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De nombreuses études sur la composition de la salive parotidienne 
humaine ont montré que celle-ci contenait plusieurs protéines et glycoprotéines de 
composition inhabituelle ; en effet, ces substances sont composées, en ce qui 
concerne la partie protéique, de 70 à 85 % d'acide glutamique, de proline et de 
glycine (1,2,3). Bien qu'on ne connaisse pas le rôle biologique de ces protéines 
salivaires, Hay (4) a démontré que certaines d'entr'elles ont une forte affinité pour 
l'hydroxyapatite, ce qui amène à supposer qu'elles jouent un rôle lors de la 
minéralisation de l'émail. Il semble d'autre part que la protéine riche en proline PRP 
isolée de la salive soit en fait un précurseur métabolique rencontré lors de la 
biosynthèse des glycoprotéines contenues aussi dans la salive. 

L'étude de la structure primaire de cette protéine s'est vite avérée 
extrêmement difficile, car il semble qu'elle contienne des enchaînements du type 
Gly-(Pro)3 ou Gly-(Pro)4 . C'est ce qui nous a amenée à fabriquer les polypeptides 
synthétiques de formule H-(Gly-(Pro)&-OH et H-(Gly-(Pr0)4)~-0H en tant que 
modèles de la PRP. Au cours de ces synthèses, nous avons isolé également les 
peptides linéaires H-Gly-(Pro)3-OH et H-Gly-(Pro)cOH. Nous' inspirant 
d'études publiées dans la littérature ces dernières années, nous avons pensé qu'il 
était possible que ces peptides adoptent déjà une structure secondaire précise en 
solution aqueuse. Voulant confirmer par RMN les résultats obtenus en dichroïsme 
circulaire, nous nous sommes trouvée confrontée à des spectres très complexes, 
particulièrement dans le cas de H-Gly-(Pro)s-OH, ce qui nous a amenée à 
synthétiser et à étudier la conformation de peptides plus simples, à savoir 
H-(Gly-Pro)z-OH et H-Gly-  pro)^-OH. 

L'étude de la structure secondaire de la protéine riche en 
proline PRP isolée à partir de la salive parotidienne humaine a été faite récemment 
par dichroïsme circulaire (5). De notre côté, nous avons pensé qu'il serait 
intéressant de compléter ce travail par une étude en RMN de la PRP d'une part, et 
par une étude physico-chimique (dichroïsme circulaire et RMN) de la conformation 
de H-(Gly-(Pro)&-OH et H-(Gly-(Pro)4),-OH en solution aqueuse d'autre part. 
Si nous n'avons pas étudié H-(Gly-Pro),-OH et H-(Gly-(Pro&-OH, c'est que ces 
polypeptides ont déjà été beaucoup étudiés par d'autres et qu'ils ne nous semblaient 
pas pouvoir être considérés comme modèles de la PRP. 

Cet exposé sera divisé en trois grands chapitres : tout d'abord, nous 
nous occuperons de la synthèse des peptides et polypeptides étudiés ici ; dans un 



second chapitre, nous exposerons les résultats que nous avons obtenus concernant 
la conformation des peptides linéaires que nous avons mentionnés plus haut ; 
enfin, dans une troisième partie, nous nous pencherons sur la conformation des 
polymères synthétiques et de la PRP. 



CHAPITRE 1 





A - Généralités 

La synthèse peptidique consiste à faire réagir deux molécules 
d'acide a aminé H2N-CH(R)-COOH en formant une liaison amide -CO-NH-, 
selon le schéma général suivant : 
H2N-ÇH-COOH + H2N-CH-COOH - H2N-CH-CO-NH-SH-COOH + H20 

R 1 A 2  k 1 R2 
A l'état libre, ces acides a aminés existent sous forme de zwitterions 
H3N'-CH(R)-COO- et sont très peu réactifs. Tout le problème consiste donc, d'une 
part à protéger la (ou les) fonction(s) qui ne doit (doivent) pas réagir, et d'autre part 
à activer la fonction (carboxyle ou aminée) impliquée dans la formation de la 
liaison amide. 

1 - Groupements protecteurs 
Les fonctions à protéger sont le groupe amine (Ha-) ou le groupe 

carboxyle (-COOH) terminal, ainsi que les groupes portés par les chaînes latérales 
(H2N- pour la lysine et l'ornithine, -COOH pour les acides aspartique et gluta- 
mique, imidazole pour l'histidine, thiol pour la cystéine, hydroxyle pour la sérine 
et la thréonine, phénol pour la tyrosine, guanidine pour I'arginine, indole pour 
le tryptophanne). Notre travail n'ayant impliqué que l'utilisation de la proline et 
de la glycine qui ne nécessitent aucune protection des chaînes latérales, nous nous 
bornerons à mentionner ici les principaux groupements protecteurs des 
fonctions H2N- ou -COOH terminales. Ces groupements doivent pouvoir être 
introduits facilement sur l'acide a aminé ou le peptide impliqué dans la réaction 
et ne pas introduire de racémisation ; ils doivent être stables dans les conditions 
de formation de la liaison peptidique -CO-NH- ; enfin il faut qu'on puisse les 
éliminer facilement sans toucher au peptide formé. Beaucoup d'auteurs se sont 
penchés sur ce problème et ont proposé une multitude de groupements protecteurs, 
que ce soit pour la fonction amine ou pour la fonction carboxyle. Néanmoins seuls 
certains groupes ont retenu l'attention de la majorité des chercheurs en 
synthèse peptidique. 

a - Protection de la fonction amine 
Nous citerons ici quatre des groupements protecteurs les plus 

couramment utilisés depuis plus de vingt ans. Il s'agit du benzyloxycarbonyle (6),  
encore appelé carbobenzoxy (Z) répondant à la formule +HZ-O-CO-, introduit 
par action du chlorure de benzyloxycarbonyle sur l'acide a aminé à protéger 
suivant une réaction du type Schotten-Baumann ; ce groupement peut être 
éliminé soit par action de l'acide bromhydrique gazeux en milieu acide trifluoro- 



acétique, soit par hydrogénation catalytique sur palladium, soit par action du 
sodium dans l'ammoniac liquide. Le groupement para-toluènesulfonyle (7) ou 
tosyle (Tos), répondant à la formule HsC-pSO2-, est introduit sur l'acide a aminé 
ou le peptide à protéger par action du chlorure de tosyle. Ce groupe s'élimine par 
action du sodium dans l'ammohiac liquide ou par action de l'acide fluorhydrique 
anhydre à O" C. Le groupe trifluoroacétyle (8) (Tfa), de formule FsC-CO-, est 
introduit par action de l'anhydride de trifluoroacétyle sur l'acide a aminé à 
protéger ; il s'élimine soit par saponification en milieu acétone, soit par action de 
la pipéridine molaire. Enfin un autre groupe très largement utilisé est le 
tertio-butyloxycarbonyle (9) (Boc), de formule (H3C)3-C-O-CO-, introduit le plus 
souvent par action de l'azide de tertio-butyloxycarbonyle sur l'acide a aminé 
à protéger ; ce groupement peut être éliminé soit par action de l'acide chlorhydrique 
gazeux en milieu éthéré, soit par action de l'acide trifluoroacétique pur ou en milieu 
dichlorométhane, soit encore par action du trifluorure de bore en milieu acétique. 

Ces dernières années, d'autres groupes ont été introduits. Parmi 
les plus importants, citons le groupement 2-(parabiphényly1)isopropyloxy- 
carbonyle (10) (Bpoc), répondant à la formule <p<pC(CH3)2-O-CO-, introduit par 
action du carbonate ou de l'azide de 2-(parabiphénylyl)isopropyloxycarbonyle 
sur l'acide cr aminé à protéger ; ce groupement est très labile en milieu acide et peut 
s'éliminer, par exemple, par action de l'acide trifluoroacétique à 5 % dans le 
dichlorométhane. Un autre groupement introduit plus récemment est le 
2,4-dichlorobenzyloxycarbonyle\ (1 1) (ClzZ), de formule développée 
CI- -CH,-O-CO-, introduit par action du chlorure de 2,4-dichlorobenzyl- 
oxycarbonyle sur le dérivé à protéger ; ce groupement très stable s'élimine 
cependant par action de l'acide fluorhydrique anhydre à O OC. 

Il est bien évident que de nouveaux groupements protecteurs de la 
fonction amine apparaissent régulièrement dans la littérature ; notre propos ici 
n'est pas d'en donner une liste exhaustive, mais simplement de mentionner 
quelques groupes qui ont «fait leurs preuves W .  

b - Protection de la fonction carboxyle 
Nous nous limiterons ici aussi à citer les principales méthodes 

utilisées en synthèse peptidique pour bloquer la fonction carboxyle, qu'elle soit 
en a de la fonction amine ou bien portée par la chaînè latérale d'un acide aspartique 
ou glutamique. La plupart du temps cette fonction carboxyle est bloquée sous 
forme d'ester, que ce soit un ester d'alkyle (ester méthylique -O-CH3 ou éthylique 
-O-C2H5) (12), un ester benzylique (-O-Bzl) (13) ou un ester de tertio-butyle 
(-O-But) (14). Les esters d'alkyle sont introduits par action de l'alcool corres- 
pondant, la réaction étant catalysée par un acide tel que l'acide chlorhydrique 
gazeux, ou encore par action du diazométhane dans le cas de l'ester méthylique ; 



ces groupements protecteurs peuvent s'éliminer par saponification, la réaction 
étant le plus souvent conduite dans l'acétone. La fonction ester benzylique est 
introduite soit par action de l'alcool benzylique en présence d'un catalyseur acide, 
soit par action du bromure de benzyle sur le sel de sodium ou de lithium du dérivé 
à protéger ; ce groupement protecteur peut s'éliminer soit par hydrogénation cata- 
lytique sur palladium, soit par action du sodium dans l'ammoniac liquide, soit par 
saponification. Quant à la fonction ester de tertio-butyle, elle est obtenue le plus 
souvent par action de l'isobutylène en présence d'un catalyseur acide tel que l'acide 
sulfurique ; cette protection s'élimine facilement en milieu acide, par exemple par 
action de l'acide trifluoroacétique pur ou dilué, ou encore par action du trifluorure 
de bore dans l'acide acétique. 

Une autre manière astucieuse de protéger la fonction carboxyle 
terminale est d'y accrocher un groupement hydrazide protégé (-NH-NH-Z ou 
-NH-NH-Boc) (15). Ce groupe est introduit par condensation du dérivé à protéger 
et de I'hydrazide protégé en présence de dicyclohexylcarbodiimide ; par coupure 
du benzyloxycarbonyle ou du tertio-butyloxycarbonyle par une des méthodes 
citées plus haut, on passe à I'hydrazide. Il ne reste plus qu'à l'activer en azide, ce 
qui permettra de former une liaison amide avec un autre acide a! aminé 
ou avec un peptide. 

2 - Méthodes de formation de la liaison peptidique 
Pour être valable, une méthode de formation de la liaison peptidique 

doit satisfaire à plusieurs critères, à savoir une faible tendance à la racémisation et 
une vitesse de réaction suffisante. De plus, il faut qu'elle fournisse le peptide désiré 
avec un bon rendement, et que ce produit soit facile à extraire et à purifier. Toutes 
ces exigences ont conduit au fait que seules quelques méthodes de couplage soient 
utilisées couramment, ces méthodes reposant sur l'activation du carboxyle. 

Dès 1902, Curtius (16) a introduit la méthode aux azides qui est 
encore utilisée de nos jours. La réaction s'écrit : 

R-CO-N3 + H2N-R' R-CO-NH-R' + NsH 
Les couplages réalisés en employant les azides ont été longtemps proclamés comme 
étant exempts de racémisation. En 1970 cependant, Sieber (17) a observé de forts 
taux de racémisation lors de couplages de fragments peptidiques en utilisant cette 
méthode aux azides. 

Le couplage en utilisant les anhydrides mixtes (18) est une méthode 
très répandue également en synthèse peptidique. La réaction mise en jeu 
est la suivante : 

R-CO, 
O + H2N-R" 2 R-CO-NH-R" + R'-OH + CO2 

R'-CO' 
7 



L'anhydride mixte le plus communément employé est obtenu par action du chloro- 
formiate d'isobutyle sur l'acide ai aminé N protégé en présence d'une base tertiaire, 
la réaction se faisant en milieu anhydre et à basse température. L'emploi de cette 
méthode fournit des peptides à très faible taux de racémisation, à condition de 
travailler dans des conditions bien définies (19). Cependant, quand on parle des 
anhydrides mixtes, il faut citer aussi les N-carboxyanhydrides, appelés aussi 
anhydrides de Leuchs. Ces dérivés sont obtenus par action du phosgène sur un 
acide ai aminé en suspension dans un solvant organique inerte. Depuis quelques 
années, Katakai et coll. (20) les utilisent assez couramment en synthèse peptidique, 
car il n'y a pas racémisation lors du couplage. La réaction s'écrit : 

HC(R)-CO 

1 'O 1 + HzN-R' - HzN-CH(R)-CO-NH-R' + CO2 
HN-CO 

En 1973, Kamber (21) a constaté que les anhydrides de Leuchs pouvaient s'acyler 
quantitativement et donnaient des dérivés cristallins plus stables que les N-carboxy- 
anhydrides non protégés, mais cependant aptes à réagir avec les amines. 
Néanmoins, ce moyen de couplage est relativement peu utilisé, ceci étant dû essen- 
tiellement aux problèmes posés par le peu de stabilité de ces anhydrides et par 
l'emploi du phosgène en cours de synthèse. 

Une troisième méthode de formation de la liaison peptidique, 
universellement employée celle-ci, est la méthode à la dicyclohexylcarbo- 
diimide (22). La réaction de couplage est la suivante : 
R-COOH + H2N-R' + C6HirN=C=N-C6Hiz R-CO-NH-R' + [CsH i2-NHIz-CO 
L'inconvénient de cette méthode est le taux de racémisation des peptides obtenus. 
D'autre part une réaction secondaire très gênante, la formation de N-acylurée, 
ne peut être évitée. De nombreuses solutions ont été proposées pour surmonter 
ces problèmes et il semble que l'addition de N-hydroxysuccinimide (23) ou, mieux, 
de 1-hydroxybenzotriazole (24) au mélange réactionnel permettent d'avoir des 
couplages satisfaisants. 

Une dernière méthode, très souvent utilisée également en synthèse 
peptidique, mérite d'être mentionnée ici. Il s'agit de la méthode aux esters activés. 
La réaction se fait selon le schéma : 

R-CO-O-R' + H2N-R" R-CO-NH-R" + R'-OH 
C'est Bodanszky qui, en 1955, a introduit ce mode de couplage en synthèse 
peptidique, en utilisant les esters de paranitrophénol (25). Depuis, d'autres 
groupements ont été employés, les esters de N-hydroxysuccinimide (26), 
de 2,4,5-trichlorophénol(27), de pentachlorophénol(28) et d'orthonitrophénol(29) 
étant les plus courants. 



Outre ces méthodes, très largement diffusées, il nous faut encore 
citer les efforts de différentes équipes pour trouver de nouveaux réactifs de 
couplage dérivés du phosphore (30). D'après leurs premiers résultats, il Semblerait 
que la chimie du phosphore soit une voie prometteuse en vue de trouver de 
nouveaux réactifs de couplage. A cette famille de dérivés appartiennent le 
sulfonate de N-hydroxybenzotriazole introduit par Itoh et coll. en 1974 (31), 
ainsi que le benzotriazoloxy(trisdiméthylamino)phosphonium hexafluorophos- 
phate (B.O.P.) proposé par Castro et coll. en 1975 (32). 

3 - Choix d'une strategie 
Bien qu'ayant utilisé tout au long de ce travail la méthode classique 

de couplage «en pot >>, nous exposerons cependant les autres méthodes assez 
largement diffusées. 

La synthèse peptidique consistant à faire réagir deux molécules 
d'acides a aminés correctement protégés (ou deux peptides) pour former une 
liaison amide -CO-NH-, on voit que ce processus peut être automatisé : pour cela, 
il suffit d'immobiliser un acide a aminé (ou un peptide) sur un support solide et 
d'y coupler pas à pas d'autres acides a aminés (ou, éventuellement d'autres 
peptides) selon la séquence que l'on désire obtenir. C'est Merrifield (33) qui, le 
premier, a eu l'idée d'automatiser la synthèse des peptides. La méthode (fig. 1) est 
basée à l'origine sur l'utilisation d'un ester benzylique d'un acide a aminé ou 
d'un peptide insolubilisé par accrochage sur un polymère te1 que le polystyrène 
réticulé par du divinylbenzène. Sur ce composé on fixe un dérivé N-tertiobutyloxy- 
carbonylé d'un acide a aminé par le procédé à la dicyclohexylcarbodiimide ou 
par celui aux esters activés. Après élimination de la protection de-la fonction 
amine par un réactif approprié, on peut coupler un second acide a aminé N protégé 

Figure 1 - Principe de la méthode de Merrifield (daprès Merrijïeld (33)) 



au premier précédemment fixé sur le polymère. En répétant les étapes de 
déprotection et de couplage, il est possible de construire n'importe quel peptide. 
Il reste alors à séparer le peptide de son support (action de l'acide bromhydrique 
gazeux dans l'acide trifluoroacétique, action de l'acide fluorhydrique anhydre 
ou encore transestérification) et à purifier le peptide. C'est cette dernière étape 
qui est longue et fastidieuse, car ce produit n'a subi aucune purification tout au 
long de la synthèse. Les risques de racémisation en cours de synthèse sont faibles, 
car c'est le groupement carboxylique de l'acide a aminé N protégé qui est activé 
en vue du couplage, la protection de la fonction amine étant assurée par un 
groupement de type uréthane. Quant au support utilisé, il s'agit d'une résine 
obtenue par copolymérisation du styrène avec du divinylbenzène (1 ou 2 5%). 
Cette méthode a été et est encore beaucoup utilisée du fciit de la rapidité 
d'obtention des produits. Sur le plan technologique, de nombreuses modifications 
ont été apportées à tous les stades, que ce soit pour le mode d'accrochage du 
premier acide (Y aminé à la résine, que ce soit pour les programmes de couplage 
et de déprotection, ou encore pour le mode de séparation du peptide de la résine. 
Mais le gros problème reste la purification du peptide. C'est pourquoi, lors 
d'études pour trouver de nouveaux supports, Bayer et coll. (34) ont proposé 
le polyéthylèneglycol. Contrairement à la résine proposée par Merrifield, ce 
polymère est soluble dans les solvants organiques utilisés couramment en 
synthèse peptidique ; cependant, l'addition d'éther éthylique anhydre au milieu 
le rend complètement insoluble. L'idée de Bayer et coll. est donc d'utiliser le 
polyéthylèneglycol comme groupement protecteur du carboxyle terminal au lieu 
du polystyrène réticulé employé par Merrifield. Toutes les réactions (accrochage 
du premier acide (Y aminé à la résine, déprotections, couplages, séparation du 
peptide de son support) peuvent se faire en milieu homogène en utilisant la plupart 
des groupements protecteurs et des méthodes de couplage connues en synthèse 
peptidique.La séparation du peptide en formation lié au polymère d'avec les 
sous-produits de la réaction peut se faire soit par précipitation du polymère, soit 
par ultrafiltration. Le fait que toutes les réactions se fassent en milieu homogène 
permet d'avoir des déprotections et des couplages quantitatifs, ce qui est essentiel, 
car ici non plus, comme dans le cas de la méthode de Merrifield, il n'y a pas de 
purification intermédiaire lors de la formation du peptide. Des peptides ainsi que 
des fragments d'hormones ont été obtenus purs sans nécessité de chromato- 
graphies ou d'électrophorèses ultérieures : c'est le cas des fragments 1-2,3-8,9-14, 
15-27 d'un analogue de la sécrétine ayant des résidus ornithine en positions 12, 
14, 18 et 21 (35) ; c'est le cas aussi d'oligoalanines (36) ainsi que de 
Boc-Leu-Ala-Gly-Val-OH (37). Il est clair que tous les peptides préparés par 
cette voie n'ont pas été obtenus purs directement. Néanmoins, les études publiées 
iusqu'ici sont en faveur de cette méthode de synthèse sur polymère soluble, 
car la'purification semble beaucoup plus aisée que dans le cas de la méthode 
de Merrifield (38, 39). 



Lorsqu'on aborde une synthèse, il n'est pas évident de prime abord 
de choisir l'une ou l'autre de ces méthodes. Le procédé de Merrifield semble 
intéressant à utiliser lorsqu'il s'agit d'étudier l'activité d'un peptide ou lorsqu'il 
s'agit de préparer un peptide à des fins thérapeutiques, car le gain de temps que 
permet ce processus n'est pas négligeable. Cependant, dans le cas où le but 
principal du travail est une preuve de structure, une étude conformationnelle 
ou encore la détermination de la taille minimum d'un peptide pour que celui% 
ait une activité, il est préférable d'utiliser soit la méthode de Bayer et coll. qui 
ont eux-mêmes mené ce genre d'études sur des oligoalanines, sur le fragment 66-73 
d'une myoglobine ainsi que sur la substance P (36), soit la méthode classique, 
beaucoup plus longue certes mais qui a été très utilisée dans ce cas jusqu'à 
ces dernières années (40). 

4 - Racémisation 
La racémisation a été et est toujours un très gros problème en 

synthèse peptidique. N'importe quel acide a aminé, mis à part la glycine, est 
susceptible de racémiser, cette réaction pouvant avoir lieu soit lors de l'étape 
d'activation du monomère ou du peptide H a -  protégé, soit lors du couplage 
proprement dit. Cette réaction est extrêmement favorisée si l'on travaille en milieu 
alcalin. 'Le mécanisme proposé dans ce cas est un arrachement du proton porté 
par le carbone asymétrique suivi d'un réarrangement de la molécule selon : 

F ' R' 
R-NH-C-CO-R" = R-NH-SCO-RU + H+ 

H 
Selon le radical R utilisé pour protéger la fonction amine, la liaison CH sera 
plus ou moins stable ; s'il s'agit d'un radical acyle la coupure de cette liaison se fera 
facilement, car nous aurons alors l'équilibre : 

R' + Y' 
R-C-NH-&CO-R.' = R-C=NH-C-CO-R" a fi O- fi 

L'effet contraire se produira si R est un radical du type uréthane (49), car nous 
aurons alors l'équilibre : 



Cependant, ce mécanisme de racémisation n'est pas le plus fréquent 
et le passage d'un énantiomère à l'autre se fera, chaque fois que c'est possible, par 
l'intermédiaire d'une 5-oxazolone (42) selon la réaction : 

Le schéma ci-dessus montre que la réaction se fait en deux étapes : il y a d'abord 
formation de la 5-oxazolone, qui est l'étape lente, puis dans un second temps il 
y a coupure de la liaison CH par une base présente dans le milieu. 

Wünsch (43), dans une revue sur la synthèse peptidique, préconise 
plusieurs moyens pour essayer de limiter au maximum la racémisation due au 
passage par une oxazolone. En premier lieu, il conseille d'utiliser un acide aminé 
dont la fonction H2N- soit protégée par un groupement de type uréthane ; ceci 
n'est cependant pas la panacée universelle, car aucune équipe n'a encore réussi à ce 
jour à fabriquer une histidine H2N- protégée qui soit optiquement pure (44). 
Ensuite il suggère d'utiliser des acides aminés N-acylés activés qui ne racémisent 
pas (ou peu), comme les azides ou certains esters actifs. Enfin Wünsch préconise 
l'adjonction d'additifs au milieu réactionnel, ces dérivés permettant d'une part 
de diminuer la basicité du partenaire aminé et d'autre part de stabiliser le 
partenaire carboxylique sous forme activée ; ceci a beaucoup été étudié et de 
nombreux additifs ont été proposés. 

D'autre part, des études systématiques ont été menées pour 
comparer les différentes méthodes de couplage entre elles et pour étudier 
l'influence des conditions opératoires sur le taux de racémisation observé. Outre 
le travail de Young et coll. (45) qui ont montré que l'utilisation de solvants 
polaires, la présence de sels et le travail à haute température augmentait beaucoup 
la vitesse de racémisation, il nous faut mentionner aussi les études récentes menées 
en particulier par Benoiton et coll. (46) de l'influence de la séquence à synthétiser 
sur le taux de racémisation observé. 

Enfin, avant de passer à l'exposé de notre travail proprement dit, 



nous allons étudier le cas de la proline. Il s'agit là d'un imino-acide et il est clair que 
les acides aminés N-substitués et les imino-acides sont moins suceptibles de 
racémiser que les dérivés ayant une fonction amine primaire. En effet, s'ils sont 
acylés, l'atome d'azote ne porte plus d'hydrogène ; il ne peut donc y avoir énoli- 
sation et donc la réaction de cyclisation, si elle se fait, aboutira à la formation d'un 
sel d'oxazolonium et sera beaucoup plus lente que dans le cas d'un acide aminé, 
aucune catalyse par les bases n'étant possible ici. D'autre part, la proline est stéri- 
quement encombrée de par la présence du cycle pyrrolidine et, en règle générale, 
on n'observera pas la formation d'un second cycle contigu au premier (47). Dans 
des conditions bien particulières cependant, la formation d'un intermédiaire de 
type oxazolonium a été observée (couplage de Bz(N02)-Pro-OH avec le para- 
nitrophénol en présence de DCCI (48)). Il a été montré également (49) que certains 
dérivés acylés de la proline pouvaient racémiser sous l'action de l'anhydride 
acétique en milieu acide acétique et il y aurait là aussi passage par un intermédiaire 
du type oxazolonium. Cependant, ces cas de racémisation de dérivés acylés de la 
proline sont très rares et nous pouvons dire qu'en règle générale la vitesse de 
racémisation est beaucoup plus faible que la vitesse de couplage et que par 
conséquent on n'observe pas de racémisation dans le cas de la proline. 

B - Schéma de synthèse des peptides 

Un des buts de ce travail étant de déterminer si la protéine riche en 
proline PRP extraite de la salive parotidienne humaine contient des séquences 
répétitives du type Gly-(Pro)3 ou plutôt du type Gly-(Pro)4, nous avons pensé 
qu'il serait intéressant d'étudier la conformation non seulement de ces copoly- 
peptides séquentiels, mais aussi celle des peptides, unités monomères pour la 
polycondensation. Pour faciliter l'interprétation des résultats, nous avons synthé- 
tisé la série de peptides H-Gly-(Pro),-OH avec n = 2 à 4 inclus, ainsi que 
H-[Gly-Prolz-OH, le peptide H-Gly-Pro-OH ayant été étudié par d'autres. 
Notre but étant une étude conformationnelle, nous avons opté pour la synthèse 
classique au détriment de la méthode de Merrifield, bien que Rothe et coll. (50) 
aient utilisé la synthèse en phase solide pour fabriquer des oligoprolines en vue 
d'une étude de conformation. Si nous n'avons pas employé la méthode de synthèse 
sur polymère soluble (34), c'est parce que celle-ci n'a été développée qu'après que 
nous ayions terminé la synthèse des peptides. 

Pour le choix des groupements protecteurs ainsi que des méthodes 
de couplage, nous nous sommes inspirée des travaux de Blout et coll. (51) qui ont 
synthétisé des oligoprolines totalement protégées. Les schémas de synthèse sont 
représentés sur les figures 2, 3, 4a, 5a. Nous avons opté pour le groupement 
tertio-butyloxycarbonyle (Boc) pour la protection des fonctions amine ; 



Figure 2 - Synthèse de H-Gly-Pro-Gly-Pro-OH 

RD 

OBZI 

0B.I 

OBZI 

08.1 

On 

OH 

o n  

Gr>< 

BOC 

Boc 

BOC 

BOC 

Boc 

K1.H 

H 

on nci.n_-o&i 

Ro 

OR 

OR 

OR 

W 

OR 

on 

on 

OR 

011 

Bo5 

BOS 

Bos 

Bo0 'Tm wlH 

BOE 

n 

* ncl n 

(?il;> 
z ( f i ; ;  
\ .y-.- Figure 4 - Synthèses de H-Gly-(Pro)s-OH' er de H-[Gly-(Pro)3],-OH? 

R = B z l e t Z R = C l s P h  

RO 

eoç 

OBzl Boc 

o n  n c i . ~  

Pm 

ms" 

- 

G ~ Y  

OH HCI.H 

Ro 

Boc 

on  n c i n  



Figure 3 - Synthèse de H-Gly-(Pro)z-OH 
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la régénération du H2N a été réalisée par action de l'acide chlorhydrique gazeux 
en milieu acide acétique glacial (52). Quant à la fonction carboxyle, elle a été 
protégée sous forme d'ester benzylique, ce groupement ester étant éliminé par 
hydrogénation catalytique sur noir de palladium. La méthode de couplage qui a 
donné les meilleurs rendements est la méthode aux anhydrides mixtes, qui fut 
d'ailleurs utilisée également par Blout et coll. lors de leur travail sur les oligo- 
prolincs. 

Il nous faut cependant signaler que nous avons utilisé un ester de 
N-hydroxysuccinimide pour fabriquer du Boc-Pro-Pro-OH. Le rendement de 
cette réaction n'a jamais excédé 50 %, ce qui n'est pas très satisfaisant. Récemment 
Savrda (53) a étudié de près cette réaction de couplage et il a constaté l'apparition 
d'un contaminant de structure 

avec un rendement de 40 %. Il a identifié ce produit par RMN du proton, spectro- 
scopie infra-rouge et spectrométrie de masse. Par contre, cette réaction secondaire 
ne semble pas avoir lieu si l'on protège la fonction amine par le groupement benzyl- 
oxycarbonyle plutôt que par le tertio-butyloxycarbonyle. Lors d'essais prélimi- 
naires en vue de la mise au point d'un procédé de synthèse de nos peptides, nous 
avions utilisé le groupement carbobenzoxy pour protéger la fonction amine de la 
proline. Malheureusement, les rendements de couplage étaient en général 
inférieurs à ceux obtenus avec le tertio-butyloxycarbonyle, ce qui nous avait 
conduite à opter finalement pour le Boc. 

Tous les dérivés intermédiaires ont été purifiés et caractérisés par la 
mesure du point de fusion, celle du pouvoir optique rotatoire et par chromato- 
graphie en couche mince. Les résultats obtenus ont été comparés avec ceux donnés 
dans la littérature. Quant aux produits nouvellement décrits, ils ont été caractérisés 
de façon beaucoup plus complète : analyse élémentaire, analyse d'acides aminés, 
point de fusion, mesure du pouvoir optique rotatoire, chromatographie en 
couche mince et électrochromatographie (cette dernière technique n'a étkutilisée 
que pour les peptides déprotégés). 

C - Polycondensation 

Le but à atteindre est d'obtenir le produit désiré avec un bon 
rendement et une faible polydispersité, tout en évitant la racémisation. 



1 - Principe 
La synthèse d'un polypeptide séquentiel peut se schématiser de 

façon très simple par l'équation suivante : 
HX,H-AAi-AA2. . . . .-AA,-OY + base --+ H-(AAi-AA2. . . . . -AAn)rOH 

où AA représente un résidu d'acide a aminé, HX un sel d'acide fort et Y un 
groupement ester. Cette méthode a été introduite dès 1906 par Fischer (54) et est 
encore très largement employée. Y est un groupe ester activé ; les esters les plus 
couramment utilisés sont ceux de paranitrophénol, de N-hydroxysuccinimide et 
de pentachlorophénol d'après ce qui ressort d'une revue sur ce sujet publiée par 
Johnson en 1974 (55). L'introduction de cette fonction ester activée sur le mono- 
mère à polycondenser peut se faire soit par introduction d'un résidu d'acide 
a aminé portant cette fonction, soit par introduction de ce groupe ester sur le 
peptide N-protégé. Quant à la polycondensation proprement dite, c'est une réac- 
tion très difficile à contrôler. Le processus général consiste à préparer une solution 
concentrée du monomère activé sous forme de sel d'acide fort et à ajouter une base 
à la solution. Mais le rendement de la réaction varie beaucoup d'un laboratoire à 
l'autre selon les méthodes utilisées pour isoler le polymère. Dans une revue ré- 
cente, Goren (56) a étudié en détail l'influence des principaux facteurs pouvant 
intervenir lors de la polycondensation d'esters activés, mais il n'a pu tirer de 
conclusion générale quant aux conditions optimales à remplir pour la synthèse de 
polypeptides séquentiels. 

Dans ce domaine, d'autres procédés de synthèse ont été développés. 
En particulier, pour fabriquer des produits de longueur de chaîne déterminée, la 
méthode de Merrifield a été utilisée (57) ; il s'agit dans ce cas de coupler des blocs 
de peptides à la chaîne en formation sur le support insoluble. Cette méthode est 
vraisemblablement la meilleure dans ce cas particulier, bien que les rendements de 
couplage ne dépassent guère 40 %. 

Une autre méthode de polycondensation d'esters activés a été décrite 
dès 1975 dans le cas de polydepsipeptides (58), puis l'année suivante dans le cas de 
polypeptides séquentiels (59) ; il s'agit de la condensation thermique sous vide de 
monomère activé sous forme de sel d'acide fort, ce monomère étant déposé sur 
une matrice du type célite. Cette méthode est reportée comme donnant rapidement 
des polymères de haut poids moléculaire. 

2 - Étude de la polycondensation 
Lors de la synthèse de polypeptides séquentiels, de nombreux fac- 

teurs entrent en jeu, les plus importants étant la longueur de chaîne du monomère, 
sa tendance à la cyclisation ainsi que le choix des conditions de polycondensation. 



La plupart du temps, la longueur de chaîne du peptide à poly- 
condenser de même que sa séquence sont imposées par le travail que l'on s'est 
proposé de réaliser. Parfois, cependant, il est possible de modifier quelque peu ces 
facteurs : c'est ainsi que l'on utilisera de préférence un tétrapeptide à un dipeptide 
comme unité monomère, étant donnée la très grande tendance qu'ont les dipep- 
tides à se cycliser pour former des dicétopipérazines (60). De Tnême, il est possible 
de jouer sur la séquence à obtenir : on peut très bien utiliser une séquence 
AArAA1-AA2 plutôt que AAI-AArAA3 comme unité monomère ; c'est ainsi que 
Stewart (61) a pu montrer qu'en changeant la séquence d'un hexapeptide, on aug- 
mentait sa solubilité et que la polycondensation pouvait alors avoir lieu. 

QUant au choix des conditions de réaction, il est primordial. En 
particulier, le choix de l'agent de polymérisation joue un très grand rôle (tableau 1) ; 

Agent de polymérisation 1 Facteur de polymérisation 

Tableau 1 - Choix de Pagent de polym6risation 
mais l'influence du solvant est loin d'être négligeable. Celui-ci doit en effet solu- 
biliser les polypeptides de grande taille, car le degré de polymérisation est abaissé 
lorsque le polymère en formation précipite, mais en même temps le solvant ne doit 
pas réagir avec le monomère activé. Les solvants les plus couramment utilisés sont 
le diméthylformamide et le diméthylsulfoxyde, car ce sont eux qui donnent en gé- 
néral les meilleurs rendements et les plus hauts degrés de polymérisation. Dans 
certains cas cependant, un effet de conformation peut avoir lieu et ceci a été observé 
par Spach et coll. (62) alors qu'ils.voulaient fabriquer du polyglutamate de benzyle 
en milieu apolaire ; par contre, cet effet n'a pas été observé en travaillant dans un 
solvant polaire. 

Ester de N-hydroxysuccinimide 
Ester de pentachlorophénol 
Ester de 2,4,5-trichloroph6nol 
Ester de paranitrophénol 
DCCI +N-hydroxysuccinimide 
DCCI 

On voit que de nombreux facteurs jouent sur la polycondensation et 
les revues publiées tant par Johnson (55) que par Goren (56) tendent à prouver 
que chaque cas est en fait un cas particulier. 

100 
> 95 
60 
30 
7 
5 

3 - Racémisation 
Plus encore que le rendement ou que le degré de polymérisation, la 

pureté optique du polymère obtenu est très importante. D'une façon générale, on 
peut dire que la polymérisation en présence d'agents de condensation donne un 
plus fort taux de racémisation que k polycondensation de monomères sous forme 



d'esters activés. De toutes façons, Nitecki et coll. (63) ont montré qu'il y a en 
général racémisation lors de la préparation de l'ester activé à partir du monomère 
N-protégé ; il semble donc plus intéressant de partir d'un acide a aminé sous forme 
d'ester activé en vue de la synthèse d'un monomère à polycondenser. Néanmoins, 
il semble qu'on puisse obtenir quand même un polymère partiellement racémisé, 
même dans le cas où l'on part d'un monomère optiquement pur (64). Il faut noter 
cependant que les séquences racémisées donnent en général des polymères de plus 
faible poids moléculaire que lorsqu'il n'y a pas racémisation, ces dérivés pouvant 
être éliminés lors du fractionnement qui suit la polycondensation. D'après les 
études faites tant par Nitecki et COU. (63,64) que par d'autres (65), il semble que la 
racémisation lors de la polycondensation soit essentiellement dépendante de la 
quantité de base utilisée pour libérer le monomère activé de son sel et induire la 
réaction. Ceci est en accord avec le fait que Goodman et coll. (66) n'observent pas 
de racémisation lors de la synthèse de poly(G1y-Val-Ala) en utilisant leur méthode 
de polycondensation thermique en présence de célite, car dans ce cas aucune 
addition de base n'est nécessaire pour initier la réaction. 

D - Schéma de synthèse des polymères 

Pour fabriquer les deux polymères H-[Gly-(Pr0)3]~-0H et 
H-[Gly-(Pro)4],,-OH, nous avons utilisé la polycondensation des esters de penta- 
chlorophénol des peptides ayant la séquence désirée. Bien qu'il n'y ait pas de 
risques de racémisation dans notre cas particulier, nous avons préféré introduire 
la fonction ester activé dès le début de la synthèse en utilisant l'ester de penta- 
chlorophénol de la proline (fig. 4 b et 5 b). Quant à la polycondensation pro- 
prement dite, cette réaction fut menée en milieu diméthylformamide ; nous avons 
travaillé à une concentration 0,5 M en monomère activé en présence de deux équi- 
valents de triéthylamine, un équivalent de base servant à libérer le monomère de 
son chlorhydrate, l'autre servant à neutraliser le pentachlorophénol libéré en 
cours de réaction (56). Les polypeptides formés furent fractionnés, l'un sur 
Séphadex LH-20 en milieu méthanol (H-[Gly-(Pro)&,-OH) et l'autre sur Bio-Gel 
P-IO en milieu eau (H-[Gly-(Pro)4],-OH), ce qui a fourni des polymères de poids 
moléculaires d'environ 4900 et 6800 respectivement, c'est-à-dire de masse suf- 
fisamment élevée pour que leur conformation puisse être étudiée. Cependant les 
quantités obtenues étaient insuffisantes pour pouvoir mener une étude confor- 
mationnelle au moyen de la résonance magnétique nucléaire du carbone-13. C'est 
pourquoi nous avons fabriqué d'autres échantillons de ces mêmes polymères en 
nous inspirant de la méthode de Goodman (polycondensation thermique sur 
support de célite). Le fractionnement des polymères fut alors mené sur Séphadex 
G-25 en milieu eau et le pic exclus fut repris et dialysé contre de l'eau, ce qui a fourni 
les deux polymères désirés en quantité suffisante pour l'étude que nous envisagions. 



E - Partie expérimentale 

Les points de fusion ont été mesurés sur un appareil Sunvic et ne sont pas corrigés. Les 
analyses élémentaires ont été faites sur un appareil Perkin-Elmer C, H, N, modèle 240. Les pouvoirs 
optiques rotatoires ont été mesurés sur un polarimètre Perkin-Elmer, modèle 141. Les compositions en 
acides aminés ont été déterminées, après hydrolyse totale de 24 heures par HC15,6 N à 110 OC, sur un 
appareil Jéol, modèle 5AH. 

Les solvants utilisés pour les chromatographies en couches minces sont : 
1 - butan-1-01, acide acétique, eau (3 : 1 : 1 en volumes), 
II - chloroforme, méthanol, acide acétique (95 : 5 : 3 en volumes). 

Pour les électrochromatographies, nous avons utilisé un tampon à 8 % d'acide formique, 
pH 1,9, pour faire l'électrophorèse et la phase supérieure du système butan-1-01, acide acétique, eau 
(4 : 1 : 5 en volumes) pour faire la chromatographie. 

Nous ne décrivons ici que les synthèses non publiées avant ce travail. En règle générale, 
la pureté des produits est vérifiée par chromatographie en couches minces ainsi que par mesure du point 
de fusion. Les analyses élémentaires n'ont été faites que pour certains produits. Quant aux peptides 
déprotégés, ils ont été caractérisés par électrochromatographie, par analyse d'acides aminés ainsi que 
par mesure du pouvoir optique rotatoire et du point de fusion. 

HCI, H-Gly-Pro-0B.d (1) 
365 mg (1 mM) de Boc-Gly-Pro-OBzl sont dissous dans 2 ml d'une solution d'HCI N 

dans l'acide acétique glacial. On laisse agiter la solution pendant 3 heures à température ambiante avant 
d'évaporer à sec le solvant au rotavapor, ce qui fournit une huile qu'il nous a été impossible de faire 
cristalliser par la suite. 
Boc-(Gly-Pro)2-OBzl (II) 

272 mg (1 mM) de Boc-Gly-Pro-OH sont dissous dans 20 ml de chloroforme. A cette 
solution portée à - 20 OC, on ajoute successivement 0,14 ml (1,l mM) de chloroformiate d'isobutyle et 
O,11 ml (1 mM) de N-méthylmorpholine. On agite vigoureusement pendant 30 minutes avant d'ajouter 
299 mg (1 mM) de HC1,H-Gly-Pro-OBzl (1) fraîchement préparé en suspension dans 10 ml de chloro- 
forme, puis O,11 ml (1 mM) de N-méthylmorpholine. On agite la solution vigoureusement pendant 
encore 10 minutes, puis plus lentement pendant une nuit. On filtre alors l'insoluble avant de diluer le 
filtrat avec 1 volume de chloroforme. La couche organique est lavée à l'eau saturée en chlorure de 
sodium, au bicarbonate de sodium 1 AI, puis de nouveau à l'eau saturée en chlorure de sodium jusqu'à 
neutralité. La phase organique est alors séchée sur sulfate de sodium avant que le chloroforme ne soit 
évaporé à sec sous pression réduite. On reprend l'huile obtenue dans l'acétate d'éthyle. Le produit pré- 
cipite par addition de cyclohexane : m = 423 mg, soit un rendement de 82,O %. F p  = 164 - 165 OC. 
RF = 0,58 (solvant II). 
Boc-(Gly-Pro)rOH (III) 

Ce produit est obtenu par hydrogénation catalytique en présence de noir de palladium du 
Boc-(Gly-Pro)rOBzl (II) dissous dans le tertio-butanol. Le rendement de la réaction est de 81,4 % 
Fp = 167 - 169 OC. RF = 0,28 (solvant II). 

H-(Gly-Pro)rOH (IV). 
1,07 g (2,5 mM) de Boc-(Gly-Pro)rOH (III) sont dissous dans 8 ml d'une solution 

de HCI N dans l'acide acétique glacial. On laisse agiter la solution pendant 5 heures à température 
ambiante. Puis on évapore à sec le solvant sous pression réduite, ce qui donne un résidu solide que l'on 
reprend par de l'eau et qu'on lyophilise : rn = 830 mg, soit un rendement de 91,4 %. c e  dérivé est libéré de 
son chlorhydrate par action de la N-méthylmorpholine et purifié par passage sur Séphadex G-10. On 
détecte le peptide à la ninhydrine, les anions Cl- par réaction au nitrate d'argent. On obtient ainsi 
386,5 mg de peptide dont la pureté est testée par électrochromatographie. Composition en acides aminés : 
Pro 0,99 Gly 1,OO. F p  = 134 - 135 OC. [a1576 = - 216' (c = 0,13, H20) à 22 OC. 



Boc-Gly-(Pro)rOBzl (V) 
544,6 mg (2 mM) de Boc-Gly-Pro-OH sont dissous dans 20 ml de chloroforme. A cette 

solution portée à - 20 OC, on ajoute successivement 0,28 ml (2,2 mM) de chloroformiate d'isobutyle et 
0,22 ml (2 mM) de N-méthylmorpholine. On agite vigoureusement pendant 30 minutes avant d'ajouter 
483,4 mg (2 mM) de HCI,H-Pro-OBzl en suspension dans 5 ml de chloroforme, puis 0,22 ml (2 mM) de 
N-méthylmorpholine. Le mode opératoire suivi est alors le même que pour (II), mais le produit est pré- 
cipité par addition de cyclohexane à une solution dans l'acétate d'éthyle : m = 390 mg, soit un rendement 
de 42,5 %. Fp = 56 - 57 OC. RF = 0,45 (solvant II). RF = 0,77 (solvant 1). 

Boc-Gly-(Pro)î-OH (VI) 
Ce dérivé est obtenu par hydrogénation catalytique de (V) en milieu tertio-butanol en 

présence de noir de palladium. On obtient ainsi une huile que I'on emploie telle quelle pour I'étape 
suivante. RF = 0,62 (solvant II). 

H-Gly-(Pro)rOH (VII) 
L'huile obtenue précédemment (2 mM) est dissoute dans 5 ml d'une solution de HCI N 

dans l'acide acétique glacial. Le mode opératoire suivi est le même que pour (IV). On obtient ainsi 
236 mg de peptide (rendement global 31,9 %) dont la pureté est testée par électrochromatographie. 
Composition en acides aminés : Pro 1,94 Gly 1,OO. FP = 176 - 177 O C .  [al576 = - 181°(c = 1,19, H20) à 22 OC. 

Boc-Gly-(Pro),-OBzl (VI11 a) 
593,9 mg (3,4 mM) de Boc-Gly-OH sont dissous dans 15 ml de chloroforme. A cette 

solution portée à - 20 OC, on ajoute successivement 0,49 ml (3,7 mM) de chloroformiate d'isobutyle et 
0,37 ml (3,4 mM) de N-méthylmorpholine. On agite vigoureusement pendant 30 minutes avant 
d'ajouter 1,48 g (3,4 mM) de HC1,H-(Pro)s-OBzl fraîchement préparé en suspension dans 10 ml de 
chloroforme et 0,37 ml (3,4 mM) de N-méthylmorpholine. Le mode opératoire suivi est alors le même 
que pour (II). On obtient le dérivé attendu sous forme d'huile qu'on ne peut faire cristalliser. Le 
rendement de la réaction est de 88,3 %. 
Boc-Gly-(Pro)3-OH (IX) 

L'huile obtenue précédemment est dissoute dans le tertio-butanol et hydrogénée en 
présence de noir de palladium. On obtient ici encore un dérivé huileux. Le rendement de la réaction est 
de 82,9 %. RF = 0,30 (solvant II). 

H-Gly-(Pr0)rOH (X) 
On suit le même mode opératoire que pour (IV). A partir de 1,15 g de (IX), on obtient 

515 mg de produit (rendement 57,O 9%) dont la pureté est testée par électrochromatographie. Compo- 
sition en acides aminés : Pro 3,30 Gly 1,OO. Fp = 160 - 161 OC. [a1576 = - 144' (c = 1,02, H20) à 22 OC. 

Boc-Gly-(Pro)rOBzl (XI a) 
634,5 mg (2,4 mM) de Boc-Gly-Pro-OH sont dissous dans 20 ml de chloroforme. A cette 

solution portée à - 20 OC, on ajoute successivement 0,34 ml (2,6 mM) de chloroformiate d'isobutyle et 
0,26 ml (2,4 mM) de N-méthylmorpholine. On agite vigoureusement pendant 20 minutes avant d'ajouter 
1,03 g (2,4 mM) de HC1,H-(Pro)s-OBzl fraîchement préparé en suspension dans 5 ml de chloroforme, 
puis 0,26 ml (2,4 mM) de N-méthylmorpholine. Le mode opératoire suivi est alors le même que 
pour (II). On obtient le dérivé attendu sous forme d'huile qu'on ne peut faire cristalliser. 

Boc-Gly-(Pro)4-OH (XII) 
Ce peptide est préparé par hydrogénation catalytique du dérivé benzylé (XI a) dissous 

dans l'alcool tertio-butylique, le noir de palladium étant utilisé comme catalyseur. On obtient un dérivé 
amorphe par trituration sous éther. 

H-Gly-(Pro)4-OH (XIII) 
On suit le même mode opératoire que pour (IV). On obtient ainsi 354,3 mg de peptide 

(soit un rendement de 31,9 %, basé sur le Boc-Gly-Pro-OH de départ) dont la pureté est testée par élec- 
trochromatographie. Composition en acides aminés : Pro 3,85 Gly 1,OO. Fp = 190 - 191 OC. 
[CY]576 = - 15,2' (C = 2,5, HzO) à 22 OC. 



Bor-Pro-Pro-OH (XIV) 
A 6,24 g (20 mM) de Boc-Pro-ONSu en solution dans 35 ml de dioxanne à une température 

comprise entre + 5 "C et + 10 OC, on ajoute simultanèment 2,53 g (22 mM) de proline et 333 g (42 mM) 
de bicarbonate de sodium en solution dans 35 ml d'eau. On laisse agiter 2 heures à froid puis 3 jours à 
température ambiante. Après avoir filtré l'insoluble, on évapore le solvant à sec sous pression réduite. 
On reprend le résidu dans du bicarbonate de sodium 0,5 M et on extrait à l'éther le Boc-Pro-ONSu qui 
n'a pas réagi. Après acidification, la phase aqueuse est extraite au chloroforme. La couche organique 
est récupérée, lavée à l'eau saturée de chlorure de sodium et évaporée à sec sous pression réduite après 
avoir été séchée sur sulfate de sodium. Le produit précipite à partir d'un mélange acétate d'éthyle-cy- 
clohexane : m = 4,08 g, soit 62,5 % de rendement. FP = 173 - 174 OC. RF = 0,50 (solvant II). Analyse 
élémentaire ( C ~ S H I ~ N ~ O S )  : calculé C 57,72 H 7,68 N 8,97 ; trouvé C 57,38 H 7,70 N 8,72. 
[al576 = - 121,0° (C = 1,96, CHCl3) à 22 OC. 

HCI,H-Pro-OClsPh (XV b) 
On dissout 3,7 g (7,9 mM) de Boc-Pro-OClsPh dans 40 ml d'acétate d'éthyle. On fait 

alors passer HC1 gazeux dans la solution maintenue à une température de 4 OC. Très rapidement, le 
chlorhydrate recherché précipite : m = 2,98 g, soit un rendement de 94.1 %. Fp = 177 - 178 OC. 
RF = 0,10 (solvant 1). 

Boc-(Pro)3-OClsPh (XVI b) 
2,19 g (7 mM) de Boc-Pro-Pro-OH (XIV) sont dissous dans 90 mlde chloroforme. A cette 

solution portée à - 20 OC, on ajoute successivement 1,01 ml (7,7 mM) de chloroformiate d'isobutyle et 
0,77 ml (7 mM) de N-méthylmorpholine. On agite vigoureusement pendant 30 minutes avant d'ajouter 
2,80 g (7 mM) de HC1,H-Pro-OClsPh en suspension dans 10 ml de chloroforme, puis 0,77 ml (7 rnM) 
de N-méthylrnorpholine. Le mode opératoire suivi est alors le même que pour (II). Le produit cristal- 
lise à partir de l'éther éthylique : m = 4,07 g, soit 88,8 % de rendement. Fp = 82 - 85 OC. 
RF = 0,92 (solvant II). 

HCI, H-(Pro) r OCIJ'h (XVII b) 
4,07 g (6,2 mM) de Boc-(Pro)3-OCl~Ph (XVI b) sont dissous dans 10 ml d'une solution 

d'HCI N dans l'acide acétique glacial. On laisse agiter 3 heures à température ambiante avant d'évaporer 
à sec sous pression réduite. On reprend le résidu obtenu sous éther, ce qui entraîne la cristallisation du 
chlorhydrate : m = 1,79 g, soit 48,7 % de rendement. Fp = 155 - 158 OC. RF = 0,08 (solvant II). 

Boc-Gly-(Pro),-OClsPh (VIII b) 
Couplage et extraction du produit se font de la même manière que pour la préparation de 

Boc-Gly-(Pro)3-OBzl (VIII a), mais ici le produit est purifié par filtration sur gel Séphadex LH-20 en 
milieu méthanol avant d'être précipité à partir d'un mélange acétate d'éthyle-cyclohexane : m = 357 mg, 
soit un rendement de 52,l %. FP = 146 - 149 OC. RF = 0,83 (solvant II). 

HCZ, H-Gly-(Pro)l-OClsPh (XVII 1 b) 
On dissout 165 mg du peptide N-protégé dans 10 ml d'une solution d'HC1 N dans l'acide 

acétique glacial. On laisse agiter 4 heures à température ambiante avant d'évaporer le solvant sous 
pression réduite. Le résidu est repris dans l'eau et lyophilisé : m = 122 mg, soit un rendement de 81,1%. 
Composition en acides aminés : Pro 2,9 Gly 1,l. Ce dérivé est utilisé tel quel pour la polycondensation. 

Bor- Gly-(Pro)4-O ClsPh (XI b) 
Ce produit est préparé de la même façon que Boc-Gly-(Pro)4-OBzl (XI a) à partir de 

544,6 mg (2 mM) de Boc-Gly-Pro-OH que l'on couple à 1,19 g (2 mM) de HC1,H-(Pro),-OClsPh (XVII b) 
On obtient ainsi 800 mg de produit pur, soit un rendement de 49,3 %. Fp= 122°C. RF= 0,76 (solvant II). 
Analyse élémentaire (CszHdsOsCls) : calculé C 48,s H 4,9 N 8,6 ; trouvé C 48,2 H 5,3 'N 7,8. 

HC1.H-Gly-(Pro)4-OC1 (XIX b) 
On le prépare de la même manière que (XVIII b) avec un rendement de 78,7 %. 

Composition en acides aminés : Pro 4,O Gly 1,O. Ce dérivé est utilisé tel quel pour la polycondensation. 



H-[GZy-(Pro)iln-OH 
390 mg (0,6 mM) de HC1,H-Gly-(Pro)~OClsPh (XVIII b) sont dissous dans 1 ml de 

diméthyiformamide. A cette solution, on ajoute 3 ml de dioxanne ainsi que 960 mg de hyflo-supercel. 
Après avoir évaporé les solvants sous pression réduite, on reprend le résidu par 1 ml de diméthyl- 
formamide et 3 ml de dioxanne. On évapore les solvants de nouveau sous pression réduite et on sèche le 
résidu obtenu sur PiOs. On pulvérise alors très finement le produit et on le met à chauffer sous pression 
réduite 5 heures à 40 OC, puis 3 jours à 125 OC. Pour extraire le polymère ainsi formé, on reprend le 
mélange par 20 ml d'éther et on extrait par de I'acide acétique à 5 %. On concentre la phase acide ; onla 
centrifuge de façon à éliminer I'hyflo-supercel restant ; puis on évapore le solvant sous pression réduite. 
On précipite le polymère en le dissolvant dans 5 ml de méthanol auquel on ajoute 50 ml d'éther. Le 
produit obtenu est récupéré par centrifugation et fractionné sur Séphadex G-25 (50,O X 2,2 cm) en 
milieu H20, puis dialysé. On récupère ainsi 70 mg de polymére. 

H-[Gly-(h0)4]~-0H 
Le mode opératoire utilisé pour la synthèse et la purification de ce polymère est le même 

que celui décrit précédemment. On part de 400 mg (0,54 mM) de HCl,H-Gly-(Pro)rOC1~Ph que l'on 
dissout dans un mélange diméthylformamide-dioxanne (1 ml - 3 ml) et auquel on ajoute 960 mg de 
hyflo-supercel. Après fractionnement sur Séphadex G-25 (50,O X 2,2 cm) en milieu Hz0 et dialyse, on 
obtient 60 mg de polymère. 





CHAPITRE II 

ÉTUDE CONFORMATIONNELLE 

DES PEPTIDES 





Dans ce chapitre, nous nous limitons à l'étude conformationnelle 
des peptides synthétisés lors de ce travail, à savoir H-[Gly-ProIrOH et 
H-Gly-(Pro),-OH où n = 2,3 et 4. Pour cette étude, nous avons utilisé essentiel- 
lement deux techniques, le dichroïsme circulaire et la résonance magnétique 
nucléaire aussi bien du proton que du carbone-13. 

A - Conformation des chaînes peptidiques 

Un peptide est, par définition, une molécule composée d'un enchaî- 
nement d'acides a aminés reliés entre eux par des liaisons amide, le plus souvent 
secondaire, parfois tertiaire comme c'est le cas ici avec la proline. On peut schéma- 
tiser un résidu par la formule développée suivante : 

La plupart du temps on considère que la liaison peptidique c'O-NH est plane. 
Mais, dans le plan défini par ces quatre atomes, une rotation est possible autour 
des liaisons N-Ca et Ca-C'. Par conséquent, pour préciser la structure des peptides, 
il ne suffit pas de connaitre la configuration des atomes autour du carbone asy- 
métrique, mais il faut aussi connaitre les positions respectives des différents 
groupes constituant la molécule prise dans son ensemble. 

Pour repérer ces positions, on a adopté la nomenclature préconisée 
par I'IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature (67). Si on se réfère 
au schéma précédent, on désignera par cPi l'angle de torsion autour de la liaison 
N-Ca et par Ti l'angle de torsion autour de la liaison Ca-Cf ; quant à ai, c'est 
l'angle de torsion autour de la liaison Cf-N. Toujours en se référant à ce schéma, 
on dira que les liaisons Ca-C" et N'-Hi sont en position cis par rapport à la liaison 
Ni-& et on aura dans ce cas, par convention : cPi = 180" ; de même les liaisons 
N'-car et cri-O' sont en position cis par rapport à la liaison ~ a - C "  et on aura dans 
ce cas, par convention : Fi = 180". Par contre, les liaisons c"-O' et Ni+'-Hi", 
telles qu'elles sont représentées sur le schéma, sont en position trans par rapport 
à la liaison c"-N"~ ; dans ce cas, on aura, par convention : wi = 180". En règle 
générale, dans des peptides linéaires, les liaisons peptidiques adoptent la confor- 
mation trans (wi = 180°), sauf lorsque des imino-acides tels que la proline ou la 



Figure 6 - Dimensions des liaisons peptidiques standard cis (d'après Ramachandran (68)) 
et trans (d'après Pauling (69)) 

sarcosine (N-méthylglycine) sont impliqués dans ces liaisons. Dans ce cas-là, la 
forme cis (w = O") *peut également exister (fig. 6). Ceci a été montré par exemple 
par Blout et coll. (70) dans le cas d'oligomères de proline. En effet, alors que la 
barrière d'énergie pour l'intercbnversion cis-trans des groupements peptidiques 
est de l'ordre de 20 kcal/mole (71), la variation d'énergie libre est comprise 
entre 0,3 et 1,4 kcal/mole lors de l'isomérisation cis-trans de peptides linéaires 
contenant la liaison X-Pro (72). Par conséquent, les formes cis et trans peuvent 
être présentes simultanèment et nous verrons s'il en est ainsi dans nos peptides. 

D'autre part, la question de la planéarité de la liaison peptidique 
est fortement controversée. En 1971, Winkler et coll. (73) ont publié une étude sur 
la non-planéarité de la liaison amide, étude dans laquelle ils ont cherché quelle 
pouvait être la nature des distorsions hors du plan affectant cette liaison. Ces dis- 
torsions peuvent se produire aussi bien au niveau de l'atome d'azote qu'au niveau 
de l'atome de carbone du carbonyle ; ils concluent que les distorsions au niveau 
de l'atome d'azote sont de loin les plus importantes. Ces études ont été reprises 
par Ramachandran (74) qui, par des calculs conformationnels, a montré que 
l'angle de torsion autour de la liaison peptidique o peut varier de f 25" autour 
de O" ou 1 80°, que l'angle dièdre ON formé par les plans C'NCa et C'NH peut 
varier simultanèment de f 15" (ON = - 2 Aw), et que l'angle dièdre Oc formé par 
les plans OC'N et CmC'N ne varie pratiquement pas ; ces résultats coïncident 
d'ailleurs avec les données fournies par les rayons X pour différents peptides. 
Mais, bien que ces auteurs aient montré que la liaison peptidique n'était pas 
toujours plane, Scheraga et coll. (73 ,  dans une étude récente sur ce sujet, ont 
conclu que cette non-planéarité n'était pas significative pour les propriétés confor- 
mationnelles moyennes des molécules ; ils estiment que l'on peut déterminer cor- 
rectement ces propriétés conformationnelles moyennes en supposant que la liaison 
pepjidique adopte une conformation trans plane. 



B - Dichroïsme circulaire 

1 - Généralités 
Lorsqu'une onde électromagnétique linéairement polarisée traverse 

un milieu possédant un groupement chromophore optiquement actif, ses compo- 
santes circulairement polarisées gauche et droite ne sont pas absorbées de la 
même manière ; il y a apparition de dichroïsme circulaire. 

En pratique, on parle d'ellipticité molaire [O], cette grandeur étant 
proportionnelle à la différence entre les coefficients d'extinction molaire E pour 
la lumière polarisée droite et gauche. On a la relation : 

[el = 3 300 (EC - ED) 
où [O] s'exprime en degré.cm2.décimole-', unité hors système consacrée par 
l'usage. Quant aux résultats de dichroïsme circulaire, ils sont donnés sous forme 
de courbes : [O] = f (A). Le dichrographe fournit directement la différence de densité 
optique (AG - AD) à la sortie de l'échantillon. La loi de Beer-Lambert nous donne : 

EG - ED = MO (AG - AD) S 1-' C-l 
Mo : masse moléculaire du composé étudié, en grammes, ramenée à un 
groupement chromophore. 
c : concentration du soluté, en g . 1-' 
1 : épaisseur de la cuve, en cm. 
La différence AG - AD est mesurée sur le spectre en mm. 
s : sensibilité, en mm-'. 

2 - Étude des oligom6res de proline 
Comme cela a été montré par Blout et coll. (70), des peptides linéaires 

contenant de la proline peuvent exister dans deux conformations différentes 
suivant que les liaisons peptidiques sont cis (c) ou trans (t). C'est pourquoi on a pu 
définir deux conformations différentes pour la polyproline : soit une hélice droite, 
dans laquelle toutes les liaisons amide sont cis (forme 1), soit une hélice gauche, 
dans laquelle toutes les liaisons amide sont trans (forme II). La polyproline II est 
stabilisée dans de bons solvants, tels que l'eau ou l'acide acétique. Quant à la 
polyproline 1, on la rencontre dans de mauvais solvants, tels que la pyridine ou les 
alcools aliphatiques. Intuitivement, on peut penser que les oligomères de proline 
auront tendance à adopter une structure en polyproline 1 ou II selon le solvant, 
une fois qu'ils auront atteint une longueur de chaîne suffisante. 

Deux équipes se sont penchées sur l'étude d'oligomères de proline 
par spectrophotométrie ultra-violette et dichroïsme circulaire. Il s'agit d'une part 



de Sakakibara et coll. (76) qui ont étudié ces dérivés sous forme de tertio-amyl- 
oxycarbonylprolines, avec des enchaînements de 1,2,3,4,5,6 et 8 résidus prolyle, 
et d'autre part de Rothe et coll. (77,78) qui ont étudié ces dérivés non protégés ; 
pour ce travail, ils ont synthétisé toute la série H-(Pro),-OH avec des poids molé- 
culaires jusque 1500 ainsi que quelques dérivés d'ordre supérieur. 

a - Spectrophotométrie ultra-violette 
Les spectres obtenus expérimentalement présentent une bande 

assez large, qui recouvre en fait plusieurs transitions, certaines caractéristiques du 
chromophore imide, d'autres caractéristiques du chromophore carboxyle. En fait, 
le chromophore -CO-N- est caractérisé par deux bandes, l'une correspondant à la 
transition T-T* et dont le maximum d'absorption est situé entre 196 et 202 nm 
pour des solutions aqueuses (79), l'autre correspondant à la transition n-T* et 
située vers 212 nm. Le chromophore -COOH est caractérisé lui aussi par deux 
bandes ; mais celle correspondant à la transition T-T* présente un maximum 
d'absorption situé vers 172 - 173 nm, longueur d'onde qui n'est pas accessible 
expérimentalement sauf si l'on dispose d'un appareil sous vide ; seule sera acces- 
sible la bande correspondant à la transition n-T* qui présente un maximum 
d'absorption vers 205 nm, toujours en solution aqueuse. 

Dans leur étude sur les oligomères de proline non protégés en 
solution aqueuse, Rothe et coll. (77) ont observé un déplacement du maximum 
d'absorption de leurs peptides en fonction de la longueur de chaîne (fig. 7). Cet 
effet se manifeste surtout lors du passage du dimère au trimère ; au stade hepta- 
proline, la longueur d'onde du maximum d'absorption est la même que pour la 
polyproline II (202 nm). 

Lors d'une étude analogue sur des oligoprolines N-protégées, 
Sakakibara et coll. (76) ont constaté que déjà au stade du pentamère la longueur 
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Figure 7 - Longueur d'onde des maxima d'absorption des oligoprolines 

en fonction de la longueur de chaîne (d'après Rothe (77)) 



d'onde du maximum d'absorption était la même que pour la polyproline II 
(203 nm, selon eux). De plus, ils ont remarqué que le coefficient d'absorption de 
leurs dérivés au maximum d'absorption augmentait avec la longueur de chaîne, ce 
qui semble indiquer que les transitions T-d' parallèles à l'axe de l'hélice que 
forme la polyproline II contribuent de façon non négligeable à la bande d'absorp- 
tion observée aux alentours de 200 nm. 

b - Dichroïsme circulaire 
L'activité optique d'une molécule est caractérisée par l'apparition 

d'une force rotationnelle Ri associée à une transition O - i et dont l'expression 
mathématique a été donnée par Rosenfeld (80) : 

R, = I m  < olpli > . < ilmlo > 
où pet m représentent les opérateurs moments dipolaires électrique et magnétique 
respectivement, Im indiquant qu'il s'agit de la partie imaginaire de ce produit 
scalaire. 

Pour qu'une substance soit optiquement active et qu'elle exhibe 
donc un dichroïsme circulaire, il faut qu'elle comporte des chromophores soit 
intrinséquement dissymétriques (l'activité optique est dans ce cas inhérente à la 
géométrie du chromophore), soit intrinsèquement symétriques mais perturbés de 
façon dissymétrique (l'activité optique est alors induite dans le chromophore par 
son environnement). Cette perturbation peut être soit statique, venant du champ 
de la distribution de charge de la molécule (théorie à un électron de Condon, 
Altar, Eyring (81)) ; soit cette perturbation peut être dynamique, couplant les 
transitions électriquement permises de chromophores voisins dans la molécule 
(théorie de la polarisabilité de Kirkwood (82)). 

Le travail exposé ici ayant trait à l'étude conformationnelle de 
peptides et de polypeptides, seul le chromophore amide est mis en jeu. Les tran- 
sitions qui peuvent avoir lieu sont : n - a* vers 150 nm ; TZ - T* vers 165 nm ; TI - TI* 

vers 190 nm et n - T* vers 220 nm. Certaines, telles TZ - T* et ni - T* sont carac- 
térisées par une bande d'absorption intense en ultra-violet et se traduisent par une 
variation du moment dipolaire électrique p du chromophore. D'autres, telle 
n - T*, sont caractérisées par une bande d'absorption en ultra-violet d'intensité 
au moins dix fois moindre ; lors de la transition, il y a variation du moment dipo- 
laire magnétique m du chromophore étudié. 

Lors de la formation d'un enchaînement polypeptidique, on observe 
des perturbations des spectres d'absorption, celles-ci pouvant être des pertur- 
bations excitoniques (il y a interaction entre les mêmes états excités de différents 
chromophores amide et deux bandes dichroïques apparaissent ; mécanisme de 
type Kirkwood), les autres perturbations étant dues à des interactions non 



résonantes entre un chromophore dans un état excité donné et tous les autres 
chromophores dans des états excités différents (mécanisme pm (83)). 

Il est parfaitement envisageable de calculer l'activité optique associée 
à une géométrie donnée de la chaîne à condition de connaître l'origine et la position 
des différentes bandes d'absorption relatives aux transitions étudiées. De tels 
calculs ont pu être réalisés avec succès pour les transitions n - T* et TI - T* des 
chromophores amide secondaire dans des homopolypeptides de différentes 
conformations (84) et il a été montré que le terme excitonique était prépondérant 
pour la transition TI - T* alors qu'il n'intervenait pas pour la transition n - T*. 

Pour la polyproline par contre, homopolypeptide comportant des 
chromophores imide, les calculs d'activité optique n'ont pas permis, jusqu'en 1974, 
de retrouver un spectre dichroïque voisin de celui obtenu expérimentalement. Ce 
désaccord entre résultats théoriques et expérimentaux peut s'expliquer par le fait 
que, alors que les transitions dans l'ultra-violet lointain n'ont qu'une très faible 
contribution à l'activité optique des polypeptides, ceci n'est plus vrai dans le cas de 
la polyproline. C'est ce qu'ont montré Ronish et Krimm (85) dans leur travail 
théorique publié en 1974. Dans leurs calculs, ils ont fait intervenir d'une part la 
transition n - T* imide qu'ils ont centrée à 230 nm, et d'autre part la tran- 
sition TI - T* imide centrée à 198 nm. Ils ont observé que, si le degré de polymé- 
risation augmente, il y a déplacement du centre apparent de la transition ainsi que 
décomposition en deux bandes centrées respectivement à 185 et 206 nm, la compo- 
sante à 206 nm ayant une polarisation parallèle et étant plus intense que l'autre. 
Si l'on se réfère au formalisme excitonique, la décomposition de la transition T- T* 
provient de l'interaction entre de telles transitions dans des résidus voisins. Mais 
cette interaction n'explique pas le déplacement du centre de la transition et il faut 
pour cela faire intervenir une perturbation causée par les transitions du groupement 
peptidique en UV lointain, perturbation des transitions TZ - T* et n - a* que l'on 
ne peut chiffrer exactement et que l'on approxime au moyen d'une correction de 
polarisabilité. Les résultats de ce calcul sont représentés sur la figure 8, ainsi que le 
spectre obtenu expérimentalement constitué de deux bandes, l'une faiblement 
positive située vers 226 - 228 nm, l'autre fortement négative vers 197 - 205 nm. 

Dans leur étude expérimentale sur les oligomères de proline non 
protégés en solution aqueuse, Rothe et coll. (78) ont constaté que les spectres 
dichroïques des oligomères de degré supérieur au trimère présentaient les traits 
caractéristiques du spectre de la polyproline II ; cependant les valeurs de l'ellip- 
ticité n'atteignaient des valeurs comparables à celles obtenues pour la poly- 
proline II qu'à partir de l'eicosaproline. 



Figure 8 - Spectre dichroïque calculP de la polyproline II 
comparP au spectre expérimental (daprh Krimm (85)) 

Sakakibara et coll. (76) sont arrivés aux mêmes conclusions. Par 
comparaison avec les résultats obtenus par spectrophotométrie ultra-violette, 
ils attribuent la bande fortement négative observée dans le spectre dichroïque de 
la polyproline II à une transition n - n* du chromophore imide ; quant à 1a.faible 
bande positive qui apparaît vers 226 - 228 nm et dont l'intensité diminue au fur et 
à mesure que la chaîne polypeptidique s'allonge, elle est vraisemblablement due 
d'après eux à une transition n - n* imide. En fait, d'après Ronish et Krimm (85), 
cette bande serait due A une contribution de la transition n - n* imide à laquelle se 
superposerait la composante positive de la transition n - n* de la polyproline II, 
ceci expliquant alors l'évolution du spectre de la polyproline II lorsqu'on ajoute 
du chlorure de calcium à la solution (cette bande positive disparaît alors). 

3 - Étude de nos peptides 
Les spectres dichroïques de nos peptides ont été enregistrés sur un dichrographe 

Jobin-Yvon R.J. Mark III. Nous avons travaillé à température ambiante en solution aqueuse 
avec une cuve d'épaisseur 0,01 cm. Les concentrations respectives des différentes solutions 
étaient 0,13 mg/ml pour H-[Gly-ProIrOH, 1,18 mg/ml pour H-Gly-(Pro)?-OH, 1,02 mg/ml pour 
H-Gly-(Pro)pOH et 0,5 1 mg/ml pour H-Gly-(Pro)d-OH, ce qui correspond à des densités optiques 
de l'ordre de 0,5 pour chacun des peptides. 

Nos peptides diffèrent des oligomères de proline étudiés précé- 
demment, car ils contiennent une liaison Gly-Pro à côté des liaisons Pro-Pro. 

a - Spectrophotométrie ultra-violette 
D'après Schellman et coll. (86), Gly-Pro en solution aqueuse à 

pH 6,6 présente un maximum d'absorption à 200 nm alors que ce maximum est 



situé à 198 nm dans le cas de Pro-Pro en solution dans l'eau à pH 7,2. 
Si l'on se réfère aux études menées précédemment sur les oligomères 

de proline, on peut penser que le peptide H-Gly-(Pro)4-OH présentera un 
maximum d'absorption à la même longueur d'onde que la polyproline II. C'est 
bien ce que l'on observe en effet : alors que H-[Gly-Prolz-OH présente un maxi- 
mum d'absorption à 195 nm, H-Gly-(Pro)*-OH et H-Gly-(Pro)s-OH ont un 
maximum d'absorption vers 200 nm et H-Gly-(Pro)rOH présente ce maximum à 
202 nm. 

b - Dichroïsme circulaire 
Si notre hypothèse est exacte, à savoir que le pentamère en solution 

aqueuse adopte une conformation proche de celle de la polyproline II (toutes les 
liaisons peptidiques trans), cela doit se voir en dichroïsme circulaire avec l'appa- 
rition d'une faible bande positive située vers 226 - 228 nm. 

Les spectres dichroïques de nos peptides sont présentés sur la figure 9 
ainsi que ceux de quelques oligomères de proline tirés du travail de Sakakibara et 
coll. (76). On voit qu'effectivement H-Gly-(Pro)4-OH présente un spectre 
dichroïque qui n'est pas sans rappeler celui de la plyproline II (85), à savoir qu'il 
présente un minimum centré à 202 nm (au lieu de 206 nm pour la polyproline II) 
ainsi qu'une faible bande positive vers 227 nm. Ces résultats seuls ne nous per- 
mettent cependant pas de conclure de façon définitive que ce pepdde adopte une 

Figure 9 - Spectres dichroïques de nos peptides compart?~ à ceux d'oligoprolines 
(IfaprPs Sakakibara (76)) 



conformation du type polyproline II ; pour pouvoir affirmer cela, il est nécessaire 
de posséder le spectre de résonance magnétique nucléaire en carbone-13 de ce dérivé : 
on verra alors si toutes les liaisons peptidiques de H-Gly-(Pro)rOH en solution 
aqueuse sont effectivement trans. Quant aux autres peptides étudiés ici, les résultats 
obtenus en dichroïsme circulaire montrent que ces produits n'adoptent pas de 
conformation particulière en solution aqueuse. Ceci est un résultat attendu, étant 
donné la longueur de chaîne de ces dérivés et ce résultat est tout à fait en accord avec 
les conclusions tirées précédemment par Sakakibara et coll. (76) et par Rothe et 
coll. (78) qui ont montré qu'un oligomère de proline adopte une conformation 
hélicoïdale à partir du tétramère. 

C - Résonance magnétique nucléaire 

1 - Généralités 
Lorsque des particules élémentaires placées dans un champ magné- 

tique absorbent une radiation électromagnétique, on parle de résonance 
magnétique. De plus, si cette absorption est attribuée au noyau, on parlera de 
résonance magnétique nucléaire. Les résultats sont exprimés en terme de glissement 
chimique 6, cette grandeur étant définie par la relation : 

6 = (vs - vr) X (Y,)-' X 106 
vs : fréquence de résonance du noyau étudié (en Hz) 
v, : fréquence de résonance de la référence (en Hz) 
6 : glissement chimique du noyau considéré (en ppm). 
Une autre constante très utilisée en RMN est la constante de couplage J. En effet, 
le fait d'appliquer un champ magnétique à un noyau appartenant à un atome ou à 
une molécule perturbera automatiquement un autre noyau de cet atome ou de cette 
molécule et la constante de couplage J entre deux noyaux NI et Nz (JNINZ) sera une 
mesure de l'intensité de cet effet. De nombreux livres ont été écrits sur ce sujet ; nous 
ne citerons ici que celui de Wüthrich (87) consacré à la RMN appliquée à la biologie. 

2 - Résonance magnétique nucléaire des peptides et des protéines 
Le proton ayant un moment magnétique important, il est très facile 

de détecter sa résonance. C'est pourquoi la RMN du proton est beaucoup plus 
développée que celle des autres noyaux. Le premier spectre d'un acide cu aminé a 
été obtenu en 1957 par Jardetzky et coll. (88). Bien que la RMN des acides 
cu aminés n'ait pas grand intérêt en soi, quoiqu'apportant quand même un grand 
nombre d'informations sur la structure de ces molécules et sur leur comportement 
en solution, elle est cependant utile en ce sens que c'est la base pour l'interprétation 
des spectres RMN des protéines. Si, en première approximation, on peut assimiler 
le spectre d'un peptide (ou celui d'une protéine) à la somme des spectres des acides 
cu aminés le constituant, ceci n'est qu'une base de travail très grossière. On observe 



en effet de multiples différences entre ces deux spectres, différences dues d'une part 
aux effets de structure primaire, et d'autre part aux effets de structures secondaire 
et tertiaire dans la molécule étudiée. 

Théoriquement, la RMN peut servir à déterminer la séquence pri- 
maire d'un peptide (ou d'une protéine). Pour cela, on se base sur les changements 
en fonction du pH observés pour les résonances NH et CaH des dérivés examinés. 
Ces variations avec le pH sont fonction de la position du résidu dans la molécule 
peptidique (89). Pratiquement, cette méthode n'est applicable que pour des petits 
peptides, jusqu'à i'heptamère (90). 

Une autre application de la RMN du proton, très employée celle-là, 
est l'étude de la conformation des molécules. Dès 1959, Karplus (91) a proposé une 
loi applicable à toute molécule organique comportant des atomes d'hydrogène 
portés par des carbones voisins. Cette loi relie la constante de couplage 3J entre 
protons dits a voisins » et la géomgtrie de la molécule étudiée. Il s'agit d'une relation 
trigonométrique faisant intervenir l'angle 8 du dièdre formé par les plans H-C-C' 
et C-C'-H (fig. 10) de la molécule et la valeur expérimentale de la constante de 
couplage 3 J ~ ~ - ~ . ~ .  On a : 

3 J ~ ~ - ~ 9 ~  = A + B  COS^ + C ~ 0 ~ 2 8  

Figure I O  - Angle dièdre 0 des plans H-C-C' et C-C-H 
Figure I I  - Angles 0 et @ peptidiques 

Par analogie, de nombreux chercheurs ont voulu établir une loi valable dans le cas 
des peptides et des protéines. Cette loi fait intervenir la constante de couplage entre 
le proton de la liaison amide et l'hydrogène porté par le carbone a d'une unité 
peptidique 3 J ~ ~ ~ u ~ .  Bystrov et coll. (92) ont pu relier cette constante à l'angle 8 
du dièdre formé.par les plans H-N-Ca et N-Ca-H de la molécule par la loi : 

3 J ~ ~ - ~ n ~  = A c0S28 - B  COS^ + C sin28 
Cet angle 8 est relié à l'angle de torsion @ défini précédemment par la relation : 

8 = 160- @ 1 avec O" < 8 < 180" 



Par contre, la RMN du proton ne permet pas de déterminer l'angle T de torsion 
autour de la liaison Ca-C'. Aussi, bien qu'insuffisante à elle seule pour définir 
totalement la conformation d'un peptide ou d'une protéine en solution, cette tech- 
nique est cependant très employée car elle apporte de précieux renseignements en ce 
qui concerne la conformation de petits peptides naturels ou synthétiques, et elle 
permet aussi de mettre en évidence des changements conformationnels dans les 
polypeptides et les protéines. 

Ces dernières années, avec le développement de la technologie, est 
apparue la RMN d'autres noyaux tels que le fluor-19, le carbone-13,l'azote-15 ou 
le phosphore-31 pour ne citer que les noyaux les plus utilisés en biologie. Nous 
dirons un mot ici de la RMN du carbone-13, car cette technique est de plus en plus 
employée dans le cas des peptides et des protéines. Les spectres obtenus sont 
beaucoup plus simples que dans le cas du proton, ceci étant dû principalement à 
trois raisons : un spectre beaucoup plus étalé (200 ppm au lieu de 20 environ pour 
le proton) ; la possibilité de découpler totalement les protons en les irradiant simul- 
tanèment, d'où obtention d'un seul pic correspondant à chaque résonance (et non 
plus un massif, comme dans le cas du proton) ; la suppression des couplages homo- 
nucléaires, due à la trop faible abondance naturelle du carbone-13 (1 %). Cette 
technique permet également des études dynamiques des molécules par mesure des 
temps de relaxation des différents atomes ; mais nous reviendrons plus en détail 
là-dessus dans la suite de cet exposé. Signalons simplement, pour terminer, que le 
premier spectre RMN du carbone-13 en abondance naturelle pour une protéine a 
été obtenu en 1970 pour le lysozyme (93). 

3 - Résonance magnétique nucléaire du proton. Cas de la glycine et de la proliie 

a - Analyse des spectres. Notation de Pople 
La facilité relative rencontrée lors de l'analyse des spectres RMN est 

fonction des amplitudes relatives des champs locaux dus au masquage d'une part, 
et au couplage spin-spin d'autre part, amplitudes traduites par le glissement 
chimique 6 et la constante de couplage J. 
Si J<<6, les noyaux des deux ensembles précessent par rapport à deux champs 
locaux très différents à deux fréquences différentes. Pour la prédiction des tran- 
sitions, on opère alors en deux étapes : d'abord on prédit la position des bandes en 
négligeant le couplage spin-spin ; puis, dans un deuxième temps, on prédit le 
dédoublement des bandes par suite de ce couplage. C'est ce que l'on appelle une 
analyse au premier ordre. 
Si Jk6, les noyaux d'ensembles différents vont précesser à des fréquences sensi- 
blement égales et certaines transitions pourront se produire simultanèment dans 
les deux ensembles. La distribution des noyaux entre les niveaux d'énergie changera 
en même temps dans les deux ensembles, si bien que la condition qui veut que le 



noyau induisant le dédoublement maintienne son orientation pendant la transition 
de son voisin ne sera plus satisfaite. On obtiendra alors des spectres complexes, 
difficiles à résoudre. 
Sur cette base, Pople et coll. (94) ont développé une notation systématique selon 
laquelle A, B, C... désignent les ensembles de noyaux magnétiquement équivalents 
(J=6), X, Y, Z... désignent les ensembles où J<<6, K, L, M... étant utilisés dans les 
cas intermédiaires. 

b - Glycine 
Le résidu glycyle a pour formule développée -HN-CH2-CO-. Selon la 

notation de Pople, on a affaire à un système A2 OU à un système AB, selon que les 
protons portés par le C a  sont ou non magnétiquement équivalents. 

Dans l'acide aminé glycine, ces protons sont équivalents et ne 
donnent donc naissance qu'à une seule bande en RMN, bande dont le glissement 
chimique 6 varie en fonction du pH (95), ce qui reflète la titration des groupes 
carboxyle et amine terminaux. 

Dans le cas des peptides, c'est le résidu glycyle qui intervient et on a 
affaire tantôt à un système A2, tantôt à un système AB. L'origine de cette non- 
équivalence a fait le sujet de nombreuses études : certains (96) l'attribuent au fait 
que les deux protons mis en cause sont sujets à des différences de gradient de champ 
électrique ; d'autres (97) pensent que cette non-équivalence est à relier à la confor- 
mation du squelette du peptide étudié ; d'autres encore (98) pensent que la 
conformation des chaînes latérales joue un rôle important pour la non-équivalence 
des protons portés par la glycine, ceci n'étant vrai que dans le cas des acides aminés 
aromatiques (96). D'après une étude récente (99), il semblerait que l'origine de cette 
non-équivalence soit attribuable à des changements de conformation du peptide 
étudié plutôt qu'à des différences de gradient de champ électrique subies par 
ces deux protons. 

c - Proline 
Le résidu prolyle a pour formule développée H27P - y yHî 

-OC-CaH C6H2 
'N' 

Selon la notation de Pople, on a affaire ici à un système très complexe du type 
ABCKPRX (A, B, C = PI, yl, y2 ; K = f i 2  ; P, R = 61, 62 ; X = a). Ce système est 
cependant analysable grâce à l'utilisation des ordinateurs. C'est ainsi que ré- 
cemment Ellenberger et coll. (100) ont pu déterminer la conformation de la proline 
à différents pH. En particulier, dans cette étude ils ont mis en évidence la très grande 
mobilité du Cy par rapport au plan CB, Ca, N, C6 ainsi que l'influence de l'orien- 
tation du plan du carboxyle (rotation autour de l'axe Ca-C) sur le glissement 



chimique du proton Pz et donc sur la forme du massif Ha (101). Leurs résultats 
sont reportés sur la figure 12. Dans des peptides contenant des liaisons X-Pro, c'est 
la rotation du plan du carboxyle qui, d'après ces auteurs, est à l'origine des diffé- 
rences observées dans le spectre des protons a pour les isomères cis et trans. 

Figure 12 - Massif Ha selon Ellenberger (101) 
Ellenberger et coll. ont également étudié le résidu prolyle (102) 

lors d'un travail sur l'acétylprolinamide en solution dans l'eau lourde. Ils ont pu 
séparer les formes cis et trans et donner leurs paramètres RMN. A l'aide d'une 
relation du type Karplus, ils ont déterminé la géométrie du noyau pyrrolidine et 
montré que l'introduction de deux liaisons peptidiques est à l'origine d'une 
conformation C y endo (C y est déplacé du même côté du plan CP, Ca, N, C6 que 
le carboxyle) du noyau pyrrolidine. De plus, ils en sont arrivés à la conclusion que 
l'isomère cis est plus rigide que l'isomère trans, ceci étant dû à des interactions 
moléculaires différentes dans les deux isomères. 

Les résultats de ces travaux ont permis de montrer que le noyau 
pyrrolidine est plus flexible dans l'acide a aminé que dans les peptides contenant ce 
résidu, résultats confirmant les conclusions tirées par Ramachandran et coll. (103) 
lors de calculs énergétiques sur la proline d'une part et le résidu prolyle d'autre part. 

4 - Étude par RMN du proton de peptides contenant la liaison Gly-Pro ou la 
liaison Pro-Pro 

Étant donné la complexité du spectre d'un résidu prolyle (spectre 
ABCKPRX), les études faites sur des peptides contenant plusieurs résidus prolyle 
n'ont pas permis de déterminer la conformation exacte de ces dérivés. En effet, il 
est très difficile, si ce n'est pas même impossible, d'extraire les différentes constantes 
de couplage des spectres expérimentaux. De plus, les spectres obtenus sont encore 



compliqués du fait de la présence d'isomères cis et trans autour de la liaison X-Pro. 

a - Polyproline 
Avant de nous intéresser plus en détail aux travaux antérieurs faits 

sur les oligomères de proline, nous rappellerons ici les résultats expéxjmentaux 
obtenus pour la polyproline. Ceci nous aidera pour.la suite de la discussion. 

Comme nous l'avons mentionné lors de l'étude en dichroïsme 
circulaire, ce polypeptide peut exister sous deux formes, selon le solvant utilisé. La 
polyproline 1, stabilisée par les mauvais solvants du type pyridine ou alcools ali- 
phatiques, est un dérivé où toutes les liaisons amide sont sous forme cis (w = O"), 
avec = - 83" et 'P = 158" ; elle adopte une conformation en hélice droite de 
symétrie los (3,33 résidus par tour) ; en RMN la bande de résonance correspondant 
aux protons (Y est située à 4,3 - 4,4 ppm par rapport au DSS si l'on travaille dans 
l'eau lourde (104). La polyproline II, stabilisée dans de bons solvants tels l'eau ou 
l'acide acétique, est définie théoriquement comme un polypeptide dans lequel 
toutes les liaisons amide sont sous forme trans (w = 180°), et = - 77,2O, 'P= 145'9" 
ce polypeptide adopte une conformation en hélice gauche de symétrie 31 (3 résidus 
par tour) ; en RMN la bande de résonance correspondant aux protons (Y est située 
à 4,7 ppm (témoin DSS) si l'on travaille dans DzO (104). Il nous faut cependant 
signaler que, par RMN, Mandelkern et coll. (105) ont observé la présence de 2 à 3 % 
de résidus cis dans la polyproline II en solution dans D20. 

b - Oligomères de proline 
Wüthrich et coll. (72) ont montré que la variation d'énergie libre était 

comprise entre 0,3 et 1,4 kcal/mole lors de l'isomérisation cis-tram de peptides 
linéaires contenant la liaison X-Pro. Par conséquent, les formes cis et trans peuvent 
être présentes simultanèment, ce qui complique singulièrement l'étude confor- 
mationnelle de peptides contenant ce type de liaison. Lors de cette isomérisation 
cis-trans, les protons (Y des noyaux pyrrolidine changent de position par rapport au 
groupement carbonyle (fig. 13). Leur environnement est donc différent ; c'est ce 
qui explique que les protons correspondant aux deux isoméres résonnent à des 
champs différents (cf polyproline 1 et II). 

Figure 13 - Formes cis et trans de la liaison X-Pro 



En outre, comme l'ont montré Okabayashi et coll. (106), il nous faut 
signaler que le proton cw du résidu carboxyle terminal résonne à champ plus haut 
que les protons (Y des autres résidus. 

D'autre part, des études en dichroïsme circulaire (76,78) ont montré 
que la pentaproline en solution aqueuse adopte une conformation proche de celle 
de la polyproline II. Si ce résultat est vrai, on doit observer une simplification du 
spectre RMN des oligoprolines à partir du pentamère. C'est effectivement ce 
qu'ont remarqué Blout et coll. (70) lors d'une étude sur des dérivés du type 
Boc-(Pro),,-OBzl avec n = 2, 3,4 ,5  et 6 en milieu deutérochloroforme ; alors que 
Boc-(Pro)rOBzl existe comme un mélange de trois isomères conformationnels 
(sur les quatre possibles), que pour l'oligomère n = 3 ils mettent en évidence cinq 
des huit isomères possibles, et que pour l'oligomère n = 4 seuls huit des seize 
isomères possibles sont détectables par RMN, tous les résidus prolyle sauf le 
N-terminal adoptent une conformation trans dans Boc-(Pro)s-OBzl. Rothe et 
coll. (78, 107) sont arrivés à la même conclusion lors d'un travail qu'ils ont réalisé 
sur les oligoprolines non protégées ; d'après leurs conclusions, la di- et la triproline 
en solution dans D20 existent sous forme d'un mélange d'isomères cis et trans alors 
qu'on ne trouve que des liaisons trans dans la tétraproline. 

Dans ce même travail, ils ont montré que la conformation adoptée 
par les produits étudiés était fonction non seulement de lalongueur de chaîne, mais 
également du solvant utilisé. C'est ainsi que dans de bons solvants, tels que l'acide 
trifluoroacétique, l'acide acétique ou l'eau, solvants favorisant la conformation en 
polyproline II, les oligoprolines suffisamment longues ne présentent que des 
liaisons imide trans ; par contre, dans le méthanol, solvant favorisant la confor- 
mation en polyproline 1, le pourcentage de liaisons imide cis augmente avec la 
longueur de la chaîne. D'après ce que nous venons de voir, il est vraisemblable 
que le pourcentage d'isomère cis augmentera avec le pH, ce qui a été confirmé 
expérimentalement (108). 

c - Peptides contenant la liaison Gly-Pro 
Le dérivé le plus simple appartenant à cette famille est le peptide 

H-Gly-Pro-OH qui a été étudié d'une part par Blout et coll. (70) en tant que 
Boc-Gly-Pro-OBzl en solution dans le deutérochloroforme et dans le diméthyl- 
sulfoxyde deutéré, d'autre part par Fromageot et coll. (109) sous forme 
H-Gly-Pro-OH en solution aqueuse. Dans les deux cas a été mise en évidence l'exis- 
tence simultanée des deux isomères possibles, cis et trans. De plus, l'examen des 
spectres obtenus a montré que les protons méthylèniques de la glycine ne sont pas 
équivalents dans le cas de la liaison Gly-Pro cis, alors qu'on obtient un singulet 
correspondant à la résonance CaH2 de Gly dans le cas de l'isomère trans. 



Lors d'une étude par RMN sur des dérivés du type 
H-(Pro-Pro-Gly),-OH avec n = 1,2,3,4,  5, 10 et 15, Kobayashi et coll. (110) ont 
observé l'existence d'isomères cis et trans aussi bien autour de la liaison Gly-Pro 
qu'autour des liaisons Pro-Pro. Le quartet correspondant au résidu glycyle carbo- 
xyle terminal ne résonne pas à la même fréquence que celui correspondant au 
résidu glycyle central (3,75 ppm pour le terminal, 4,25 ppm pour le résidu central) 
pour n = 2. Par contre, au fur et à mesure que la longueur de chaîne augmente, 
la contribution du résidu terminal devient négligeable. 

Si l'on étudie la conformation de H-Gly-Pro-OH en fonction 
du pH (99), on remarque d'une part que le pourcentage d'isomère cis augmente 
avec le pH, d'autre part que la résonance des CaH2 du résidu glycyle est fortement 
déplacée vers les hauts champs en milieu basique, ceci correspondant à la titration 
du groupement H2N- terminal (tableau 2). Dans le cas de H-Gly-Pro-OH, cette 
résonance sort dans le massif correspondant aux protons 6 de la proline, compli- 
quant encore cette partie du spectre. Pour notre part, nous n'avons pas toujours 
pu attribuer ce pic en milieu basique. 

Le TSP interne est utilisé comme référence 

Tableau 2 - Étude de H-Gly-Pro-OH en fonction du pH d'après Anteunis (99) 

5 - Étude de nos peptides par RMN du proton 

pD = pH + 0,4 

1,7 

4,7 

9,7 

Les spectres RMN des peptides ont été enregistrés sur un spectromètre Varian opérant 
à 300 MHz en onde continue. Les résultats présentés ici ont été obtenus en travaillant à température am- 
biante, les peptides étant en solution dans DzO à des concentrations de 50 mg/ml ; la référence interne 
utilisée tout au long de ce travail a été le DSS. Pour faciliter l'interprétation des spectres et en particulier 
pour nous aider à attribuer les différentes bandes de résonance observées, nous avons étudié chacundes 
peptides en fonction du pH ; pour ajuster le pH, nous avons utilisé alternativement DCI et NaOD en 
solution dans DzO. 

Un des buts de ce travail est d'approcher la conformation des pep- 
tides H-[Gly-Prolz-OH et H-Gly-(Pro),-OH avec n = 2,3,4 à l'état de zwitterions. 
Bien que, d'après les études menées antérieurement par d'autres, nous sachions 

CaH Pro 
PPm 

cis 4,58 
trans 4,51 

cis 4,26 
trans 4,30 

cis 4,24 
trans 4,27 

CaH2 Gly 
PPm 

cis 3,85 
trans 4,00 

cis 3,77 
trans 3,95 

cis 3,56 
trans 3,56 

que les spectres obtenus seraient très complexes, nous avons quand même entrepris 

% isomère 
trans 

80 

62,5 



cette étude en RMN du proton, pensant que cette méthode pourrait nous apporter 
des renseignements intéressants tout au moins quant à la conformation des petits 
peptides , à savoir H-[Gly-Prolz-OH et H-Gly-(Pro)rOH. 

a - H-[Gly-Prolt-OH 
Sur la figure 14 est représenté le spectre obtenu pour ce peptide à 

l'état de zwitterion en solution dans Dt0.  Comme on pouvait s'y attendre du fait de 
la nature du résidu prolyle (spectre du type ABCKPRX), le spectre obtenu est très 
complexe. On peut cependant le diviser en trois zones principales : la région 
1,7 - 2,5 ppm dans laquelle on trouve toutes les résonances correspondant aux 
protons p et y des deux résidus prolyle ; la région 3,3 - 3,7 ppm où sortent toutes les 
bandes de résonance dues aux protons 6 des deux résidus prolyle ; enfin la région 
3,7 - 4,8 ppm dans laquelle on trouve toutes les résonances correspondant aux 
protons a tant des résidus prolyle que des résidus glycyle. Il est malheureusement 
impossible de tirer quelque renseignement conformationnel que ce soit à partir des 
pics correspondant aux protons fi, y et 6 des résidus prolyle ;ces informations sont 
déjà très difficiles à extraire du spectre d'un dérivé ne contenant qu'un résidu pro- 
lyle, ceci étant dû à l'existence d'isomères cis et trans autour de la liaison X-Pro ; 
par suite, dans l'état actuel de nos connaissances, le spectre d'un composé 
contenant plusieurs liaisons X-Pro est inexploitable tout au msins en ce qui 
concerne la région où résonnent les protons p, y et 6 des résidus prolyle à moins de 
deutérer sélectivement le cycle pyrrolidine. 

Par contre, il peut être intéressant d'examiner de plus près la zone 
3,7 - 4,8 ppm de résonance des protons a. Le spectre étendu de cette région du 
spectre de H-[Gly-Prolî-OH sous forme zwitterion en solution dans D20 est pré- 
senté sur la figure 15 ainsi que les attributions des différents massifs. Pour faciliter 
ces attributions, nous avons également enregistré les spectres RMN de ce peptide en 
milieu acide d'une part (PD 1,5) et en milieu basique d'autre part (PD 11,5), les 
valeurs des glissements chimiques observées pour les protons a étant reportées 
dans le tableau 3. Le passage en milieu acide permet de distinguer les résonances 
dues aux deux résidus prolyle, celles dues au résidu C-terminal devant se déplacer 
beaucoup plus que les autres lors du changement de pH. Inversement le passage 
en milieu basique permet de distinguer les bandes de résonance des deux résidus 
glycyle, celles dues au résidu N-terminal devant se déplacer d'une valeur non 
négligeable lorsqu'il y a déprotonation du H2N- terminal. 

Examinons maintenant la forme des différents massifs dus aux 
protons a. Dans le cas des résidus prolyle, une analyse au premier ordre est impos- 
sible, car les protons a sont couplés à tous les autres protons du cycle pyrrolidine 
(système ABCKPRX). Dans le cas des résidus glycyle, la situation est beaucoup 
plus simple ; ces protons a sortent le plus souvent sous forme de doublets AB et 



Figure 14 - Spectre de H-[Gly-Pro]>-OH à I'érar de zwirrerion 

i-igure 15 - Zone CclH de H-[Gly-Pro]*-OH à I'érar de zwirterion 



Caché sous le massif a! Pro 
Cette partie du spectre n'ayant pas été étalée, nous n'avons pas pu déterminer la valeur de J avec 

suffisamment de précision 
n.v. : non visible 
n.d. : non déterminé 

1 2 3 4  
Tableau 3 - Étude de H-Gly-Pro-Gly-Pro-OH en fonction du pH 

pD = pH + 0,4 

1,5 

5 2  

11,5 

ce n'est que l'étude en fonction du pH qui permet de faire l'attribution des différents 
pics observés. Une analyse au premier ordre est envisageable dans ce cas et on 
obtient ainsi 1 JI = 16,O Hz pour Gly 1, la liaison Gly 1-Pro 2 étant sous forme cis ; 
par contre, si cette liaison est trans, les protons a du résidu glycyle sortent sous 
forme de singulet. De même, on obtient 1 J 1 = 17,O Hz pour Gly 3 lorsque la liaison 
Gly 3-Pro 4 est trans et il est vraisemblable que ces mêmes protons a! sortent sous 
forme de doublets AB si la liaison Gly 3-Pro 4 est sous forme cis, mais nous n'avons 
pas pu les attribuer dans le spectre. Les valeurs des constantes de couplage 2Ja! 
mesurées ici correspondent aux valeurs attendues, car d'après Anteunis et coll. (99), 
nous devons avoir 2Ja! = - 16,4 f 0,3 Hz pour Gly en position H2N- terminal, et 
2Ja! = - 16,9 f 0,2 Hz pour un résidu glycyle situé à l'intérieur d'une chaîne pepti- 
dique. D'autre part, ces valeurs expérimentales de 2Ja nous permettent d'évaluer 
les valeurs probables des angles <P et T des résidus glycyle à partir d'une carte 
conformationnelie établie par Barfield et coll. (1 11) ; cette carte, représentée sur 
la figure 16, a été obtenue par calculs théoriques sur le N-acétylglycinamide ; les 
régions ombrées sur la carte sont énergétiquement inaccessibles car elles corres- 
pondent à des zones d'interactions stériques trop importantes. Nous avons donc 
plusieurs couples de valeurs possibles tant pour a l ,  Tl que pour <P3, T\IT~ ;quelques- 
unes sont reportées dans le tableau 4 et nous verrons plus loin quelles sont les 
valeurs les plus plausibles pour H-[Gly-Pro12-OH. 

Cependant, s'il est vrai que les spectres obtenus sont complexes, on 
peut en tirer des renseignements quant aux pourcentages respectifs des différentes 

CaH2 Gly 1 
PPm 

1-2 cis 3,85= 
1-2 trans 4,00 

% 1-2 trans : n.d. 

1-2 cis 3,80 
1-2 trans 4,OO 

% 1-2 trans : 86 

1-2 cis n.v.' 
1-2 trans 3,48' 

CaH Pro 2 
PPm 

1-2 cis n.v. 
1-2 trans 4 3 4  

1-2 cis n.v. 
1-2 trans 433  

1-2 cis n.v. 
1-2 trans 4,49 

CaH2 Gly 3 
PPm 

1-2 cis n.v. 
3-4 trans 4,11 

' 3-4 cis n.v. 
3-4 trans 4,09 

3-4 cis n.v. 
3-4 trans 4,08 

" Ca!H Pro 4 
PPm 

3-4 cis 4,68 
3-4 trans 4,45 

% 3-4 trans : 85 

3-4 cis 4,34 
3-4 trans 4,27 

% 3-4 trans : 69 

3-4 cis 4,35 
3-4 trans 4,26 



Figure 16 - Carte conformationnelle du résidu Gly pour le N-acétylglycinamide (d'après Barfield (III)) 
conformations susceptibles d'exister en solution dans DzO. Dans le cas du spectre 
de notre peptide, quatre isomères (ctc, ctt, ttc et ttt) sont prévisibles, car, s'il y a 
possibilité d'isomérie cis-trans autour de la liaison Gly-Pro (fig. 13), par contre 
la liaison Pro-Gly est obligatoirement trans. Ces pourcentages, obtenus par pesées, 
sont reportés dans le tableau 3. 

Tableau 4 - Quelques valeurs de <PI, VI et 9 3 ,  T 3  pour H-(Gly-Pro)rOH (d'après Barfield (III)) 

Plusieurs conclusions s'imposent à nous : quand on passe du 
milieu acide au milieu neutre, le doublet de doublets correspondant à Gly 3 
s'élargit, ce qui signifie que l'environnement de ce résidu change et que la 
conformation au niveau de ce résidu devient plus rigide. D'autre part, que 
le pH soit acide ou neutre, les pourcentages d'isomères trans sont à peu près 
identiques pour Gly 3-Pro 4 aux valeurs obtenues par Anteunis et coll. (99) 
dans le cas de H-Gly-Pro-OH (tableau 2). Pour la séquence Gly 1-Pro 2, on 
ne peut estimer le pourcentage d'isomères trans en milieu acide,car le pic 



situé à 4,00 ppm cache alors un autre pic ; en milieu neutre, ce pourcentage est 
évalué à 86 %. Enfin, nous ne nous apesentirons pas sur le spectre obtenu en milieu 
basique, car celui-ci est beaucoup moins bien résolu qu'en milieu acide et il est dif- 
ficile de l'interpréter correctement ; il nous aura cependant été utile pour attribuer 
les bandes dues au résidu Gly 1, celles-ci se déplaçant fortement vers les hauts 
champs, à tel point que certaines sont cachées par le massif 6 Pro. 

b - H-Gly-(Pro)2-OH 
Sur la figure 17 est représenté le spectre obtenu pour ce peptide à 

l'état de zwitterion en solution dans D20 ainsi que l'attribution des différentes 
zones, attribution analogue à celle faite dans le cas de H-[Gly-Pnolz-OH. Ici aussi, 
nous nous intéresserons essentiellement à la région 3,7 - 4,8 pprn où résonnent les 
protons a. Dans le tableau 5 sont reportées les valeurs des glissements chimiques 
en fonction du pH, les spectres correspondant (en milieux acide et neutre) étant 
reproduits sur la figure 18. 

Suivant l'isomérisation de la liaison peptidique, quatre isomères 
sont possibles pour ce peptide (ct, cc, tt, tc). L'étude un peu approfondie des 
spectres obtenus à différents pH montre qu'en milieu acide la liaison Pro-Pro 
existe essentiellement sous forme trans et qu'un des conformères possibles n'existe 

Figure 17 - Spectre de H-Gly- pro)^-OH à I'état de zwirterion 
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CaH Pro 3 
FPm 

2-3 cis 4,65 
2-3 trans 4,47 

% 2-3 trans : 93 

2-3 cis 4,34 

2-3 trans 4,27 
% 2-3 trans : 75 

2-3 cis 4,33 

2-3 trans 4,28 
% 2-3 trans : 78 

Caché par le pic HDO 
Caché par le massif 6 Pro 
Partiellement caché par le pic HDO 

n.v. : non visible 
n.d. : non déterminé 

1 2 3  
Tableau 5 - Étude de H-Gly-Pro-Pro-OH en fonction du pH 

pas dans ces conditions (tableau 5 et fig. 18 : apparition d'un deuxième massif a cis 
Pro 2 en milieu neutre). Par contre, les spectres obtenus sont trop complexes pour 
pouvoir en tirer des informations quant à la conformation des cycles pyrrolidine 
des résidus prolyle ; un des moyens d'y arriver serait de deutérer les cycles en 
position 6. Cependant, l'observation attentive de la forme des multiplets a Pro 
(isomères trans) permet d'obtenir quelques renseignements complémentaires. 
D'après Ellenberger et coll. (101), la forme de ces multiplets serait due à la rotation 
du groupement carboxylique : si le plan .rr du -COO- est perpendiculaire au proton 
PZ, celui-ci résonnera à haut champ et on observera l'effet inverse dans le cas où ce 
plan .rr est parallèle au plan Cl-Ca-N. Toujours selon ces mêmes auteurs, la forme 
de ces multiplets est à relier également aux positions relatives des fréquences de 
résonance du proton p2 et des protons pi, yl, y2 (fig. 12). C'est pourquoi, dans le 
cas de H-Gly-(Pro)z-OH, on aura en milieu acide une relation du type : 
va2 = vy2 - 10,O HZ, alors qu'en milieux neutre et basique la forme des multiplets 
attribuables aux protons a des résidus prolyle permet d'écrire va2 = - 3'5 Hz et 
va2 = vy2 + 3'0 HZ. D'autre part, toujours en se référant à ces mêmes travaux, on 
est amené à penser que, vu la forme en milieu acide du multiplet correspondant 
au proton a du résidu prolyle terminal, le groupement carboxylique aura tendance 
dans ces conditions à s'orienter perpendiculairement au proton fi2. 

CaH Pro 2 
PPm 

cis 433 
trans 4,7g3 

% trans : n.d. 

cis 4,49 
cis 4,46 
trans 4,76' 

% trans : 74 

cis 4,48 
cis 4,40 
trans 4,733 

% trans : n.d. 

pD = pH + 0,4 

1 3  

6 8  

11,l 

CaH2 Gly 1 
PPm 

1-2 cis n.v. 
1-2 trans 4,00 

% 1-2 trans : n.d. 

1-2 cis 3,79 

1-2 trans 3,99 
% 1-2 trans : 79 

1-2 cis n.v. 

1-2 trans 3,492 
% 1-2 trans : n.d. 



Figure 18 - Zone CaH de H-Gly-(Pro)rOH en milieu acide et à I'érat de zwitterion 

Alors qu'en milieu acide, la conformation du résidu prolyle terminal 
change, de même en milieu basique la conformation du résidu glycyle doit changer. 
Malheureusement, le pic correspondant fait alors partie du massif 6 Pro, ce qui 
nous empêche de tirer quelque conclusion que ce soit. Quant aux valeurs des 
constantes de couplage ZJa! en milieux acide et neutre ( 1  J 1 = 16,s Hz), elles corres- 
pondent aux valeurs attendues, puisque, d'après Anteunis et coll. (99), on doit 
avoir 2Ja = - 16,4 f 0,3 Hz pour Gly en position H2N- terminal. D'autre part, 
cette valeur expérimentale nous permet d'évaluer les angles +I  et Ti pour ce résidu 
Gly A partir d'une carte conformationnelle établie par Barfield et coll. (111) et 
représentée sur la figure 16. Dans le tableau 6 sont reportés quelques couples de 
valeurs possibles et nous verrons plus loin quelles sont les valeurs les plus plau- 
sibles pour H-Gly-(Pro)rOH. 

w * m  

Tableau 6 - Quelques valeurs de QI, YI pour H-Gly-(Pro)rOH 
(d'après la carte de Barfield (1 11)) 
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Figure 19 - Spectre de H-GIy-(Pro)l-OH a I'érar de zwitrerion 

c - H-Gly-(Pro)rOH 
Sur la figure 19 est représenté le spectre obtenu pour ce peptide à 

l'état de zwitterion en solution dans D20 ainsi que l'attribution des différentes 
zones, attribution analogue à celle faite dans les cas précédents. De même que 
pour les autres peptides de la série, nous nous intéresserons uniquement à la région 
3,9 - 4,8 ppm où résonnent les protons a. Dans le tableau 7 sont reportées les valeurs 
des glissements chimiques de ces protons en fonction du pH ; les spectres corres- 
pondant enregistrés en milieux acide et neutre sont reproduits sur la figure 20. Ces 
spectres sont beaucoup plus complexes que ceux obtenus pour les autres peptides 
de cette série. Quant au spectre correspondant au milieu basique, il est inexploi- 
table car le peptide a précipité sous forme de gel en cours de manipulation, ce gel 
s'étant révélé insoluble lorsqu'on a voulu repasser en milieu légèrement acide. Si 
l'on examine le tableau 7, on voit qu'il est très incomplet, car certains massifs cis 
X-Pro sont trop peu intenses pour qu'on puisse les situer avec précision ; par suite, 
le pourcentage d'isomère trans autour de chaque liaison X-Pro donné dans le 
tableau n'est qu'approximatif. Cependant des massifs cis X-Pro qui n'existaient 
pas en milieu acide (ou étaient trop peu intenses) apparaissent en milieu neutre, 
ce qui nous amène à penser que, parmi les huit isomères possibles, tous ne sont pas 
présents en milieu acide. Pour pouvoir tirer quelques conclusions sur les formes 
existantes, il faudrait deutérer sélectivement les protons a Pro, ce qui, sur le plan 



Figure 20 - Zone CaH de H-Gly-(Pro),-OH en milieu acide et à I'état de zwitterion 

' Caché sous le massif 15 Pro 
Caché sous le pic HDO 

n.v. : non visible 

pD = pH + 0,4 

1,6 

5,1 

9,6 

1 2 3 4  
TaMeau 7 - &rude L'H-~l~-Pro-Pro-Pro-OH en fonction du pH T) 

I .  

synthèse, représente un travail assez fastidieux. % I '-- 

CaH2 Gly 1 
PPm 

1-2 cis n.v. 
1-2 trans 3,98 
1-2 trans 4,11 

1-2 cis n.v. 
. 

1-2 trans 3,98 
% trans : 80 

1-2 cis n.v.' 
1-2 trans 3,66' 

En ce qui concerne le résidu glycyle, nous constatons que les pro- 
tons a correspondants résonnent sous forme de singulet, que ce soit à pH acide 

CaH Pro 2 
PP"' 

cis 4,47 

trans 4,79 

cis 4,47 
cis 4,45 
trans 4,78 

% trans : 86 

cis n.v. 
trans n . ~ . ~  

C a H  Pro 3 
PPm 

cis 4,39 
cis 4,37 
trans 4,74 

cis 4,33 

trans 4,72 
% trans : 86 

cis n.v. 
trans n . ~ . ~  

CaH Pro 4 
PP=' 

3-4 cis 439 

3-4 trans 4,43 

3-4 cis 4,29 

3-4 trans 4,26 
% 3-4 trans : 84 

3-4 cis n.v. 
3-4 trans 4,24 



ou à pH neutre ; nous pensons donc que l'environnement du résidu glycyle 
ne change pas de façon drastique dans ces conditions. Par contre, la 
forme du pic a du résidu prolyle terminal évolue de la même manière que 
pour H-Gly-(Pro)2-OH, c'est-à-dire d'une forme dissymétrique pour laquelle 
on avait V& = vu? - 10,O HZ (fig. 12) à une forme beaucoup plus symétrique 
dans le cas de zwitterion. Par conséquent en milieu acide le groupement carbo- 
xylique aura tendance à s'orienter perpendiculairement au proton HP2, si l'on 
suit les conclusions d'Ellenberger et coll. (101). Enfin, nous voyons que les 
spectres obtenus sont beaucoup trop complexes pour nous fournir quelque 
renseignement que ce soit en ce qui conçerne la conformation des cycles pyr- 
rolidine. 

d - H-Gly-(Pro)4-OH 
Le spectre obtenu pour ce peptide à l'état de zwitterion en solution 

dans D 2 0  est très complexe lui aussi ; il est représenté sur la figure 21, et sur cette 
figure sont reportées également les différentes régions du spectre. Tout comme 
pour les autres peptides de la série, nous nous limiterons ici à l'étude de la zone où 
résonnent les protons a! Gly et Pro. Les spectres enregistrés tant àpH acide qu'àpH 
neutre sont reportés sur la figure 22. Alors qu'à pD 1,2, aucun massif corres- 
pondant à une forme cis X-Pro n'est apparent, des multiplets bien que très peu 

Figure 21 - Spectre de H-Gly-(Pro)d-OH a l'état de zwilterion 
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Figure 22 - Zone CaH de H-Gly-(Pro)d-OH en milieu acide et à i'étar de zwitterion 
intenses apparaissent dans le cas du zwitterion. Les bandes observées sont super- 
posées et mal définies et il nous est très difficile dans ces conditions d'une part 
d'attribuer ces multiplets aux différents résidus prolyle, d'autre part de calculer le 
pourcentage de conformères trans pour chaque résidu. Aussi les résultats reportés 
dans le tableau 8 ne le sont-ils qu'à titre indicatif. 

' Pics masqués par le massif 6 Pro 
Pic masqué par le pic HDO 
' Massifs mal définis 

1 2 3 4 5  
Tableau 8 - Étude de H-Gly-Pro-Pro-Pro-Pro-OH en fonction du pH 

pD 

1 2  

6 9  

1'4 

C ~ H Z  Gly 1 
PPm 

cis 
trans 3,99 

% trans : 100 

cis 
trans 3,97 

% trans : 100 

cis ' 
trans 

CaH Pro 2 
PPm 

cis 
trans 4,78 

% trans : 100 

cis 4,56 
trans 4,77 

% trans : 87 

cis ' 
trans 

CaH Pro 3 
PPm 

cis 
trans 4,75 

% trans : 100 

cis 4,47 
trans 4,74 

CaH Pro 4 
PPm 

cis 
trans 4,71 

% trans : 100 

cis 4,45 
trans 4,68 

CaH Pro 5 
PPm 

cis 
trans 4,43 

% trans : 100 

cis 4,32 
trans 4,23 

% trans : 94 

cis 
trans 4,24 

% trans : 73 

cis ' 
trans 4,73 

cis ' 
trans 4,68 



Si nous regardons le spectre représenté sur la figure 21, nous voyons 
que les protons cu du résidu glycyle donnent un singulet, et il en est de même lorsque 
le peptide est protoné, ce qui amène à penser que l'environnement du résidu glycyle 
ne change pas de façon sensible lors de cette transition de pH. Par contre la forme 
du pic a Pro du résidu terminal varie : alors qu'à pD 1,2 ce pic est très dissymétrique 
et correspond à vp2 = vy2 - 10,O HZ (le dessin obtenu est superposable à celui 1 

obtenu par Ellenberger et coll. (fig. 12)), à pD 6,9 ce pic est au contraire très symé- 
trique et correspond à vyi < y82 < vy2 (101). Ceci nous permet d'écrire qu'il est pro- 
bable que le groupement carboxylique aura tendance à s'orienter perpendiculai- 
rement au proton B 2  dans le cas du peptide protoné. 

Par contre aucun renseignement ne peut être tiré concernant la 
conformation des cycles pyrrolidine, les spectres obtenus étant trop complexes 
pour qu'on puisse en extraire les différentes constantes de couplage. 

e - Discussion générale sur les résultats obtenus par RMN du proton 
Les résultats exposés ici sont à eux seuls nettement insuffisants pour 

permettre la détermination de la (ou des) conformation (s) probable (s) adoptée (s) 
par nos peptides en solution dans D20. La RMN du proton ne permet d'avoir que 
des informations fragmentaires. En particulier, elle ne permet d'atteindre, dans des 
cas favorables,que l'angle de rotation autour de la liaison N-Ca par application 
de la relation de Bystrov et coll. (92), cette loi nécessitant la connaissance d'une 
constante de couplage JCH-NH. Par contre l'angle !P de rotation autour de Ca-C' 
n'est pas accessible par cette technique et par conséquent la conformation globale 
d'un peptide ne peut être déterminée en utilisant la RMN du proton seule. 

Un autre problème qui s'est posé à nous est celui de l'attribution des 
massifs aux différents résidus composant nos peptides Nous nous sommes délibé- 
rèment désintéressée des massifs B, y, 6Pr0, ceux-ci étant beaucoup trop complexes 
et nous avons uniquement attribué les massifs a Gly et Pro. Pour cela, nous 
pouvions soit utiliser les lanthanides, soit étudier les déplacements des différents 
massifs en fonction du pH et c'est cette dernière méthode que nous avons utilisée. 
En faisant varier l'acidité du milieu, il est facile de mettre en évidence les résidus C 
ou N terminaux, les massifs cu y correspondant se déplaçant de façon importante 
lors du passage de pH neutre à acide (C-terminal), ou de pH neutre à basique 
(N-terminal). L'anté-pénultième résidu se déplace également, bien que de façon 
moins nette, lors du changement de pH et il est encore possible, dans des cas favo- 
rables, d'attribuer les massifs correspondants. Dans le cas de H-Gly-(pr~)~-oH, 
nous nous sommes trouvée devant un cas extrêmement favorable où nous avons 
pu attribuer tous les massifs pour le zwitterion. Par contre, les attributions ont été 
plus complexes pour les autres peptides de la série, car nous avons alors observé une 
superposition des massifs dus aux différents résidus prolyle. 



D'autre part, mis à part le cas de H-Gly-(Pro)rOH, nous sommes 
ici dans un cas extrêmement défavorable, nos peptides contenant des enchaî- 
nements de résidus prolyle. Or le spectre d'un résidu Pro est très complexe par 
lui-même (spectre ABCKPRX) et n'a pu être résolu, à notre connaissance, que dans 
des cas très simples tels que l'étude de l'acétylprolinamide (102). D'autre part, 
l'étude se complique encore du fait de l'existence d'isomères cis et trans autour de la 
liaison X-Pro, X pouvant être lui-même un résidu prolyle. Il était bien évident dès 
le début de notre étude que les résultats que pouvait nous fournir la RMN du proton 
ne seraient que très fragmentaires. Par contre, la RMN du carbone-13 s'est révélée 
être la technique à utiliser dans le cas de peptides contenant des résidus Pro, car les 
formes cis et trans autour de X-Pro ont des bandes de résonance nettement diffé- 
renciées au niveau des carbones /3 et y et c'est pourquoi nous avons utilisé cette 
technique afin d'avoir des renseignements complémentaires quant à la (aux) 
conformation (s) probable (s) des peptides étudiés dans ce travail. 

6 - Résonance magnétique nucléaire du carbone-13 
Le carbone- 13 est un isotope relativement peu abondant, puisqu'il 

ne représente que 1,11 % des atomes de carbone en abondance naturelle. Son 
moment magnétique est 0,70, alors qu'il est 2,79 pour le proton. Par conséquent, il 
est nécessaire d'avoir des appareils beaucoup plus sensibles pour pouvoir détecter 
les bandes d'absorption du carbone-13. Ce n'est que ces dernières années, avec 
l'apparition sur le marché des appareils à transformée de Fourier, que cette tech- 
nique s'est développée. 

a - Généralités 
Le domaine de fréquences dans lequel on observe les bandes d'ab- 

sorption en RMN du proton n'est que de 20 ppm. Il est beaucoup plus large en 
RMN du carbone-13 (200 ppm), ceci étant dû au grand nombre d'électrons entou- 
rant le noyau. 

Alors que les spectres obtenus en RMN du proton comportent de 
multiples bandes dues aux couplages interatomiques, les spectres obtenus en RMN 
du carbone-13 se présentent en général sous une forme relativement simple, car il 
est possible de supprimer les bandes correspondant aux couplages hétéro-ato- 
miques en irradiant simultanèment tous les protons. Bien que les constantes de 
couplage 'JCH traduisent le pourcentage de caractère s sur le noyau C et qu'elles 
soient aussi très sensibles à I'électronégativité des substituants portés par le car- 
bone, elles ne sont pas utilisées en pratique lors d'études de protéines ou de pep- 
tides, car elles sont difficiles d'accès et elles n'apportent pas de résultats fonda- 
mentaux concernant la conformation de ces molécules. Ce qui par contre est très 
employé qualitativement est le couplage C-H en vue de l'attribution des diffé- 
rentes bandes. Pour cela, on enregistre plusieurs spectres, l'un découplé totalement 



(irradiation simultanée de tous les protons), l'autre découplé partiellement (dépla- 
cement de la fréquence d'irradiation des protons : c'est la technique d'off-reso- 
nance) ou même non découplé. Dans ce cas, les couplages C-H subsistent partiel- 
lement ou totalement et la multiplicité des massifs permet une attribution des 
bandes dans le spectre découplé. Quant aux couplages entre atomes de carbone-13, 
ils ne se voient pas sur les spectres, ceci étant dû à la faible abondance naturelle de 
ce noyau. Il est possible de travailler avec des produits enrichis en cet isotope, mais 
cela nécessite des synthèses supplémentaires (enrichissement au moyen d'algues) ; 
aussi cette technique n'est-elle utilisée que par quelques équipes spécialisées. Par 
suite, les constantes de couplage Jcc ont été très peu étudiées. On peut envisager 
une loi de variation du type Karplus entre 3 J ~ ~  et l'angle @de rotation autour de la 
liaison N-Ca ; cependant cette loi n'a pas encore été établie dans le cas des peptides. 
Quant à 'Jcc, cette constante traduit essentiellement le caractère s des carbones 
concernés ; elle reflète également les degrés d'ionisation et de protonation des grou- 
pements C-terminaux et elle est reliée à l'orientation relative des différents substi- 
tuants portés par le carbone. Mais comme en règle générale ces couplages ne sont 
pas observés sur les spectres, ces constantes ne sont pas utilisées. 

Un autre aspect de la RMN du carbone-13 qu'il est intéressant d'en- 
visager dans notre cas est son application à l'étude dynamique des molécules en 
solution. On appelle relaxation le phénomène de retour à l'équilibre d'un spin 
nucléaire ; ce retour aux conditions d'équilibre est causé par des champs fluctuants 
(magnétiques ou électriques), ces champs résultant de mouvements des atomes à 
l'intérieur de la molécule ou résultant d'interactions avec le solvant ou avec d'autres 
'molécules de soluté (on parle de champ créé par le réseau). Divers mécanismes 
peuvent être à l'origine de cette relaxgtion : la rotation de spin (création d'un champ 
magnétique par rotation d'un groupement portant un moment magnétique), l'ani- 
sotropie de déplacement chimique, le couplage scalaire (un noyau X couplé à un 
autre noyau Y qui se relaxe rapidement peut être relaxé par interaction spin-spin 
entre les deux noyaux), l'interaction électrique quadrupolaire et la relaxation 
dipôle-dipôle intramoléculaire qui est le mécanisme prépondérant la plupart du 
temps. Ce que l'on mesure expérimentalement est le temps de relaxation spin- 
réseau TI. S'il est vrai que la relaxation existe quel que soit le noyau mis en jeu, la 
mesure des TI est plus facile à mettre en œuvre dans le cas du carbone-13 que dans 
celui du proton et c'est pourquoi nous n'en avons pas parlé précédemment. 

b - Étude des amides et des peptides contenant la glycine et la proline 
Dans tout ce qui suit, les glissements chimiques seront donnés par 

rapport au tétraméthylsilane (TMS) pris comme référence. 

Alors que les alcanes absorbent dans la région O - 50 ppm, les carbo- 
nyles des amides présentent des bandes d'absorption vers 160 - 180 ppm, la confor- 



mation du (ou des) substituant (s) à l'azote par rapport au carbonyle ayant une 
grosse influence sur ce glissement chimique : le carbone de la chaîne en position syn 
par rapport au carbonyle résonne en général à plus haut champ que l'isomère 
anti (1 13, 114). D'après Roques et coll. (1 15)' ceci semble vrai pour les carbones 
dans lesquels les effets de compression stérique sont faibles ; néanmoins cet auteur 
recommande d'utiliser une méthode d'attribution sans ambiguité telle que l'effet 
Overhauser dans l'analyse conformationnelle des amides. 

En 1970 apparut la première étude (1 16) d'un peptide par RMN du 
carbone-13. Depuis, de nombreuses publications sont sorties sur ce sujet. Christl 
et Roberts (1 17), pour leur part, ont étudié les variations de glissements chimiques 
des différents résidus d'acides aminés en fonction du pH et en fonction de leur 
position dans la chaîne peptidique. Les résultats qu'ils ont obtenus pour les résidus 
prolyle et glycyle sont reportés dans le tableau 9. Cette étude a montré que lanature 
de l'acide aminé voisin n'influe pas sur le glissement chimique d'un résidu sauf s'il 
s'agit de la proline ; dans ce cas on observe un déplacement à haut champ de 1 ppm 
ou plus pour le carbone a du résidu précédant la proline, ceci étant attribué à un 
effet stérique dû au carbone y du cycle pyrrolidine. L'intérêt de cette étude est 
qu'elle permet de faire une première attribution des spectres. 

Les mesures expérimentales ont été faites par rapport à CS*. Les valeurs 
données dans le tableau sont exprimées en ppm par rapport au TMS 

Tableau 9 - Glissements chimiques des résidus Pro et Gly en RMN du carbone-13 dans I'eau 
(d'après Christl et Roberts (1 17)) 

Ca 

61,2 
63,3 
63,3 

62,3 

42,2 
42,2 
44,8 

43,8 
43,8 
43,8 

Pro C-terminal 
cation 

zwitterion 
anion 

Pro non-terminal 
cation 

zwitterion 
anion 

Gly N-terminal 
cation 

zwitterion 
anion 

Gly non-terminal 
cation 

zwitterion 
anion 

C6 

48,9 
48,5 
48,l 

49,l 

Co 

176,4 
179,3 
180,2 

174,l 

168,7 
168,9 
165,5 

172,7 
171,6 
172,4 

CD 

30,l 
32,5 
32,5 

27,9 

Cy 

26,O 
23,5 
23,7 

24,5 



En ce qui concerne plus spécifiquement la proline, l'étude de Bovey 
et Dorman (108) est intéressante. A partir de spectres de dérivés contenant le résidu 
prolyle, ces auteurs ont déterminé les zones de glissement chimique pour les dif- 
férents atomes du résidu prolyle, et ce pour les isomères cis et trans. Leurs résultats 
sont reportés dans le tableau 10. D'après eux, les glissements chimiques corres- 
pondant aux carbones y et /3 du cycle pyrrolidine permettent de déterminer la 
conformation de la liaison X-Pro. D'après le tableau 10, on voit qu'il existe une 
différence sensible entre les déplacements chimiques des carbones du cycle dans les 
isomères cis et trans de diverses N-acylprolines, différence notée également par 
d'autres auteurs (106). Ces écarts peuvent provenir d'effets électroniques, élec- 
triques ou stériques dus à des changements de conformation de la chaîne, du cycle 
pyrrolidine, ou du carbonyle de la fonction acide. D'après Roques et coll. (1 18), il 
semble que le rôle primordial soit joué par la chaîne latérale R. Siemion et coll. (1 19) 
ont établi pour leur part une relation linéaire entre la différence de glissement 
chimique des atomes C,û et Cy, A b ,  et l'angle dièdre 8 (0,  C, Ca,  CD). On a : 

Ass, = 0,08 1 18 1 + 2,47 pour l'isomère cis 
A& = 0,036 113) + 0,73 pour l'isomère trans, 

cette loi étant valable pour O" < 8 < 100" [ O  = Y - 60'1. 

Les valeurs sont exprimées en ppm par rapport au 
TMS. Les mesures ont été faites par rapport au CS2 

Tobleou IO - Glissements chimiques du résidu Pro en RMN du carbone-13 dans I'eou (d'après Bovey (108)) 

D'autre part, l'étude dynamique de peptides contenant de la proline 
a été menée par différentes équipes et en particulier par Deslauriers et coll. (120, 
121, 122) qui ont beaucoup étudié les hormones peptidiques. Tous ces auteurs sont 
d'accord pour considérer que le mécanisme de relaxation qui entre en jeu dans le 
cas de peptides contenant de la proline est essentiellement du type dipôle-dipôle 
intramoléculaire. On peut alors relier le temps de corrélation Teif au temps de 
relaxation TI mesuré expérimentalement par une relation du type (120) : 

(Ti)-' = < r-6 > N f i2 yc2 yu2  Zef f  

r : distance internucléaire C-H 
yc, YH : rapports gyromagnétiques du carbone et de l'hydrogène 
-iï = h (2 r)-l où h : constante de Planck 
N : nombre d'hydrogènes liés directement au carbone subissant la relaxation 
On désigne par temps de corrélation la période pendant laquelle deux noyaux main- 

Isomère trans 

175,4 - 179,9 
S7,9 - 62,9 
29,9 - 31,O 
24,6 - 25,5 
47,l - 49,4 

Isomère cis 

CO 
Ca 
(3 
CY 
C6 

175,2 - 179,2 
60,3 - 62,6 
30,3 - 32,6 
23,l - 23,5 
45,2 - 48,2 



tiennent une orientation donnée l'un par rapport à l'autre. Dans le cas où le mou- 
vement moléculaire est anisotrope, le temps de corrélation doit être divisé en 
plusieurs composantes, chacune décrivant le mouvement d'un vecteur C-H donné. 
C'est ainsi que, dans le cas de la proline, le temps de corrélation reflète les mou- 
vements de réorientation globale de la molécule ainsi que les mouvements internes 
des carbones du cycle pyrrolidine. Torchia et coll. (123) ont décomposé t eft.suivant 
la loi : ( ta)-' = ( t=f t . ) - '  + ('t'noyau)-', où i représente l'un des carbones du noyau, 
('c ,fi)-' représente la vitesse de réorientation du squelette peptidique et (T'noyau)-' 

représente la vitesse de réarrangement du carbone i considéré. Ces mêmes auteurs 
ont relié temps de corrélation et temps de relaxation mesuré expérimentalement 
par l'égalité :  te^ = 4,72 X 10-'l (NT1)-l, cette relation n'étant valable que si 
(WH + T R ~  << 1 (dans cette expression, WH et o c  désignent les fréquences de 
résonance de l'hydrogène et du carbone, ZR représente le temps de corrélation 
moléculaire). 

' A pD 6,4, c = 100 mg/ml 
A pD 4,2, c = 100 mg/ml 
A pD 5,3, c = 200 mg/ml 
A pD 5,0, c = 170 mg/ml 

c = 250 mg/ml et 100 rng/ml 
Tableau II - Valeurs expérimentales de NT1 dans drférents peptides contenant la proline dans D20 

(d'aprés Deslauriers (121)) l 

(Y CH 
/3 CH2 
Y CH2 
6 CH2 

Dans le tableau 11 sont reportées quelques valeurs de Tl obtenues 
expérimentalement par Deslauriers et coll. pour des peptides contenant de la pro- 
line. Dans leur travail, ces auteurs concluent que les valeurs mesurées reflètent une 
interconversion rapide entre plusieurs formes distordues du noyau pyrrolidine et 
il semble que le carbone y soit le plus mobile en règle générale. Si l'on substitue le 
carboxyle terminal de la proline, on n'observe que peu de différences dans la 
conformation moyenne du cycle pyrrolidine ; seul le carbone p perd de sa mobilité. 
Par contre, une substitution sur l'azote terminal de la proline entraîne une dimi- 
nution de la mobilité du carbone 6. Enfin dans les peptides comportant un résidu 
prolyle non-terminal, le carbone 6 devient en général aussi peu mobile que le car- 
bone a, les autres atomes du  cycle étant plus mobiles. 

Prolinel 

4,3 
7,5 
8,6 
7,O 

Lys-vasopressinez 

0,13 
0,20 
0,28 
0,12 

LHRH3 

0,12 
0,38 
0,40 
0,18 

H-Gly-Pro-OH4 Ac-Pro-NHz5 
cis 

],O 
1 4  
1 6  
1,3 

cis 

1,9 
3,4 
3 2  
2 2  

trans 

1 2  
1,7 
1,7 
1,3 

trans 

1,8 
3 2  
3,O 
2,4 



On voit &nc que la RMN du carbone-13 est complémentaire de la 
RMN du proton et qu'elle apporte de nombreux renseignements intéressants dans 
le cas de peptides contenant de la proline, renseignements relatifs à la conformation 
de la liaison X-Pro (cis ou trans) ainsi qu'à la conformation du cycle pyrrolidine. 

7 - Étude de nos peptides par RMN du carbone-13 
Les manipulations ont été faites sur un spectromètre Perkin-Elmer R 32 opérant à 

22,63 MHz et muni d'une transformée de Fourier. Les résultats présentés ici ont été obtenus en tra- 

vaillant à 31 OC, les peptides étant en solution dans DzO à des concentrations de 150 mg/l,5 ml ;la réfé- 

rence externe utilisée tout au long de ce travail a été le TMS. Les mesures de temps de relaxation ont été 

faites en employant la méthode d'inversion-récupération de Freeman et Hill (124). 
Avant de passer à l'étude proprement dite de nos peptides, nous 

avons reporté dans le tableau 12 les glissements chimiques obtenus pour le résidu 
prolyle de l'acétylprolinamide en solution dans DzO à pH 7,O (122). Pour l'attri- 
bution des différents pics obtenus dans notre étude, nous nous sommes basée sur 
les résultats publiés par d'autres auteurs et résumés dans les tableaux 9,10,12. Bien 
que nous nous intéressions à la conformation des peptides à l'état de zwitterion, 
nous avons été amenée à enregistrer les spectres en milieu acide de façon à confir- 
mer nos attributions. Les résultats obtenus nous ont permis de calculer les pour- 
centages d'isomères cis et trans pour chacun des peptides à l'état de zwitterion. Ces 
résultats sont reportés ci-dessous ainsi que les mesures des temps de relaxation TI. 

Les valeurs sont exprimées en ppm 
par rapport au TMS 

Tableau 12 - Glissements chimiques du résidu Pro de Pacétylprolinamide en solution dans D20 à pH 7,O 
(d'après Deslauriers (122)) 

trans 

178,39 
61,12 
3 1,36 
25,45 
49,69 

Co 
Cru 

(3 
c Y 
C6 

a - H-[Gly-ProIrOH 
Dans le tableau 13 sont reportés glissements chimiques, attributions 

des pics et pourcentages d'isomères cis et trans pour ce peptide en solution dans 
D20 à l'état de zwitterion. Le spectre obtenu est représenté sur la figure 23. Les 
attributions ont été faites en étudiant les déplacements chimiques en fonction du 
pH. Deux effets sont liés à la variation de pH : en milieu acide, le pourcentage 
d'isomères cis autour d'une liaison X-Pro est plus faible qu'en milieu neutre ou 
basique ; d'autre part, les glissements chimiques caractéristiques du résidu Pro 4 

cis 

178,39 
62,66 
32,90 
23,81 
48,30 



Figure 23 - Spectre en RMN du carbone-13 de H-[Gly-Pro]:-OH à l'état de zwitterion dans DzO 

pH acide 1 pH neutre 1 
y 2 cis 
y 4 cis 
y 2 trans 

25,4 y 4 trans 
p 2 et 4 trans 

32,8 /3 2 et 4 cis 
41,7 (Y GIy 1 
42,8 (Y Gly 3 

1 pH acide 

6 2 trans 
S 4 trans 
(Y 4 trans 
(Y 2 trans 
Co Gly 1 
Co Gly 3 
Co Pro 2 
Co Pro 4 

Les valeurs sont exprimées en ppm par rapport au TMS 
% d'isomère trans 
calculé à partir de y : 1-2 82,8 

3-4 75,8 
calculé à partir de 0 : 1-2 + 3-4 68,9 

Tableau 13 - Étude de H-[Gly-ProIrOH en solution dans D20 par RMN du carbone-13 
varieront davantage que ceux dus à Pro 2 lorsqu'on passera du milieu acide au 
milieu neutre, car il y a alors déprotonation du carboxyle terminal ; de même, si on 
passe du milieu neutre au milieu basique, on mettra en évidence une variation de 
glissement chimique plus importante pour Gly 1 que pour Gly 3. Si l'on étudie plus 
attentivement les attributions reportées dans le tableau 13 pour le zwitterion, on 
constate qu'on ne peut pas différencier les CP ni les Cy des deux résidus prolyle 
lorsque les liaisons 1-2 et 3-4 sont trans, ni les CP lorsque ces liaisons sont cis ; 
d'autre part, les pics a! et 6 correspondant aux conformations cis Gly-Pro n'ont pas 
été mis en évidence, ce qui n'est pas très surprenant car les différences de glissement 
chimique pour les formes cis et trans au niveau de ces deux carbones sont faibles. 



Pour confirmer les attributions faites par variation de pH, nous 
avons également comparé les valeurs de glissements chimiques obtenues ici avec 
celles publiées par Fermandjian et coll. (109) pour H-Gly-Pro-Gly-OH en milieu 
D20. Déjànous avons pu constater que les valeurs que nous obtenions correspon- 
daient à celles données par Bovey et Dorman (tableau 10, (108)) pour les liaisons 
X-Pro cis ou trans. De plus, les valeurs obtenues pour Gly 1 et Pro 2sont identiques 

1 

à un ppm près (cette différence étant sans doute due à la référence, Fermandjian et 
coll. ayant utilisé le TMS en solution dans le chloroforme comme référence externe) 
aux valeurs obtenues par Fermandjian et coll. pour H-Gly-Pro-Gly-OH, sauf pour 
le C=O du Pro 2. Il est possible que l'oxygène de ce carbonyle soit impliqué dans 
une conformation particulière qu'il nous est difficile de préciser pour le moment. 

Les pourcentages d'isomères trans autour des liaisons Gly-Pro sont 
calculés à partir des hauteurs des pics C p  et Cy. On obtient ainsi des résultats 
voisins de ceux obtenus par RMN du proton (tableau 3). 

D'autre part, la RMN du carbone-13 permet d'obtenir une valeur 
approximative de l'angle !P de rotation autour de la liaison Ca-C'des résidus pro- 
lyle par application de la relation linéaire publiée par Siemion et coll. (1 19). Cette 
loi n'est valable que dans certaines conditions (cf 6.b) ; aussi n'avons-nous pu esti- 
mer !P que dans le cas où les liaisons Gly-Pro étaient cis. Cette loi donnant un 
résultat en valeur absolue, nous obtenons à chaque fois deux possibilités pour !P, 
soit : !P = - 25,6' ou + 145,6' pour Pro 4 et !P = - 29,3' ou + 149,3' pour Pro 2. 

Enfin, la mesure des temps de relaxation Ti permet de se faire une 
idée approximative sur la rigidité du peptide étudié. Les résultats des mesures faites 
sur H-[Gly-Prolz-OH dans D20 à l'état de zwitterion sont reportés dans le tableau 
14. Les valeurs obtenues sont relativement grandes, ce qui nous amène à penser que 
le peptide doit adopter une conformation assez libre en solution aqueuse. Si on les 
compare aux valeurs obtenues par Deslauriers et coll. (121) et reportées dans le 
tableau 11, on constate que les temps de relaxation observés dans le cas de notre 
peptide ont des valeurs comparables à celles observées pour H-Gly-Pro-OH ou 
pour l'acétylprolinamide. Une différence notable est à remarquer cependant au 
niveau des carbones f l  et y. En effet, alors que ceux-ci ont des mobilités relatives 
comparables dans le cas des peptides étudiés par Deslauriers et coll., ce n'est pas le 
cas en ce qui nous concerne, où C y est plus mobile que CP ; ceci a été observé aussi 
dans le cas des hormones polypeptidiques (tableau I l )  et nous amène à conclure 
que, si la mobilité du squelette peptidique est plus importante dans notre cas que 
dans le cas d'hormones polypeptidiques, par contre la mobilité relative des car- 
bones du cycle pyrrolidine est comparable dans les deux cas. En ce qui concerne les 
résidus glycyle, l'étude des résultats reportés dans le tableau 14 montre que les 
temps de relaxation des C a  Gly sont supérieurs à ceux observés pour Ca Pro : 



Concentration de la solution : 150 mg / 1,s ml 
Nous n'avons pas pu calculer Znorau, car les résonances des deux résidus prolyle 
sortent au même endroit 
Tableau 14 - Temps de relaxation TI  de H-Gly-Pro-Gly-Pro-OH à I'érat de zwirrerion 

cela veut dire que les résidus glycyle sont plus mobiles que les résidus prolyle, ce 
qui est logique puisque Gly n'a pas de chaîne latérale. 

Atome considéré 

y 2 cis + y 4 cis 
y 2 trans + y 4 trans 
p 2 trans + b 4  trans 

2 cis + /3 4 cis 
a Gly 1 
a Gly 3 
6 2 trans + 6 4 trans 
a 2 trans 
a 4 trans 

b - H-Gly-(Pro)rOH 
Les résultats obtenus pour ce peptide sont reportés dans le tableau 15, 

le spectre du zwitterion en solution dans D 2 0  étant tracé sur la figure 24. Les attri- 
butions ont été faites par comparaison avec des résultats publiés (108, 109, 125, 
126, 127) ; le résidu prolyle C-terminal étant plus sensible que l'autre à l'acidité du 

Figure 24 - Spectre en RMN du carbone-13 de H-Gly-(Proh-OH à ~I'état de zwitterion dans D20  

NTi (s) 

1,56 
1,24 
1,08 
0,70 
0,9 1 
0,88 
0,75 
0,53 
0,66 

Zen (10-" s) 

5 2  
5,4 , 

8,9 
7,1 



Les valeurs sont exprimées en ppm par rapport au TMS 
% des différents isomères : cc 17 

ct 9 
tc 12 
tt 62 

Tableau 1.5 - Étude de H-Gly-(Pro)z-OH dans D20 par RMN du carbone-13 
milieu, nous avons pu attribuer les résonances de ces résidus en étudiant les dépla- 
cements chimiques en fonction du pH. Les valeurs des glissements chimiques cor- 
respondent à celles données par Bovey et Dorman (108) pour les liaisons X-Pro cis 
et trans, et il y a une assez bonne concordance entre les résultats obtenus ici et ceux 
publiés précédemment par Fromageot et coll. (109) ainsi que par Evans et Raben- 
stein (125) sur H-Gly-Pro-OH et H-Gly-Pro-Gly-OH en solution dans D20, de 
même qu'avec ceux de Cann et coll. (126, 127) sur H-Arg-Pro-Pro-OH et sur 
H-Ser-Pro-Pro-OH en milieu aqueux. Si l'on observe attentivement le spectre 
représenté sur la figure 24, on voit qu'il existe 6 pics situés dans la zone CD Pro. Ces 
pics ont été attribués comme reporté dans le tableau 15 en s'inspirant des résultats 
publiés par Cann et coll. (127). Les différences de glissements chimiques entre les 
formes cis et trans pour le même carbone j3 (cas du zwitterion) sont similaires à 
celles publiées pour d'autres peptides : 6 (j3 cis - j3 trans) est de 2,3 pprn pour Pro 3, 
de 2,6 pprn pour Pro 2 cis-cis et de 2,l pprn pour Pro 2 cis-trans ; ces valeurs sont à 
rapprocher de 2,3 pprn pour Pro 3 et 2,8 pprn (cc) et 2,3 pprn (ct) pour Pro 2 dans 
H-Ser-Pro-Pro-OH (Cann et coll. (127)), 2,05 pprn pour H-Gly-Pro-OH (Williams 
et coll. (128)), 2,2 pprn pour H-Gly-Pro-Gly-OH (Fromageot et coll. (109)), 
2,2 pprn pour H-(Gly-Pro),-OH et 2,6 pprn pour H-(Gly-Gly-Pro-Gly),-OH 
(Torchia et coll. (123)). 

La proportion d'isomères cis et trans autour des liaisons X-Pro est 
donnée par le rapport des hauteurs des pics correspondant à chaque isomère (pics 
CD Pro et Ca Gly). Les résultats sont reportés dans le tableau 15 ; ils sont compa- 
rables à ceux obtenus par RMN du proton (tableau 5). 

pH acide 

23,1 
23,l 
25,5 
25,8 
29,3 

30,1 

pH acide 

41,5 
48,3 
48,7 
60,l 
61,4 

166,5 
173,O 
178 ,O 

pH neutre 

23,O 
23,2 
25,5 
25,7 
29,3 
29,7 
30,5 
31,4 
31,9 
32,8 

y 2 cis 
y 3 cis 
y 2 trans 
y 3 trans 
6 2 trans-trans 
B 2 trans-cis 
p 3 trans 
p 2 cis-trans 
8 2 cis-cis 
p 3 cis 

pH neutre 

40,4 
41,6 
48,2 
48,7 
@,1 
63,2 

166,3 
172,3 
180,4 

a Gly 1 ci! 
a Gly 1 trans 
6 3 trans 
6 2 trans 
a 2 trans 
a 3 trans 
Co Gly 1 
Co Pro 2 
Co Pro 3 



Mais il ne faut pas oublier que la RMN du carbone-13 permet d'étu- 
dier la dynamique des molécules en solution. Les valeurs obtenues pour les temps 
de relaxation spin-réseau TI de H-Gly-(Pro)rOH à l'état de zwitterion sont repor- 
tées dans le tableau 16 (valeurs moyennes sur 4 mesures). Ces valeurs sont plus 
élevées que les résultats reportés par Deslauriers et coll. (120) pour différentes hor- 
mones peptidiques, ce qui signifie que notre peptide est plus mobile. La lecture du 
tableau 16 fait apparaître que les carbones /3 et y des deux résidus prolyle sont 
beaucoup plus mobiles que les autres ; ce résultat n'est pas du tout inattendu et 
reflète un mouvement isotrope global ainsi qu'un équilibre interne entre deux 
conformations stables ayant des temps de vie équivalents, selon le schéma donné 
'par London (129) : 

Comme il a été montré plusieurs auteurs que le mécanisme de relaxation entrant 
en jeu dans le cas de peptides contenant de la proline est essentiellement du type 
dipôledipôle intramoléculaire, nous avons pu calculer le temps de corrélation à 
partir des mesures expérimentales de Tl suivant la relation : 
t ,R = 4,72 X IO-" (NTl)-' (cf. 6.b) et le décomposer en deux termes, l'un représen- 

Atome considéré 

y 2 cis + y 3 cis 
y 2 trans 
y 3 trans 
f i  2 trans 
f i  3 trans 
f i  3 cis 
a Gly 1 
6 3 trans 
6 2 trans 
a 2 trans 
a 3 trans 

Concentration de la solution : 150 mg / 1,s ml 

Tableau 16 - Temps de relaxation TI de H-Gly-(Pro)*-OH à Iétat de zwitterion 
La RMN du carbone-13 permet également d'obtenir une valeur 

approximative de l'angle ?P des résidus prolyle par application de la relation linéaire 
publiée par Siemion et coll. (1 19). Cette loi donne une valeur absolue de l'angle eet 
n'est applicable que dans des conditions bien déterminées. Pour le peptide qui nous 
intéresse, nous obtenons V = + 151" ou - 31" pour Pro 3 si la liaison Pro-Pro est 
cis, la loi n'étant pas valable si cette liaison est trans ; de même nous obtenons 
V = + 133" ou - 13" pour Pro 2 (ct) et 9 = + 145" ou - 25" pour Pro 2 (tt) ainsi que 
T = + 139" ou - 19" pour Pro 2 (cc) et T = + 156" ou - 36" pour Pro 2 (tc). 

NT1 (s) 

1 ,O0 
0,98 
0,96 
1 ,O2 
0,98 
0,78 
0,76 
0,64 
0,66 
0,49 
0.49 

Tdf (IO-Il S) 

6 2  

9,6 
9,6 

rnoyau (10-l1 S) 

9 2  
9,6 

10,O 
8 9  
9 4  

16,3 

31,5 
27,7 



tant la vitesse de réorientation du squelette peptidique, l'autre représentant la 
vitesse de réarrangement du carbone i du cycle pyrrolidine considéré (Torchia et 
coll. (123)). Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau 16 ; ils montrent que 
les carbones /3 et y sont très mobiles et ont à peu près la même mobilité tous deux ; 
ces atomes sont cependant moins mobiles ue dans H-Gly-Pro-OH trans (NT1 B C/3 1,42 s, C y  1,68 s, mais C a  0,79 s ; d'où L y a u  7,7 X 10-Il s et z5yaU5,0X 10-"s), 

' 

cette différence de mobilité étant due à une plus grande rigidité du squelette pepti- 
dique dans H-Gly-Pro-Pro-OH et non à une rigidité différente du cycle. Enfin, 
l'étude des résultats obtenus ici montre que le temps de relaxation de Ca Gly est 
supérieur à ceux observés pour Ca! Pro : cela veut dire que le résidu glycyle est plus 
mobile que le résidu prolyle, ce qui est logique étant donné que Gly n'a pas de 
chaîne latérale. Mais cela signifie aussi que le squelette de la molécule subit des 
mouvements fragmentaires, mouvements coopératifs cependant car les différences 
de temps de relaxation pour Gly et Pro sont très faibles dans ce peptide alors 
qu'elles sont beaucoup plus importantes dans le cas de ces résidus pris isolément 
l'un de l'autre (Torchia et coll. (123)). 

c - H-Gly-(Pro)rOH 
Dans le tableau 17 sont reportés glissements chimiques, attributions 

des pics et pourcentages d'isomères cis et trans pour ce peptide à l'état de zwitterion 
en solution dans D2O. Le spectre correspondant est représenté sur la figure 25. Les 
valeurs de glissements chimiques, à l'exception de celles attribuées aux carbones y 
des isomères cis, correspondent à celles données par Bovey et Dorman (tableau 10, 
(108)). Mise à part la valeur obtenue pour le Ca, les valeurs présentées par le résidu 
prolyle C-terminal de notre peptide sous forme trans coïncident à 0,2 ppm près avec 

Figure 25 - Spectre en RMN du carbone-13 de H-Gly-(Pro),-OH à l'état de zwitterion dans D20 



Si on observe avec plus d'attention le massif CB Pro, on voit quelques 
épaulements situés à 28,1, 30,1, 30,5 et 31,4 ppm correpondant à différents iso- 
mères difficiles à identifier. Contrairement au cas rencontré pour H-Gly-Pro-Pro-OH, 
ici le résidu glycyle semble ne présenter qu'un pic correspondant à la configuration 
trans de la liaison Gly-Pro. Si l'on considère que cette liaison est uniquement sous 
forme trans, il doit y avoir 8 pics dans la zone Cp Pro si tous les autres isomères 
possibles sont présents. Nous en observons en fait 10, dont quelques-uns ne sont 
que de faibles épaulements correspondant sans doute à une isomérie cis de la liaison 
Gly-Pro, les autres liaisons étant tantôt sous forme cis, tantôt sous forme trans. 

Les pourcentages d'isomères trans calculés ici à partir des hauteurs 
des pics /3 et y et reportés dans le tableau 17 ne sont qu'approximatifs car on n'a pas 
tenu compte des épaulements dans la zone B ; cependant ces valeurs sont en assez 
bon accord avec celles obtenues par RMN du proton (tableau 7). Quant à l'angle 
de rotation autour de la liaison Ca-C'pour les résidus prolyle calculé au moyen de 
la loi de Siemion et coll. (1 19), il a pour valeurs les plus probables - 34" ou + 154" 
(Pro 4 forme cis) et - 39" ou + 159" (Pro 4 forme trans) ; pour les résidus centraux, 

f i  3 trans 
0 4 trans 
0 2 cis 
f i  3 cis 
f i  4 cis 
a Gly 1 
6 4 trans 
6 
6 
a 2, 3 trans 
a 4 trans 

22,l 
22,5 
23,O 
24,5 
24,7 
25,l 
28,4 

30'1 
30,5 
31,4 '"' 

Les valeurs sont exprimées en ppm par rapport au TMS 
% d'isomère trans ' 
Calculé à partir de y : 3-4 85,l 
Calculé à partir de 0 : 1-2 4- 2-3 82,l 

2-3 + 3-4 83,6 
3-4 81,3 

Valeurs approximatives, car on n'a tenu compte que des pics f i  majeurs 
Tableau 17 - Étude de H-Gly-(Pro),-OH à i'état de zwitterion dans Dz0 par RMN du carbone-13 

celles obtenues par Fromageot et coll. (109) dans le cas de H-Gly-Pro-OH 
trans à pH 6,5, cet écart de 0,2 ppm pouvant être dû à la référence (Fromageot et 
coll. ont utilisé le TMS en solution dans le chloroforme, nous avons pris le TMS 
seul) ; quant aux valeurs de glissements chimiques des résidus centraux sous forme 
trans, elles coïncident à 1 ppm près avec celles publiées par Fromageot et coll. (109) 
pour H-Gly-Pro-Gly-OH à pH 7,2 ; cet écart est le même que celui observé pour 
H-[Gly-Pro]2-OH et peut être dû à l'influence de la chaîne C-terminale du peptide. 

y 4 cis 
y 3 cis 
y 2 cis 
y 4 trans 
y 3 trans 
y 2 trans 
f i  2 trans 

p non attribués 1 

28,6 
29,8 
30,8 
31,5 
32,2 
40,9 
47,s 
48,O 
48,2 
59,3 
62,3 



nous obtenons - 12" ou + 132" (Pro 3 forme cis), - 28" ou + 148" (Pro 3 forme 
trans), - 2" ou + 122" (Pro 2 forme cis) et - 11" ou + 131" (Pro 2 forme trans). 

Enfin, la mesure des temps de relaxation Ti des différents carbones 
de la molécule nous permet d'avoir une idée de leur mobilité relative. Les résultats 
obtenus sont reportés dans le tableau 18 et ne concernent que les résidus sous forme 
trans, les résidus cis donnant des pics trop peu intenses pour permettre une mesure, 
même approximative, des Tl. On constate que, comme dans la plupart des peptides 
linéaires contenant de la proline, les carbones f l  et y sont beaucoup plus mobiles 
que les autres et ont une mobilité équivalente à celle observée dans le cas de 
H-G~~-(P~O)~-OH. Par contre, les carbones a Gly et a Pro sont moins mobiles que 
dans le tripeptide ; nous en déduisons que la mobilité des cycles pyrrolidine est équi- 
valente pour ces deux peptides linéaires, alors que la mobilité moyenne du squelette 
peptidique est plus faible dans le cas de H - G ~ ~ - ( P ~ O ) ~ O H ,  ce qui semble indiquer 
que cette molécule aurait tendance à adopter une conformation privilégiée. 

Atome considéré 1 NT, (11 

y 4 trans . 
y 2 trans + y 3 trans 
,B 2 trans + B 3 trans 
f i  4 trans 
a! Gly 1 
6 4 trans 
6 2 trans + 6 3 trans 
a 2 trans + a! 3 trans 
a! 4 trans 

Concentration de la solution 150 mg / 1,s ml 

Tableau 18 - Temps de relaxation NT, de H-Gly-(Pro)3-OH à I'état de zwitterion dans D20 

d - H-Gly-(Pro)l-OH 
Dans le tableau 19 sont reportés glissements chimiques et attribu- 

tions des pics pour ce peptide à l'état de zwitterion en solution dans D20. Nous 
avons également reporté les résultats correspondant au peptide H-Gly-Pro-OH 
sous forme trans (108, 125) ainsi que ceux obtenus pour la polyproline II et rap- 
portés par Bovey et Dorman (108). Le spectre correspondant est représenté sur la 
figure 26. 

Les résultats obtenus ici ne permettent de mettre en évidence qu'une 
forme trans pour les liaisons X-Pro. Si l'on s'en réfère à leurs glissements chimiques, 
les résidus prolyle situés à l'intérieur de la chaîne ont un comportement analogue à 
ces mêmes résidus situés dans la polyproline II. Quant au résidu C-terminal, il se 
rapproche du résidu prolyle dans H-Gly-Pro-OH trans ainsi que du résidu prolyle 



C-terminal dans H-G~~- (P~O)~-OH trans. 

Figure 26 - Spectre en RMN du carbone-N de H-Gly- (Pr0)~-0  à rétat de zwitterion dans DZO 

La valeur obtenue pour l'angle !P en suivant la loi de Siemion et 
coll. (1 19) est de - 20" ou + 140°pour les résidus prolyle centraux (CBà 28,8 ppm). 

Valeur expérimentale 

24,9 
25,2 

> 
29,9 
41,1 
47,6 

4891 48,3 3 
59.5 
62,5 

Enfin, la mesure des temps de relaxation Ti des différents atomes de 
carbone constituant la molécule nous permet d'avoir une idée de leur mobilité rela- 

Les valeurs sont exprimées en ppm par rapport au TMS 
Mesure expérimentale par rapport au dioxanne (6 = 67,4 ppm par rapport au TMS) 
Mesure expérimentale par rapport à CS* (6 = 193,7 ppm par rapport au TMS) 

Tableau 19 - Éiude de H-Gly-(Pro)4-OH à i'étar de zwitterion dans D l 0  par RMN du carbone-13 

Attribution 

Y 5 
y 2, 3,4  

B 2, 3. 4 

p 5 
a Gly 1 
6 5 

6 2, 3, 4 

ff 2, 3, 4 
(Y 5 

H-Gly-Pro-OH trans' 
(125) 

25,O 

30,3 

47,5 

62,8 

H-Gly-Pro-OH trans2 
(108) 

25,2 

30,5 

47,6 

62,9 

Polyproline I I Z  
(108) 

25.5 

28,8 

48,5 

59,4 



Concentration de la solution 150 mg / 1,5 ml 

Atome considéré 

Y 2, 3, 4 
p 2, 3, 4 
fi 5 
a Gly 1 
6 2, 3, 4 
a 2, 3, 4 
a 5 

Tableau 20 - Temps de relaxation T I  de H-Gly-(Pro)rOH à l'état de zwitterion et de la polyproline II 
(d'après Torchia (123)) 

tive. Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau 20 conjointement aux 
valeurs déterminées par Torchia et coll. (123) dans le cas de la polyproline II. A la 
lecture du tableau, une première constatation s'impose, à savoir que les TI ont des 
valeurs moitié de celles obtenues pour les autres peptides de la série (comparez le 
tableau 20 aux tableaux 16 et 18) et que ces valeurs sont du même ordre de grandeur 
que celles obtenues par Deslauriers et coll. pour le LHRH (tableau 11). Ceci est en 
faveur d'une conformation assez rigide pour H-Gly-(Pro)rOH. Les valeurs des 
glissements chimiques des résidus prolyle centraux se rapprochent de ceux observés 
dans le cas de la polyproline II et c'est pourquoi nous avons pensé comparer les 
temps de relaxation de notre peptide et ceux du polymère. Bien que relativement 
peu mobile comparé à H-Gly-(Pro)*-OH et à H-Gly-(Pro)rOH, le pentapeptide 
étudié ici est encore plus mobile que la polyproline II. Dans ce cas-ci également les 
atomes Cp et Cy ont des mobilités comparables, ce qui est en faveur d'une rapide 
interconversion entre deux conformations stables ayant des temps de vie équi- 
valents, ces conformations ayant l'atome de carbone p ou y déviant du plan formé 
par les quatre autres atomes du noyau pyrrolidine. 

NTi (s) 

0,48 
0,42 
0,66 
0,84 
0,28 
0,23 
0,29 

D - Conclusion 

PP I I  : NT1 (s) 

0,2 18 
0,158 

0,088 
0,077 

Avant d'essayer de déterminer les conformations les plus probables 
de nos peptides à l'état de zwitterions en solution aqueuse, nous allons résumer 
quelles sont celles qui sont susceptibles d'exister d'après des résultats de cristallo- 
graphie et de calculs conformationnels publiés par d'autres auteurs. 

1 - Conformations susceptibles d'exister 
Trois équipes, celles de Ramachandran, de Tonelli et de Scheraga, se 

sont penchées sur ce problème et ont obtenu des résultats comparables. Dans tout 
ce qui va suivre, nous utiliserons les conventions IUPAC-IUB données en 1970 (67). 



Figure 27 - Schéma d'un résidu prolyle 

a - Géométrie du noyau pyrrolidine 
Sur la figure 27 est représenté un résidu prolyle avec les différents 

angles utilisés pour en préciser la conformation. Du fait de la nature cyclique de la 
proline, la rotation autour de la liaison N-Ca est limitée ; d'après Venkatachalam et 
coll. (130), l'angle <P peut varier de - 35" à - 85" et Madison, par des calculs 
théoriques (13 l), a trouvé une corrélation entre la valeur de l'angle et la géomé- 
trie du noyau pyrrolidine : 

Q 1 Conformére favorisé 

I 

Les symboles C2 et Cs désignent des formes symétriques utilisées dans le cas du 
cyclopentane et représentées sur la figure 27. Les résultats obtenus par cet auteur 
coïncident avec les structures observées à l'état solide et en solution. 

En outre, Ramachandran et coll. (132) d'une part, De Tar et coll. 
(133) d'autre part, ont collecté jusqu'à quarante études cristallographiques sur des 
peptides contenant de la proline ; ils ont constaté que les atomes CB, Ca, N et Cô 
étaient pratiquement coplanaires et que le noyau pyrrolidine ne pouvait adopter 
que deux conformations bien distinctes résumées dans le tableau 21. Des calculs 
conformationnels menés sur le résidu prolyle (103) ont conduit au même résultat. 
La conformation A se caracterise par le fait que C y est situé au-dessus du plan CB, 
Ca, N, C6 alors que le carboxyle est au-dessous de ce plan (exo). Dans la confor- 
mation B, le C y ainsi que le carbone du carboxyle sont situés tous deux au-dessous 



Angle dièdre 

X 1 

X 2 

X 3 

% 4 

Tableau 21 - Conformations du noyau pyrrolidine d'un résidu prolyle 
(d'après Ramachandran (132) et De Tar (133)) 

du plan CB, Ca, N, C6 (endo). 

b - Le résidu prolyle 
Nous allons voir dans quelle mesure peuvent varier les angles a ,  Tet 

w caractéristiques du résidu prolyle. Nous savons déjà que ne peut varier que 
dans la zone - 35" à - 85". 

Conformation A 

0" à - 30" 
15" à 55" 

- 15" à -  30" 
5" à 25' 

Valeurs des angles 
degrés 

1 1 1  (I3) 
11 1  (f 3) 
103 (f 2) 
105 (f 3) 
106 (f 4) 
103 (f 2) 
113 (f 2) 
122 (f 3) 
124 (f 3) 
121 (f 2) 
ils (I 3) 
121 (f 3) 

Flory et coll. (134) ont montré par des calculs conformationnels que 
l'énergie correspondant à un résidu prolyle isolé était minimale pour deux valeurs 
de F, à savoir F compris entre - 20" et - 80" (liaison Pro Ca-C'cis') ou V compris 
entre 120" et 180" (liaison Pro Ca-Cf trans'), mais il ne semble y avoir aucune corré- 
lation entre la valeur de F et la conformation du noyau pyrrolidine. 

Conformation B 

20" à 35" 
- 30" à - 40" 

20" à 35" 
- 5" à - 20" 

Angles 

C-Ca-CP 
C-Ca-N 

C&Ca-N 
Ca-CB-Cy 
Co-Cy-CG 
Cy-CGN 
CGN-Cu 
CO-N-Ca 
CO-N-CG 
00-CO-N 
&-CO-N 
c z c o - O  

Liaisons 

Ca-C 
Ca-CP 
C P C y  
C y-Cs 
CGN 
N-Ca 
C=O 
C-N 

En ce qui concerne l'angle w de rotation autour de la liaison pepti- 
dique, nous avons vu (70) que la liaison X-Pro, où X représente un résidu d'acide 
aminé quelconque (même Pro), peut adopter la configuration cis (w = O") ou trans 
(w = 180") (fig. 13). Il semble, si l'on se réfère aux travaux de Winkler et coll. (73) 
ou de Ramachandran (74), que l'angle w puisse varier quelque peu autour de ces 
valeurs ; cependant Scheraga et coll. (75) ont montré dans une étude récente que la 

Longueurs 
A 

1,52 (f 0,02) 
1,54 (f 0,04) 
1,51(*0,04) 
1,52 (f 0,03) 
1,49 (f 0,03) 
1,48 (f 0,03) 
1,24 (f 0,02) 
1,33 (f 0,03) 



non-planéarité éventuelle de la liaison peptidique n'était pas significative pour les 
propriétés conformationnelles moyennes des molécules. 

c - Le résidu glycyle 
Du fait de l'absence de chaîne latérale, ce résidu est très flexible. 

D'après des calculs conformationnels (135), il apparaît que la conformation G 
(totalement étendue) est celle de plus faible énergie. Cependant le résidu glycyle 
complètement bloqué n'existe pas sous une seule forme, mais plutôt comme un 
mélange de conformations, dont celle en G. 

La séquence peptidique Gly-Pro peut exister aussi bien sous forme 
cis que sous forme trans (fig. 13). Des calculs conformationnels ont été menés dans 
les deux cas, en supposant que le résidu prolyle est isolé dans une chaîne polypepti- 
dique. Flory et coll. (134) se sont penchés sur le cas du trans-prolyle et ont montré 
que celui-ci limitait les conformations possibles pour le résidu qui le précède immé- 
diatement. La carte obtenue dans le cas d'une séquence Gly-Pro trans est repro- 
duite sur la figure 28 a. Tonelli (136) a mené des calculs analogues avec le résidu 
cis-prolyle et il a montré que la liaison X-Pro cis réduisait encore le nombre de 
conformations possibles pour X par rapport au cas du résidu trans-prolyle. La 
carte obtenue dans le cas d'une séquence Gly-Pro cis est reproduite sur la figure 28 b 

Figure 28 - Diagramme énergétique pour un résidu Gly 
a suivi par un résidu trans-Pro (d'après Flory (134)) 
b suivi par un résidu ris-Pro (d'après Tonelli (136)) 

Les contours sont donnés en kcal/mole et les minima sont désignés par X 

Mais ici la conformation du résidu Pro est fonction de l'état conformationnel du 
Gly, ce qui n'était pas le cas pour la liaison X-Pro trans. Tonelli conclut son étude 
en affirmant que la liaison X-Pro trans est cependant préférée à la forme cis, car son 
entropie de conformation est plus importante. 



d - Oligoprolines 
Schellman et coll. (86) ont montré d'une part que les fractions de 

conformères dans diverses acétylprolinamides sont très sensibles à l'encombrement 
du groupement protecteur C-terminal, et d'autre part que le solvant joue un rôle 
d'autant plus important sur ces équilibres conformationnels que le groupement 
protecteur C-terminal est plus petit. 

I I 1 
* Les chiffres indiquent la place du résidu dans la chaîne, le premier représentant le N-terminal 

Tableau 22 - Probabilité de trouver des résidus dans la conformation trnns pour les oligoprolines 

Tonelli (137) et Scheraga et coll. (138) se sont attachés à prédire au 
moyen de calculs conformationnels les fractions de conformères dans les oligopro- 
iines. Ils ont tous deux pris pour modèle la série d'acétylprolineméthylamides, 
faisant varier le nombre de résidus prolyle de 2 à 5. Leurs résultats, comparés aux 
valeurs expérimentales obtenues par Blout et coll. (51) par RMN du proton, sont 
reportés dans le tableau 22. Ils diffèrent entre eux du fait qua Tonelli a négligé les 
interactions à longue distance alors que Scheraga et coll. en ant tenu compte ainsi 
que de la contribution due à l'énergie de libration. Mais ces résultats ne permettent 
pas d'expliquer l'apparition constatée expérimentalement d'une structure en poly- 
proline à partir du stade pentaproline : en effet, si on s'en réfère aux calculs de 
Tonelli, les résidus centraux sont sous forme trans dès la triproline ; quant à Sche- 
raga et coll., leurs calculs montrent que les conformations « tdut transe» sont favo- 
risées énergétiquement quel que soit l'oligomère considéré, mais leurs résultats 
semblent indiquer l'existence de plusieurs conformères en solution, même au stade 
pentaproline. 

Valeur expérimentale 
(Blout) 

1 

0,60 
0,80 

0,60 
0,80 
0,76 

O@ 
0,80 
0,80 
0,80 

O@ 
0,99 
0,99 
0,99 
0,99 

Oligomère* 

Diproline 1 
2 

Triproline 1 
2 
3 

Tétraproline 1 
2 
3 
4 

Pentaproline 1 
2 
3 
4 
5 

Valeur calculée 
(Tonelli) 

0,57 
0,87 

0,67 
0,99 
0,73 

0,67 
0,99 
0,99 
0,73 

0,67 
0,99 
0,99 
0,99 
0,73 

Valeur calculée 
(Scheraga) 

0,94 
0,85 

0,79 
0,82 
0,78 

0,88 
0,84 
0,93 
0,66 

0,88 
0,83 
0,68 
0,93 
0,5 1 



Venkatachalam et coll. (130) ont apporté eux aussi leur contribution 
à l'étude théorique de conformations énergétiquement favodisées d'une séquence 
diprolyle à l'intérieur d'une chaîne peptidique. Leurs calculs ont montré que trois 
conformations stables existaient pour ce dimère, à savoir : tram'-cis ( P  = 160°, 
w = 0°), tram'-trans ( P  = 160°, w = 180") et cis'-trans ( P  \Ir - 40°, w = 180°), les 
notations trans' et cis' se référant à la rotation autour du Ca-C' d'un résidu prolyle. 
Cette étude a également montré que la flexibilité des noyaux pyrrolidine jouait un 
rôle très important dans la détermination des conformations énergétiquement 
favorisées de ce dipeptide. 

En effet nous avons vu en étudiant le résidu prolyle que ce noyau 
était très flexible et qu'il adoptait en général la conformation Aou B (tableau 21). 
Dans la plupart des calculs conformationnels, les auteurs ont tenu compte de cette 
flexibilité. C'est ainsi que Scheraga et coll. (138) sont arrivés à la conclusion que 
les chaînes d'oligoprolines dans lesquelles les noyaux pyrrolidine adoptent tous la 
même conformation sont plus stables que les autres ; d'autre part, lorsque ces 
chaînes s'allongent, celles ayant tous les noyaux en conformation B ( a  = - 75,0°) 
sont plus stables que celles ayant tous les cycles pyrrolidinei en conformation A 
( a  = - 67,6"). C'est déjà le cas d'ailleurs, d'après leurs calculs, pour la di- et la tri- 
proline, oligomères pour lesquels l'énergie conformationnelle est minimale dans 
le cas d'une succession de noyaux pyrrolidine de conformation B. 

Pour sa part, Madison (131) a calculé les énergies potentielles intra- 
moléculaires en fonction de l'angle pour les isomères cis et trans en conformation 
A ou B. Les modèles utilisés pour ces calculs sont l'acétylprolinediméthylamide 
pour simuler la liaison Pro-Pro dans une chaîne peptidique linéaire (fig. 29 a) et 
l'acétylprolineméthylamide pour simuler la liaison X-Pro dans les mêmes condi- 
tions (fig. 29 b). Ces résultats, qui lui ont permis de déterminer les populations 

- - _ _ a  -. -. 
Figure 29 a - Énergie potentielle intramoléculaire minimum pour Ac-Pro-Mevî (d'après Madison (131)) 
Figure 29 b - Énergie potentielle intramoléculaire minimum pour Ac-Pro-MeA (d'après Madison (131)) 



Tableau 23 - Populations relatives en différents conformères pour des diamides dérivés de la proline 
(d'après Madison (131)) 

relatives en différents conformères pour Pro-Pro et pour X-Pro (tableau 23), sont à 
rapprocher des résultats de Scheraga et coll. (la conformation B est plus stable 
lorsque la chaîne d'oligoprolines s'allonge). 

Région conformationneile 

trans-trans' 
trans-trans' 

trans-cis' 
trans-cis' 

cis-trans' 
cis-trans' 

cis-cis' 
cis-cis' 

2 - Conformations de nos peptides 
Il n'est évidemment pas question de déterminer les conformations 

exactes de nos peptides, le dichroïsme circulaire et la RMN ne permettant de mettre 
en évidence que l'existence d'équilibres entre plusieurs formes plausibles. Nous 
essaierons donc ici de proposer des structures susceptibles d'exister pour chacun de 
nos oligomères. Il est vraisemblable qu'une étude cristallographique nous appor- 
terait de précieux renseignements dans ce domaine, mais cela pose le problème de la 
cristallisation des peptides. 

Conformation 
du noyau 

A 
B 

A 
B 

A 
B 

A 
B 

Populations relatives 

a - H-[Gly-Prola-OH 
La courbe de dichroïsme circulaire obtenue pour ce peptide à l'état 

de zwitterion en solution aqueuse (fig. 9) présente un minimum situé vers 205 nm et 
d'ellipticité - 10000 deg.cm2.dmole-'. Si on ne peut pas comparer ce spectre à ceux 
obtenus dans le cas des oligoprolines, par contre on voit qu'il a une forme rappelant 
le spectre dichroïque de la séquence GJy-Pro, spectre calculé par Schellman et 
coll. (86)' ce qui nous amène à penser que notre peptide à l'état de zwitterion 
n'adopte pas de conformation particulière dans l'eau. 

acétylproline- 
méthylamide 

0,25 
0,38 

0,03 
0,02 

0,OO 
0,OO 

0,05 
0,27 

Les résultats obtenus par RMN, aussi bien du proton que du car- 
bone-13, semblent confirmer cette interprétation. Théoriquement quatre isomères 
sont possibles(ctc,ctt,ttc,ttt)si l'on considère l'isomérisation cis-trans autour des 
liaisons X-Pro. D'après les résultats obtenus par RMN du proton (tableau 3), il 
semble que ces quatre isomères soient en équilibre quel que soit le pH de la solution. 

acétylproline- 
diméthylamide 

0,26 
0,12 

0,02 
0,00 

0,lO 
0,08 

0,31 
0,11 



Cependant des changements se produisent lorsqu'on change le pH. En particulier 
le pourcentage d'isomères trans diminue si on élève le pH ; de même, le doublet de 
doublets AB attribué aux protons a! Gly 3 s'élargit, ce qui nous indique que l'envi- 
ronnement de ce résidu change et que Gly 3 adopte vraisemblablement une confor- 
mation assez rigide. Ceci nous suggère l'existence d'une conformation précise 
adoptée par le peptide en solution aqueuse, conformation du type coude f i  ou y par 
exemple, qui serait en équilibre avec d'autres formes inordonnées. Les résultats de 
dichroïsme circulaire et de carbone-13 nous amènent à rejeter l'existence d'un 
coude y qui est caractérisé par l'existence d'une bande négative vers 230 nm en 
dichroïsme circulaire ainsi que par une valeur anormale (à champ trop haut) des 
glissements chimiques du carbone fi  de la proline (139) ; d'autre part ce genre de 
conformations est en général peu stable en milieu polaire (140) et se rencontre le 
plus souvent dans des solvants tels que le dioxanne et le chloroforme. Une confor- 
mation en coude fi  aurait par contre une plus grande probabilité théorique d'exis- 
tence ; on sait en effet qu'un résidu prolyle en position 2 et un résidu glycyle en posi- 
tion 3 sont très favorables à ce genre de conformation. Malheureusement la courbe 
de dichroïsme circulaire ici encore nous amène à rejeter ce type de conformation et 
nous suggère plutôt la formation d'une structure vraisemblablement cyclique (Cs, 
C7 ...) et stabilisée par des ponts hydrogène intra- ou intercaténaires (140). Blan- 
chard (141) a montré l'existence d'un cycle en C7 pour H-Gly-Pro-Gly-OH à I'état 
de zwitterion, ce cycle étant stabilisé par une liaison hydrogène entre le CO du Gly 1 
et le NH du Gly 3. Un tel cycle, qui implique des liaisons peptidiques trans et un 
résidu Pro cis', peut également exister dans le cas de notre peptide. Mais ce n'est cer- 
tainement pas la seule conformation existant pour H-[Gly-Prolz-OH en solution 
aqueuse. L'évolution du spectre dichroïque de ce peptide, que ce soit en fonction de 
la concentration ou en fonction de la température, est similaire, ce qui nous amène 
à penser que des molécules de peptide peuvent former des liaisons intracaténaires 
impliquant par exemple le CO du Pro 2 et le NH du Gly' 3 ou le NH du Gly 1 et le 
CO du Pro' 4. En effet, d'après Madison et coll. (140) une bande dichroïque néga- 
tive intense située vers 205 - 210 nm peut être due à des ponts hydrogène non plans 
entre deux groupements peptidiques plans. L'évolution du spectre obtenu en RMN 
du proton avec le passage du milieu acide au milieu neutre peut s'expliquer par le 
fait que le cycle en C7 dont nous venons de parler n'existe plus en milieu acide, mais 
qu'il y a alors formation d'un autre cycle en C7 impliquant le CO de Gly 3 et le 
COOH du Pro 4 et simultanèment formation d'un cycle en Cs stabilisé par une 
liaison hydrogène entre N H ~ '  etCo de Gly 1 (ceci dans le cas de l'isomère ttt qui est 
le plus favorisé à pH acide). Toujours à pH acide,l'isomère ctt serait essentiellement 
formé du cycle en C7 (CO Gly 3...HOOC Pro 4). Pour les isomères ttc et ctc on 
retrouverait le cycle en Cs (NH; ... OC Gly 1) ainsi qu'un autre cycle en C5 stabilisé 
par une liaison NH ... OC Gly 3. Les résultats obtenus par la mesure des temps de 
relaxation montrent que le peptide étudié ici est très mobile, ce qui signifie que les 
conformations indiquées ici sont vraisemblablement en équilibre avec des formes 



désordonnées. 

b - H-Gly-(Pro)2-OH 
La courbe de dichroïsme circulaire obtenue pour ce peptide à l'état 

de zwitterion en solution aqueuse (fig. 9) rappelle celle obtenue par Cann et coll. 
(126) pour H-Ser-Pro-Pro-OH. Elle se différencie de celle obtenue par ces mêmes 
auteurs pour H-Arg-Pro-Pro-OH par l'absence d'une bande positive vers 225 nm. 
Elle se différencie aussi de celles obtenues pour la triproline par Rothe et coll. (78) 
et par Sakakibara et coll. (76) par la position de son minimum. En milieu acide 
(pH 1 3 ,  il y a apparition d'une bande positive dont le maximum est situé à 221 nm ; 
ce phénomène est analogue à celui observé par Cann et coll. (126) dans le cas de 
H-Ser-Pro-Pro-OH et est attribuable à une isomérisation cis-trans autour des 
liaisons Gly-Pro et Pro-Pro. Ces résultats nous amènent à penser que, tout comme 
la triproline et H-Ser-Pro-Pro-OH, notre peptide n'adopte pas de conformation 
déterminée, ce qui est logique pour un peptide de cette taille. 

Plus intéressants sont les résultats obtenus par RMN. La RMN du 
proton (fig. 18) nous permet de dire qu'à pH acide trois isomères sur les quatre 
possibles existent en solution aqueuse. Par contre les quatre isomères cc, ct, tc et tt 
sont en équilibre pour ce peptide en solution aqueuse à l'état de zwitterion ou en 
milieu basique. La RMN du carbone-1 3 est encore plus précise, car elle nous permet 
d'évaluer les pourcentages de ces différents isomères : 9 % ct, 12 % tc, 17 % cc et 
62 % tt pour le zwitterion. Ces résultats sont assez voisins de ceux trouvés par Cann 
et coll. (127) pour H-Ser-Pro-Pro-OH en solution aqueuse à pH 7 : 6 % ct, 9 % tc, 
20 9% cc et 65 % tt, alors qu'à pH 1 ils ont : = O  % cc, 3 % ct, 6 % tc et 91 % tt. Ces 
résultats sont très différents de ceux obtenus expérimentalement (RMN du proton) 
par Blout et coll. (5 1) pour Boc-(Pro),-OBzl ainsi que de ceux prédits aussi bien par 
Tonelli (137) que par Scheraga et coll. (1 38), en particulier en ce qui concerne la sta- 
bilité de l'isomère cc pour le zwitterion. Cet isomère n'existant pas dans le cas du 
peptide totalement protoné, nous pouvons penser à priori qu'il est stabilisé par des 
interactions du type NH3' ...- OOC (Pro 3), alors qu'en milieu acide il y a répulsion 
N H ~ '  ... HOOC (Pro 3). Ceci a d'ailleurs été suggéré, mais non démontré, dans le cas 
de H-Ser-Pro-Pro-OH et nécessite d'avoir ?I' (Pro 2) cis' (interaction NH3' ... O=C) 
et ?I' (Pro 3) cis' (interaction NH? ...- OOC),ce qui correspond à - 31" pour 
?I' (Pro 3) et - 17" pour ?I' (Pro 2), valeurs trouvées expérimentalement par la loi de 
Siemion et coll. La constante de couplage 2J du résidu glycyle ayant pour valeur 
absolue 16,5 Hz, cela signifie que l'on doit avoir compris entre 60" et 120°, la 
valeur de ?I' oscillant autour de 150" à 165" (tableau 6 et fig. 28 a et b). Pour les 
résidus prolyle, l'existence des dérivés cis-cis' mentionnés ci-dessus, bien que non 
mise en évidence en 1975 par Venkatachalam et coll. (130), l'a été en 1977 par 
Madison (13 1) et il semble que dans ce cas les noyauxpyrrolidine adoptent la confi- 
guration A (tableau 21) selon la notation de Ramachandran et coll. (132) 



0 (@ = - 67'6"' soit une symétrie du type CZ-Cexo-~!ndo). L'existence de l'isomère tt en 
grande quantité est tout à fait attendue du fait que les liaisons peptidiques dans les 
protéines adoptent une configuration trans ; il n'y a que dans le cas où elles 
impliquent la proline que l'on peut observer une configuration cis, qui est quand 
même moins stable. Cet isomère tt est plus stable à pH acide que dans le cas du 
zwitterion ; à priori cela nous amène à penser que l'hydrogène du carboxyle est 
impliqué dans une liaison hydrogène, sans doute avec l'oxygène du C=O de Pro 2, 
car il y a alors formation d'un cycle en C7, conformation favorisée ; dans ce cas, 
iy. (Pro 2) peut être indifféremment cis' ou trans' alors que iy.(Pro 3) est trans'. Enfin 
les isomères ct et tc, aussi peu favorisés l'un que l'autre que le pH soit acide ou 
neutre, sont sans doute stabilisés par des liaisons N H ~ '  ... O=C (Pro 2). Les quatre 
isomères possibles sont représentés sur la figure 30. Les résultats obtenus par la 
mesure des temps de relaxation sont en accord avec les conformations proposées 
ici, puisqu'ils montrent que les carbones fi  et y sont très mobiles. 

Figure 30 - Représenration des quarre isomères possibles pour H-Gly-(Pro)?-OH 

c - H-Gly-(Pr0)rOH 
Étudié par dichroïsme circulaire (fig. 9), ce tétrapeptide sous forme 

de zwitterion présente une bande négative située vers 202 nm ainsi qu'une bande 
faiblement positive dont le maximum est situé vers 230 nm. En milieu acide (pH 2,12) 
l'intensité de cette bande est quadruplée et son maximum est déplacé à 227 nm ; 
simultanèment, l'intensité de la bande négative est légèrement plus forte que pour 
le zwitterion. Ces observations sont en accord avec une augmentation du pourcen- 
tage de formes trans autour des liaisons X-Pro lorsqu'on est en milieu acide. Tout 



comme pour le spectre de la polyproline II, nous pouvons attribuer la bqnde néga- 
tive observée pour notre peptide à une des composantes d'une transition T-T* 
imide, la faible bande positive observée pour le zwitterion étant due à la super- 
position de la bande due à la transition n-r* du chromophore imide et de l'autre 
composante de la transition T-T* imide. Le spectre du zwitterion est à rapprocher 
de celui obtenu par Sakakibara et coll. (76) dans le cas de Aoc-(Pr0)~-0H 

1 

(AOC = tertioamyloxycarbonyle) et il nous amène à conclure que H-Gly-(Pro)3-OH 
en solution aqueuse n'adopte pas de conformation préférentielle. 

Les études par RMN montrent que les huit conformations possibles 
existent pour le tétrapeptide à l'état de zwitterion. Les pourcentages respectifs des 
différentes formes sont difficiles à calculer, car certaines ne donnent que des épau- 
lements sur le spectre du carbone-13. Par contre les pourcentages globaux de 
conformations trans pour chacun des résidus prolyle ont été calculés et ils sont 
reportés dans le tableau 17. Ils sont similaires pour chaque résidu et de l'ordre de 80 
à 85 % ; ces valeurs sont à rapprocher de celles trouvées par Scheraga et coll. (138) 
par leurs calculs théoriques se rapportant à la triproline. Par contre nos résultats 
sont, comme dans le cas de H-Gl~-(pro)~-oH, très différents de ceux obtenus expé- 
rimentalement par Blout et coll. (5 1) qui, pour leur part, n'ont observé que cinq des 
huit conformères possibles pour Boc-(Pro)3-OBzl en solution dans le chloroforme. 
Cependant il faut noter que certaines formes n'existent qu'en faible quantité (épau- 
lements sur le spectre en carbone-] 3 situés à 28,1,30,1, 30,5 et 3 1,4 ppm) ; ceci peut 
expliquer qu'elles n'aient pas été identifiées par Blout et coll. qui ont utilisé uni- 
quement la RMN du proton à 220 MHz. Il semble cependant, d'après la mesure des 
temps de relaxation, que le squelette peptidique soit relativement peu mobile dans 
le cas de H-Gly-(Pro)~oH, ce qui nous suggère qu'entre autres conformations, ce 
peptide adopte une structure en polyproline II ; cette hypothèse est supportée par 
l'existence d'une faible bande positive située vers 230 nm en dichroïsme circulaire 
ainsi que par la valeur des glissements chimiques des résidus Pro 2 et Pro 3 en car- 
bone-13. Cependant, ce n'est pas la seule forme existant pour le zwitterion en solu- 
tion aqueuse et nous avons alors affaire à un équilibre entre plusieurs conforma- 
tions, les autres étant difficiles à préciser. En ce qui concerne la configuration 
adoptée par les cycles pyrrolidine, il ne nous a pas été possible de la déterminer à 
l'aide de nos résultats expérimentaux. La mesure des temps de relaxation montre 
que ces cycles ont une mobilité équivalente à celle observée dans le cas de 
H-Gly-(Pro)2-OH. A priori nous pensons que ces cycles adoptent la configu- 
ration B (notation de Ramachandran et coll.) qui est théoriquement la plus stable. 

d - H-Gly-(Pro)4-OH 
Les résultats obtenus tant en dichroïsme circulaire (apparition d'une 

bande positive située vers 226 - 228 nm, bande dont l'intensité ne varie pas avec le 
pH) qu'en RMN du carbone- 13 (valeurs des glissements chimiques des résidus pro- 



lyle centraux) suggèrent que le pentapeptide en solution aqueuse a tendance à 
adopter une conformation rappelant celle de la polyproline II, même si cette 
conformation est en équilibre avec d'autres (apparition de massifs cis X-pro dans le 
spectre RMN du proton quand on passe du pH acide à pH neutre). D'après Madi- 
son (131), la polyproline II est caractérisée par w = 180°, = - 77,2" et P= 145,9O. 
Si l'on admet que les résidus prolyle centraux adoptent une conformation en poly- 
proline II, cela signifie que les liaisons Pro-Pro sont trans' ( P  = 145,9O) et que les 
noyaux pyrrolidine adoptent la conformation B (@ voisin de - 75,0°). Les autres 
formes de H-Gly-(Pro)4-OH existant en équilibre avec cette conformation polypro- 
line II sont difficiles à préciser ; pour cela, il serait nécessaire de voir les résonances 
correspondantes en RMN du carbone-13, ce qui nécessite l'utilisation de solutions 
très concentrées en peptide et l'enregistrement du spectre sur un spectromètre à 
haut champ. D'autre part, la mesure des temps de relaxation montre que ce peptide 
est assez rigide comparé aux autres peptides de la série, ce qui est en accord avec 
l'existence d'une conformation privilégiée. Cependant ce pentapeptide est quand 
même plus mobile que la polyproline II (tableau 20) ce qui est assez logique étant 
donné que le squelette ne comporte que cinq résidus, ce qui est relativement peu. 
Tous ces résultats nous amènent à penser que H-Gly-(Pro)4-OH à l'état de zwit- 
terion adopte une structure rigide voisine de celle de la polyproline II, mais pas tout 
à fait identique (valeurs de l'ellipticité vers 227 nm plus élevée dans le cas du peptide 
que pour le polymère, valeurs de Ti plus élevées aussi pour le peptide) ; il est pro- 
bable qu'une (ou plusieurs) autre (s) structure (s) existe (nt) à côté de cette forme 
polyproline II (spectre RMN du proton), mais en quantité négligeable. 





CHAPITRE III 

ÉTUDE CONFORMATIONNELLE 

DES POLYMÈRES 





Le point de départ de ce travail a été de synthétiser et d'étudier la 
conformation de polypeptides modèles d'une protéine riche en proline PRP extraite 
de la salive parotidienne humaine par Degand et coll. (3). Cette protéine est assez 
remarquable de par sa composition en acides aminés : elle est constituée d'environ 
30 % de résidus prolyle, 20 % de résidus glycyle et 19 % de résidus glutamyle et ne 
contient ni acides aminés soufrés, ni tryptophanne. Cependant la détermination de 
la structure primaire de cette protéine n'a pu être menée à bien jusqu'ici, ceci étant 
sans doute dû à la présence de séquences répétitives du type [Gly-(Pro)J ou 
[Gly-(P~o)~]. Ces résultats préliminaires nous ont amenée à fabriquer les polymères 
H-[Gly-(Pro)3],-OH et H-[Gly-(Pro).,],-OH et à en étudier la conformation par les 
méthodes physico-chimiques classiques, à savoir le dichroïsme circulaire ainsi que 
la résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone-13. 

A - Conformations de la polyproline 

La proline est un imino-acide cyclique, ce qui a amené de nombreux 
chercheurs à penser que la polyproline devait adopter une conformation parti- 
culière. En effet, du fait de la structure cyclique de la proline, l'angle @ est fixé à 
- 76,5" (conformation B [(132), tableau 211, favorisée dans le cas des longs enchaî- 
nementsde résidus Pro) d'après les mesures faites aux rayons X, Par contre, l'iso- 
mérisation cis-trans autour de la liaison peptidique est facile dans le cas des liaisons 
X-Pro et Pro-Pro. Par conséquent on peut s'attendre à observer essentiellement 
deux conformations stables pour la polyproline. Toutes deux sont hélicoïdales ; 
dans une de ces conformations, toutes les liaisons peptidiques sont en configuration 
cis (polyproline 1), cette forme étant favorisée par les mauvais solvants (alcools ali- 
phatiques) ; dans l'autre conformation, toutes les liaisons peptidiques sont en confi- 
guration trans (polyproline II), cette forme étant favorisée par l'eau ou les acides. 
Les caractéristiques de ces deux structures, données par Madison (l31), sont repor- 
tées dans le tableau 24. 11 est évident que, puisque ces conformations sont tota- 
lement différentes, les paramètres physico-chimiques s'y rapportant seront aussi 
différents. C'est ce que nous allons voir ci-dessous. 

1 - Dichroïsme circulaire 
Cette technique est très sensible à la conformation et est très utilisée 

pour l'étude des biopolymères en solution. Cependant pour en tirer le maximum 
d'informations, il est nécessaire de pouvoir interpréter théoriquement les spectres 



1 Si la valeur est positive, l'hélice tourne à droite, si elle est négative, l'hélice tourne à gauche 
Tableau 24 - Conformations de la polyproline (d'après Maàison (131)) 

obtenus. C'est pourquoi de nombreux auteurs se sont intéressés au calcul de 
spectres dichroïques, en particulier dans le cas de la polyproline, qu'elle soit sous 
forme 1 ou II. Une caractéristique de ces spectres (obtenus expérimentalement ou 
calculés théoriquement) réside dans le fait qu'ils ne sont pas conservatifs dans la 
zone 180 - 250 nm. Ceci veut dire que certaines transitions électroniques situées à 
basse longueur d'onde apportent des contributions non négligeables au spectre di- 
chroïque de la polyproline. Comme ces transitions ne sont pas bien connues, car 
non accessibles expérimentalement, elles n'ont pas été prises en compte dans les 
calculs théoriques jusqu'à ces dernières années. Par contre Krimm et coll. (85) les 
ont introduites sous forme d'une approximation de polarisabilité, ce qui leur a per- 
mis d'obtenir un spectre théorique de la polyproline II correspondant au spectre 
expérimental. Les paramètres utilisés dans cette étude sont reportés dans le tableau 
25, tandis que sur les figures 3 1 a et b sont reproduits spectres calculés et spectres 
expérimentaux pour la polyproline 1 et II. En 1975, Pysh et coll. (142) ont publié des 
spectres expérimentaux de la polyproline enregistrés sur un dichrographe très per- 
formant descendant jusque 135 nm. Pour une solution de polyproline II dans le tri- 
fluoroéthanol, ils ont observé une bande positive vers 227 nm, une bande négative 
17 fois plus intense centrée à 206 nm ainsi qu'une autre bande négative d'intensité 
moindre centrée à 167 nm ; l'ellipticité s'annule vers 223 nm. Ce spectre rappelle 
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Tableau 25 - Paramètres utilisés pour le calcul des spectres dichroïques de la polyproline 
(d'après Krimm (85)) 

fortement ceux enregistrés par d'autres (143, 144), ce qui amène Pysh et coll. à 
admettre qu'apparemment tant que le solvant utilisé favorise la conformation en 
polyproline II, le spectre dichroïque est indépendant du solvant. 

Cependant, les propriétés de la polyproline en solution aqueuse 
subissent d'importantes modifications en présence de sels, en particulier en pré- 
sence de chlorure de calcium. Ceci s'observe facilement en dichroïsme circulaire, où 
le spectre caractéristique de la polyproline forme 1 ou forme II disparaît en solution 
4 - 6 M de chlorure de calcium. En particulier, la bande positive disparaît et la bande 
négative est remplacée par une courbe moins intense présentant un minimum vers 
205 nm. Krimm et coll. (145) ont interprété ce spectre comme étant celui de la poly- 
proline sous forme désordonnée, la transition se faisant d'après eux par une varia- 
tion de l'angle ?P plutôt que par isomérisation cis-trans autour de la liaison pepti- 
dique. Mattice et coll. (146) ont observé pour leur part que le chlorure de calcium 
modifie le spectre dichroïque de la polyproline de la même manière que l'acide chlo- 
rhydrique et ils interprètent ce résultat en supposant qu'il y a formation d'un 
complexe entre les ions Ca2' et la polyproline, complexe résultant d'une interaction 
dipôle-ion entre le cation et le groupement carbonyle du polypeptide ; ils n'excluent 
cependant pas la possibilité d'une isomérisation cis-trans autour de la liaison pepti- 
dique. Ce dernier travail fait suite à une publication plus ancienne de la même 
équipe (147), dans laquelle les auteurs ont décomposé en gaussiennes le spectre 
dichroïque de la polyproline en présence de chlorure de calcium : il semble d'après 
leurs conclusions que deux courbes de signes opposés centrées respectivement à 221 
et 206 nm soient nécessaires pour reconstituer le spectre expérimental, tout au 
moins tant que la concentration en chlorure de calcium est inférieure à 3,8 M. Pour 
des concentrations plus importantes, deux courbes de signes opposés ou une courbe 
négative permettent de reconstituer le spectre expérimental. De leur étude, ces 
auteurs concluent que la polyproline subit un changement de conformation en pré- 
sence de chlorure de calcium, changement dont le mécanisme est très discuté et qui 
a été étudié par d'autres techniques que le dichroïsme, en particulier par résonance 
magnétique nucléaire. 
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2 - Résonance magnétique nucléaire du proton 
De nombreuses études sur de petits peptides linéaires ou cycliques 

(51,78, 106, 107) contenant de la proline ont montré que les protons a cis et a trans 
résonnent à des fréquences différentes. On doit donc logiquement s'attendre à 
observer de tels écarts dans les spectres de polyproline 1 ou II. C'est effectivement le 
cas et Bovey et coll. (104) ont observé qu'en solution dans D20 à 22 O C  les protons a 
de la polyproline 1 résonnent à 4,4 pprn alors que ceux de la polyproline II 
résonnent à 4,7 ppm. Sur la figure 32 sont représentés les spectres RMN des deux 
formes de la polyproline. Le spectre correspondant à la polyproline 1 comporte un 
pic a cis dédoublé présentant une résonance à 4,3 pprn ; ceci a été interprété par 
Bovey et coll. comme correspondant à un proton cu cis situé dans un environnement 
magnétique différent des autres protons a cis : 20 minutes après la dissolution dans 
D20, il y a déjà isomérisation de la polyproline 1 en polyproline II, isomérisation 
commençant par le -COOH terminal. La résonance à 4,3 pprn correspond au pro- 
ton a cis à la jonction ... cis cis cis trans trans ... .Cette résonance à 4,3 pprn a égale- 
ment été observée par ~ a n d e l k G  et coll. (105) pour plusieurs échantillons de poly- 
proline dissoute dans D20 : ils attribuent ce pic à l'existence de 2 à 3 % de résidus cis 
dans la polyproline en solution aqueuse. Mais les spectres RMN des deux formes de 
la polyproline diffèrent aussi dans la région des protons 6 : sur la figure 32, on voit 
que la polyproline II présente deux pics centrés respectivement à 3,6 et 3,8 pprn 
alors que les protons 6 de la polyproline 1 résonnent vers 3,6 pprn sous forme d'un 
pic large. 

Quant à la conformation du noyau pyrrolidine dans lapolyproline II, 
elle a été étudiée par Torchia (148) qui, par simulation, a pu reproduire le spectre 

HDO 

Figure 32 - Spectres RMN du proton à 220 MHz de la polyproline Z et II (d'après Bovey (104)) 



expérimental et en a conclu que ce noyau adopte deux conformations préférentielles 
également peuplées, l'une ayant le Cy exo et l'autre le C y endo par rapport au cycle 
plan formé par les quatre autres atomes, conformations préférentielles adoptées 
aussi par les petits peptides contenant de la proline. 

L'influence des sels, en particulier du chlorure de calcium, sur la 
conformation de la polyproline en solution aqueuse a été étudiée par RMN du pro- 
ton (104) et les résultats obtenus sont présentés sur la figure 33. On observe d'une 
part un élargissement des raies, ce qui amène à conclure que le changement de 
conformation n'est pas dû à une augmentation du nombre de valeurs permises pour 
l'angle !P (il y aurait alors l'effet inverse dû à une flexibilité plus grande du squelette) 

Figure 33 - Spectre RMN du proton de la polyproline II en fonction de la concentration en CaCIz 
(d'après Bovey (1 04)) 

D'autre part, au fur et à mesure que la concentration en chlorure de calcium aug- 
mente, le pic a! trans s'élargit et il apparaît un pic a! cis : le changement de conforma- 
tion se fait donc par isomérisation cis-trans autour des liaisons peptidiques. 
D'après Bovey et coll., à de faibles concentrations en sel le polymère est formé de 
séquences trans ainsi que de séquences désordonnées contenant des liaisons cis et 
trans ; par contre, à de fortes concentrations en sel, le polymère est sous forme 
désordonnée comportant des liaisons cis ou trans distribuées au hasard dans la 
chaîne. Cette interprétation est assez discutée et Bovey et coll. ont utilisé laRMN du 
carbone-13 pour essayer de résoudre ce problème conformationnel. 

3 - Résonance magnétique nucléaire du carbone-13 
Dans le chapitre précédent, nous avons vu que les glissements 

chimiques des carbones P et y du noyau pyrrolidine sont de bonnes sondes pour 



Les valeurs sont exprimées en ppm par rapport au TMS 
Tableau 26 - Glissements chimiques de la polyproline en RMN du carbone-U (d'après Bovey (149)) 

déterminer la configuration cis ou trans de la liaison peptidique X-Pro. Dans le 
tableau 26 sont reportées les valeurs pour la polyproline et l'on voit qu'effectivement 
les différences de glissements chimiques des carbones p et y sont suffisantes pour 
être utilisées comme indicateurs de la configuration de la liaison peptidique. 

Figure 34 - Spectre RMN du carbone-13 de la polyproline II en fonction de la concentration en CaClz 
(d'après Bovey (150)) 

L'influence du chlorure de calcium sur la conformation de la poly- 
proline a été étudiée par Bovey et coll. en RMN du carbone-13 (150) et les spectres 
obtenus sont reproduits sur la figure 34 (le spectre final est similaire que l'on parte 
de polyproline 1 ou de polyproline II). Partant de la polyproline II, on voit que les 
intensités relatives des pics Cp et C y  cis augmentent lorsque la concentration en 
chlorure de calcium augmente ; on observe également un élargissement des raies dû 
vraisemblablement à l'augmentation de la viscosité de la solution par addition de 
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sel. Ces résultats ont amené Bovey et coll. à confirmer leur hypothèse, à savoir que 
la polyproline adopte une conformation totalement désordonnée lorsqu'elle est 
dans l'eau contenant de fortes quantités de sel. Comme l'écrivent ces auteurs eux- 
mêmes, cette interprétation peut être discutée, car elle implique que les glissements 
chimiques des carbones correspondants à une séquence cis-trans' ou à une séquence 
trans-cis' coïncident exactement. Les différentes équipes qui se sont penchées sur le 
problème de la conformation de la polyproline en présence de sels n'ont jusqu'ici 
pas pu apporter de solution définitive et incontestée à cette question. 

B - Dichroïsme circulaire de polypeptides contenant 
des résidus glycyle et prolyle 

Nous proposant dans ce travail d'étudier la conformation des poly- 
peptides séquentiels H-[Gly-(Pro)s],-OH et H-[Gly-(Pr0)~1,-0H, nous allons 
d'abord présenter les résultats publiés par d'autres auteurs sur des polypeptides 
séquentiels contenant des résidus glycyle et prolyle avant de présenter nos résultats. 

1 - Études publiées antérieurement 
Nous ne parlerons pas ici des résultats obtenus pour H-[Gly-(Pr0)~1,-0H 

qui a été beaucoup étudié en tant que modèle du collagène : nos polypeptides ne 
contenant pas un résidu glycyle tous les trois résidus, nous ne nous attendons pas à 
obtenir une structure voisine du collagène. 

Par contre nous mentionnerons les études faites par Mandelkern et 
coll. sur H-[Pro-Gly],-OH et H-[Gly-Gly-Pro-Gly],-OH (151). Ils ont étudié ces 
polypeptides en dichroïsme circulaire dans plusieurs solvants (mélange 2 : 1 en 
volumes éthylène glycol-eau ; trifluoroéthanol) et en fonction de la température. 
Dans tous les cas, ces dérivés présentent un dichroïsme circulaire négatif avec un 
minimum situé vers 204 nm. Ces spectres ne peuvent être reconstitués à partir d'une 
seule courbe gaussienne négative ; il est nécessaire d'en utiliser au moins deux, dont 
l'une, négative, de forte intensité, centrée vers 200 nm. Pour la seconde gaussienne, 
Mandelkern et coll. sont arrivés à de bonnes simulations en utilisant soit une bande 
négative centrée aux alentours de 200 nm également et ayant une très grande largeur 
de bande, soit une bande positive décalée légèrement vers le rouge par rapport à la 
bande à 200 nm, soit une faible bande négative centrée à des longueurs d'onde cor- 
respondant à la bande positive nécessaire pour reconstituer les spectres dichroïques 
de H-[Hyp-Gly],-OH et de H-[Gly-Gly-Hyp-Gly],-OH, ces copolypeptides ayant 
été étudiés simultanèment par les mêmes auteurs. D'après cette étude de dichroïsme 
circulaire ainsi que des mesures de viscosité des polymères, Mandelkern et coll. 
concluent que H-[Pro-Gly],-OH et H-[Gly-Gly-Pro-Glyln-OH adoptent des struc- 
tures statistiques en solution. Ces résultats ont été repris récemment par Sasisekharan 



et coll. (152) qui, par calcul, ont montré que des conformations hélicoïdales étaient 
énergétiquement possibles pour ces polymères, ces structures étant stabilisées par 
des liaisons hydrogène intracaténaires impliquant tous les groupements NH des 
squelettes polypeptidiques. 

Quant au spectre dichroïque de la PRP, protéine pour laquelle nous 
avons synthétisé nos polypeptides en tant que modèles, il a été publié récemment 
par Aubert et coll. (5). A température ambiante en solution aqueuse, cette protéine 
présente un dichroïsme circulaire négatif. Par simulation, ces auteurs ont évalué 
que ce spectre correspondait à un mélange de plusieurs conformations, à savoir 
64 % de structure en polyproline II, 29 % de coudes Pet 7 % de structure désordonnée. 

Au cours de ce même travail, Aubert et coll. ont également étudié 
l'influence du chlorure de calcium sur la conformation de la protéine et leurs résul- 
tats semblent prouver l'existence d'une structure en polyproline II dans la PRP. 

2 - Étude de nos polymères 
Les spectres dichroïques de nos polymères ont été enregistrés sur un dichrographe 

Jobin-Yvon R.J. Mark III. Nous avons travaillé à température ambiante en solution aqueuse avec une 
cuve d'épaisseur 0,01 cm. Les concentrations des solutions étaient de 0,254 g/l pour H-[Gly-(Pro)s].-OH 
et 0,99 g/l pour H-[Gly-(Pro)3IrOH. 

De même que la PRP, nos polymères en solution aqueuse présentent 
un dichroïsme circulaire négatif. Sur la figure 35 sont représentés les spectres 
obtenus ainsi que celui de la PRP et celui de la polyproline II (PP II). Ces spectres 
sont assez voisins les uns des autres. Cependant, la bande positive située à 227 nm et 
caractéristique de la structure en polyproline II n'apparaît ni dans le spectre de la 
PRP, ni dans celui de nos polymères ; ceci nous suggère deux hypothèses : soit nos 
polymères contiennent une structure en polyproline II ainsi qu'une ou plusieurs 
autres structures présentant un dichroïsme négatif vers 220 - 230 nm ; soit nos poly- 
mères ne contiennent pas de structure en polyproline II. La résonance magnétique 
nucléaire nous sera d'une aide certaine pour résoudre cette ambiguïté. Une autre 
différence entre le spectre de la polyproline II et ceux de la PRP ou de nos polymères 
réside dans un déplacement vers le bleu des minima d'absorption : alors que le mini- 
mum est situé à 206 nm pour la polyproline, il est à 204 nm pour la PRP et il se situe 
vers 202 - 203 nm pour les polymères synthétiques. Ce déplacement est aisément 
explicable par l'existence d'autres conformations à côté d'une structure en poly- 
proline II pour la PRP et les polypeptides. 

Le chlorure de calcium étant connu comme un dérivé induisant un 
changement de conformation de la polyproline II (146,147), Aubert et coll. (5) ont 
étudié l'influence de ce sel sur le spectre dichroïque de la PRP et nous avons fait de 
même (153) sur H-[Gly-(Pro)s],-OH et H-[Gly-(Pro)4],-OH. Les résultats obtenus 
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sont reportés sur la figure 36 sous forme de variation de l'ellipticité à 202 nm en 
fonction de la quantité de chlorure de calcium ajoutée. En effet à de fortes concen- 
trations ce sel n'est pas suffisamment transparent pour permettre des mesures à des 
longueurs d'onde inférieures à 200 nm. Krimm et coll. (145) ayant montré que 
l'addition de ce sel à une solution aqueuse de polyproline conduit à un spectre 
dichroïque présentant un minimum à 205 f 2 nm, le mode de représentation adopté 
figure 36 doit permettre de suivre l'évolution de la conformation en polyproline II. 
On voit que l'évolution de [el202 dans le cas de nos polymères est parallèle à ce qui 
avait été observé par Aubert et coll. dans le cas de la PRP, ce qui nous amène à 
conclure avec eux à l'existence d'une structure en polyproline II aussi bien dans 
H-[G~~-(P~O)~],-OH que dans H-[Gly-(Pro)dIsOH. Il nous faut maintenant confir- 
mer par d'autres techniques l'existence de cette conformation ainsi qu'essayer de 
déterminer quels autres types de structures peuvent être à l'origine du dichroïsme 
circulaire négatif observé pour nos polymères. C'est ce que nous avons tenté de faire 
par RMN du proton et du carbone-13. 

C - Résonance magnétique nucléaire du proton de polypeptides 
contenant des résidus glycyle et prolyle 

1 - Études publiées antérieurement 
Torchia (154) a voulu étudier par RMN du proton à haut champ les 

polymères étudiés en dichroïsme circulaire par Mandelkern et coll. (151), à savoir 
H-pro-Gly],-OH et H-[Gly-Gly-Pro-Gly],-OH. Il est arrivé à la même conclusion : 
ces polypeptides séquentiels adoptent une conformation désordonnée aussi bien 
dans l'eau que dans le diméthylsulfoxyde. Les spectres qu'il a obtenus présentent 
des raies dont la largeur est comparable à celle obtenue dans le cas d'oligopeptides, 
ce qui a conduit Torchia à dire que ces chaînes polypeptidiques sont très mobiles en 
solution aqueyse (mouvement par segments). D'autre part, il a mis en évidence des 
massifs de résonance des protons (Y correspondant respectivement aux formes cis et 
trans de la liaison X-Pro. 

Un autre travail publié en 1973 a été consacré à un polypeptide 
séquentiel contenant de la glycine et de la proline, à savoir H-(Pro-Pro-Gly),-OH 
(1 10). Bien que ce polymère soit un modèle du collagène, les résultats publiés dans 
cette étude sont intéressants pour nous, car les auteurs ont mis en évidence les chan- 
gements se produisant dans le spectre RMN à haut champ en fonction de la lon- 
gueur de chaîne. Alors que pour n = 1 on observe un doublet de doublets AB centré 
à 3,75 ppm pour les protons (Y du résidu glycyle ainsi que deux quartets centrés res- 
pectivement à 4,7 et 4,5 ppm pour les protons (Y des résidus prolyle, pour n = 2 les 
protons a des résidus glycyle résonnent sous forme de deux doublets de dou- 
blets AB centrés respectivement à 3'75 et 4,25 ppm tandis qu'on n'observe aucun 



changement pour les résidus prolyle. Lorsque la chaîne s'allonge, dans un premier 
temps on n'observe plus qu'un seul doublet de doublets AB centré à 4,2 ppm pour 
les résidus glycyle ; puis, pour n supérieur à 10, le pic correspondant aux protons a 
de la glycine se déplace vers les hauts champs et est alors caché par le massif corres- 
pondant aux protons S des résidus prolyle. Quant aux massifs dus aux protons a Pro, 
ils se simplifient également quand n augmente pour ne donner qu'un seul quartet 
centré à 4,8 ppm et correspondant à une forme trans X-Pro. 

2 - Nos résultats 
Les spectres ont été obtenus sur un appareil Cameca opérant à 250 MHz en transfor- 

mée de Fourier. Toutes les mesures ont été faites dans DzO, utilisant le DSS comme référence interne. 
Les concentrations des solutions étaient de 10 mg/ml et le pH a été ajusté au moyen de solutions diluées 
de DCI ou de NaOD. 

a - PRP 
Le spectre RMN obtenu pour cette protéine à son point isoionique 

est reproduit sur la figure 37, sa composition en acides aminés étant donnée dans le 
tableau 27. Un spectre de la polyproline II en solution dans D20 a été enregistré 
dans les mêmes conditions, ce qui nous amène à faire les attributions indiquées 
figure 37 et repérées par le symbole PP. Les autres acides aminés existant en grande 
quantité dans la PRP sont la glycine et les acides aminés dicarboxyliques. Les réso- 
nances dues aux résidus glycyle sont vraisemblablement situées dans la zone des 
massifs des protons 6 Pro. Les protons B et y des résidus glutamyle résonnent en 
même temps que les protons /3 et y des résidus prolyle. Les attributions reportées 

Figure 37 - Spectre en RMN du proton de la PRP à son point isoionique 
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Acide aminé 

Asx 
Thr 
Ser 
Glx 
Pro 
G ~ Y  
Ala 
CY s 
Val 

Nombre de résidus 
pour cent résidus 

Acide aminé 

Met 
Ile 

Leu 
Tyr 
Phe 
LY s 
His 
Arg 

Nombre de résidus 
pour cent résidus 

Tableau 27 - Composizion en acides aminés de la PRP (d'après Degand (155)) 
sur le spectre sont faites d'après les valeurs de glissements chimiques publiées par 
Wüthrich (156) pour les résidus d'acides aminés composants des protéines qui 
adoptent une structure désordonnée en solution aqueuse. Suivant ces données, 
nous voyons que le massif situé vers 3,5 ppm correspond à des résonances de pro- 
tons 6 de résidus prolyle, ce qui nous amène à penser que les résidus prolyle compo- 
sant la PRP adoptent deux types de conformations, l'une en polyproline II, l'autre 
vraisemblablement désordonnée (104, 157). 

S'il est vrai que la PRP contient entre autres une structure en poly- 
proline II, nous devons voir des changements dans le spectre RMN en fonction de 

Figure 38 - Spectre RMN du proton de la PRP en fonction de /a concentration en CaC12 



l'addition progressive de chlorure de calcium à la solution (fig. 38). L'addition 
d'une très faible quantité de CaC12 provoque déjà une modification importante du 
spectre au niveau des protons a avec l'apparition d'un pic vers 4,4 ppm, pic dont 
l'intensité augmente avec la concentration en chlorure de calcium ; la position de ce 
pic nous permet de l'attribuer à des résidus prolyle impliqués dans des liaisons 
X-Pro cis ; si cette hypothèse est exacte, il doit y avoir disparition simultanée d'un 
pic situé à 4,7 ppm (liaisons X-Pro trans) ; malheureusement cette région n'est pas 
accessible sur le spectre à cause de la présence d'un pic HDO assez intense. D'autre 
part, quand la concentration en sel est encore augmentée, on observe une modifi- 
cation des spectres dans la zone 3,6 - 4,O ppm et en particulier un élargissement des 
pics comparable à ce qui a été observé dans le cas de la polyproline II (104, fig. 33). Il 
semblerait donc que la PRP contienne effectivement une structure en polyproline II 
à côté d'autres conformations difficiles à préciser. 

Une autre manière de voir si la PRP adopte une structure secondaire 
est de comparer le spectre expérimental avec un spectre simulé selon les données de 
Mac Donald et Phillips (157). Ces auteurs ont rassemblé les valeurs de glissements 
chimiques, largeurs de bandes et hauteurs de pics pour les protons correspondant à 
un résidu d'acide aminé adoptant une structure désordonnée dans D20 ; ils ont 
omis les protons liés aux carbones a! ainsi que ceux situés en position j3 dans la sérine 
et la thréonine. Connaissant la composition de la PRP (tableau 27), nous avons pu 
simuler le spectre qu'elle présenterait si elle était sous forme totalement désor- 
donnée (fig. 39 a et b). Nous voyons que ces spectres ont des allures assez voisines. 
Deux différences sont à noter : d'une part l'allure des pics situés vers 450 et 500 Hz 
(2,04 et 2,27 ppm) (si Glx = Glu) ou vers 460 et 515 Hz (2,09 et 2,34 ppm) (si 
Glx = Gln) est légèrement différente dans le cas du spectre simulé par rapport au 
spectre expérimental, cette différence pouvant être attribuée à des variations de 
glissements chimiques pour les protons /3 et y Pro ou pour les protons /3 Glx ; 

Figure 39 a et b - Spectre simulé de la PRP (selon Mac Donald et Phillips (157)) 



d'autre part, le pic caractéristique des 6Pro sous forme désordonnée est plus intense 
et déplacé vers les hauts champs dans le cas du spectre calculé. Toutes ces diffé- 
rences se situent dans des zones relatives aux résidus prolyle, ce qui nous amène à 
penser qu'une partie de ces résidus est impliquée dans une structure secondaire 
déterminée. 

Ces résultats semblent donc confirmer les conclusions tirées par 
Aubert et coll. (5) à partir de leur étude en dichroïsme circulaire de la PRP et nous 
amènent à penser qu'effectivement cette protéine comporte un assez fort pourcen- 
tage de structure en polyproline II. 

b - H-[Gly-(Pro)s],-OH 
Le spectre obtenu en solution aqueuse est représenté sur la figure 40. 

Concentrons tout d'abord notre attention sur la zone des protons a. Une grande 
partie (85 %) des résonances correspondant aux résidus glycyle sont sous forme de 
doublet de doublets AB centré à 4,08 ppm. Ce massif correspond à une liaison 
Gly-Pro trans (153,154) et permet de penser que les résidus glycyle se trouvent dans 
un environnement bien particulier. La constante de couplage ZJ a pour valeur 
absolue 17,O Hz ce qui, si l'on se rapporte à la carte établie par Barfield et coll. (1 11, 
fig. 16), nous donne une indication quant à la valeur des angles a ,  Tpossibles pour 
ces résidus glycyle : on peut avoir, à titre indicatif, les couples de valeurs suivants 
(- 70°, 160") ou (- 80°, 15S0), valeurs assez proches de celles observées dans la 
polyproline II ( a  = - 77,2", T = 145,9" d'après Madison (131)). Cependant la sur- 
face du massif correspondant à la liaison Gly-Pro trans est inférieure à la valeur 
attendue dans le cas où tous les résidus glycyle seraient représentés par ce doublet de 
doublets (surface normalisée par rapport à la surface des résonances correspondant 
aux protons fi  et y des résidus prolyle). Il en résulte qu'une faible fraction des pro- 
tons cu Gly résonne à une fréquence voisine de la fréquence de résonance des 

Figure 40 - Spectre RMN du proton de H-[Gly-(Pro)3].-OH en solution dans Dz0  
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Figure 41 - Spectre RMN du proton de H-[Gly-(Pro),],OH en fonction de la concentration en CaC12 
(zones CaHz er C6Hd 

protons 6 des résidus prolyle et le massif (ou le pic) correspondant est caché. 

Considérons maintenant les résidus prolyle : seul un quartet centré à 
4,40 ppm est visible et correspond à une forme X-Pro cis (104). Ici aussi la surface de 
ce massif est inférieure à la valeur attendue dans le cas où tous les résidus prolyle 
seraient représentés par ce quartet. Le pic HDO cache donc vraisemblablement un 
quartet X-Pro trans correspondant à un tiers des résidus prolyle. Cependant, le 
massif correspondant aux résonances des protons 6 Pro se présente sous forme de 
deux bandes assez larges, ce qui rappelle le spectre de la polyproline II et nous 
amène à penser que H-[Gly-(Pro)3],0H contient un pourcentage assez élevé de 
forme polyproline II à côté d'autres conformations qu'il nous faudra préciser. 

S'il est vrai que notre polymère adopte une conformation en polypro- 
line II, l'addition de chlorure de calcium à la solution doit provoquer des chan- 
gements importants dans le spectre RMN. Les spectres obtenus sont reportés sur la 
figure 41. Les différences majeures sont à observer dans la zone des protons a. En 
particulier le dc~b le t  de doublets AB correspondant à des résidus glycyle se rétré- 
cit, la constante de couplage 2J ne variant pas. Il semble que cette modification du 
spectre soit eri bon accord avec une transformation trans-structure désordonnée 
et il serait intéressant de pouvoir suivre cette transition au niveau des protons a cor- 
respondant aux résidus prolyle. Malheureusement, lorsque la concentration en 
CaClz ,.iigmente, il devient impossible d'observer les résonances dues aux protons 
a Pro, car celles-ci sont trop proches du pic HDO. Par contre on voit que le massif 



des protons 6 Pro s'élargit ; en particulier la surface du pic 6 situé à haut champ est 
supérieure à celle du pic 6 situé à bas champ, ce qui indique la présence de liaisons 
cis X-Pro dans la solution (104). Ce que nous observons pour H-[Gly-(Pr0)~1,-0H 
est analogue à ce qu'ont observé Torchia et Bovey (104) lors de l'addition de sels à 
une solution aqueuse de polyproline, ce qui nous incite à penser qu'effectivement 
notre polymère contient un assez fort pourcentage de structure en polyproline II, à 
côté d'autres conformations. 

c - H-[Gly-(Pro)4],-OH 
Le spectre obtenu en solution aqueuse est représenté sur la figure 42. 

Ce spectre est assez similaire à celui obtenu dans le cas précédent. Une grande partie 
des résidus glycyle (75 %) sont sous forme de massif AB centré à 4,08 ppm. La 
constante de couplage 'J a pour valeur absolue 16,5 Hz ce qui, aux erreurs expéri- 
mentales près et en utilisant la carte établie par Barfield et coll. (1 I l ,  fig. 16), permet 
de trouver des valeurs @ et Q pources résidus glycyle assez proches de celles obser- 
vées dans la polyproline II (@ = - 77,2", T = 145,9" d'après Madison (131)). 
Comme dans le cas de H-[Gly-(Pïo)3]n-OH, il est vraisemblable que les autres 
protons (Y Gly résonnent à plus haut champ et que le pic (ou le doublet de doublets 
AB) correspondant est masqué par le massif des protons 6 des résidus prolyle. 

En ce qui concerne les résonances des protons a Pro, nous sommes 
confrontée au même problème que précédemment, à savoir que la majorité de ces 
résonances sont perturbées par la proximité du massif HDO. Seul un quartet centré 
à 4,46 ppm est visible. Il est attribuable à une forme X-Pro cis (104), mais ne corres- 
pond qu'à un faible pourcentage des protons (Y Pro (1 1 % environ). Le massif des 
protons 6 Pro se présente ici aussi sous forme de deux larges bandes, ce qui nous 
amène à penser que H-[Gly-(Pro)4In-OH contient un fort pourcentage de forme 
polyproline II à côté d'autres conformations. 

Figure 42 - Spectre RMN du proton de H-[Gly-(Pro)l],-OH en solution dans D20 



Figure 43 - Spectre RMN du proton de H-[Gly-(Pro).~],,-OH en fonction de la concentration en CaCIz 
(zones C d 2  et CôHj 

Pour étayer cette hypothèse, nous avons étudié la variation da 
spectre en fonction de l'addition progressive de chlorure de calcium à la solution 
(fig. 43). Ici aussi les changements majeurs s'observent dans la zone des protons a. 
En particulier le doublet de doublets AB relatif aux résidus glycyle se rétrécit, la 
constante de couplage 2J restant constante. Simultanèment, il y a déplacement à bas 
champ du massif a Pro, ce qui nous empêche d'étudier l'évolution de ces résonances 
avec l'augmentation de la teneur en sel de la solution. Le massif des protons 6 des 
résidus prolyle s'élargit, ce qui nous amène à penser que, tout comme 
H-[Gly-(Pro)3],-OH, H-[Gly-(Pr0)~1,-0H contient effectivement un assez fort 
pourcentage de structure en polyproline II à côté d'autres conformations que nous 
allons essayer de préciser un peu. 

D - Résonance magnétique nucléaire du carbone-13 de polypeptides 
contenant des résidus glycyle et prolyle 

1 - Études publiées antérieurement 
A notre connaissance, seuls Torchia et coll. (123) ont utilisé la RMN 

du carbone-13 pour étudier la conformation de copolypeptides séquentiels 
contenant des résidus glycyle et prolyle. Cette étude a été entreprise dans le but de 
déterminer l'influence de la flexibilité des cycles pyrrolidine sur la mobilité du sque- 
lette polypeptidique. Il s'agit donc essentiellement d'une étude dynamique. Néan- 



Les valeurs sont exprimées en ppm par rapport au TMS. 
Mesure expérimentale par rapport à CS1 (6 = 193,7 ppm par rapport au TMS) 
Tableau 28 - Glissements chimiques de polypeptzdes contenant des résidus glycyle etprolyle en RMNdu 13C 

(d'après Torchia (123) et Bovey (149)) 
moins, ce travail peut nous être d'une grande utilité dans l'interprétation de nos 
résultats, car Torchia et coll. ont étudié, entre autres polypeptides, la polyproline II, 

t la conformation est bien connue, et H-[Gly-Gly-Pro-Glyln-OH ainsi que @ ro-Gly],-OH dont nous avons vu qu'ils semblent adopter une conformation 
désordonnée en solution (15 1, 154). Les valeurs de glissements chimiques qu'ils ont 
obtenues sont reportées dans le tableau 28 et sont comparées aux valeurs données 
par Bovey (149) pour la polyproline, que ce soit sous forme 1 ou sous forme II. Ces 
résultats nous seront utiles pour discuter les conformations probables de nos poly- 
mères en solution aqueuse. 

2 - Nos résultats 
Les manipulations ont été faites sur un spectromètre Perkin-Elmer opérant à 

22,63 MHz et muni d'une transformée de Fourier. Nous avons utilisé le TMS en tant que référence 
externe. Les polymères sont dissous dans D20 à une concentration de 40 mg/ml. 

Attribution 

y cis 
y tram 
f i  trans 
f i  cis 
6 
O 

a Gly 2 
a Gly 1 et Gly 4 
Co Gly 2 
Co Gly 1 et Gly 4 
Co Pro 

a - H-[Gly-(Pr0)3]~-0H 
Le spectre de ce polypeptide en solution aqueuse est représenté 

figure 44. Comparé à la figure obtenue dans le cas de H-Gly-(Pro)3-OH (fig. 25), 
nous observons une très grande simplification due vraisemblablement au fait que le 
polymère adopte une conformation déterminée. A 0,3 ppm près, les glissements 
chimiques de certains pics correspondent à ceux observés par Bovey (149) dans le 
cas de la polyproline II, ce qui nous amène à penser qu'un fort pourcentage de 
H-[Gly-(Pro)3In-OH adopte une conformation en polyproline II. 

2 
H-[Pro-dly],,-OH 

(123) 

23,3 
25,5 
30,9 
33,1 
48,4 
61,9 
43,l 

170,5 t 170,9 c 

175,9 

PP II 
(149) 

25,5 
28,9 

48,6 
59,5 

172,7 

1 2  4 
H-[Gly-Gly-Pro-Gly],OH 

(123) 

23,l 
25,5 
30,5 
33,l 
48,2 
62,l 
43,O 
43,8 

170,6 
173,l 
176,3 

PP I 
(149) 

232 

31,8 
48,6 
60,9 

172,7 



Figure 44 - Specrre RMN du carbone-13 de H-[Gly-(Pro)j],-OH en solution dans D20 

Pour confirmer ce résultat, nous avons étudié la variation du spectre 
en fonction de l'addition progressive de chlorure de calcium. Ce que nous obser- 
vons est l'apparition de bandes caractéristiques de formes cis, apparition surtout 
sensible au niveau des carbones pet y. Simultanèment il y a élargissement des raies, 
ce qui peut avoir deux origines : d'une part, l'apparition d'une structure désor- 
donnée pour le polymère, d'autre part l'augmentation de la viscosité de la solution. 
Ces observations qualitatives sont similaires à celles reportées par Bovey et coll. 
(150) lors d'une étude du même type sur la polyproline II. Les valeurs que nous 
avons obtenues pour les glissements chimiques pour les différentes solutions sont 
reportées dans le tableau 29. Nous voyons que, si l'addition de chlorure de calcium 
détruit effectivement la structure en polyproline II, il n'y a pas pour autant instau- 
ration d'une conformation en polyproline 1. Il s'agit donc vraisemblablement d'une 

M-[Qlrhhoyi0~ 

Tableau 29 - Glissemenrs chimiques en " C  de H-[GI~-(PI.o)~],,-OH enjonc~ioti <Il, Itr i~oncentration en CaCI2 

103 



transition polyproline II-structure désordonnée, bien que les glissements 
chimiques observés pour H-[Gly-(Pr0)3]~-0H en milieu CaC12 concentré ne corres- 
pondent pas aux valeurs observées par Torchia et coll. pour H-[Pro-Glyln-OH ni 
pour H-[Gly-Gly-Pro-Glyln-OH. Il est possible que, contrairement à ce qui avait 
été conclu par Mandelkern et coll. (151) d'après leur étude en dichroïsme circulaire 
dans des mélanges de solvants, ces polypeptides puissent adopter une conformation 
privilégiée. En effet, les mesures faites par Torchia et coll. le sont en milieu DzO et 
une étude théorique publiée en 1978 (152) a mené à la conclusion que 
H-[Pro-Glyln-OH et H-[Gly-Gly-Pro-Glyln-OH peuvent adopter des conforma- 
tions hélicoïdales stabilisées par des liaisons hydrogène intracaténaires, liaisons 
impliquant tous les NH libres. On peut penser que ces polypeptides adoptent ce 
type de conformation dans D20 ; dans ce cas, les valeurs de glissements chimiques 
observées par Torchia et coll. ne correspondent pas à une structure désordonnée. 

D'autre part, l'application de la loi établie par Siemion et coll. (1 19) à 
notre polymère nous amène à assigner une configuration trans' pour les résidus 
prolyle impliqués dans la structure en polyproline II, tandis que la valeur de !P 
obtenue par application de cette relation est en accord avec une configuration cis' 
pour les résidus prolyle n'appartenant pas à la structure en polyproline II. Ce 
résultat semble exclure la présence de coudes /3 (tout au moins de coudes /3 du 
type II) comme une des conformations probables pour H-[Gly-(Pr0)3]~-0H à côté 
de la forme polypraline II. En effet, un tel coude /3 est caractérisé par @2, !P2, Q3, !P3 
ayant pour valeurs respectives - 60°, 130°, 80" et 0' (158). La proline ayant un angle 
Q de l'ordre de - 65" à - 75" selon la configuration prise par le noyau, elle devrait 
occuper la deuxième position dans le coude /3, ce qui implique 'P voisin de 130°, 
donc trans' ; à cette valeur de T correspond A6= 3,25 ppm soit 6 = 29,05 ppm pour 
le proton /3 Pro. Les bandes de résonance observées sur le spectre sont assez larges et 
il est possible que le pic /3 situé à 29,3 ppm corresponde non seulement à des résidus 
prolyle en conformation polyproline II, mais aussi à des résidus prolyle en confor- 
mation coude B. Ceci ne constitue cependant qu'une hypothèse, car la probabilité 
qu'une séquence Gly-Pro-Pro-Pro ou Pro-Pro-Gly-Pro ou encore Pro-Pro-Pro-Gly 
soit un coude /3 est faible. Il semble donc que H-[Gly-(Pro)3In-OH adopte une struc- 
ture en polyproline II en grande partie, le reste de la molécule étant éventuellement 
constitué de coudes /3 en faible quantité ou adoptant plus vraisemblablement une 
structure désordonnée. 

b - H-[Gly-(Pro)oIn-OH 
Le spectre de ce polypeptide en solution aqueuse est représenté 

figure 45. Contrairement au cas précédent, ce spectre ressemble à celui du peptide 
correspondant (fig. 26). Cependant, les bandes obtenues sont plus larges que pour 
le peptide et ces constatations nous amènent à penser que le polypeptide étudié ici 
adopte un mélange de conformations lorsqu'il est en solution aqueuse. Un écart 



Figure 45 - Sj,cctre KMh clu curbone-13 de H-[G'ly-(Pro),],,-OH en ;>olurroi~ dans D,O 
moyen de 0,5 ppm est observé entre les valeurs des glissements chimiques de cer- 
tains pics et celles observées par Bovey (149) dans le cas de la polyproline II. Cet 
écart étant constant quel que soit le pic considéré, nous pensons qu'une structure en 
polyproline II est adoptée par une partie de la chaîne polypeptidique, mais que son 
environnement est différent, ce qui cause cette différence de glissements chimiques. 

Pour confirmer ce résultat, nous avons étudié ici aussi la variation du 
spectre en fonction de l'addition progressive de chlorure de calcium. Ce que nous 
observons essentiellement est un élargissement des raies, élargissement très sensible 
surtout au niveau des résidus glycyle ; ce phénomène peut avoir deux origines : 
d'une part, une plus grande mobilité de la chaîne polypeptidique (apparition d'une 
structure inordonnée), d'autre part, l'augmentation de la viscosité de la solution. 
Simultanèment, il y a apparition de bandes caractéristiques de formes cis, appari- 
tion surtout sensible au niveau des carbones /3 et y. Si on calcule le pourcentage 
d'isomères cis à partir des hauteurs des pics y cis et trans (ce qui n'est pas correct, 
car il faudrait pouvoir intégrer les surfaces des pics), on obtient 12 % pour le poly- 
mère en solution aqueuse et 32 % s'il est en présence de CaClz 4 M (on avait 8 % et 
25 % respectivement pour H-[Gly-(Pro)3],-OH). Ces observations sont similaires à 
celles reportées par Bovey et coll. (150) lors d'une étude du même type sur la poly- 
proline II. Les valeurs que nous avons obtenues pour les glissements chimiques 
pour les différentes solutions sont reportées dans le tableau 30. Ici non plus l'addi- 
tion de chlorure de calcium n'amène pas l'instauration d'une structure en polypro- 
line 1. De plus les valeurs de glissements chimiques ne varient pas autant que pour 
l'autre polymère synthétique, ce qui nous incite à penser que H-[Gly-(Pr0)~1,-0H 
adopte une structure plus voisine de la polyproline II que H-[Gly-(Pro)3],-OH. En 
effet, l'évolution du spectre en fonction de l'addition de chlorure de calcium est 
similaire à ce qu'avaient observé Bovey et coll. (150, fig. 34) dans le cas de la poly- 
proline II, à savoir pas ou peu de variation des positions des bandes, mais sim- 
plement apparition de pics correspondant à des liaisons Pro-Pro cis. Cette confor- 
mation n'est cependant pas la seule adoptée par le polypeptide synthétique, car les 



Tableau 30 - Glissements chimiques en 13C de H-[Gly-(Pro)d].-OHen fonction de la concentration en CaCIz 

différents atomes du cycle prolyle donnent naissance à deux bandes de résonance 
(tableau 30). Il nous est cependant assez difficile de définir l'autre (ou les autres) 
conformation (s) en présence. Si nous ne pouvons pas exclure totalement la pré- 
sence de coudes p, leur existence nous semble cependant assez improbable comme 
nous l'avons discuté dans le paragraphe précédent et nous pensons plutôt que 
H-[Gly-(Pro)r],,-OH adopte, à côté d'une structure en polyproline II, une confor- 
mation désordonnée. 

E - Conclusion 
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Avant d'essayer de déterminer les conformations les plus probables 
adoptées par les polymères synthétiques étudiés dans ce travail, nous résumerons le 
plus brièvement possible les travaux menés par Bennick sur des protéines assez voi- 
sines de celle prise pour modèle ici. 

1 - Études publiées par Bennick 
Plusieurs équipes daIis le monde s'intéressent aux protéines riches en 

proline contenues dans la salive parotidienne humaine. Il semble que quatre pro- 
téines (ou glycoprotéines) aient pu être purifiées jusqu'ici et Bennick est le premier 
qui ait publié un début d'étude physico-chimique sur deux d'entre elles qu'il a 
appelé la protéine A (159) et la protéine C (160)' protéines dont la composition en 
acides aminés est donnée dans le tableau 31. Il s'agit de deux phosphoprotéines 
assez proches l'une de l'autre semble-t-il. Leurs spectres dichroïques en solution 
aqueuse sont représentés sur la figure 46. La protéine A présente une bande néga- 
tive à 267 nm ainsi qu'un faible épaulement à 260 nm, ces deux bandes étant attri- 
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Figure 46 - Spectres dichroïques en solurion aqueuse des protéines A er C (d'après Bennick (159, 160)) 

Les résultats sont exprimés en nombre de résidus pour cent résidus d'acides aminés. 

Tableau 31 - Composition en acides aminés des proréines A et C (d'après Bennick (159, 160)) 

Protéine C 

O 
1 ,O3 
2,Ol 
O 
0,67 
1,42 
1,94 
3,57 

Acide aminé 

Asx 
Thr 
Ser 
Glx 
Pro 
GlY 
Ala 

CY s 
Val 

buables à des résidus phénylalanine ; le spectre présente encore un minimum à 
198 nm d'ellipticité [ O ]  = - 28 000 deg.cm2.dmole-'. Bennick en conclut que sa pro- 
téine en solution aqueuse n'adopte pas de conformation particulière, bien que la 
bande à 198 nm rappelle celle observée dans le cas d'une structure en polyproline II 
ou du type collagène ; cependant, le spectre obtenu ne présente pas de bande posi- 
tive à 222 nm (présente dans le cas d'une structure du type collagène), ni à 227 nm 
(présente dans le cas d'une structure en polyproline II), ce qui peut justifier la 
conclusion de Bennick. Le spectre dichroïque de la protéine C présente quelques 

Protéine A 

10,3 
O 
4,3 

27,2 
23,6 
18,9 
1 ,O7 
O 
2,5 

Protéine C 

7,57 
O 
3,78 

27,4 
26,9 
21,1 
0,82 
O 
1,74 

Acide aminé 

Met 
Ile 
Leu 
TY r 
Phe 
LYS 
His 

'4% 

Protéine A 

O 
1,6 
3,O 
O 
0,95 
0,96 
1,9 
398 



analogies avec celui de la protéine A. L'épaulement à 260 nm a disparu et seule reste 
la bande à 267 nm, caractéristique des résidus phénylalanine ; cela est normal, car la 
protéine C ne contient qu'un Phe pour 152 résidus. Le minimum est situé ici à 
200 nm et l'ellipticité a pour valeur - 21 000 deg.cm2.dmole-1. Bennick en conclut 
que la protéine C n'adopte pas non plus de conformation particulière en solution 
aqueuse. Ces conclusions sont cependant discutables, car l'absence d'une bande 
positive vers 222 ou 227 nm ne suffit pas à prouver qu'une structure organisée 
n'existe pas. En effet, il se peut que d'autres structures apportent une contribution 
négative au spectre dichroïque dans ces régions. Pour notre part, nous pensons que 
ces deux protéines, aussi bien la protéine A que la protéine C, adoptent entre autres 
structures une conformation en polyproline II ;pour mettre en évidence cette struc- 
ture, il aurait fallu que Bennick suive l'évolution de ses spectres dichroïques lors de 
l'addition de chlorure de calcium. 

' 

Cet auteur a également étudié la conformation des protéines A et C 
par RMN du proton. Les spectres qu'il a obtenus en travaillant en solution aqueuse 
et à haut champ (220 MHz) sont représentés sur les figures 47 et 48 ainsi que les 
spectres théoriques correspondants, calculés selon la méthode préconisée par 
Mac Donald et Phillips (157). Dans les deux cas, il y a une assez bonne concordance 
entre spectres enregistrés et calculés. Les différences se situent d'une part au niveau 
du massif (B + y ) Pro et B Glu (pic vers 445 Hz, soit 2,02 ppm), ceci pouvant être dû 
d'après Bennick à une variation des positions des résonances de ces différents 
atomes, d'autre part au niveau du massif 6 Pro, protons pour lesquels aucun signal 
n'apparaît à 725 Hz (3,29 ppm) contrairement aux prédictions de Mac Donald et 
Phillips ; il semble que ces protons résonnent à 798 Hz (3,63 ppm) dans le cas de la 
protéine A et à 791 Hz (3,60 ppm) pour la protéine C. Or Deber et coll. (51) ont 
montré que ces protons résonnent à 705 et 741 Hz (3,20 et 3,27 ppm) pour la poly- 
proline, que ce soit sous forme 1 ou sous forme II, et Kobayashi et coll. (1 10) ont 

Figure 47 - Spectre RMN du proron de la protéine A (d'après Bennick (159)) 



Figure 48 - Spec r r  c l\' LIA [III /JI oto~i tk, Io /JI  orcJri~i C (t l  [ I ~ I  <Y I j~,~rnrck (160)) 

montré que le spectre de H-(Pro-Pro-Gly)lrOH, polymère adoptant une structure 
en triple hélice, est caractérisé par un pic à 850 Hz (3,86 ppm) correspondant aux 
résidus glycyle ainsi que deux pics à 700 et 780 Hz (3,18 et 3,55 ppm) attribuables 
aux protons ô des résidus prolyle. S'il est vrai que les spectres RMN des protéines A 
et C présentent des pics d'absorption dans ces régions, leurs courbes de dichroïsme 
circulaire ont amené Bennick à conclure que ces deux protéines adoptent des struc- 
tures désordonnées en solution. A notre avis, cette étude est insuffisante pour 
pouvoir conclure que les protéines A et C adoptent une structure inordonnée en 
solution. Nous pensons au contraire que ces protéines existent sous forme d'un 
mélange de conformations, dont une structure en polyproline II. Pour le montrer, il 
aurait fallu que Bennick étudie la variation du spectre dichroïque et du spectre 
RMN en fonction de l'addition de chlorure de calcium, ce sel étant connu pour 
induire une transition polyproline-structure désordonnée (145). 

2 - Études sur nos produits 
a - H-[Gly-(Pro)3],,-OH 

La courbe de dichroïsme circulaire présentée par ce polymère en 
solution aqueuse ressemble beaucoup à celle obtenue par Aubert et coll. pour la 
PRP, ce qui nous amène à penser que ce polymère contient une structure en poly- 
proljne II à côté d'autres conformations. De même la variation de [f3I202 en fonction 
de la concentration en chlorure de calcium de la solution a une allure similaire à 
celle observée dans le cas de la PRP, ce qui est également en faveur d'une conforma- 
tion en polyproline II. Mais si les courbes dichroïques de H-[Gly-(Pro)3],-OH et de 
la PRP ne présentent pas de bande positive à 227 nm, par contre leurs minima res- 
pectifs ne sont pas situés rigoureusement à la même longueur d'onde (204 nm pour 
la protéine, 202 nm pour le polymère synthétique) ; aussi n'est-il pas improbable 
que les conformations de ces molécules ne soient pas tout à fait identiques. 



L'étude par RMN du proton de H-[Gly-(Pro)j].-OH est aussi en 
faveur de l'existence d'une conformation en polyproline II ; mais le spectre obtenu 
ne nous donne aucune indication quant aux autres conformations présentes pour 
cette molécule en solution aqueuse. 

C'est l'étude par RMN du cabone-13 qui nous donne les rensei- 
gnements les plus précis. En effet, le spectre obtenu et son évolution lors de l'addi- 
tion de chlorure de calcium à la solution nous permettent d'affirmer que ce poly- 
mère synthétique contient un fort pourcentage de structure en polyproline II (80 à 
85 %). Il se peut que cette molécule contienne un faible pourcentage de coudes /3 
quoique ceux-ci n'aient pas pu être mis en évidence expérimentalement et que la 
probabilité d'existence d'une telle structure dans le polypeptide soit faible. Il est 
vraisemblable que le reste de la molécule adopte une structure désordonnée en solu- 
tion aqueuse. 

b - H-[Gly-(Pro)4],,-OH 
Le peptide H-Gly-(Pro)rOH présentant déjà une structure ordonnée 

du type polyproline II, on pourrait s'attendre à ce que le polymère en solution 
aqueuse adopte le même type de conformation. 

Or le spectre dichroïque obtenu ne présente pas de bande positive à 
227 nm, mais il est assez voisin de celui observé dans le cas de H-[Gly-(Pro)3In-OH 
et de la PRP. De plus l'évolution de [~ IZOZ en fonction de la concentration en chlo- 
rure de calcium de la solution est similaire à celle observée pour ces deux autres 
dérivés, ce qui nous amène à penser que le polymère étudié adopte une structure en 
polyproline II, mais que d'autres conformations existent simultanèment. Le mini- 
mum observé est situé à 202 nm comme pour H-[Gly-(Pro)3In-OH. 

Le spectre obtenu en RMN du proton est tout à fait similaire à celui 
obtenu pour l'autre polymère synthétique et son évolution en fonction de l'addition 
progressive de chlorure de calcium à la solution entraîne aussi la coalescence du 
doublet de doublets AB des protons a Gly, ce qui nous amène à conclure à la des- 
truction d'une structure ordonnée par l'addition de sels. Il est vraisemblable, vu 
l'évolution des pics /3 des résidus prolyle, que cette structure ordonnée est du type 
polyproline II. 

Comme dans le cas précédent, c'est l'étude par RMN du carbone-13 
qui nous donne les renseignements les plus précis. Les valeurs des glissements 
chimiques observées pour le polymère en solution aqueuse sont ici aussi en faveur 
d'une conformation en polyproline II, bien que l'évolution du spectre en fonction 
de l'addition de chlorure de calcium soit différente de celle observée dans le cas pré- 
cédent. Il nous semble que ce polymère adopte une struture beaucoup plus proche 



de celle de la polyproline II que H-[Gly-(Pro)s],-OH. Cette conformation n'est pas 
la seule existant et elle est peut-être en équilibre avec un très faible pourcentage de 
coudes /3 (ce qui paraît cependant assez improbable théoriquement et que nous 
n'avons pu mettre en évidence expérimentalement). Il est par contre très vraisem- 
blable que le reste de la molécule adopte une structure désordonnée en solution 
aqueuse. 

c - PRP 
Cette protéine, isolée par Degand et coll. (155) a une composition 

légèrement différente de celles des protéines A et C isolées et étudiées par Bennick 
(159, 160), ces différences étant surtout sensibles au niveau des acides aminés 
basiques. 

Le spectre dichroïque de la PRP, publié par Aubert et coll. (5), est dif- 
férent de ceux obtenus par Bennick. En effet, si toutes ces courbes présentent un 
dichroïsme négatif dans la région 180 - 250 nm, le minimum est situé à 204 nm pour 
la PRP, alors qu'il se trouve à 198 nm pour la protéine A et à 200 nm pour la pro- 
téine C. Cette étude avait amené Aubert et coll. à conclure à un mélange de struc- 
tures pour la PRP en solution aqueuse, dont une forme en polyproline II. En effet, le 
fait de ne pas obsewer de bande positive à 227 nm n'exclut pas la possibilité que la 
protéine étudiée adopte une conformation en polyproline II à côté d'autres confor- 
mations (161). C'est ainsi qu'Aubert et coll. avaient conclu que le spectre obtenu 
pour la PRP correspondait à 64 % de structure en polyproline II, 29 % de coudes /3 
et 7 % de structure désordonnée. 

Pour notre part, nous avons étudié cette protéine par RMN du pro- 
ton, espérant mettre en évidence par cette technique la présence d'une forme poly- 
proline II. Le spectre obtenu ainsi que sa variation en fonction de la concentration 
en chlorure de calcium de la solution semblent être en faveur de l'existence d'une 
structure ordonnée du type polyproline II pour la PRP, d'autres résidus prolyle 
adoptant une conformation différente si l'on en juge par l'existence du massif à 
3,5 ppm attribué à des protons 6 des résidus prolyle. Malheureusement la RMN du 
proton ne nous permet pas de préciser quelle (s) conformation (s) peuvent adopter 
ces résidus et nous ne disposons pas de suffisamment de matériau pour mener à bien 
une étude en carbone-13 de cette protéine. 

Si l'on compare notre spectre RMN avec ceux publiés par Bennick 
pour les protéines A et C, nous constatons que ces spectres ont des allures tota- 
lement différentes, ce qui nous amène à penser que les protéines étudiées, bien que 
de compositions relativement proches, sont en fait très différentes. Récemment 
Bennick et coll. ont publié la séquence de ces protéines A et C (162), séquence dans 
laquelle on ne trouve pas de motifs Gly-(Pro)3 ou Gly-(Pro)& D'autre part cette 



séquence ne comprend pas non plus d'enchaînements du type -Gly-Asn-Gln-Ser-, 
alors que Degand et coll. (3) ont montré qu'il y avait glycosylation de leur protéine 
au niveau de l'asparagine appartenant à cette séquence. Nos résultats ne sont donc 
pas en contradiction avec ceux de Bennick, puisque les protéines étudiées semblent 
différentes. Par contre ils confirment les conclusions tirées par Aubert et coll. à 
l'issue de leur étude en dichroïsme circulaire. Ces auteurs avaient proposé l'exis- 
tence d'une conformation en polyproline II, structure qui semble être adoptée par 
la PRP d'après les résultats de RMN et qui est vraisemblablement due à des enchaî- 
nements du type Gly-(Pro), où n = 3 ou 4. Ils avaient proposé également l'existence 
de coudes ; ceux-ci n'ont pu être mis en évidence dans notre étude à cause de la 
complexité du spectre obtenu, mais nous pensons que cette structure existe et est 
adoptée entre autres par des séquences -Gly-Asn-Gln-Ser-. Enfin Aubert et coll. 
avaient proposé l'existence d'une structure désordonnée adoptée par le reste de la 
molécule et nos résultats de RMN semblent le confirmer (massif 6 Pro situé à 
3,5 ppm, qui est une position donnée par Mac Donald et Phillips (157) dans le cas où 
les résidus prolyle adoptent une structure inordonnée en solution aqueuse). 



Le travail présenté ici n'est qu'un volet d'une collaboration beau- 
coup plus large entre médecins, physico-chimistes et chimistes. De plus en plus en 
effet, on s'aperçoit que la fonction biologique d'une protéine ou d'une glycopro- 
téine est liée de façon très étroite à sa structure et des études conformationnelles per- 
mettent d'éclairer sous un jour nouveau le rôle de telle ou telle substance. Mais les 
protéines sont en général des molécules très complexes ; aussi préfère-t-on synthé- 
tiser et étudier des polymères modèles ayant une séquence en acides aminés proche 
de celle de la protéine naturelle. C'est ainsi que pour la PRP, nous avons étudié 
H-[Gly-(Pro)3],-OH et H-[Gly-(Pro)r],,-OH. Il semble que ces substances synthé- 
tiques adoptent des conformations assez voisines, mais que ce ne soit pas d'excel- 
lents modèles pour la protéine naturelle. En particulier il semblerait que, alors que 
d'après Aubert et coll. (5) la PRP contient 29 %de coudes p à côté de 64 % de struc- 
ture en polyproline II, le reste de la molécule étant sous forme désordonnée, les 
polymères étudiés dans ce travail adoptent essentiellement des structures polypro- 
line II et désordonnée et peut-être un très faible pourcentage de coudes B. Ce résul- 
tat n'est pas trop troublant pour deux raisons. D'une part, l'existence de 
conformation en polyproline II dans le cas des polypeptides synthétiques était 
attendue. En effet l'étude physico-chimique des peptides linéaires isolés au cours de 
ce travail nous a permis de mettre en évidence une structure proche de celle de la 
polyproline II pour le dérivé H-Gly-(pr~)~-oH en solution aqueuse. Aussi est-il 
logique que le polymère correspondant adopte une structure en polyproline II. 
D'autre part, le fait que nous n'ayons pas pu mettre en évidence l'existence de 
coudes p pour H-[Gly-(Pro)3],-OH ni pour H-[GI~-(P~O)~],-OH tend à confirmer la 
théorie car, si l'on se réfère à la méthode de Chou et Fasman de prédiction de la 
structure secondaire d'une chaîne polypeptidique à partir de sa structure primaire 
(163), on voit que des enchaînements du type Gly-(Pro), n'ont qu'une faible proba- 
bilité d'adopter une conformation en coudes /3 ; il est peut-être possible que nos 
polypeptides synthétiques en contiennent, mais en si faible quantité que nous 
n'avons pas pu les mettre en évidence expérimentalement. Par contre, pour la PRP, 
Degand et coll. (3) ont montré que cette protéine est glycosylée sur le résidu aspara- 
gine appartenant à la séquence -Gly-Asn-Gln-Ser-, séquence qui a de grandes 
chances d'être en coude p. Dans une étape ultérieure, il pourrait donc être intéres- 
sant de synthétiser et d'étudier la conformation d'une substance telle que : 
H-[(Gly-(Pro)3),-Gly-Asn-Gln-Ser],-OH, substance qui devrait, selon toute proba- 
bilité, être un meilleur modèle pour la PRP que les dérivés étudiés ici. Une fois ce 
modèle trouvé, on pourrait alors envisager une étude biologique de façon à voir le 
rôle que joue cette protéine ou la glycoprotéine apparentée dans la salive. En effet, 



ce rôle est encore mal connu. Les auteurs qui se sont penchés sur l'étude de protéines 
isolées de la salive parotidienne humaine semblent d'accord pour dire que ces molé- 
cules ont la capacité de participer à des échanges impliquant le calcium dans la 
cavité buccale. Il leur semble vraisemblable également qu'elles sont nécessaires 
dans les processus de minéralisation de l'émail. Mais quel est leur rôle exact ?Pour- 
quoi les chercheurs ont-ils pu isoler des protéines et des glycoprotéines de compo- 
sitions en acides aminés identiques ? Ces questionç restent encore très ouvertes à 
l'heure actuelle. Si l'on s'en tient aux propriétés chimiques de ces molécules, un fait 
marquant est leur richesse exceptionnelle en proline. Il est vraisemblable que cet 
acide aminé est nécessaire pour que la protéine adopte une conformation déter- 
minée assez stable lors de variations de pH ou de force ionique, variations qui 
peuvent être assez importantes dans la cavité buccale. Beaucoup reste à faire donc 
dans ce domaine surtout que cette protéine n'est qu'un des multiples composants 
de la salive. 
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