cm entre 220 nm et
-6
200 nm (pour s = 2,10 "), elle devient 2 cm pour une longueur d'onde infé-
N -6 . . cop s
rieure a4 200 nm (s = 2,10 "), Nous avons enregistré les différents spectres

en se placant toujours dans les mémes conditions,

Les spectres dichroiques ont été décomposés en courbes de Gauss
en utilisant 1'analyseur de courbe du Pont de Nemours 310 de 1'Ecole de
Chimie de Strasbourg. Nous avons calculé pour chaque transition la force ro-

tationnelle Ri’ en utilisant la relation de MOSCOWITZ,

R, = 0,606 VT 10% i [al®

i » A i
(o]
Lol

e

Ai est la demi largeur de la courbe de Gauss mesurée i
ﬁ est la longueur d'onde de 1'extrémum de la courbe de Gauss

2 oo -1 P
[&? est la valeur de 1'ellipticité (en degré cm décimole =) mesurée a Ai

-2 . N ‘s
Ri s'exprime en erg cm radian; Dans le cas des diméres et pour faciliter
la comparaison avec les monoméres, &ﬂ' et Ri ont été corrigés pour corres-

pondre & un résidu d'acide aminé.
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Afin de reconstituer les spectres dichroiques, nous avons fait
intervenir quelquefois des bandes situées dans 1'ultraviolet lointain dont
la position et 1'intensité ne sont qu'estimées. Les paramétres correspondant

a4 ces bandes, sont soulignés dans les tableaux de résultats.

Nous avons utilisé des solvants transparents dans 1‘ultraviolet
comme DCE, HFIP, TMP, HZO ; et des solvante peu transparents comme ADC,
ATF et CHCl3 dont 1'emploi est classique dans les études physico-chimiques
des peptides et polypeptides. Les solvants ont été purifiés par distillation

avant utilisation,

Généralement, CHC1 DCE, HFIP, TMP favorisent une structure secon-
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daire organisée pour les polypeptides, alors que 1'ADC et 1'ATF donnent
naissance a une chaine souple en formant des liaisons hydrogéne intermolé-

culaire au niveau de 1'atome d'oxygémne porté par le groupement peptidique.‘

Les molécules que nous étudions, possédent un grand nombre de
chromophores, il a été nécessaire d'enregistrer le spectre dichroique de mo-

lécules modéles plus simples, afin d'interpréter ceux des dérivés nitrés.

1 - Spectre dichroIque du squelette des chlorhydrates d'acides aminés

(tableaux V-3, V-4 et V-5) (Figures V-8, V-9).

Dans les chlorhydrates d'aspartate de diméthyl ou de glutamate de
diméthyl , la seule transition électronique accessible 3 1'expérience est
la transition n - ﬁ* de la fonction ester. Nous trouvons effectivement une

bande positive centrée vers 207 nm dans H,O, HFIP et TMP.

2
Pour les dérivés benzylés et nitrobenzylés, nous attribuons de la
méme maniére la bande positive centrée vers 207 nm, & la transition n +>ﬁ?
du chromophore ester. Pour tous ces composés, il apparait une bande négative
d'intensité moyenne, vers 232 nm lorsque le solvant utilisé est le TMP, Cette
bande n'apparait que pour HC1l, H - Asp - OMe lorsque le solvant conéidéré

|
est HFIP, OBz 1

L'attribution de la bande a 232 nm n'est pas aisée. I1 ne s'agit
vraisemblablement pas de la transition 1La du cycle aromatigque. Nous pen-
sons plutdt que les fonctions chlorhydrate d'acide étant hydrophiles, il
se forme au sein du TMP des micelles, facilitant un couplage entre fonctions

esters et donnant naissance & une bande vers 232 nm,
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HC1l, H - i\sp - Ome

HC1, H - ?lu - OMe

HCl, H-T\sp - OMe

HC1l, H - c|;1u - OMe

OMe OMe ‘0Bz 1 OBz 1
o ol, 42 o 42 o 42
: 1 A A 10 . A A 8]. |10 R
' )\i Ai l:e]i 10 >\i Ai ' [6]1 0 Ri i i I:e]i v Ry i i [Jl
173,5 8 - 6950 | - 395 || 173,5 9,5 |- 9700] - 655
H20 197 10 2800 175 {| 202 18,5 4600 520
207,5 | 15 1750 156 209,5 12 3200{ 226 08,5 | 16,5 | 4975 | 486
N 193 20,5] 1480 194
HFIP |207,5 | 17 5000 505 208,5 | 18 3000{ 319{{211,5 11 3800 | 244 1R09,5 | 14 3925 323
230 7 280 10
177,5 8,5 {~ 8600 - 508 }i 178 1o 8200 568
ﬂ 200 21 2280 295
TMP
208 19 2600 293 | 2125 16 5200 214,57 17 6000 587
232 12,5f~ 1320{ - 88 (l233,5] 7.5 |- 1500 |- 59
! :
N TABLEAU V-3

- 691 -
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2 - Spectres dichroiques du squelette des monopeptides

(Tableaux V-6, V-7, V-8) (Figures V-10, V-11)

Dans ces spectres interviennent :
. » .
- la transition n -+ g de la fonction ester

s * * . .
- les transitions n - 5 et g > g de la fonction amide.

. *
Nous trouvons la tramsition w71 entre 190 et 200 nm sous forme
d'mme bande presgue toujours positive quel que soit le solvant ou le composé

envisage,

Ahu-dessus de Z00 nm, nous trouvons une ou deux bandes correspon-
s ® s . . oz
dant aux transitions n ¢ . La position, le signe et 1l'intensité de ces
bandee varient pour un méme corps d'un solvant & un autre ; et il est diffi-

cile de comparer deux compogés analogues,

3 - Spectres dichroYgues du squelette des dipeptides

{(Tableaux V-9 et V-10) (figure V-12)},

Les spectres Dc des diméres de 1'aspartate de nitrobenzyle sont sem-
blables & ceux représentés figure V-12, quelle que soit 1'isomére. De méme,
les spectres DC des diméres du glutamate de nitrobenzyle sont semblables &

ceux représentés figure V-12,

Ia transition T S située entre 195 et 200 nm donne naissance ‘2

une bande négative quel que soit le composé.

Dans les diméres de l'aspartate de nitrobenzyle, il existe en gé-

P ). S o P ;
néral une seule bande n > § négative centrée vers 218 - 220 nm.

Les diméres du glutamate de nitrobenzéne présentent en général deux
bandes au-dessus de 200 nm, une bande n *ﬁﬂﬁ généralement située entre 205 -
220 nn, et une seconde bande centrée vers 230 nm, dont il est difficile de
donner uvne interprétation. On peut cependant remarguer que l'effet négatif
vers 220 nm - 230 nm est environ trois & quatre fois plus fort pour les déri-
vég des aspartates de nitrobenzyle, que pour ceux des glutamates de nitro-

benzvle.
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4 - Spectres dichroigues dus au groupement nitrobenzyle

Le groupement para nitrobenzyle est plan, il est donc intrinséque-
ment symétrique, et pour qu'il soit optiquement actif, il faut qu'il soit

perturbé de maniére dissymétrique.

Les groupements ortho et méta nitrobenzyle ne sont pas plans, mais
étant donné que nous n'avons pas fait une synthése asymétrique, les confor-
mations symétriques par rapport au plan du noyau benzénique sont en propor-
tions égales et la condition précédente est nécessaire pour rendre ces chro-

mophores optiquement actifs,

Comme le montrent les tableaux V-11 a4 V-16, les effets Cotton dus
aux groupements nitrocbenzyliques sont faibles., Ce sont les dérivés "ortho'
qui présentent les bandes les plus fortes. Les aspartates ont des bandes pius
intenses que les glutamates. Il 'y a bon accord entre la position des bandes
et 1'étude des transitions électroniques du chromophore nitrpbenzyle
(chapitre IV) ; la décompogition en courbes de Gauss fait apbaraitre quelque-

fois une transition située vers 360 nm, prévue par le calcul CNDO/2,

I1 nous a été impossible d'établir des corrélations entre les dif—
férents peptides et acides aminés en ce qui concerne le nombre, 1l'intensité
et le signe des bandes dues aux chaings‘iatérales. Nous avions déja observé
ceci dans 1'étude des homopolyaspartates de nitrobenzyle et des homopoly-
glutamates de nitrobenzyle (5) (2).HT0ufefois, les bandes’dues aux chaiﬂes
latérales sont un peu plus intenses pour les polypeptides, que pour les pep-

tides correspondants,

- CONCLUS IONS

I1 est difficile d'interpréter les spectres dichroiques de hos
composés dans la région 180 - 230 nm, car les groupements protecteurs jouent
dans ce cas un r8le important, et beaucoup de transitions électroniques sus¥
ceptibles de devenir dichroiques existent dans cette région. D'une maniére
générale 1l'ellipticité molaire des aspartates est environ trois fois celle des

glutamates correspondants vers 220 nm - 230 nmn,
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HOL, B - Asp - OMe HC1, H - Asp - OMe HC1, H - Asp - OMe
i \
OoNB OnNB OpNB
Aol | [e]%he*® R | b4 181%e®r.f A | A | [0]%ho%s
1 1 2 1 1 1 ht 1 1 1 1 1
271 | 27 |- 160|-19,5/269 |13,5]205 |12,5 |265 | 24 l1015 | 113
310 | 17 | zoo| 13,5/287 |11 160 | 7,5
R e S I I N
325 | 37 85| 12 ls25 |14 -45 | -2
348 |18 |-40 | -2,5
246 | 33 | -230|-38
ADC 272 | 16 | 480 | 35
p85,5| 40 | -395|-68
251 |10 [120 | 6
268 | 24 |-485 |-53,5|268 |12 |200 |16 |270 | 16 | 460 |33,5
ATF
326 | 18 | 50| 3,5
360 | 40 | 30| 4
bes,5| 27 |-635 |-80 |274 |13,5 {210 | 12,5 265 | 20 [ 670 | 62
wr1P | 335 | 26 | 125 | 12 |330 {17 |-30 | -2
366 | 25| 80| 6,5 355 | 27 | -30 | -3
266 |13 | -230| -14 |259,4 14 | 300 | 20
TMP  |331,5] 20,5|-350 | -27
361 | 19,5|-150 | -10
TABLEAU V-11
gus



- 180 -

HC1, H - ?1u - OMe HC1, H - Glu - OMe HC1, H - Glu - OMe
' B
OONB : OnNB o épNB‘
A A g1° 42 1 . o 42 : o .
o 8 |15 JrotR) A s, [[6]5 foRy A, | A, | [E)Spo™R
258 | 21,5| -380] -39 267 | 13 210 {12,5
H,0 |308 |29 (200 23
340 | 33 90 11 | 338 ) 32 |-30}- 3,5
265 | 11,5| 135 7
.ADC 326 | 24 -90 -8
| 344 | 30 -45 -5

258 10 220 10,5

TATF 334,5! 26,5 -225 | -22

362 22 -120 -9

257,5| 13 285 18

HFIP | 334 24 -225 ] ~20

353 25 -105 -9 4 343§ 26 -30 {-2,8

250,5| 17,5 -425| -36 247 12,5 -500] -31 256 32 390 60

263 25 -190] -22

TMP
331,5| 20, 240| 18

360 27 - 95 9

TABLEAU V-12

/ BUS

\\UU.E



Ac - J-}Sp ~ OMe .Ac ~ Asp - OMe Ac - Asp - OMe
CoNB qu NB
ol 42 e e d, 42 : & 5 of, .42
N [e]illo % IRP R RSN BCIN [ ™1 I [e] 3]0 ™%
267,5] 14,5865 | 58
1anc 281 | 11 {200 | 10 288,5{ 9 (180 7
353 | 29 30 3
;
55,5 9,5 ; -330] -15 | 267 | 20 135 12,5 { 249 8 |-80 ] -3
282 | 9,5 |240 10 271 | 16 {255 {18,5
| .
ATF 3
324 |18,25!335 | 23
352 | 28 ;230 | 23 | 345 - 25
258 | 9,5 1380 17 | 261 | 16 200 15 |257,5(21,5| 670 | 69
300,5! 14 | 480 | 28 278,5/12,5| 215 | 12
CHC1, - : '
322,50 15 | -65 | -4 5
§ SN S
351 | 21 | -250 -18 ;
381,5! 24 | -145 -11
255 | 10 | -290, -14 246,5 5 -404§ -1
282,5| 11,5 240 12 2691 15 235 | 16
J DCE N
) 327,5| 23,5 80 7
F} 355 | 25 | 60| 5
i
250 15,5 -700, -53 | 241 11,5 |-200} - 12 | 259 23,5| 870 | 97
1 299,5 6,5| -100 -2,5 276,5 19,5| 235 | 20,5
HFIP
333 |17,5( 140 9 333 - 35 338 | 30 -30 | -3
358 |21,5| 80, 6
254 [ 13,5| 240 | 16 256,5 19 | 390 35,5
286 | 10,5| -235| ~11 273| 14 | 115} 7
TMP - -
331,5 25 | -170 -16 [329,5| 20,5/~ 65| - 5
JLIRISN NI NI GUUUIUNPUU S SNSRI RS SUPISSSORS J AT
363 | 23 | -90 -7 47,5| 25 |- 50| -4,5 LiLLE

TABLEAU V=13




TN

Ac - ?lu - OMe
OoNB

Ac - ?lu - OMe
OmNB

Ac - Glu - OMe
]
OpNB

o]0

1c§%z.
1

42
10™Ry;

S
>

[o]¢

]

i

ADC

[9](1’ 1 o2r

70

258,5' 24705 | 81 ;
11 ’

-165{-14,5

R S——

249

13 |-144,5% -

253 |26,

(&3]

261 | 20 | 125 12

{

ATF 275 | 11 | -120! -6 | |
! . i
328 |30,5.,-100 -11 § 335 . -25 §
_ , f 1 ; B
348 | 34  -245 -29,5 ! ? ; f ;
. ; { { ; | |
| i i ! i i ; |
245 | 13 -1150 -75 z : é ; '
,, R
265 |17,5 -310 -25 g f ;
. i : ! i
cicr, ~ ;
321,5{ 15 = -50 -3 : |
338 | 30 i

DCE

R42

5

! i
i i
: £
H

i ;

256

310,5 16

333

i 244 | 5 .-500  -12,5} 240, 10,5 -350 -18 1 |
% 259, 11 | 295, 15,5} : : -
g H H H 5
HF TP ; ; i = -
323} 20 '-130: -10 333 | -40 | | {
’ ? F { % 3
! 346,5 30,5 .-165 | -18 i : 345 | 20 |
H 3 ; § 4 i
_ i | % i 3 i
; 254 12 {-190;-11 }252 | 10 | -500!-24,5 | 268 ; 12 1310 ' 17
; - : % ? ; Z é
; 284,5 7,5 100 3 ; ; ?
| T™MP ‘ e 1 : :
! 330 19,5 110, 8 :

i

3501 22,5 100

= d
£ d
™~

TABLEAU V-14




=
Ac - Ziksp - fs.sp - OMe Ac - Qsp - J‘Asp ~ OMe Ac - ?Sp - ?sp - OMe
QoNB  OoNB | OrNB  OmNB OpNB  OpNB
" 3 ? I T T
o 42 ! I ry0|, 42 ! o) .42
Ao by [diglo By oy N E[di 107R ] Alf[dn_lo Ry
H i : . {
253,57 |-110 . -3,5 | 261 8 1 -180] -7 Q265 = 23 1680 | 73
T U e — e}
P89, 5. 13,5,-100 -5,5 | !

ADC U S —— e - e
334 | 22,5!-200 -16,5 §
366 | 25 | -653, -5,5 !

/ |
i @ 247 9 | -125! -5,5
€< en} e ,3 ol s et et e e v bt et
269 © 11,5!-380 | -20 260 | 26 |845 | 104
ATF T g B R
* : f 291 | 15 | -115! -7
; - - i J B I ST SAPUTI SN
i | i :
; 330 | 21 40 | 3 |
271 | 26,5 -3102 -37 | 252 | 17 -375| -31 |259 | 10 {725 | 34,5
308,5 19 | 285 | 21,5 5 |
CHC1 ‘ ; ‘ -
3 | 5
e ;
346,5 26 | 120 @ 11 355 {22,5 55 | 4,3
267,5 5 |-165{ -4 [53,5/11,5 -285|-16
i
301,5 20 | 165 | 13,5
DCE : e : S - INSOLUBLE
329,5| 20 40 | 3
342,5 25 | 80 : 7,2 BB56,5| 20 40 | 3
247,5 14 |-500 | -35 ; : 253,5| 10 | 850 | 41,3
B | ek P
278 ; 13 .-360  -21 271 | 14 105 , 6,5 |265 | 26 |715 86,5

HFIP ; = S IR B .

326,5 9 -90 | -3 | i ;

353,5 22,5/ -60 | -4,5 ! ;

260 |12 | 450 |25,5 [|279,5/15,5  -125] -8 P69,5 23 | 195 | 20,5
302,5 15 | 160 | 7,8 ; g !

TMP ot ,f« R Rt e } ; e _.~«‘ R
330 20 -160 -12 [326.5 19  -100 -7 | s
e DO . m___.}___ e S " ,,,_,,,4&,_-,
361 25 -105 -9 [358,5 23 -85 -6,75 : h

TABLEAU V=15



OoNB  OoNB

Ac - Glu - Glu ~ e
b

r
A

- glu - q1u - OMe

OmNBE OB

Ac - q1u - Glu - OMe

OpNB  bpNB

S8

I : o
& [:@i

1042

R,
1

KN

1042R

ADC

-340

12825

-470

-46

=3

CHC
3

16,5] ~1840
21 1 ~440

-148

~41

—t

A%

274

19

- 490 -42

T B — 1l
; i :
L8 ERC S B T 751 §,5 i
i
5 Veas lsa 5] 14 220 -15
. : i
216,53 13 70 7«35
H { i
. | . - {
DCE e 0
529 117 0 %0 0 4,5 | 330 20 | 80 6
1 i R o B RIS U ———
349 @y, %5 9 355 | 22 | 65 5
; I i ;
250,535 12 -GR0 1 -58 : 256 450 | 39
S SO RO : - U . . - S PO S
27R L 14 =280 <18 ; |
: | s
{ ] S—
HFIP ; ! *
338,84 223 (240 | 12 1
z z ;
363 28 10 | 15
; [
, e o | ; .
250 13,5 | =500, -533 246,5 10 {-650 | -32,5
TMP 330 |17 itio |l 7 !
:z i ;
! - ; { §
350 | 26 g0 L7 : i
z ‘ i {
; : t

TABLEAU

V-1
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De plus, le groupement nitrobenzylique est peu transparent en-
dessous de 215 nm, on est donc obligé de travailler avec des solutions tres
diluées, qui fournissent dans notre cszs un signal de moyenne amplitude, ce
qui entraine une imprécision sur les spectres, donc sur la décomposition en
courbes de CGauss. Nous pensons méaﬁﬁoims que la transition 1La du cycle aro-

matigue miést pas optiquement active.

Lz faible intensité des bandes dichrofques dues aux chafnes latéra-
les est en accord avec les résultats obtenus par RMN et 1l'analyse conforma-
tionnelle et aménent & penser que les chaines latérales sont mobiles, et
gu'elles sont susceptibles de se repliér au cours de leurs mouvements, prés
du carbone asymétrique, créant ainsi une certaine asymétrie. Les spectres que
nous enregistrons sont les valeurs moyennes des spectres donnés par toutes
ies conformations des chafnes latérales ; c'est ainsi que dans le cas d'un
peptide ol les degrés de 1liberté sont pius importants que dans 1le cas'des
chaines latérales portés par des polypeptides sous forme hélice o , 1'inten-
sité des bandes est plus faible. I1 est en effet peu probablé commeil'ont
montré LOUCHEUX, DUFLOT et WEILL (7) que les chaines latérales des polyaspar-
tates de nitrobenzyle soient ordonnées autour de 1'hélice o en une 'super

hélice' créant ainsi des effets dichrofgues extrinségques intenses.
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Les peptides ont été synthétisés par une méthode de préparation
classique, le test de racémisation que nous avons fait peut étre discuté,

mais il est actuellement le mieux adapté & notre cas,

L'étude conformationnelle par une méthode semi empirique, ainsi que
les ‘résultats de la RMN,font apparaitre que la position du groupement nitro
sur la chafne latérale n'influence pas la conformation des peptides., Nous
n'avons pas pu mettre en évidence d'interactions chafne latérale - chaine
latérale ; et il semble que les interactions chaine latérale - squelette
peptidique ne puissent exister que poﬁr le dimére dérivé de 1l'aspartate de
méta nitrobenzyle, pour lequel la RMN met en évidence un repliement de la

chaine latérale vers le groupe acyl.

L'analyse conformationnelle montre l'existence de trois puits de

potentiel pour les monopeptides dérivés de l'aspartate de nitrobenzyle, et
de quatre puits de potentiels pour les dipeptides dérivés de 1l'aspartate de
nitrobenzyle, Le puits de potehtiel le plus profond pour les deux séries de
composés, est celui qui est proche des Structures B paralléle et B anti-
paralléele. L'application d'une loi du type KARPLUS pour la constante de cou-
plage SJNH-aCH permet de préciser les résultats obtenus par l'analysé confor-
mationnelle ; elle montre en particulier que le squelette peptidique posséde
une certaine rigidité et que dans le cas des dipeptides, le squelétté des
deux acides aminés a‘la méme conformation, définie approximativement>pér

¢ = 270° et ¥ = 130°, Bien que les valeurs des angles ¢ et ¥ ainsi trouvés,
soient treés voisines de celles qui définisseht la structure de la polygiy—
cine II mais étant donné le caractére ap?roximatif de 1'analyse conformation-
nelle et de 1'application d'une 1loi du type Loi de KARPLUS d'une part, et de
1'encombrement stérique important de la chaine latérale des aspartates de
nitrobenzyl d'autre part, il est vraisemblablement plus correct de penser que

les peptides adoptent une structure proche de -la structure B8 .

L'ensemble des études expérimentales et théoriques faites sur le
chromophore nitrobenzyle a mis en évidence outre les quatre transitions dé-
crites dans la littérature, une transition intensée vers 220 nm, probable-
ment due aux électrons T du noyau benzénique. De plus, le calcul CNDO/Z a
montré que la non planéité des molécules d'ortho et de méta nitro toluéne
n'était pas la seule cause de 1l'effet hypochrome observé pour la bande a

transfert de charge intramoléculaire.
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Le dichroisme circulaire magnétique a montré qu'il n'y avait pas
d'interaction électronique importante entre le chromophore nitrobenzyle, et
le chromophore peptidique. On peut donc expliquer le dichroisme naturel des
peptides entre 400 nm et 250 nm, en considérant que les chafnes latérales
peuvent adopter un grand nombre de conformations possibles. d'énergie voi-
sine, certaines de ces conformations exposent le groupement nitrobenzyle &
la dissymétrie créée par le carbone asymétrique. Nous observons une valeur
moyenne des spectres correspondant & chacune de ces conformations, ce qui
explique la faiblesse de l1l'effet mesuré. Lorsqu'on basse d'un solvant & un
autre, le poids statistique des conformationsvpossibles de la chaine laté-

rale change, ce qui entrafne parfois des changements de signe des bandes.

De ce travail se dégagent donc deux conclusions

- le squelette d'un dipeptide n'a pas la méme conformation que le

squelette d'un polypeptide.

~ les chafnes latérales d'un peptide n'adoptent pas de conformation
privilégiée ce qui est en contradiction avec les travaux de SCHERAGA et de

ses collaborateurs sur le polyaspartate de benzyle (8),

I1 faut souligner que l'existence d'une géométrie privilégiée de
la chafne latérale, a été depuis remise en question par SCHERAGA 1lui-méme
(132) et par M.H. LOUCHEUX (1) & (7). Nos résultats viennent confirmer cette

nouvelle hypothése.
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I - PREPARATION DES ACETATES DE NITRO BENZYLE

A - PREPARATION DE L'ACETATE D'ARGENT

On dissout 6 g d'acide acétique (0,1 mole) dans 50 ml d'eau.

On ajoute goutte A& goutte en refroidissant 11 ml d'ammoniaque & 32 %.

On dissout 17 g de nitrate d'argent (0,1 mole) dans 50 ml
d’eau,

On ajoute en agitant la solution aqueuse de nitrate d'argent,
3 la solution aqueuse d'acétate d'ammonium précédemment préparée. L'acé-

tate d’argent précipite.

On filtre, on lave a4 1l'eau et on séche sous vide a 50°C, a

1'abri de la lumiére.

On obtient m = 11,7 g soit un rendement de 70 %.

B - PREPARATION DES ACETATES DE NITRO BENZYLE (133)

1 - Bromuréé dé‘nifro benzyle

a - Bromure de 2 nitro benzyle (134)

Lorsqu'on chauffe lentement 15,30 g (0,1 mole)d'alcool 2 nitro
benzylique avec 33,88 ml d'acide bromhydrique azéotropique (d = 1,49),

1'alcool se dissout 4 T = 50°C,

A 75°C la solution se trouble, le bromure se rassemble au fond

du ballon. On chauffe encore pendant 1 h 30 & 75°C, puis on laisse le mé-

lange revenir a température ordinaire.



Le bromure cristallise alors, on le filtre, le lave & l'acide

chlorhydrique concentré pour éliminer 1'alcool qui n'a pas réagi.

On obtient 18,36 g de bromure de 2 nitro benzyle. Soit un ren-

dement de 85 %.
Point de fusion F = 45°C,

b - Bromure de 3 nitro benzyle (134)

La méthode de préparation est identique & celle indiquée pour
le bromure d'ortho nitro benzyle, Mais dans le cas présent, la température

de séparation entre la phase aqueuse et le bromure, est de 83°C.
On obtient un rendement de 92 %,

Point de fusion F = 58°C.

¢ - Bromure de 4 nitro benzyle

Nous avons utilisé le produit commercial FLUKA,

Tous ces produits sont trés lacrymogénes, et brunissent a la

lumiére,

2 ~ Acétates de nitro benzyle

a - Processus expérimental

On met en suspension 6,68 g d'acétate d'argent (4.10_2 mole)
~dans 200 mi de benzéne anhydre, On ajoute 8,64 g de bromure de nitro
benzyle (4°10—2 mole), et on fait bouillir 12 h, & reflux. On laisse re-
froidir, on filtre, Le filtrat est évaporé a sec. L'acétate d'ortho nitro-:
benzyle et 1'acétate de para nitro benZyle cristallisent alors. On les re-
précipite en les.dissolvant dans 1l'acétate d'éthyle, et en utilisant
1'éther de pétrole comme précipitant; L'acétate de méta nitro benzyle est

un liquide que 1l'on purifie par distillation sous pressibn réduite.

b - Résultats
Tableau 1.



Acétate de 2

nitro benzyle

Acétate de 3

hitro benzyle

Acétate de 4

nitro benzyle

Solvant TMP

Masse obtenue 3,27 g 6,24 g 7,5 g
Rendement 2 % 80 % 96 %
Analyse élémentaire
M, calculée 185,17 q
% calculé
C 55,38 % 55,48 % 55,50 % 55,64 %
H 4,65 % 4,79 % 4,76 % 4,76 %
0 32,79 % 33,28 % 32,50 % 32,49 %
N 7,18 % 6,97 % 7,24 % 7,23 %
Point de fusion 29 - 30° liquide 74°
nD = 1,5416
Spectre U,V,
= O € = € =
8260 5300 263 7400 268 9000

TABLEAU I,
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I1 - PREPARATION DES DERIVES N ACYLES

DE L'ACIDE ASPARTIQUE ET DE L'ACIDE GLUTAMIQUE

A - PROCESSUS EXPERIMENTAL

On dissout 4 g de soude (0,1 mole) dans 100 ml d'eau permutée.
On ajoute 0,1 mole d'acide aminé (13,3 g d'acide aspartique ou 14,7 g

d'acide glutamique).

10 m1 d'anhydride acétique sont alors ajoutés goutte & goutte.
Le pH de la solution est maintenu voisin de 8, au moyen d'une solution

concentrée de soude (5 N),

Lorsque l'addition est terminée, on agite encore 10 mn le mi-
lieu réactionnel, et on acidifie par 1'acide chlorhydrique concentré,

jusqu‘a obtenir pH = 3,

La solution est ensuite concentrée sous vide, le N acyl acide
glutamique précipite. On filtre, on lave avec un minimum d'eau froide et

on séche sous vide 3 40°C,

Le N acyl acide aspartique étant trés soluble dans l'eau, c'est
le chlorure de sodium qui précipite lorsqu‘on concentre la solution aqueuse.
On filtre, et le filtrat est concentré sous vide jusqu'a sec. On dissout
l1'huile obtenue dans le méthanol, le chlorure de sodium encore présent
cristallise alors., On le filtre, et on précipite le N acyl acide asparti-

que dans 1'éther éthylique. On filtre et on séche sous vide.

B - RESULTATS

Tableau 2.
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Ac — Asp — OH
]

Ac — Gl;LU——- OH

OH OH
Masse obtenue 15,75 g 17,2 g
Rendement 90 % 91 %
Analyse élémentaire
M. calculée : 174,14 g 189,17 g
C 41,38 % 44,45 % 41,40 % 44,60 %
H 4,64 % 5,86 % 4,58 % 16,04 %
e} 45,94 % 42,99 % 46,05 % 42,50 %
N 8,04 % 7,40 % 7,97 % 7,43 %
% calculé Asp Glu
Point de fusion 205 - 210° 190 - 193°
[o]
. 20,1° - 43,3°
solvant }.120
TABLEAU 2. oy
N
Lihies f
St
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I11 - PREPARATION DU CHLORHYDRATE D'ASPARTATE DE DI METHYLE

ET DU CHLORHYDRATE DE GLUTAMATE DE DI METHYLE

A - PROCESSUS EXPERIMENTAL

On met en suspension 13,3 g d'acide L aspartique ou 14,7 g
d'acide glutamique dans 150 ml d'alcool méthylique anhydre. On refroi-
dit le tout & 0°C, et on fait passer dans la suspension un courant de
gaz chlorhydrique anhydre jusqu'a 1l'obtention d'une solution homogéne.
On laisse encore agiter pendant 2 heures, puis on évapore sous vide 1le
solvant. On précipite le chlorhydrate en ajoutant de 1'éther éthylique

anhydre. On filtre, lave & 1'éther et on séche sous vide.

B - RESULTATS

Tableau 3,




HC1, H - Asp - OMe HCL, o - GLU -~ OMe
i i
OMe OVie
Musse obtenue 15,01 g 15 8% g
Rendenment 76 % 5 %
Analyse élémentaire
M., calculée : 197,35 1 g
C 36,47 35,72 36,44 39,45
H 6,12 i 5,78 5,28
0 32,38 30,24 32,37 30,37
N 7,09 6,62 7,19 5,83
C1 17,94 16,75 18,22 17,07
% culculé Asp
Lo} o O
Point du fusion Ing - 187 123 - 155
[OL‘_] < ) )
13,1 24,8
Solvant HQO ’ ’
By . 0,27 ¢.34
A
R’ O O 1
Z
TABLEAU 3

8BS
Luui

S
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IV - PREPARATION DES MONOPEPTIDES DERIVES

DE L'ASPARTATE DE BENZYLE ET DU GLUTAMATE DE BENZYLE

A - PREPARATION DU B L ASPARTATE DE BENZYLE

Dans un ballon de 1 1, on introduit 6,5 g d'acide L aspartique

(0,5 mole) et 0,665 1 d'alcool benzylique,

Au moyen d'un bain d'huile & 100°C, on chauffe la suspension ob-
tenue, et on y fait barboter du gaz chlorhydrique anhydre jusqu'a obten-

tion d'une solution limpide.

le BL aspartate de benzyle est précipité par la triéthyl amine
en excés.

N

On filtre, on lave a 1l'alcool et on seche sous vide. Le produit

-1
100 g 1 ). On obtient

est recristallisé dans 1'eau bouillante (C

m = 33,45 g soit un rendement de 30 %,

F = 223°C
Spectre U.V, : E =192 1 mol -1 cm_1 lvant NaOH X
P Ve i Cos5 5 T | ole s0lv a 10
R,~ = 0,48 R, =0,

) 5

B - PREPARATION DU 'Y L GLUTAMATE DE BENZYLE

1 - Glutamate de cuivre (18)

On dissout & ébullition sous reflux 14,7 g (0,1 mole) d'acide

glutamique dans 1 litre d'eau,

Lorsque la dissolution est totale, on ajoute en une seule fois

20 g (0,1 mole) d'acétate de cuivte monohydraté en agitant.

On fait bouillir de nouveau & reflux, un précipité apparait au
bout de quelques minutes. On fait bouillir pendant 15 mn encore, en conti-

nuant d'agiter.
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Quand la solution est revenue & température amb;ante, on filtre,
ce qui donne un précipité bleu turquoise qu'on séche sous vide, pendant
24 heures & 45°C, On obtient 20,15 g de glutamate de cuivre ; soit un ren-
dement de 82,5 % si on suppose que le glutamate de’chivre cristallise avec

quatre molécules d'eau,
Analyse élémentaire M = 489,385 g
% calculé : C (24,543) ; H (4,531) ; O (39,231) ; N (5,724) ; Cu (25;970)

% trouvé : C (24,63) : H (4,56) ; N (5,69) : Cu (25,93)

L'oxygéne ne peut pas se doser en présence de cuivre,

2 - L Glutamate de cuivre et de sodium (18)

Dans un erlenmeyer de 2 1, on dissout 16 g (0,4 mole) de soude
dans 1 1 dfeau. On ajoute 29,4 g (0,2 mole) d'acide L glutamique. On ajou-
te petit & petit 48,80 g (0,1 mole) de glutamate de cuivre,

On agite pendant 2 heures a température ambiante, puis on filtre

le glutamate de cuivre qui n'a pas réagi.

On concentre ensuite le filtrat sous vide.jusqu'é obtenir 250 ml
de solution, puis on précipite le glutamate de cuivre et de sodium en ajou-
tant goutte & goutte de 1l'alcool éthylique. On laisse 12 heures & 5°C pour
terminer la précipitation, on filtre et on .séche sous vide a4 40°C, lLe pro-

duit obtenu est broyé finement, et de nouveau séché sous vide a 100°C.

On obtient 76 g de glutamate de cuivre et de sodium, poudre bleue

non hygroscopique.
Rendement : 97 %

-1 -1
€ =
620 nm 55 1 mole cm solvant H20

3 - L Glutamate de cuivre et de benzyle

On dissout 160 g (0,4 mole) de glutamate de cuivre et de sodium
dans 400 ml d'eau, et 91,5 ml (0,8 mole) de chlorure de benzyle dans

€

400 ml de DMF,



La solution aqueuse et la solution organique sont snsuite mé~
langées dans un erlenmeyer de 1 1 ; on ajoute 120 g (0,8 mole) d'iodure
de sodium. On maintient le mélange a 35°C pendant 24 h, sous forte agi-

tation.

On dilue avec de l'acétone, on filtre, on lave avec 1%acétone,
puis avec l'eau jusqu'ad ce que le filtrat soit incolore. On s&che gcus

vide a 40°C.

On obtient m = 94,2 g soit un rendement de : 44 %

4 - L Y Glutamate de benzyle

a - Préparation de la solution de sel disodique de L'E. DT A,

Dans une fiole jaugée de 2 litres, remplie & mcitié d'esau permu-
tée, on dissout 16 g (0,4 mole) de soude pure puis 58,4 g (0,2 mols)
d'E.D.T.A. On compléte a 2 litres la solution par de l'eau. On vérifie le

pH au moyen d'un pHmétre (pH = 4,5).

b ~- Obtention du L Y Glutamate de benzyle

~

On fait bouillir a reflux 250 ml de sel disodique d'E.D,T.A,

B

pH = 4,5, puis on ajoute 5,355 g (0,01 mole) de glutamate de cuivre et de

benzyle.

Lorsque le glutamate de cuivre et de benzyle est dissous, on
filtre a chaud, le filtrat est ensuite refroidi et gardé 4 4°C pendant
12 h.

Le glutamate de benzyle précipite sous forme de pailletter . an-
ches. On filtre et lave & 1l'eau. On séche sous vide & 35°C, On ' .ient

m=1,94 g soit un rendement de : 41 %

Point de fusion F = 173°C

-1 -1
2 = : Lt HOO
Spectre U.V, 264 218 1 mole cm S04 iif jZO

Re = 0,52

f=s]
i

0o



C - PREPARATION DU N TERTIOBUTYL OXYCARBONYL 8 L ASPARTATE OU Y L GLUTAMATE

DE BENZYLE

1 - Azide de tertiobutyl oxycarbonyl

Dans un ballon de 250 ml, on met 36,5 ml d'eau et 22,5 ml d'acide
acétique. On refroidit le mélange dans un bain de glace, puis on ajoute en

agitant 26,4 g (0,2 mole) de carbazate de tertiobutyl oxycarbonyl.

Lorsque la solution est homogéne, on ajoute 15,16 g (0,22 mole)
de nitrite de sodium en solution dans 150 ml d'eau. Cette addition se fait

en 20 mn, en maintenant la température entre 9 et 13°C,
le mélange est -yité pendant 1 heure, puis on ajoute 40 ml d'eau.
On sépare alors la couche azide jaune d'or de la phase agqueuse.

Celle-ci est extraite 4 fois avec 50 ml d'éther éthylique. On
combine les couches organiques, et on les lave 3 fois avec 50 ml d'eau et

3 fois avec 50 ml de bicarbonate de sodium 1 M.

On séche la solution éthérée sur sulfate de magnésium et on éva-

pore le solvant, sous vide sans chauffer.
On obtient m = 27,15 g.

Rendement : 95 %.

2 - Synthése des N tertiobutyl oxycarbonyl B I aspartate ouy L glutamate

de benzyle

a - Processus expérimental

A une suspension de 0,1 mole d'acide aminé de départ (23,7 g de
glutamate de benzyle, 22,3 g d'aspartate de benzyle) dans 500 ml de DMSO,
on ajoute successivement 27,1 ml de triéthylamine et 15,6 ml d'azide de
tertiobutyl oxycarbonyl.

Ce mélange est agité pendant 20 h & 25°C, puis on dilue la solu-
tion avec 1,5 1 d'eau. On laisse revenir & température ambiante.

On extrait 3 tois avec 100 ml d'éther éthylique pour éliminer
l1fazide qui n'a pas réagi.

On acidifie la phase agueuse au moyen de l'acide citrique, jusqu'a

pH

]
w
w
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On extrait plusieurs fois (au moins 5 fois) par 150 ml d'acétate
d'éthyle, a4 50 ml environ. On précipite le produit en lzissant tomber
goutte & goutte la solution précédente dans un bécher contenant environ

2 1, d'éther de pétrole.

le N tertiobutyl oxycarbonyl Y L glutamate de benzyle ne cris-
tallise pas. On en fait le sel de dicyclohexylammonium gui est un solide

que l'on peut caractériser,

b - Résultats

% }
| tBOC - Asp - o 1 tBoC - Glu - OH, DCHA
}
OBz1 OBzl
i

Masse obtenue \ 27,5 ¢ 32,9 g
Rendement ! 85 % 63,5 %
Analyse élémentaire
M. calculée 323 g 518 g

C 59,43 67,15 59,60 67,45

H 6,55 8,94 6,53 8,91

o} 29,69 18,51 29,37 18,52

N 4,33 5,40 4,38 5,23

Aspartate Glutamate

Point de fusion 102 °C 119 - 122°
Spectre U.V, € 3
Solvant : CH013 256,5 193 256,5 209

(0]
[of_]2 solvant CHC1, 35,4 12,6

5460 .

Rfl 0,89 0, 93

R

t, 0,48 0,43

TABLEAU 4,
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D - SYNTHESE DU N TERTIOBUTYL OXYCARBONYL ASPARTATE (8 BENZYL ESTER) DE
METHYL ET DU N TERTIOBUTYL OXYCARBONYL GLUTAMATE (y BENZYL ESTER)DE
METHYL '

1 - Synthése du nitrosométhylurée (135}«

Le nitroso méthyl urée a été synthétisé & partir du chlorhydrate

de méthylamine. =

Dans un ballon taré de 1 1, on met 200 g (1,5 mole) de solution:
aqueuse 2 24 % de méthylamine, et on ajoute de 1l'acide chlorhydridue con-

centré jusqu'’a acidité au rouge de méthyle (environ 155 ml).

On porte a 500 g 1le poids total par addition d'eau, puis on ajoute

306 g (5 moles) d'urée. On fait bouillir la solution pendant 2 h 45 & léger

ref lux puls vigoureusement pendant unfquért d 'heure.

On refroidit la solution & la température ambiante et on y dissout

110 g (1,5 mole) de nitrite de sodium 4 95 % et on refroidit le tout & 0°C.

On plonge dans un bon mélange réfrigérant un bécher de 3 lvconte-
nant 600 g de glace et 100 g (1 mole) d'acide sulfurique concentré., On verse
lentement dans ce mélange én agitant‘mécaniquement, la solution froide
méthylurée - nitrite, a une vitesse teiﬁe que la températufe ne dépasse

pas O°C,

le nitrosométhylurée monte & la surface sous forme d'un précipité
crigtallin, formant écume, qu'on filtre aussitdt et qu'on essore bien sur
le £iltre. On réduit les cristaux en paté; en les agitant avec 50 ml d'eau
‘froide, On essore au maximum, ' '

On séche & poids constant dans un dessicateur a vide. Il faut

congerver le nitrosométhylurée a 4°C,

On obtient m = 108 g

Rendement : 70 %.
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2 - Synthése du diazométhane (135)

Dans un ballon de 500 ml, on introduit 60 ml de solufion aqueuse
de potasse & 50 g dans 100 ml, et 200 ml d'éther. On refroidit le mélange

4 5°C et on ajoute en remuant 20,6 g (0;2 mole) de nitrosométhylurée.

On adapte au ballon un réfrigérant descendant suivi d'une allonge
qui plonge dans un ballon de 500 ml contenant 50 ml d'ether anhydre afin
dque le diazométhane s'y dissolve. Le ballon est refroidi par un mélange

glace - sel,
On distille 1'éther jusqu'a ce qu'il passe incolore,

La solution de diazométhane dans 1'éther, ainsi obtenue est suf-

flsamment pure pour &étre utilisée telle quelle.

3 - Synthése du N tertiobutyl oxycarbonyl aspartate (8 benzyl ester) de

méthyl et du N tertiobutyl oxycarbonyl glutamate (y benzyl ester) de

methyl.

a - Processus expérimental

On dissout 0,0l mole de N tertiobutyl oxycarbonyl d'acide aminé
(3,23 g de N tertiobutyl oxycarbonyl B L aspartate de benzyle ou 3,37 g
de N tertiobutyl oxycarbonyl Y L glutamate de benzyle dans 50 ml d'acétate
d'éthyle anhydre,

On ajoute goutte & goutte la .solution éthérée de diaabméthane, en
agitant, jusqu'a ce que la coloration jaune caractéristique dh diazométhane
soit persistante.

On laisse sous agitation pendant 5 mn, puis on évapore sous vide
les solvants, jusqu'a obtention d’ une huile. On dissout cette huile dans
1l'acétate d'éthyle, et on précipite 1fester méthylique paf 1'éther de
pétrole. ' '

On filtre, lave ‘& 1'éther de pétrole, et siche sous vide & 30°C,

le tBOC - G%U - OMe ne cristallise pas
OBz 1

b - Résultats

Tableau 5.
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tBOC ~ Agp - OMe

OBzl
Masse obtenue 3,20 g
Rendement 95 %
Analyse élémentaire
M. cal. 337,37 g
C 60,52 60,53 %
H 6,87 6,91 %
o 28,46 28,23 %
N 4,15 4,06 %

% calculé
©

Point de fusion 53 -~ 55°
[ o] Solvant CHCI, 28,2°

€ =
Spectre U.V. Solvant CHCl3 256,5 218
R, 0,94

1
R 0,94
fs

TABLEAU 5

BuS
LILLE



E - PREPARATION DU CHLORHYDRATE DE L'ASPARTATE (B BENZYL ESTER) DE METHYL
OU DU GLUTAMATE (Y BENZYL ESTER) DE METHYL.

1 - Processus expérimental

On dissout 3,37 g de N tertiobutyl oxycarbonyl aspartate
(B benzyl ester) de methyl (0,01 mole) ou 3,51 g de N tertiobutyl oxy-
carbonyl glutamate (vy benzyl ester) de methyl (0,01 mole) dans 50 ml
d'acétate d'éthyle anhydre.

On fait passer un courant de gaz chlorhydrique sec pendant 30 mn,

puis on agite pendant 2 h. Le chlorhydrate précipite,
On filtre, lave & 1l'acétate d'éthyle, et on séche sous vide & 30°C.

Le chlorhydrate est redissous dans le minimum de méthanol, puis

précipité par de 1'éther éthylique anhydre.

2 - Résultats.

Tableau 6,
HC1, H - A!Sp - OMe | HC1, H - G%Lu - OMe
OBz1 0Bz 1
Masse obtenue 2,43 g 2,67 g
Rendement 89 % 93 %
Analyse élémentaire
M. cal : 265,74 g 279,74 ¢
p 54,24 55,81 52,31 54,26
H 6,07 6,48 5,94 6,35
O 21,08 20,03 23,67 22,55
N 5,27 5,01 5,03 5,14
c1 13,34 12,67 12,95 12,41
Aspartate Glutamate
. R o o T c 4]
Point de fusion 135 -~ 138 130 - 134
Exj solvant H20 21}20 30,000
S t V. = =
pecire U.V, solvant HQO 8255,5 225 - ‘§25ﬁwmm}?iw
B, 0,68 0,70
sz 0,15 0,09

TABLEAU 6
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F - PREPARATION DU N ACYL ASPARTATE (8 BENZYL ESTER) DE METHYL OU DU N ACYL

GLUTAMATE (Y BENZYL ESTER) DE METHYL,

1. Processus expérimental

On met en suspension 2,655 g de chlorhydrate de 1l'aspartate
(B benzyl ester) de methyl (0,0l mole) ou 2,795 g de chlorhydrate du gluta-
mate (Y benzyl ester) de methyl (0,0l mole) dans 50 ml de chloroforme anhydre.

On refroidit la suspension & O°C, et on ajoute 0,025 mole (3,48 ml)
de triéthyle amine, et 0,011 mole (0,78 ml) de chlorure d'acétyle. On agite
pendant 10 mn & O°C, puis on laisse revenir A température ambiante, tout en

continuant d'agiter.

Au bout d'une heure, on évapore a sec, puis on reprend par 50 ml
d'acétate d'éthyle. Le chlorhydrate de triéthyl ammonium précipite. On fil-
tre, le filtrat est concentré sous vide & 20 ml, et on précipite a4 1'éther
de pétrole,

On filtre, on lave et oh seéche sous vide,

2. Résultats

Tableau 7. N
Ac ~ Asp - OMe Ac - Glu - OMe
OBz1 ' oBz1 ‘
Masse obtenue 2,37 2,60 L
Rendement 85 % 89 %
Analyse élémentaire
M. cal. 279,29 293,32
C 60,21 61,42 59,94 61,60 %
H 6,14 6,53 6,17 6,52 %
0 28,64 27,27 28,74 27,27 %
N 5,01 4,78 4,93 4,84 %
Aspartate Glutamate
o o] o [
Point de fusion 52 —“és o 56 - 57kw“
[¢] solvant T.M.P. - 23,9° - 22,9°
Spectre U.V. Solvant T.M. P, 8256,5= 216 €geg = 199
RT1 0,76 0,77
Ry f 0,46 0,45
f, ’ B

TABLEAU 7.
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V - PREPARATION DES MONOPEPTIDES DERIVES DES ASPARTATES DE

NITRO BENZYLE ET DES GLUTAMATES DE NITRO BENZVYLE

A - PREPARATION DES ASPARTATES DE NITRO BENZYLE

1 - L Aspartate de cuivre

On chauffe 4 1 d'eau & 90°C, et on y dissout 66,5 g (0,5 mole)
d'acide L aspartique. On ajoute alors lentement 100 g d'acétate de cuivre

monohydraté dissous dans 1 1 d'eau portée a ébullition, en agitant vigou-

reusement,

La réaction se poursuit pendant 1 heure, le L aspartate de cuivre
apparaft sous forme d'un précipité bleu. Puis toujours sous agitation on

laisse revenir & température ambiante.

On filtre, lave & 1l'eau jusqu'a ce que le filtrat soit incolore,

puis a 1'alcool,

On obtient un solide bleu turquoise que 1'on séche sous vide a
110°C.

Rendement : on obtient 111 g de produit. Si 1'on admet que 1'as-
partate de cuivre cristallise avec 6 molécules d'eau, on a un rendement de

89 %.

2 - L Aspartate de cuivre et de lithium.

On dissout & froid 19,6 g (0,8 mole) d'hydroxyde de lithium &

98 % dans 3,5 1 d'eau. Puis on ajoute 53,2 g (0,4 mole) d'acide aspartique.

Lorsque la solution d'aspartate de lithium est limpide, on ajoute

99,4 g (0,2 mole) d'aspartéte de cuivre,

On agite a température ambiante pendant 6 heures, puis on filtre

l'aspartate de cuivre qui n'a pas réagi,
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N

On concentre sous vide le filtrat a un volume de 500 ml, et on
précipite 1'aspartate de cuivre et de lithium par 1'alcool éthylique.

’ On filtre, on lave & 1'alcool éthylique et on séche sous vide

a 40°C. Le précipité est finement broyé puis séché de nouveau sous vide

a 110°cC.
On obtient 122,5 g de produit.

Rendement 90 %

= 41,8 1 mole_1 cm solvant H O

630 nm 2

3 - Aspartate de cuivre et de B nitro benzyvle

a - Processus expérimental

33,9 g (0,1 mole) d'aspartate de cuivre et de lithium sont dis-

sous dans 400 ml d'eau.

43,20 g (0,2 mole) de bromure de nitro benzyle sont dissous dans

au moins 400 ml de DMSO.

La solution aqueuse et la solution organique sont ensuite mélangées

dans un erlenmeyer de 1 1, On agite vigoureusement le mélange pendant 48 h. i

une température de 35°C.

Si le bromure de nitro benzyle précipite lors du mélange des 2 so-

[N

lutions, on ajoute du DMSO jusqu'a 1'obtention d'une solution de départ lim-

pide.

Au cours du temps, l'aspartate de cuivre et de nitro benzyle pré-
cipite. On ajoute de 1l'acétone, puis on filtre, lave a l'acétone pour éli-
miner le bromure qui n'a pas réagi, puis i l'eau pour éliminer 1‘aspartate
de cuivre et de lithium qui n'a pas réagi. Le complexe ~st séché sous vide

a 4o0°c,
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b - Résultats

Tableau 8.

AC (oNB) AC (mNB) AC (pNB)

Volume de DMSO néces-

. 400 ml 400 ml 400 m}
saire .
Masse de complexe 20,3 g 28,1 g 23,9 ¢
Rendement 34 % 47 % 40 %
TABLEAU 8

4 - Agpartates de B nitro benzyle

a - Processus expérimental

S

On porte a ébullition 250 ml d'une solution de disodique d’'EDTA

On ajoute alors 5,975 g (0,01 mole) d'aspartate de cuivre et de

nitro benzyle,.

Lorsque l1'aspartate de cuivre et de nitro benzyle est dissous,

on filtre a chaud.

Le filtrat est ensuite refroidi et gardé a 4°C pendant 12 hL, L'as-

partate de nitro benzyle précipite.

L'aspartate de méta nitro benzyle s'hydrolyse facilement a chaud
en milieu acide. Il faut donc refroidir trés rapidement le filtrat sous un
courant d'eau froide, ou mieux initier la cristallisa.. .. avec quelgues cris-

taux d'aspartate de méta nitro benzyle.

On filtre l'aspartate de nitro benzyle, lave 4 l'eau jusqu'a ce gue

le filtrat soit incolore, puis a 1l'alcool, On séche sous vide & 30°C,

On recristallise dans le minimum d'eau portée a ébullition.




b - Résultats
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Tableau 9.
Asp (oNB) Asp (mNB) Asp (pNB)
Masse obtenue 3,75 g 3,46 g 4,40 g
Rendement 70 % 64,5 % 82 %
Analyse élémentaire
M. cal. 277 g 282 ¢ Monohydrate Hémihydrate Monohydrate
c 47,66 46,16 45,98 47,45 46,45
H 4,73 4,93 5,08 4,81 5,10
0 37,51 39,12 39,30 37,37 38,91
N 10,10 9,79 9,59 10,04 9,75
hémihydrate monohydrate
18 —t € = [ = =
Spectre U.V., Solvant NaOH 10 265 5510 268,5 8200 8275 10200
Point de fusion 185° - 187° 183° - 184° 190 - 191°
[o] 11,2 25,4 13,2
Solvant Ac OH HCl1 6 N Ac OH
R
£ 0,49 0,48 0, 49
R
fz 0] (0] (0]
TABLEAU 9

BiS

kilui
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B - PREPARATION DES GLUTAMATES DE NITRO BENZYLE

1 - L Glutamate de cuivre et de nitro benzyle

a - Processus expérimental

On dissout 40 g (0,1 mole) de GCN dans 100 ml d'eau et 43,20 g
(0,2 mole) de bromure de nitro benzyle dans 100 ml de DMF,

La solution aqueuse et la solution organique sont ensuite mé-
langées dans un erlenmeyer de 250 ml, Le glutamate de cuivre et de nitro
benzyle précipite ; on agite énergiquement le mélange pendant 48 heures i
une température de 35°C.

On ajoute de l'acétone distillée, on filtre, on lave a 1'acétone
pour éliminer le bromure qui n'a pas réagi, On lave & 1l'eau jusqu'ia ce que

le filtrat soit incolore.

On séche sous vide a 40°C,

b - Résultats

Tableau 10,
GC (oNB) GC (mNB) GC (pNB) D GC (pNB)
Masse obtenue 20 g 32,9 g 34,4 g 31,9 o«
Rendement 32 % 52,5 % 55 % 51 %

TABLEAU 10,



2 - L Glutamates de nitro benzyle

a - Processus expérimental

- 29 -

On fait bouillir & reflux 6,255 g (0,01 mole) de glutamate de

cuivre et de nitro benzyle en suspension dans 250 ml de sel disodique

d'EDTA & pH = 4,5.

Lorsque le glutamate de cuivre et de nitro benzyle est dissous,

on filtre & chaud., Le filtrat est ensuite refroidi et gardé & 4°C pendant

12 heures pour accélérer la précipitation.

On filtre, on lave a l'eau et on sé&che sous vide pendant 12 heu-

res a 30°C,

On recristallise dans le minimum d'eau & ébullition.

b - Résultats

Tableau 11,
GLU (oNB) GLU (nNB) GLU(pNB) | D GLU(pNB)
Masse obtenue 4,8 g 3,41 ¢ 3,77 g 2,87 g
Rendement 71 % 60,5 % 67 % 51 %
Analyse élémentaire
M. cal. 282 ¢
C 51,065 51,01 51,09 51,02 51,87
H 4,999 5,05 5,05 5,19 5,14
0 34,010 34,07 34,32 33,68 33,66
N 9,925 10,18 9,90 9,76 9,93
Spectre U.V, dans € € € £ ;
= =81 =10200 =1 0000
NaOH N/10 2672650 26975160 275 275
Point de fusion 162,5° 167 ° 176 © 181 ,5-183°
[a] 19,1° 18,7° 18,3 ° - 19,5°
Solvant HC1 6 N HC1 6 N HC1 6 N HC1 6 N
Rfl 0,53 0,44 ) 0
R 0 o} 0 o}
fy

TABLEAU 11.

il
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C - PREPARATION DES N ACYL ASPARTATE (B8 BENZYL ESTER) DE METHYL ET DES
N_ACYL GLUTAMATE (Y BENZYL ESTER) DE METHYL.

1 - Synthése du N tertiobutyl oxycarbonyl B L aspartate ou y L glutamate

de nitro benzyle.

a - Processus expérimental

le processus expérimental suivi, est le méme que celui utilisé
pour la préparation des N tertiobutyl oxycarbonyl B L aspartate ou

vy L glutamate de benzyle.

On part de : 0,050 mole d'acide aminé (13,40 g d‘aspartate de ni-

tro benzyle, ou 14,1 g de glutamate de nitro benzyle.
250 ml de DMSO
13,55 ml de triéthylamine
7,85 ml d'azide de tertiobutyl oxycarbonyle.

Dans le cas du glutamate de paranitro benzyle on évapore 1l'acé-
tate d'éthyle jusqu'a ce qu'on obtienne une huile, on la dissout dans le

DMSO, et on précipite par 1l'eau.
On filtre, lave & 1'éther de pétrole, et séche,.

b - Résultats
Tableau 12,

2 - Synthése des N tertiobutyl oxycarbonyl aspartate (B nitro benzyl ester)

de methyl ou des N tertiobutyl oxycarbonyl glutamate (y nitro benzyl

ester) de methyl.

a - Processus expérimental

On adopte le méme processus expérimental que pour 1'obtention

des composés analogues dérivés de l1l'aspartate ou du glutamate de benzyle.
b - Résultats

Tableau 13,
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3 - Synthése du chlorhydrate des aspartates ( B nitro benzyl ester) de

methyl et des glutamates (Y nitro benzyl ester) de methyl.

a - Processus expérimental

On adopte le méme processus expérimental que pour 1l'obtention

des composés analogues dérivés de l'aspartate ou du glutamate de benzyle.

b - Résultats

Tableau 14,

4 - Synthése des N acyl aspartate ( Bnitro benzyl ester) de methyl et

des N acyl glutamate (Y nitro benzyl ester) de methyl,

a - Processus expérimental

On adopte le méme processus expérimental que pour 1l'obtention

des composés analogues dérivés de l'éspartate ou du glutamate de benzyie,

b - Résultats

Tableau 15,
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VI -~ PREPARATION DES DIPEPTIDES DERIVES DES ASPARTATES uE NITRO BENZYLE

ET DES GLUTAMATES DE NITRO BENZYLE

A - PREPARATION DU N TERTIOBUTYL OXYCARBONYL ASPARTATE (B NITROBENZYL ESTER)

DE DICYCLOHEXYL AMMONIUM OU DU N TERTIOBUTYL OXYCARBONYL GLUTAMATE

(y NITROBENZYL ESTER) DE DICYCLOHEXYL AMMONIUM,

a - Processus expérimental

On dissout 0,01 mole d'acide aminé N protégé (3,68 g de N tertio-
butyl oxycarbonyl L aspartate de nitro benzyle ou 3,82 g de N tertiobutyl

oxycarbonyl L glutamate de nitro benzyle) dans 30 ml d'acétate d'éthyle.

On ajoute goutte a goutte 1,81 g (0,0l mole) de dicyclohexylamine,

en agitant.

La réaction se poursuit pendant 2 heures, le sel de dicyclohexyi

ammonium précipite.

On filtre, lave a l'acétate d'éthyle, et séche sous vide,

b - Résultats

Tableau 16.
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B - PREPARATION DU N TERTIO BUTYL OXYCARBONYL ASPARTYL (B NITROBENZYL ESTER)

ASPARTATE (B NITROBENZYL ESTER) DE METHYL OU DU N TERTIO BUTYL OXYCARBONYL

GLUTAMYL (Y NITROBENZYL ESTER) GLUTAMATE (Y NITROBENZYL ESTER) DE METHYL

1 - Processus expérimental,

On dissout 5 mmole du N tertiobutyl oxycarbonyl aspartate
(B nitrobenzyl ester) de dicyclohexyl ammonium ou du N tertiocbutyl
oxycarbonyl glutamate ( Y nitrobenzyl ester) de dicyclchexyl ammonium
(2,745 g de fBOC—Qsp—OH, DCHA ou 2,815 g de UBOC-GQu—OH, DCHA dans 80 ml
ONB ONB :
de chloroforme distillé. On refroidit le mélange au moyen de glace et de

sel. Puis on ajoute 5 mmole de HClIH—% ~ OMe
ONB

(1,5925 g de HC1, H - %sp - OMe cu 1,6625 g de HC1, H - %1u-OMe)
ONB ONB

et 5 mmole (1,03 g)de dicyclohexyl carbodiimide, en agitant

La réaction se poursuit pendant 2 h & - 10°C, puis pendant 3 heures

a4 température ambiante. Le dicyclohexylurée précipite.

On filtre le dicyclohexylurée, et on évapore le chloroforme & sec,
On dissout dans 1l'acétate d'éthyle 1l'huile qui se forme. On filtre le préci-

¢ N

pité qui apparait, on évapore sous vide 1l'acétate d'éthyle jusqu'a 1'cbten-
tion d'une huile. On redissout cette huile dans 1l'acétate d'éthyle. Si un

précipité apparait, on recommence le cycle précédemment décrit,
le peptide est enfin précipité dans 1'éther de pétrolec,
On filtre, lave a 1'éther de pétrole et seéche scus vide.
Le dimére de l'aspartate de para nitro berzvle est peu soluble

dans l'acétate d'éthyle a froid. On est donc obligé de purifier le mono-

peptide en le dissolvant & chaud dans 1‘acétate d'éthyle, et en filtrant

~

a chaud, Le dimére cristallise & froid dans le filtrat.

Les diméres sont recristallisés dans le minimum d'alcool éthylique

bouillant.

2 -~ Résultats

Tableau 17.
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C - PREPARATION DU CHLORHYDRATE DE L'ASPARTYL (R NITROBENZYL ESTER) ASPARTATE
( 8 NITROBENZYL ESTER) DE METHYL OU DU GLUTAMYL (y NITROBENZYL ESTER)

GLUTAMATE (y NITROBENZYL ESTER) DE METHYL.

1 - Processus expérimental

On dissout 6,32 g de N tertiobutyl oxycarbonyl aspartyl
(B nitrobenzyl ester) aspartate (B nitrobenzyl ester) de methyl 50°
(0,01 mole) ou 6,60 g de N tertiobutyl oxycarbonyl glutamyl (y nitrobenzyl
ester) glutamate (Y nitrobenzyl ester) de methyl soit 0,0l mole dans
100 ml de chloroforme distillé. On fait passer un courant de gaz chlorhy-
drique sec pendant 20 mn, Puis on agite pendant 2 heures. lLe chlorhydrate

du dimére ne précipite pas.

On évapore le chloroforme sous vide, on obtient une huile, On
dissout cette huile dans le méthanol, et on évapore sous vide plusieurs
fois, jusqu'a élimination du gaz chlorhydrique. L‘huile cobtenue est utili-

sée directement dans 1'étape suivante.

2 - Résultats

Seul le chlorhydrate de 1‘'aspartyl (B nitrobenzyl ester) aspar-
tate ( B nitrobenzyl ester) de methyl précipite lorsqu'on ajoute de 1'éther
éthylique anhydre, & sa solution dans 1'alcool méthyligue. Ce produit =z
pu étre caractérisé,

Masse obtenue : 5,37 g soit un rendement de 94,5 %
Analyse élémentaire
Calculée % C (48,56) ; H (4,43) ; O (30,93) ; N (9,85) ; {1 (6,25)
Trouvée %C (47,97) ; H (4,61) ; O (30,87) ; N (10,01) ; C1 (6,09)
Point de fusion F = 138 - 140°
o
[0] =2,4 solvant CH,-OH
R. = 0,73 R, = 0,01

! s
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D - PREPARATION DU N ACYL ASPARTYL ( 8 NITROBENZYL ESTER) ASPARTATE
( B NITROBENZYL ESTER) DE METHYL OU DU N ACYL GLUTAMYL ( yNITROBENZYL
ESTER) GLUTAMATE (Y NITROBENZYL ESTER) DE METHYL.

1 - Processus expérimental

L'huile obtenue par coupure au moyen du gaz chlorhydrique, de
6,32 g de N tertiobutyl oxycarbonyl aspartyl (B nitrobenzyl ester) aspar-
tate (B nitrobenzyl ester) de methyl soit 0,01 mole ou 6,60 g de N tertio-
butyl oxycarbonyl glutamyl ( Ynitrobenzyl ester)glutamate & nitrobenzyl
ester) de methyl soit 0,0l mole, est dissoute dans 50 ml de chloroforme

anhydre.

On refroidit la solution & O°C, et on ajoute goutte a goutte
0,025 mole (3,48 ml) de tri éthyl amine, et 0,011 mole (0,78 ml) de

chlorure d'acétyle.

On agite pendant 10 mn & O°C, puis pendant 1 h & température am-

biante.

On évapore sous vide le chlorcforme, on obtient une huile gu'on
dissout dans 1'acétate d'éthyle. Le chlorhydrate de triéthyl ammonium pré-
cipite ; on filtre, on évapore sous vide le filtrat, et on précipite le di-

mére au moyen de 1'éther de pétrole.

les dipeptides sont recristallisés dans un minimum d‘alcool éthvii-

que bouillant,

Remarque

Le N acyl aspartyl (B paranitrobenzyl ester) aspartaie (3 para-
nitrobenzyl ester) de methyl est trés peu soluble dans 1l'acétate d'éthyle.
Lorsqu'on évapore le chloroforme (solvant de la réaction), on obtient un
solide, que 1'on purifie une premiére fois en le liavua.. & 1l'eau., Puils on

le dissout dans le chloroforme, et on le précipite avec 1'éther de pétrole.

2 - Résultats

Tableau 18,



Ac ——(Asp OMe |Ac —-(Asp OMe jAc Asp +-OMe | Ac Glu+-OMel Ac Glu-OMe| Ac Glu}-OMe(D Ac+Glud-OMe
| \ I | l i
Q&o OmN OpNB OoN OniNE), OpNE, OpN
Masse obtenue 5,28 g 4,99¢g 4,88 g 5,65 ¢ 4,51 g 4,21 g 4,21 g
Rendement 92 % 87 % 85 % 94 % 75 % 70 % 70 %
Analyse élémentaire
M. cal : 574,50g 602,564
C 52,27 53,82 52,35 52,18 52,35 53, 93 53,94 53,50 53,60
H 4,56 5,02 4,47 4,61 4,51 5,12 5,07 5,15 5,05
0 33,42 31,86 33,32 33,05 33,03 31,84 31,74 31,17 31,72
N 9,75 9,30 9,66 9,67 9,60 8,93 8,92 9,12 10, 47
o ° ° ° ° ° ° o © 4 ° © o o
Point de fusion 140 - 144 107 - 110 190 - 191 131 - 133 141 - 143 151 - 153 149 - 151
Spectre U.V. € . =10370 € =14000| € = 18810 £ _ =10300| €. _=14610 | ec __=18062| €  =19175
261 263 2685 260 262 268 269
Solvant TMP
[ o] soivant TMP - 33,9 - 35,6 - 33,7 - 9,0 - 10,6 - 12,1 + 10,1
Rfl 0,82 0,78 0,78 0,80 0,79 0,81 0,81
sz 0,30 0,31 0,31 0,31 0,31 0,33 0,33

TABLEAU 18,

Zr -
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ACETATES DE NITRO BENZYLE
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Ac OoNB Ac OnNB Ac OpNB
- ~ wer " v
IC =0
élongation 1755 (F) 1750 (F) 1745 (F)
1
|
FONCTION -~-C-C+~ O - 1230 (F) 1235 (F) 1245 (F)
i
ESTER élongation agymétrigque
i
- 0 - CHz -C -
] 1045 (F) 1045 (F) 1055 (F)
élongation asymétrique
=C - H
3030 (f) 3030 (1) 3030 (f)
élongatiogn
CYCLE 1620 (m) 1625 (m) 1610 ()
AROMATIQUE o o 1585 (m) 1590 (m)
/ AN 1470 (&) 1495 (m) 1500 (F)
1450 (m) 1450 (m) 1390 (F)
1260 (F)
1170 (£) 1175 (£) 1190 ()
Substitution 1117 (m)
1155 (f) 1105 (m) 1020 (m)
C ~-H 900 (m)
déformation hors du 750 (m) 845 (F)
plan 815 (F)
FONCTION - NO, 1535 (F) 1540 (F) 1525 (F)
‘ 1350 (F) 1360 (F) 1350 (&)
Liaison C - N 870 (m) 840 (m) 870 (F)
Bande Nitro aromatique 735 (F) 740 (F) 750 (F)

e
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ASPARTATES DE BENZYLE ET DE NITRO BENZYLE
e
H-Asp-OH H~?sp—OH H-Asp-OH H—?sp—OH b
OBz 1 OoNB OmNB OpNB
- NH_ aéf ti
g @etormation 1600 (m) 1670 (m) | 1665 (m) ! 1685 (m)
asymétrique
+
ACIDE - NHy déformation | )15 (py | 1510 (£) | 1510 (m) | 1525 (m)
symétrique
AMINE - co; asymétrique 1585 (m) 1595 (£) | 1585 (m) | 1605 (m)
- co; symétrique 1420 (m) 1420 (F) | 1405 (F) | 1420 (m)
C - H déformation 1315 (F) 1335 (m) 1325 (m) | 1335 (F)
é p o} 1470 171 Y { 1740 (F) ! 1725 (F)
i FONCTION f - 1 470 (F) 715 (F ( .
~0-CH, - C - 1055 (£) | 1055 (£) . 1060 (f)
ESTER ' :
v
~-C-C=~-0 - 1240 (m) 1255 (m) | 1260 (m)} 1250 ()
\
1604 (m) 1620 (£) | 1615 (F){ 1610 (m)
N /7 1585 (m) 1585 (m) § 1565 (m)
= 1500 (£) | 1580 (m) | 1485 (m) | 1500 (m)
1460 (m) 1455 (£) ; 1455 (£) | 1400 (m)
CYCLE -
2 12 Y
ARQMATIQUE 1230 (m) 1155 (m) 1275 (f) 70 (m)
1170 (F) 1125 (m) §| 1160 (m) } 1160 (m)
Substitution 1070 (f) 1035 (£) § 1090 (m) } 1110 (m)
1025 (m) 1010 (m)
700 (F)
C - H hors du 900 (f)
plan 740 (F) 785 (m) 805 (F) | 845 (F)
1 F) | 1525
FONCTION - NO, 1545 () 535 (F) )
1345 (F) 1045 (F) 11345 (F)
Liaison C - N 865 (F) 865 (F) | 865 (F)
Bande Nitro aromatique 785 (F) 745 (F) : 740 (F)
/"\
RN
ULLE f



GLUTAMATES DE BENZYLE ET DE NITRO BENZYLE
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H-G1lu-OH H-?lu—OH H-Glu-OH | H-G1lu-OH
i i 1
OBz1 OoNB OmNB OpNB
i
NH; deformation 1660 (m) | 1665 (m)| 1665 (m)| 1665 (m)
asymétrique o
+ .
NH; déformation 1515 (£) | 1525 (m)| 1515 ¢£)| 1500 (£)
ACIDE symétrique
AMINE - co; asymétrique 1585 (m){ 1605 (m) | 1600 (F)| 1605 (F)
- CO; symétrique 1420 (m) 1420 (m) 1420 (m) 1420 (m)
CH déformation 1315 (F) 1315 (f) 1310 (m) 1320 (m)
~
/c =0 1740 (F) | 1730 (F) | 1730 (F)| 1730 &)
t 9
FONCT ION - ? -C-0 - 1240 (m) | 1260 (F) | 1255 (£f)| 1260 (F)
ESTER \
- 0-CH, -C - 1060 (£f) | 1050 (£)| 1060 (f)
]
1580 (F) ! 1620 (m) | 1615 (m)!| 1615 (m)
. 1585 (m) | 1485 ()| 1585 (m)
,
/p = C_ 1515 (m){ 1455 (£) | 1460 (f){ 1505 (f)
11440 (m) 1410 (F)
CYCLE 1450 (m)
AROMAT IQUE 1230 (m)| 1280 (f) 1250 (m)
1180 (F)! 1155 (m) | 1270 (m)! 1155 (F)
Substitution 1080 (m) 1125 (m) 1115 (£f)
1090 (m)
1030 (m)}{ 1030 (m) 1015 (f)
700 (F) 1050 (£)]
C - H hors du 890 (f)
plan 740 (F) 760 (m) 815 (F) 850 (F)
1535 (F) i 1540 (F)! 1530 (F)
FONCTION - N02 1355 (F> ' 1350 (F)! 1355 (F)
LIAISON C - N 865 (m) 870 (£) 870 (m)
Bande nitro aromatique 735 (F) 735 (F) 745 (F)
LN
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