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Au cours des derniéres années, de trads nombreux
travaux sur les peptides sont apparus dans la littérature ce
gui dénote l1l'intérét que biologistes, pharmacologistes, chi-
mistes et physico-chimistes portent & cette famille de compo-
sés qui peuvent avoir une activité hormonale ou neuro-

transmettricg.

Parmi les objectifs poursuivis, l1'un des principaux
est d'essayer de relier l'activité biologique d'un peptide 3
sa conformation. A ce propos, on peut citer l'exemple de la
Met-enképhaline (pentapeptide) connue pour ses propriétés anal-
gésiques et dont la molécule présente une forme voisine de celle

de la molécule de morphine.

Des informations sur la structure tridimensionnelle
des peptides peuvent &tre obtenues soit par des méthodes théo-
riques : le calcul conformationnel, soit par la mise en oeuvre de

techniques expérimentales :
- Radiocristallographie X
- Spectroscopie (IR, Raman, RMN, fluorimétrie)

Autour de ce théme, 1l'analyse conformationnelle des
oligopeptides, une petite équipe s'est constituée dans le Labo-
ratoire de Chimie Macromoléculaire. Elle s'est fixée comme but
dans un premier temps de synthetlser des peptides modeles et
d'étudier leur conformatlon par agaszéaﬁhlques experlmentales :
la RMN et la fluorimétrie : on peut en effet esperer que ces

deux techniques sont des moyens efficaces pour aborder dans un

deuxiéme temps le probléme du comportement dynamique des pep-

tides.

Pour débuter dans ce domaine, les peptides cycliques
sont intéressants : leur structure spatiale est relativement ri-

gide mais ils ont dé&ja été étudiés d'une maniére intensive. Aus-

si, nous avons choisi de nous intéresser 3 des séquences linéai-~ .

res et en particulier, 3 celles susceptibles d'adopter des con-

formations repliées.

En effet, des études par RX de protéines globulai-

res ont mis en évidence des repliements & 180° des chaines




prinéipales faisant participer 4 amino-acides cénsécutifs

(L, i+1, i+2, i+3). Ces repliements sont connus sous:le nom de cou-
des B, B turn, B bend... La chaine principale se replie au-

tour des résidus i+l et i+2 et selon les valeurs des angles
diédres de ces deux résidus, 10 types de repliements de struc-
ture sont connus. Parmi ceux-ci, deux apparaissent plus fré-
quemment : le BI et le BII‘

Les calculs théoriques de Venkatachalam ont per-

mis de préciser les valeurs des angles de torsion :

®i+l Il’i+1 ¢i+2 ¢i+2
BI - 60° - 30° - 90° 0°
B - 60° + 120° + 80° 0°

IT

Ces valeurs permettent de rapprocher le proton
amide du résidu i+3 du carbonyle du premier résidu, et en con-
séquence, une liaison hydrogéne intramoléculaire peut s'éta-
blir et stabiliser la conformation repliée.

La littérature signale que les valeurs les plus
probables de l'angle ¥ du résidu proline sont voisines de
- 40° et + 130° et la structure rigide du cycle pyrrolidine
de ce résidu impose 3 l'angle ¢ d'é&tre voisin de - 60°.

Les valeurs des angles diédres de la proline sont
donc trés voisines de celles que doit adopter le résidu i+l
des repliements évoqués ci-dessus.

Aussi, on voit tout l'avantage qu'il y a & é&tudier
une séquence qui contient le résidu proline en seconde posi-
tion. La forte potentialité de cet amino-acide 3@ engendrer le
repliement B a &té mise en évidence par de nombreuses études,
en particulier, celles de Marraud et coll. d'une part et de
Fermandjian et coll. d'autre part.

Mais trés récemment, 3 la suite de 1l'étude confor-

mationnelle d'un heptapeptide cyclique nmturel (peptidolipin NA),

Ptak et coll. ont montré que le résidu proline peut aussi




participer 3 un autre type de repliement : le vy turn. Le
repliement Yy met en jeu 3 résidus consécutifs (i, i+l, i+2) |
et il est stabilisé par une liaison hydrogéne entre le pro-
ton amide du premier résidu et le carbonyle du résidu i+2.

Une représentation trés schématique des replie-
ments B et Yy est donn&e ci-dessous.

"\ |,_"r.?./n R

s K \co AN

NH m Co

' |
\ | C N |
I S sq\"
Pturn L} \u———-u 0— c/ \
NH | —d ‘ \
/— ..gcx__ 7 Tturn —"\""

Compte tenu du centre d'intéré&t que nous avons choi-
X si, des tétrapeptides modéles ont été synthétisés : ils contien-
| nent tous le résidu proline en position 2.

Aprés avoir décrit les synthéses de nos dérivés, les
résultats RMN vont &tre présentés et interprétés; Ils se rappor-
tent essentiellement aux trois séquences suivantes :

Tyr Pro Gly Gly, Gly Pro Tyr Gly et Gly Pro Gly Tyr.

D'autres modéles ont également &té étudiés pour résoudre certains

~

|

|

|

I

problémes apparus en cours d'interprétation des résultats RMN. }
Ils seront précisés au fur et & mesure de la présentation. ' ‘
* I

|

|
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A - GENERALITES

La synthése peptidique consiste 3 faire réagir les
a amino-acides pour former une liaison amide selon le sché&ma :

2 2 2—CH—C02H i ‘NHZ—CH-CO-NH-CH—CO H + H

H.N-CH-CO.H + NH ' ) ,0
Ry R, Ry R,

Cette synthése comporte 3 8tapes principales :

1 - la protection.

Le caractére au moins bifonctionnel des acides aminés
nécessite l'inactivation des fonctions non impliquées
dans le couplage.

2 - la synthése .

Les o amino—-acides, a 1'état naturel, sont peu réactifs :

l'activation de 1'une des fonctions s'avére indispensable.

3 - la purification.

Le grand nombre de processus chimiques mis en oeuvre au
cours d'une synthése a pour conséquence l'accumulation
de produits secondaires qu'il faut éliminer.

Parmi tous les peptides synthétisés au laboratoire, nous
ne décrirons que la synthése de ceux pour lesquels des &tudes
physico-chimiques ont &té entreprises. Il s'agit de :

Tyr Pro Gly Gly
Gly Pro Tyr Gly
Gly Pro Gly Tyr
Phe Pro Gly Gly
Gly Pro Ala Gly
Gly Pro Tyr Gly Ala
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Les trois premiers d'entre eux ont &té réalisés en
collaboration avec Bernard HECQUET.

Les résidus porteurs d'une chaine latérale sont de
configuration L.

Nous allons décrire les choix des groupements pro-
tecteurs et des méthodes de synth@se que nous avons &té& ame-
nés i faire pour mener 3 son terme cette partie du travail.

I - GROUPES PROTECTEURS

7 Si on désire réaliser la synthése d'un homotripeptide
(XXX), aprés protections des fonctions latérales (P'), des
extrémités N et C terminales (P1 et P2), on condense deux mo-
lécules d'o amino-acides selon :

La mise en place du 3é&me résidu X se fera aprés dé-
protection de l'une ou l'autre des extrémité&s. Le choix du
groupement protecteur va donc dépendre non seulement de la
spécificité de son introduction, mais surtout de sa capacité
' § 8tre éliminé dans des conditions opératoires que ne per-
turbent pas les autres protections. ‘

Compte tenu du trés grand nombre de groupes N protec-

~ teurs connus, il est souvent plus facile de trouver un_groupé_
N protecteur qui réponde aux conditions précédentes : c'est
surtout pour cette raison que la synthé&se se fait par conden-
sation d'un o amino-acide sur l'extrémité& N terminale du pep-
tide en cours de croissance.

Trois types de protections ont di étre introduits :
latérale, carboxylique et amine.

Les 2 premidres resteront en place en principe jusqu'a
la fin de la synthése.




a - protection latérale

Cing acides aminés ont été utilisés : glycine, ala-
nine, phénylalanine, proline et tyrosine. Seul le dernier
doit &tre protégé sur sa fonction phénol : on blogque sou-

vent celle-ci 4 1'état d'éther de benzyle (1) en faisant

réagir en milieu basique le bromure correspondant.

La déprotection (2) peut se faire selon deux méthodes

1 - Coupure par HBr dans l'acide trifluoracétique
(TFA)e

2 - Hydrogénolyse sur Pd déposé sur charbon.

L'inconvénient de la premiére mé&thode,c'est qu'elle

peut conduire 38 l'alcoylation du noyau aromatique de la ty-
rosine par le groupe benzyle libéré.

La seconde méthode, plus douce, a retenu notre atten-
tion, d'autant plus qu'elle permet aussi de régénérer les
fonctions acides carboxyliques au départ de leurs esters ben-
zyliques.

b ~ protection de la fonction amine

Deux groupes sont les plus fréquemment utilisés : :
le benzyloxycarbonyle (Z) et le tertiobutyloxycarbonyle (t.Boc).

- Le benzyloxycarbonyle

i
CH§O- é -

est introduit sur la fonction amine par la réaction du chlorure
de benzyloxycarbonyle sur 1l'c amino-acide (3).

Méthodes de déprotection :
1 - Coupure par HBr dans l'acide acétique
2 - Hydrogénolyse catalytique (P4/C)

Aucune de ces deux méthodes n'est compatible avec la protection
latérale de la tyrosine : le groupe Z a donc été éEcarté.
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- le tertiobutyloxycarbonyle (4)

o
(CH3)3C -0 -~-C ~

est mis en place par action en milieu basique de l'azide de
tertiobutyle (5) sur 1l'a amino-acide.

Les rendements sont généralement bons (70 & 80 %). La
déprotection se fait par voie acide 3 0° en utilisant soit
HC1l 4 N dans le dioxanne ou bien le TFA pur. La récupération du
peptide déprotégé se fait par précipitation dans 1'éther
éthylique sec dans lequel les trifluoroacétates d'amine sont
parfois solubles ce qui est un inconvénient majeur. Aussi il
vaut mieux utiliser l'acide chlorhydrique 4 N bien que les
chlorhydrates obtenus soient plus hygroscopiques, surtout ceux

-~

dérivant d'a amino-acides substitués 3 l'azote.

Comme en fin de compte, le groupe t.Boc nous a donné
dans l'ensemble satisfaction, nous l'avons retenu comme groupe

N protecteur.
c - protection de la fonction carboxyligue

Il s'agit pratiquement toujours de transformer la fonc-
tion acide carboxylique en ester d'alkyle (méthyle, éthyle ou
tertlobutyle) ou en ester de benzyle.

Les esters de méthyle ou d'éthyle sont obtenus en fai-
sant passer un courant d'acide chlorhydrique sec (6) dans une
solution alcoolique d' o amino-acide ou par action du chlorure
de thionyle (7).

La déprotection se fait par saponification.

L'alcool benzylique est beaucoup moiné réactif que le
méthanol. Nous avons cependant obtenu d'excellents rendements
en ester benzylique en utilisant comme catalyseur l'acide para-
toluénesulfonique (8) et en éliminant 1l'eau d'estérification
par distillation de l'azéotrope eau - benzéne.
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' Une méthode utilisant 1'acide polyphosphorique comme
catalyseur et déshydratant (9) conduit aussi 3 des rendements

acceptables.

Les esters obtenus, et en particulier ceux dérivant
de la méthode & l'acide paratoluénesulfonique donnent des
émulsions lors des lavages basiques des produits de la synthése
peptidique. Aussi il est souhaitable avant d'utiliser ces es-
ters de pratiquer l'échange de 1l'anion paratoluéne sulfonate

par l'anion chlorure (10).

La déprotection des esters de benzyle peut se faire
bien sir par saponification, mais 1'intérét de leur utilisation
réside dans la régénération de la fonction acide carboxylique
par hydrogénolyse sur Pd. Il est donc possible par cette der-
niére méthode de déprotéger a la fois 1l'extrémité C terminale,
mais aussi comme cela a été signalé plus haut, d'énlever la
protection latérale de la tyrosine.

La protection par les esters méthyliques a &té choisie
pour l'étude R.M.N. des peptides protégés : la contribution
des protons du groupe méthyle de l'ester au spectre est simple
(un singulet), contrairement 3 celle des protons de la protec-
tion benzyle qui peuvént interférer avec les protons aromati-

ques et benzyliques de la tyrosine.

Il est possible d'accéder aux peptides libres en sapo-
nifiant d'abord la fonction ester méthylique, puis en procédant
d une coupure acide du groupe N protecteur (t. Boc). Mais il
est bien connu que la saponification peut parfois s'accompagner
de racémisation (11), ce gu'il faut colite que cofite éviter. Aus-
si avons-nous recommencé toutes nos synthé&ses en utilisant comme
protection ester du résidu C terminal, le groupe benzyle qui a

été hydrogénolysé en fin de synthése.

II - REACTIONS DE COUPLAGE

On peut en théorie activer soit la fonction amine, soit

la fonction acide carboxylique, mais c¢'est essentiellement cette
\

derniére qui est activée. L'activation doit préserver la pureté

optique des résidus 3 coupler.




- 14 -

a - activation de la fonction amine

La seule méthode que 1l'on pratigue encore consiste
4 transformer l'ester de l'a amino-acide (sous forme chlo-

rhydrate généralement) en son isocyanate (12) selon :

¢p Toluéne 49
HCI1, NH2 - ?H -C + COCl2 — 0O=C=N ~ ?H - C
\
R' OR' R’ \OR'v
+ 3 HC1

L'utilisation du phosgéne et l'existence de réactions
secondaires importantes (surtout avec la glycine) ont forte-

ment réduit son champ d'application.

b - activation de la fonction acide carboxylique

Parmi les méthodes introduites depuis plusieurs déca-
des, seules les méthodes 3 1'azide (13) et aux anhydrides mix-
tes (14) (15) sont encore utilisées. Elles présentent l'avan-
tage considérable de ne pas nécessiter de C protection, ce qui
est trés utile pour la synthése de peptides contenant les ré-

sidus acide aspartique ou acide glutamique.

' L'introduction, vers 1955 par Hess et coll. (16), d'un
nouveau réactif, le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) a compléte-
ment modifié 1'approche de la synthése peptidique (17).

Trois méthodes expérimentales utilisant le DCC sont

pratiquées :

1 - Les o amino—-acides, convenablement protégés, en
solution dans le chloroforme (ou le diméthylformamide) sont

couplés en présence de DCC selon le schéma suivant :
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R R 0
| | Iy
tBOC—NH-CH—C02H+C6I-51—N=C=NC6H11-—>tBoc—NH-CH-C\ (1)
0
|
C6H11—N =C - NH—CGH1

R'

i i )
NH - CH ~ COZR"

|
I+NHZ- ~ CO,R" ww=imt Boc — NH - CH -

0
g
2

i
+ - - -
C6Hll NH - C -~ NH —C6H11

dicyclohexylurée (D.C.U.)

LLa D.C.U. est insoluble dans le chloroforme.

2 - Alors que dans la méthode précédente, les deux
réactifs d@ coupler sont introduits en méme temps que la DCC, il
existe une seconde méthode dans laquelle seul 1l'o amino-acide N
protégé (t. Boc) est mis en présence de DCC pour donner un anhy-

dride symétrique (non isolable) qui est ensuite aminolysé.

L'ensemble du processus peut se résumer selon les équa-
tions chimiques qui suivent.

R R 0
I l 4
£ Boc NH = CH - CO,H 4CHy) =N = C = N-C(H | mmpmt Boc = NH - CH = C (1)
0
- I
(H N = C - NHC
i T
I+tBOCNH-CH-C02H s (t Boc = NH = CH - C.) O + DCU
2
(II)
R!' 0 R 0 R'
L, L l i}
II+NH2-H-C-O" -—.—tBOCNH-CH\—C—NH—~CH—C02R

1

6011
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3 - La troisiéme méthode consiste 3 utiliser la DCC
pour transformer 1'a amino-acide N proté&gé en un ester dont
la caractéristique essentielle est de porter un groupe for-
tement attracteur d'électrons ce qui facilite 1l'aminolyse

par le résidu & coupler.

Cette méthode, plus longue et parfois aussi plus dé-
licate, posséde cependant un avantage considérable : les es-
ters intermédiaires sont cristallisables ce qui permet de pu-
rifier.

On couple par cette technique l'ortho ou le para
nitrophénol (18) 1l'hydroxysuccinimide (19)...

Le couplage de deux acides aminés par le DCC n'est pas
la solution "miracle" aux problémes nombreux de la synthése

peptidique, il y a aussi des inconvénients :

1 - L'acide aminé peut au lieu de se condenser sur
le carbone central de la DCC se coupler sur l'atome d'azote ce qui
conduit & la formation de N acylurée qui n'est pas aminolysa-
ble (16 b).

2 - Les risques de racémisation sont plus élevés. Cer-
tains auteurs ont proposé de les limiter en effectuant la syn-
thése en présence d'hydroxybenzotriazole (HOBt) (20, 21).

Nous avons testé pour nos synthéses, les différentes
méthodes utilisant la DCC. Nous n'avons pas noté de différence
suffisamment importante pour la pureté et les rendements en
peptide formé& au départ de chacune de ces méthodes. Aussi, nous
avons choisi la plus simple a8 mettre en oeuvre : la méthode

directe.

Remarque

La racémisation est en fin de compté 1'un des problémes
fondamentaux de la synthése peptidique : elle peut intervenir
depuis l'introduction des groupes protecteurs jusqu'aux réac-
tions de couplages et de déprotections. Nous ne souhaitons pas
faire ici une revue exhaustive de ce probléme, mais seulement
attirer l'attention sur l'avantage qu'il y a & effectuer les
réactions de couplage en utilisant des!concentrations élevées

en réactifs. En effet, si on se référe au schéma suivant,
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DCC * LAAZOR

t Boc LAA1 - (t Boc LAAl) . produit LL
Tl % LAAZOR

(t Boc DAA,) — produit DL

(LAA1 et DAA1 sont les inverses optiques de 1l'acide aminé AAl)
on constate que si la racémisation (au niveau de l'espéce ac-
tivée) est monomoléculaire, le couplage est quant & lui bimo-
léculaire, d'oll l'avantage a effectuer les couplages en milieu

concentré.

IIT - TECHNIQUES EXPERIMENTALES DE LA SYNTHESE

Le choix des groupements protecteurs et des méthodes
de couplages étant fait , il faut maintenant réaliser la

synthése.

a - méthode en phase liquide

La méthode la plus ancienne et cependant la plus pra-
tiquée encore est celle dite de la "phase ligquide". Elle con-
siste tout simplement d effectuer les réactions de couplage
dans des solvants organiques et 3 purifier les intermédiaires
par des lavages acides (élimination de l'excés de NHi-AAi—OR)

et basiques (élimination de l'excés de t Boc AAl).

1 - Simplicité de mise en oeuvre

2 - Possibilité de synthétiser des quantités impor-

tantes de produits

Inconvénient

Les produits secondaires s'accumulent.
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b -~ méthode de Merrifield

~ Merrifield (22) a proposé d'utiliser une résine cons-
tituée de polystyréne réticulé par 1 & 2 % de divinylbenzéne
et ' partiellement chlorométhylé. C'est une résine qui gonfle
dans les solvants organiques et sur laquelle on greffe le ré-

-

sidu C terminal du peptide a synthétiser.

La synthése selon Merrifield dite de la "phase solide"”

peut se résumer selon le schéma ci-dessous.

R
t Boc - NH - éH - CO2 + Cl - CH2 ~ polymére

' R
t Boc - NH -~ éH - CO, - CH

2 2~ polymére

1) déprotection (HC1l 4N ou TFA)

2) neutralisation par Et3N

H - CO, - CH, - polymére

Rl

|
t Boc NH - CH - CO,H + DCC/HOBt

2

R ' ‘R

I I
t Boc - NH-CH~-CO ~-NH -CH - CO, - CHz- polymére

2

HBr/TFA ou HF

?H —'COZH ~ polymeére
R
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En fin de synthése, le peptide est décroché de la résine par
traitement acide (le plus fréquemment) : HF anhydre ou HBr
dans le TFA.

-

La répétitivité des opérations a effectuer et 1l'uti-
lisation du support solide permettent de réaliser la synthése
du peptide & l'aide d'appareils automatiques.

e b -l o — o 4 O o . _ —— T ——

1 - Les réactifs non couplés sont éliminés par simple
lavage ce qui permet d'aboutir 3 des peptides de
haute pureté

-

2 - Les interventions se limitent & des contréfles du
taux de couplage et 3 veiller au bon fonctionnement

de 1'automate.

Inconvénients

— ——— - —— i o w— —

1 - C'est une méthode onéreuse tant par le matériel
qu'elle nécessite que par les faibles quantités
de peptides qu'on peut synthétiser dans un cycle

d'opérations

2 - La microporosité du support limite parfois les
possibilités d'accroissement de la chaine pepti-
dique, aussi souvent synthétise~ton des morceaux
de taille moyenne par cette méthode que 1l'on couple

ensuite en phase liquide.

c - méthode de Bayer (23)

L'idée essentielle de cette méthode est de s'allier les
avantages de la phase liquide pour les réactions de couplages
et ceux de la phase solide pour les purifications. Le polymére
utilisé est un polyéthyléneglycol qui est soluble dans les sol-
vants utilisés pour les couplages (chloroforme, DMF...) mais
insoluble dans 1'éther éthylique : on peut donc éliminer les
produits non couplés par simple filtration. Le schéma de la
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synthése est trd@s voisin de celui de la phase solide : dans
un premier temps, on accroche un premier acide aminé sur le-

polymére selon :

2 t Boc AAl + HO + CH2 - CH2 -0 }n CH2 - CHZOH
.(DCC/HOBt) :
— t Boc AAl<polyrnére) Ap, t Boc

Ensuite on enléve les protections t.Boc et on peut coupler

alors un second résidu.

Cette méthode parait dans son principe trés intéres-
sante, mais en pratique, le couplage du premier acide aminé
(estérification) est trés long (plusieurs jours parfois) et
ceci d'autant plus que la masse molaire du polymére est éle-
vée. De plus la précipitation par 1'éther éthylique donne
parfois des huiles et alors la méthode est mise en défaut.

Au laboratoire, les trois techniques (phase liquide,
solide et de Bayer) ont été expérimentées par l'un ou 1l'au-
tre d'entre nous. La méthode de Bayer a échoué (résidu hui-
leux), la méthode de Merrifield a donné un produit de haute
pureté mais en quantité trop peu importante. Nous avons donc
eu recours 3 la méthode classique de la phase liquide qui a
permis de préparer des quantités suffisantes de peptides

pour les études physico-chimiques.

IV - STRATEGIE DE LA SYNTHESE

Jusqu'3 ce point de l'exposé, l'accroissement de la
taille du peptide a été décrit par une méthode récurrente :
_ chaque &tape consistant & additionner un résidu. En fait, la
stratégie de la synthése peut &tre différente : des fragments
peuvent &tre obtenus séparément, puis réunis. Cette solution

présente deux avantages :
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1 - Elle permet d'optimiser les rendements vis-d-vis
de l'extrémité C terminale-

2 - La technique de purification que nous avons choi-
sie repose sur la différence de masse des produits
3 séparer : elle sera d'autant plus efficace que
les masses sont différentes, ce gui est le cas
dans la méthode des fragments.

La limite de ce mode de synthése est clairement mise
en &vidence par un exemple : pour effectuer la synthése par
fragments de Tyr Pro Gly Gly, il faut préparer :

t Boc Tyr Pro 0Bzl et t Boc Gly Gly OBzl

|

0Bzl
Ensuite, on doit enlever la protection ester de benzyle de la
proline : la saponification est & déconseiller (risques de ra-
cémisation), 1l'hydrogénolyse touche & la protection latérale
de la tyrosine. Aussi pour cet exemple, la méthode par frag-

ments n'est pas utilisable.

V - PURIFICATION

Les réactions secondaires, les couplages incomplets,
1'utilisation de la méthode en phase liquide expliquent le

besoin d'une purification efficace en fin de synthése.

La chromatographie sur alumine ou sur gel de silice
n'a pas donné de bons résultats.

Par contre, la filtration sur gel (Sephadex) a permis
de bonnes séparations. Trois types de gel ont 8té utilisés :
G 10 ou G 15 pour purifier les peptides libres et LH 20 pour
les peptides protégés.

L'électrophorése préparative a aussi donné une excel-
lente purification, mais les quantités traitées étaient trop

faibles pour que la technigque soit retenue.

R
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B -~ DESCRIPTION DES SYNTHESES

Avant de donner quelques détails sur les synthéses
réalisées, nous allons décrire les méthodes analytiques qui

ont permis de mener & son terme cette partie du travail.

I - TECHNIQUES ANALYTIQUES

L'analyse chromatographique sur couches minces (gel
de silice Merck) des peptides protégés a &té& un auxiliaire
précieux. Elle a permis de vérifier la pureté des produits
de départ, l'évolution des réactions de couplage et de dé-

protection des extrémités N terminales.

L'éluant retenu est composé& de chloroforme, de métha-
‘nol et d'acide acétique (85/10/5).

En ce qui concerne les peptides libres, ils sont é&lués
aprés dépSt sur papier Whatman n° 1 par un mélange pyridine
butanol 1, eau (35/30/30). ’

La révélation des chromatogrammes se fait par pulvé-
risation de ninhydrine (en solution dans le méthanol), suivie
d'un chauffage a8 100°. Les peptides protégés doivent &tre
préalablement traités par des vapeurs d'HC1 avan£ pulvérisa-

tion (pour libérer la fonction amine).

La pureté des peptides (aprés séparation sur gel
Sephadex) a été vérifiée par chromatographie sur papier et

par électrophorése (a 2 pH : 6,4 et 1,9).

II - PREPARATION DES INTERMEDIAIRES REACTIONNELS

a - protection de la chaine latérale de la tyrosine

Le groupement benzyle est introduit selon la méthode

décrite dans la littérature.
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b - tertiobutyloxycarbonyl amino~acide

On les prépare par action de l'azide de tertiobutyle

(24) sur 1l'c amino-acide selon :

O
1

i OH

NH2 - ?H - C02 + (CH3)3C - C - N3. —-

R | R

-

l |
(CH); C - 0 = C - NH - ¢H - €O,

Nous avons préparé de cette maniére : t Boc Gly, t Boc Pro,
t Boc Phe, t Boc Ala, t Boc Tyr (OBzl).

En régle générale, ces synthéses ne présentent pas
de difficultés sauf celles de t Boc Phe (25 a) et t Boc
Tyr (OBzl) (25 b) qu'il est difficile de précipiter a 1'éther
de pétrole.

c -~ esters de benzyle et de méthyle

-~ i —— n aan o Yo e o

‘ Tous les acides aminés ont été transformés en esters
benzyliques par la méthode azéotropique (8), par la méthode

a l'acide polyphosphorique (9) ou bien encore pour certains
d'entre eux par la méthode du chlorure de thionyle (7).

- o o 2 v M an a w0 —

Ces esters ont é&té obtenus par des méthodes déja bien
décrites (6). ‘

Remarque : Les estérifications ne sont jamais complétes; pour
purifier les esters nous avons modifié les méthodes de pré-
parations décrites dans la littérature. Apré&s synthése de
l'ester, nous avons mis en solution dans le minimum d'eau,
aprés neutralisation par K2C03,on sature avec NaCl et on ex-
trait par 2 fois 50 cc d'éther éthylique et 2 fois 50 cc
d'acétate d'éthyle : l'acide aminé non estérifié reste ainsi

dans 1l'eau.
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Aprés séchage sur MgSO4, le solvant est évaporé. On
reprend le résidu huileux par de 1l'éther éthylique sec et on
fait passer un courant d4'HCl sec. Le chlorhydrate de l'ester
d'amino acide précipite, il est filtré, repris par le métha-

nol et on reprécipite a 1'éther sec.

IIT - SCHEMAS DE SYNTHESE DE NOS PEPTIDES

Nous ne décrirons qu'une méthode par peptide synthé-
tisé : soit celle du pas a pas, soit celle des fragments :

‘a - Tyr Pro Gly Gly

Tyr Pro Gly Gly
+ Boc—+— OH I-ICl,NHZ——— OBzl
t Boc OBzl
t Boc——OH HCl,HZN 0OBz1
t Boc OBzl
t Boc—1—1 OH HCl,HzN OBzl
gBzl
t Boc T OBzl
dszl
t Boc : OH
ﬁH
HCL,HN ' OH
H.N OH




b - Gly Pro Tyr Gly
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Gly Pro Tyx Gly
t Boc——OH HCl,HZN OBzl t Boc——TOH HCl,HzN-———-—Ole
OBzl
t Boc OBzl t Boc T OBzl
OBzl
t Boc OH HClJEN | OBzl
OBzl
t Boc | OBzl
OBzl
t Boc I OH
OBzl
HClﬁ%N ‘ OH
OH
H2N - I OH
OH
¢ - Gly Pro Gly Tyr
Gly Pro Gly Tyr
t Boc OH HClJ%N———T—-Ole
OBzl
t Boc . OBzl
OBzl
t Boc OH HCIJBN T OBzl
OBzl
t Boc l OBzl
OBzl
t Boc OH IElJbN I OBzl
OBzl
t Boc I OBz1
OBzl
t Boc | OH
OH
HCl,HzN I OH
OH
H2N -' OH




d -~ Phe Pro Gly Gly
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Phe Pro Gly Gly
t Boc—}— OH HClJbN—————Ole t Boc+—OH HClJbN————Ole
t Boc OBzl t Boc OBzl
t Boc OH HClJ%N OBzl
t Boc OBzl
t Boc OH
HCl,HzN OH
H2N OH
e - Gly Pro Ala Gly
Gly Pro Ala Gly
t Boc—"——OH HClJ%N—~——Ole
t Boc OBzl
t Boc——0Bzl HClJ&N OBzl
t Boc OBzl
t Bo¢—}——OH EElJbN 0Bzl
t Boc OBzl
t Boc OH
HCl,HzN - OH
H.N OH
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f - Gly Pro Tyr Gly Ala
(t Boc Gly Pro Tyr Gly OH est obtenu selon b)

OBzl
Gly Pro Tyr Gly Ala

t Boc ' OH HCl,H,N—|—O0Bzl
0Bzl

t Boc OBzi
OBzl

t Boc—— ' , OH
OH

HC1,H,N OH

H.N OH

IV - DESCRIPTION D'UNE SYNTHESE

Décrire toutes nos synthéses serait long et fastidieux.
Aussi nous nous contenterons de préciser le mode opératoire suivi

pour 1l'une d'entre elles par exemple Tyr Pro Gly Gly.

Nous indiquerons la procédure a suivre pour accéder
au dérivé protégé (t Boc peptide methyl ester) et nous préciserons
également celle qui permet d'aboutir au peptide libre (sous forme
zwitterion).

- t Boc Gly Gly OCH (1)

3

2 mole) sont mis en

4,15 g de HC1, Gly OCH; (3,3.10°
suspension dans 50 cc de chloroforme. Aprés avoir neutralisé par
4,6 cc de triéthylamine, on ajoute 5,25 g de t Boc glycine

-2
(3.10
alors 7,1 g de DCC (3.10"2 mole). Apré&s 4 heures de réaction,

700 mg de DCC sont encore ajoutés (au, total 3,3.10"2 DCC sont

mole). La solution est refroidie & 0°C et on introduit

utilisés). On laisse réagir pendant 12 heures. Aprés réaction,
on filtre la dicyclohexylurée (D.C.U.). Le filtrat est alors

lavé par 50 cc de chacune des solutions suivantes (HCl 1 %;HZO,

NaHCO3 5 %, puis H,0) .
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Séché sur MgSO4, la phase organique est ensuite
8vaporée, le résidu huileux est alors traité par 30 cc
d'acétate d'éthyle, le reste de DCU et de chlorhydrate
de triéthylamine précipite. On filtre et on évapore le sol-
vant-.

- HCl, Gly Gly OCH., (II)

3

Le résidu huileux précédent réagit & 0° avec 50 cc
d'HC1 4 N dans le dioxanne. L'isobutyléne et le gaz carboni-
gue provenant de la coupure du groupe N protecteur (t Boc) se
dégagent. Au bout de 30 minutes, le dioxanne est évaporé. La
masse huileuse récupérée est reprise par le mé&thanol et on
fait précipiter dans l'éther sec.

On obtient 4,6 g HCl Gly Gly OCH3 (Rdt global : 85 %).

- t Boc Pro Gly Gly OCH3 (III)

1,7.1072 mole de HC1 Gly Gly OCH; (3,05 g) neutralisé

par 2,35 cc de triéthylamine réagissent dans 30 cc de chloro-
forme avec 3,25 g de t Boc Proline (1,5.10—2 mole} (on intro-
duit 3,7 g de DCC et 2,05 g de HOBt).

- HCl Pro Gly Gly OCH, (IV)

3
Le résidu huileux provenant de (III) est traité par
40 cc HC1 4 N dans le dioxanne pendant 15 minutes. Aprés éva-
poration & froid du dioxanne, on reprend au méthanol. La pré-
cipitation dans l1'éther éthylique fournit une masse pateuse;
aprés 2 heures d'agitation énergique, cette masse se disperse,
il faut alors filtrer trés rapidement car le chlorhydrate ob-

tenu est trés hygroscopique.

Masse obtenue 3,2 g (Rdt global 74 %).

- &t Boc Tyr (0Bzl) Pro Gly Gly OCH_ (5)

3

On condense 0,95.10—2 mole de t Boc Tyr OBzl et le
chlorhydrate IV en appliquant la méthode I. '
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Le produit lavé et séché précipite dans 1'éther de pétrole.

Le rendement est de 62 %.

- t Boc Tyr Pro Gly Gly OCH3 (vr)

700 mg de palladium & 10 % dé&posé sur charbon sont
mis en suspension dans 5 cc de méthanol. Le catalyseur est
réduit pendant 20 & 30 minutes, on introduit alors 2 g de
t Boc Tyr (OBzl) Pro Gly Gly O CH3. La débenzylation de la
chaine latérale de la tyrosine est achevée en 2 heures (on

suit la réaction par CCM et par consommation d'hydrogéne).

Le catalyseur est écarté par filtration, le sol-
vant est évaporé. On reprend le résidu par le dichloromé-
thane et on termine par une précipitation dans 1l'éther de
pétrole. L'hydrogénolyse est pratiquement quantitative.

Tous les peptides protégés respectivement sur les
‘extrémités N et C terminales par les groupes t Boc et ester
méthylique peuvent étre obtenus en suivant ce mode opéra-
toire; il y a bien sir quelques problémes particuliers ici
et 1a dus pour l'essentiel 3§ des difficultés de précipita-
tion d'intermédiaires ou bien alors dus a la nature fortement

hygroscopique de certains chlorhydrates.

Comme nous l'avons précisé antérieurement, les pep-
tides libres ont été obtenus par l'intermédiaire de protec-
tion benzylique de l'extrémité C terminale. Nous allons donc
simplement décrire la méthode pour passer au zwitterion &
partir de t Boc Gly Pro Tyr (OBzl) Gly OBzl par exemple.

- t Boc Gly Pro Tyr Gly OH (VII)

3 g de t Boc Gly Pro Tyr (OBzl) Gly OBzl en solution
dans 20 cc de dioxanne (récemment percolé sur alumine) sont
réduits par 1,1 g de Pd 10 & / Charbon.

Aprés filtration et é&vaporation, on précipite le
peptide dans l1'éther de pétrole (rendement 90 %)..
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- CF3 COZH, NH2 Gly Pro Tyr Gly OH (VIII)

1,7 g de t Boc Gly Pro Tyr Gly OH réagissent a
0° avec 15 cc de TFA. Aprés 30 minutes, on ajoute de l'éther
sec refroidi, le trifluoracétate d'amine précipite. On fil-
tre et on reprend le filtrat par le méthanol. On termine par

une précipitation dans l'éther éthylique sec (Rdt : 85 %).

- NH, Gly Pro Tyr Gly OH (IX)
400 mg de produit (VIII) sont purifiés sur une co-
lonne de Séphadex G 15 (2,5 cm x 80 cm).

L'éluat est traité par 8 a 10 cm3 de résines échan-
geuses d'ions Dowex 1 x 2 (contre ion acétate). On laisse
gquelques minutes, on filtre, on rince abondamment la résine,

on lyothlise.
Masse récupérée 235 mg (Rdt = 73 %).

La nature zwitterionique du peptide a pu &tre véri-
fiée lors de l'étude de l'influence du pH sur les spectres

RMN proton.
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A - METHODE ET TECHNIQUES RMN

I - ANALYSE CONFORMATIONNELLE ET RMN

L'empéchement de rotation autour des liaisons sim-

ples donne lieu & l'isomérie rotationnelle.

L'étude de cette forme d'isomérie est d'approche
délicate : les énergies d'interconversion sont faibles et le
nombre de rotaméres en équilibre est parfois important.

Pour les peptides, les rotations peuvent se faire
autour des liaisons simples N—Ca’ Ca-CO et celles des chai-
nes latérales. En conséquence un peptide peut exister sous de

trés nombreuses conformations.

Le but de l'analyse conformationnelle est de préci-
ser si la molécule présente des conformations préférentielles
et dans ce cas d'essayer de les définir par 1'intermédiaire des
valeurs des angles de torsion autour des liaisons simples.

La spectroscopie RMN permet d'aborder le probléme
posé. Le proton ayant un moment magnétique élevé, il est trés \
facile de détecter sa résonnance, c'est une des raisons qui 1

|

nous ont conduit & entreprendre l'analyse de la conformation j
‘de nos modéles par la RMN de ce noyau. 4
Aprés avoir analysé le spectre du peptide, nous dis-
posonsAde 2 types de paramétres : les déplacements chimiques
et les constantes de couplage. En faisant varier les conditions
expérimentales (effet de température, de solvant), les compor-
tements spécifiques des déplacements chimiques des protons
amides peuvent &tre analys&s en terme d'inaccessibilité (pro-
tection stérique du proton amide ou sa participation & une
liaison hydrogéne), ce qui permet de faire 1'hypothé&se d'une

structure organisée.

Les valeurs des couplages 3q entre le proton amide
et celui porté par le carbone o sont reliées par une relation
de type Karplus aux valeurs des angles de torsion autour des

liaisons N—Cu.
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Ces couplages permettent par conséquent de définir la con-
formation préférentielle de la molécule de peptide.

Cette méthodologie de l'analyse conformationnelle
des peptides par RMN sera appliquée 3 nos dérivés :

~ Dans un premier temps, nous essayerons d'établir
la nature flexible ou structurée de nos modé&les.

- Dans une seconde étape, si une conformation pré-
férentielle est retenue, des valeurs des angles de torsion

autour des liaisons N—Ca seront proposées.

ITI - ACQUISITION DES SPECTRES

a - appareillage

Les peptides possédent fréquemment des acides ami-
nés de méme nature, les constantes d'écran correspondantes
sont alors trés voisines. Aussi pour obtenir des spectres
RMN exploitables, il est absolument indispensable d'utiliser
des spectrométres possédant des aimants trés puissants pour
que la fenétre spectrale soit élargie.

Les spectres protons présentés dans ce travail ont
été réalisés sur deux appareils :

1 - WH 270 BRUKER (Laboratoire de Chimie Organique
Université Paris V. Travail effectué& en colla-
boration avec Mme C. GARBAY).

2 - TSN 250 CAMECA (Laboratoire Dr. CHACHATY -
C.E.A. Travail effectué en collaboration avec
M. B. PERLY.

Les spectres 13C présentés ont été enregistrés sur WP 80
WH 270 ou CFT 20.

Tous ces spectrométres travaillent en onde pulsée.

13C (la faible teneur

Cette technique est indispensable en
en cet isotope et la valeur peu é&levée du rapport gyromagné-
tique rendent obligatoire l'accumulation des spectres). Pour
le proton, cette technique permet d'obtenir des spectres

avec de trés faibles quantités de produits (en une heure, on

-~

peut obtenir un spectre & partir d'une solution 3 m M).
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Sans vouloir entrer dans des détails techniques,
il faut cependant préciser qu'en RMN pulsé, l'information
spectrale est obtenue a partir d'un interférogramme corres-
pdndant au phénoméne de retour & 1l'équilibre de 1'aimanta-
tion des noyaux. L'excitation de ceux-ci ayant &té obtenue

par l'application du pulse électromagnétique.

Les interférogrammes sont transformés en données
numériques et stockés dans les mémoires du calculateur avant
traitement par transformée de Fourier.

b - Technigues d'’acquisition

Pour les spectres 130, la méthode classique a été
utilisée : suppression des couplages hétéronucléaires proton -

13C par la technique de l'irradiation large bande des protons.

En ce qui concerne le proton, les spectres réalisés
avec le DMSO d6, le CDCl3 ne posent pas de problémes. Par con-
tre, l'utilisation de trifluoroéthanol non deutérié et d‘HZO
demande la mise en oeuvre d'une technique de suppression de

ligne de solvant.

Nous avons choisi le "gated homonuclear decoupling"
dont le principe est le suivant :

dans{uh premier temps, la raie & supprimer est ir-
radiée pendant quelques secondes, tout de suite

aprés on prend le spectre (pulse et acquisition).

L'irradiation d'un proton du solvant pendant un
temps suffisamment long devant son temps de relaxation a pour .
conséquence d'orienter dans toutes les directions de 1l'espace
les spins individuels : l'aimantation globale est donc nulle.

IITI - ANALYSE DES SPECTRES

a - attribution

En 13C, les données bibliographiques (2) (3) (4)

et la comparaison de nos spectres entre eux permettent d'iden-
tifier la plupart des résonnances.
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En ce qui concerne le proton, les signaux de ré-
sonnance se situent dans 3 domaines de fréquences caracté-

>

ristiques :

6 a s ppm protons amides et aromatiques

3,5a& 5,5 ppm : protons portés par le carbone o

des acides aminés

0 a 3,5 ppm : protons B de la tyrosine, B proline...

La comparaison des fréquences obtenues pour les
protons du peptide avec celles des protons des acides aminés
constitutifs ne permet pas en général d'attribuer sans ambi-
guité les signaux des protons amides et a : les structures
primaire et secondaire peuvent modifier les constantes d'écran.
Seuls les protons des chaines latérales peuvent étre identifiés
sans trop de problémes d partir de leur déplacement chimique et
de la multiplicité du signal (5). Ils servent alors de point
de départ pour la mise en oeuvre d'une technique de découplage.

b - analyse des spectres

Le calcul théorique des énergies de transition entre
les é&tats de spin établit des relations entre les paramétres
spectraux (6§ et J) et les valeurs des fréquences des raies qui

constituent les multiplets des noyaux couplés.

Si les différences de déplacements chimiques sont
beaucoup plus grandes que les constantes de couplages
(A§ > 5 J), les équations se simplifient et montrent que les
déplacements et les constantes de couplage sont directement
accessibles par des mesures sur le spectre (on appelle souvent
ce type d'exploitation des spectres, une analyse au premier

ordre) .

Dans le cas contraire, seul le traitement mathémati-
que permet d'obtenir les paramétres spectraux. Lorsque le sys-

téme de noyaux couplés dépasse 3, le recours a l'analyse par

ordinateur est indispensable.
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Pour chacune des situations précédentes, on a
1l'habitude de parler respectivement de systémes faiblement
ou fortement couplés. Pople a proposé de représenter un sys-
téme de noyaux couplés parvdes lettres de 1'alphabet voisi-
nes pour les systémes fortement couplés et &loignées pour
les autres : les spectres ABC et AMX vont alors correspondre
d des systémes de 3 spins fortement et faiblement couplés.

Dans la suite de 1l'exposé, il sera souvent fait

-~

référence 3 ce type de nomenclature, en particulier des

systémes AB et ABX permettent de décrire la plupart des acides

aminés utilisés.
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B - CONFORMATION D'UN PEPTIDE

Un peptide est constitué d'une chaine principale
(qui contient des liaisons amides) et de chaines latérales.

Définir la structure d'un peptide, c'est donner
l'ensemble des valeurs des angles diédres, w, ¢, ¥, x,qui
sont représentés sur la figure ci-dessous.

La mésomérie entre le carbonyle et le doublet de
l'atome d'azote impose 3 l'angle w de prendre soit la valeur
0° ou soit la valeur 180°, la premiére n'est rencontrée que
pour les acides aminés substitués a3 1l'azote (proline, sarco-
sine...). Quand la valeur est de 180°, on parlera d'isomére
trans et pour 0°, d'isomére cis; ainsi les liaisons pepti-
diques seront en général trans sauf pour des modéles conte-

nant la proline ol l'isomérie cis-trans se rencontre.

La chaine principale d'un peptide est donc repré-
sentée par un ensemble de plans s'orientant 1'un par rapport
d l'autre par rotation autour des liaisons simples N - Ca et

o -
o
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Nous avons commencé 1l'@tude dé la conformation de
nos peptides par celle des tétrapeptidés contenant un résidu
proline en position 2, un résidu tyrosine en position varia-
ble (1, 3 ou 4), le reste étant constitué par des réSidus
glycine :

o
i

t.Boc Tyr Pro Gly Gly OCH3 (t.Boc T' OCH3)

1

2 = t.Boc Gly Pro Tyr Gly OCH3 (t.Boc T OCH3)

3
3 = t.Boc Gly Pro Gly Tyr OCH3 (t.Boc Ty OCH3)

Le DMSO a été retenu comme solvant pour cette pre-
miére étude. Son utilisation, trés souvent rapportée dans la
littérature pour l'étude conformationnelle des peptides (par
RMN) , s'explique par deux avantages essentiels :

1 - Il ne donne pas lieu a des réactions d'échange

‘avec les protons mobiles des peptides (amide et hydroxyle).

Les signaux RMN de tous les protons sont donc obtenus sur le
spectre, et en théorie, tous les paramétres (déplacements
chimiques et constantes de couplage) peuvent &tre déterminés.

2 - C'est un solvant suffisamment polaire pour ne
pas donner lieu & la formation d'agrégats aux concentrations
habituellement choisies pour les études RMN.

Marraud et coll. (1) ont estimé& qu'en dega d'une
solution 0,2 molaire, l'agrégation est peu importante dans
ce solvant. Nos spectres protons ont &té réalisés avec des

" concentrations de l'ordre de 0,05 molaire, ceci représente

une condition favorable pour s'affranchir des phénoménes
d'auto-association des molécules de peptides.

Nous allons présenter et analyser pour chaque mo-
dele :

1 - le spectre proton et l'influence de la tempéra-
ture sur les déplacements chimiques dés,protons amides et sur
la distribution des rotaméres latéraux he la tyrosine.

2 - Le spectre 130.
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L'interprétation de certaines données expérimenta-
les nécessite 1'introduction de quelques définitions qui se-
ront données au fur et 3 mesure de la présentation des ré-

sultats.

Nous terminerons ce chapitre par une discussion
générale dont les objectifs seront de présenter les problémes
spécifiques des peptides contenant un résidu proline (isomérie
cis-trans), d'utiliser les résultats des effets de température
pour l'analyse conformationnelle et de préciser les limites
de la méthode RMN.
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I - t.Boc Tyr Pro Gly Gly OCH3 (t.Boc ’I‘1 OCH3)

OH
I
CH, O 0 0
oy AR /20 u /
CH3"" C=-=0=-~C=N—~—CH—~C — N — CH—C"'I;]‘-CHZf" C""Ii]"‘ CH2—' C\
|
/ H H OCH3

CH3 H

A - RMN PROTON

1 - Spectre (I) et paramétres

Les déplacements chimiques et les constantes de couplage

de t.Boc Tl OCH3 sont rassemblés dans le Tableau 1.

2 - Discussion

a - Les expériences de découplage ont permis d'attri-
buer les signaux du spectre de t.Boc T1 OCH3 sauf ceux de Gly 3
et Gly 4 (protons amides et o). Pour résoudre ce probléme, deux

méthodes ont été utilisées :

. Les déplacements chimiques obtenus pour les protons a
des deux résidus glycine de t.Boc T1 OCH3 ont é&té gomparés a
celui du Ho de Gly 4 du dérivé +t.Boc T, OCH,. ‘

Si on appelle "Gly A" et "Gly B" les prdtons a

de t.Boc T, OCH3 respectivement situés 3 bas champ et 3 haut

champ , nous avons :
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Résidu § ppm J (Hz)
HN : 6,93 3JHNC H = 8,5
“ ‘
H : 4,30
HBl : 2,81 Ja81 = 3,9
3
He 2,58 I8, = 10,2
H,_ : 7,07 et 6,65 ZJB182 = 14,15
HO : 9,18
H  : 4,30
Pro 2 HB v ~ 1,8 - 1,0
H, 3,55
3
HN : 8,25 r-J = 12
Gly 3 3 HNCaH
Ha s 3,71 JHNC g = 5,6
of
H - N: 8,15 'z3JNHC g = 12
o
Gly 4 H, : 3,87 3JHNC . 5,6
ol
(CHy) 5C - 1,30
- 0 - CH, 3,61
TABLEAU 1

DépZaceMents_chimiques et constantes de couplage de

t.Boe Tl OCH3 s

e = 0,05 mole/l T = 30°C péf. TMS




Gly 4 (t.Boc T3 OCH3) = 3,83 ppm
Gly A (t.Boc T, OCH3) = 3,87 ppm
Gly B (t.Boc Tl OCH3) = 3,71 ppm

La comparaison des valeurs ci-dessus permet de proposer de

situer les protons o Gly 4 (de t.Boc T OCH3) d bas champ

1
(3,87 ppm). L'attribution des protons amides peut alors

-

étre faite a 1l'aide d'expériences de découplage, on obtient :

NH Gly 4 8,15 ppm

NH Gly 3

8,25 ppm

La méthode mise en oeuvre pour attribuer les pro—\\\
tons des glycines suppose que les déplacements chimiques ne |
dépendent que de leur position dans la séquence peptidique, f
mais cette méthode peut étre mise en échec si des conforma-

tions spécifigues existent pour les dérivés comparés.

Or 1l'interprétation des effets de température dé-
crits plus loin nécessite que l'attribution soit sans équi-
voque; aussi il a été nécessaire de confirmer le résultat

par la mise en oeuvre de la méthode qui suit.

. La comparaison des déplacements chimiques des H,

Gly de t.Boc T1 OCH3 et t.Boc T1 OH a été envisagée : les dépla-

cements chimiques du signal H, Gly 3 de 1'un et l'autre déri-~

-~

vés doivent &tre peu modifiés contrairement 3@ ce gui doit

étre observé pour les Hu des résidus Gly 4.

Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau 2.

dériveé § (signal bas champ)| 6 (signal haut champ)
t.Boc T, OCH3 3,87 3,71
t.Boc T1 OH 3,76 . 3,71
TABLEAU 2 ‘

Déplacements chimiques des protons q Gly 3 et Gly 4

de t.Boce $ZOCH3 et t.Boe Tz OH o

e e
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Pour les deux dérivés, on observe un signal &
§ = 3,71 ppm, c'est celui qui correspond aux protons «
Gly 3.
La déméthylation de l'extrémité C terminale fait -

passer le signal de 3,87 ppm (t.Boc T, OCH3) da 3,76 ppm

(t.Boc T, OH) : c'est celui des protons o de Gly 4.

1
Le glissement vers les hauts champs du signal

Ha Gly 4, quand on passe de t.Boc Tl OCH3 d t.Boc T1 OH,

traduit une augmentation de la densité d'électrons au voi-

sinage des protons o : ce résultat expérimental est bien

en accord avec la plus grande polarité de la liaison OH par

rapport & la liaison O - CH,.

Les deux méthodes mises en oeuvre ont abouti a
proposer les mémes attributions pour les protons o des ré-
sidus glycine.

b - Les protons o Gly 3 et Gly 4 donnent des sin-.
gulets (spectre I) alors qu'ils correspondent & la partie
A, d'un spectre A X (si les 2 Ha sont équivalents) :

o)
Il
-Y—mh—c—
b A
X

et devraient donner des doublets. L'effet de couplage du
proton amide avec les protons a est donc supprimé&. L'hypo-
thése d'un échange rapide du proton NH avec ceux de l'eau
résiduelle contenue dans le DMSO a été vérifiée en enregis-
trant un spectre avec des échantillons de DMSO de trés
haute pureté : les doublets attendus ont bien é&té observés
(3JHNCaH = 5,6 Hz).

3 - Effet de température

a - protons amides

Parmi les méthodes employées pour les é&tudes con-
formationnelles par RMN des peptides en!solution, celle de
l'effet de la température sur les déplacements chimiques des
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protons NH est trés utilis@e. Elle permet de distinguer les
protons amides protégés ou accessibles aux molé&cules de
solvant.

Nous préciserons dans la seconde partie du chapitre
les données bibliographiques et l'utilisation des résultats
apportés par cette méthode.

Les déplacements chimiques des protons NH du dérivé

t.Boc T1 OCH3 obtenus en faisant varier la température (20° &

80°) ont é&té reportés sur la figure I.

N Gly 3 T T M Tyr 1
NH Gly 4 |
g 85 17.0
& |
$
&
'% 8,34 16.8
5
"_5. | |
8.1 16.6
Cly 4—
7.8 - i ey = 6.4
i) 48 68 Ba
T en degres C
FIGURE I

Variations des déplacements chimiques des protons

NH de t.Boce T, OCH 4 lors de l'effet de température.




Les résultats obtenus permettent de tirer les

conclusions suivantes :

-~ Tous les signaux des protons amides glissent
vers les hauts champs quand la température

s'élave.

- Les variations linéaires observées permettent
de caractériser chacune d'entre elles par son

"coefficient de température"” reporté dans le

tableau 3.

NH Tyr 1 -9,3 . 10—3 ppm/°

NH Gly 3 -6,0 . 1073 ppm/°

NH Gly 4 1-4,2 . 1073 ppm/°
TABLEAU 3

Coefficients de température des protons amides

de t.Boc TZ OCH3

Les valeurs des coefficients de température (ta-
bleau 3) montrent que des deux protons amides Gly 3 et
Gly 4, celui appartenant au résidu en 4éme position est un
peu moins sensible a l'effet de température que celui du
3éme résidu.

b - distribution des rotameres de la tyrosine

Nous avons représenté sur la figure II, les pro-
jections de Newman (par rapport a la liaison CaCB tyrosine)
des trois orientations possibles de la chaine latérale
(seules les formes décalées plus stables sont envisagées ;

- + + -
elles sont souvent désignées par tg , tg , g g ..




Hoq Hes Gy
HN GO HN CO HN
Cy His  Hi e Hg
Ha H« H«
tg” tg* g'g”
Figure I1

_ Définitions des rotaméres le long de L'axe CaCB tyrosine

Les protons HRR et HRS correspondent respective-
ment aux protons B tyrosine de configuration absolue R et S.

Le rotamére tg- replie le phényle de la chaine la-
térale de la tyrosine vers l'extrémité N terminale alors que
+ - (] - .
le tg 1l'oriente vers l'extrémité C terminale.

A partir des valeurs des constantes de couplage
entre protons o et B du résidu tyrosine, il est possible de
calculer les proportions des 3 rotaméres. Plusieurs relations
sont disponibles dans la littérature, mais les plus utilisées
sont celles de Pachler (2) et de Feeney(3).

_ Certains auteurs ont proposé de décrire l'orienta-
tion de la chaine latérale d'un résidu par la valeur moyenne
de liangle\xl, angle de torsion autour de CaCB (dieédre
NCaCBCY)}Pn peut alors utiliser les relations proposées par
Kopple (4) ou par Wuthrich (5).

Comme on envisage plutét des comparaisons des dis~
tributions de populations des chaines latérales selon la sé-
quence, les conditions expérimentales... il suffit de choi-
sir l'une ou l'autre des relations et de 1'appligquer & l'en-
semble des données. Nous avons choisi celles de Pachler qui

GO

Hes
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apparaissent plus fréquemment
portion de chacun des rotamére

des formules suivantes :

J

dans la littérature. La pro-
s est obtenue par application

- Jd

+ -
tg' (ou tgT) = ;L8
_ N I, = Jyg
tg” (ou tgh) = L _0B2
g t

+ - +
gg =1~ (tg + tg

Dans ces expressions, Jg et Jt
plage entre le proton o et les
une conformation dans laquelle

rapport au proton o, alors que

)

sont les constantes de cou-
protons B correspondant &

un proton B est gauche par
1'autre proton B est trans.

Pachler propose d'attribuer & J_ 2,6 Hz et a Jt

g
13,6 Hz.

Les deux constantes de couplage 3JaB du résidu
tyrosine peuvent &tre extraites du massif des protons 8 ,
mais pour se faire, il faut accepter une hypothése simpli-
ficatrice. En effet, le spectre proton de la tyrosine est

dans la notation de Pople de type ABMX:

1
N cal C
| | \
Hy Hy— G—Hp
Ou

et en toute rigueur les constantes 3JaB ne peuvent étre
obtenues qu'aprés une analyse mathé&matique fort complexe.
Mais compte tenu de la résolution spectrale et des valeurs
des constantes de couplage longue distance, on peut consi-
dérer que les couplages du proton amide!avec les protons B ne
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conduisent qu'd un Eélargissement des raies correspondantes.
Aussi, on peutadmettre en premiére approximation que les
protons B tyrosine correspondent aux deux protons AB d'un sys-—
téme ABX (X &tant alors le proton a) et alors on peut pra-
tiquer l'analyse du massif des protons B par la procé&dure
classique.

- L'exploitation du spectre AB des protons f tyrosine
de t.Boc Tl OCH3 (Figure III) montre que le proton bas champ
(81,6 = 2,81 ppm) est moins couplé au proton a que le proton

haut champ (B2, § = 2,58 ppm) (Jd81 = 3,9 ; JaBZ = 10,2).
H@1 H@2
‘ ——20Hz
FIGURE IIT

Massifs des protons B Tyrosine de. t.Boe T, OCHS-
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Toute proportion gardée, le proton B» est plus
fréquemment dans une conformation trans par rapport au pro-
ton o (rappelons que s'il 1'&tait toujours, on aurait

Ja82 = 13,6 Hz).

Si le proton B, est de configuration absolue R,
il est aisé en se référant aux schémas de la figure II de
constater que l'orientation est plutédt tg- (ouztg+ si B,
est de configuration absolue S).

Mais l'information concernant les configurations
absolues des protons B, et B, tyrosine ne peut pas étre ex-
traite du spectre présenté&, aussi sans autre donnée, les

~

deux solutions sont a& envisager (B, = BR ou B, = BS). Ceci
conduit 3 une ambiguité qui a été présentée par Roberts et
Jardetszki (6) comme 1l'un des problémes majeurs rencontrés
lors d'études conformationnelles par RMN des peptides en so-

lution.

_ Heureusement, la littérature signale que pour cer-
tains dérivés, les configurations absolues des protons 8,
(bas champ) et B, (haut champ) ont pu étre précisées. Ceci
a été fait par deux méthodes trés différentes dans leur

principe.

1 - wWiithrich et coll. (7) en utilisant l'effet de
courant de cycle du phényle dela tyrosine du dérivé
CF3CO . Gly Ala Tyr Gly OCH3 (solvant DMSO)ont &tabli que la
chaine latérale du résidu aromatique se replie préférentiel-
lement vers l'extrémité N terminale (tg ). Ceci impose aux
protons B; et B, d'adopter les configurations S et R respec-

tivenment.

2 - En deutérant sélectivement la position S du
carbone B de la chaine latérale de

|
CH, - C - Phe - NH - CH

3 3

ou de dérivés voisins, deux groupes de chercheurs japonais
(8) (9) ont montréd que les protons B; et B, sont respecti-
vement de configurations S et R quand les peptides sont en
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solution dans des solvants polaires (D M S O, DZO) mais 1le
résultat contraire est rencontré pour les solvants apolaires

(CDC13, CD2C12...).

Pour les solutions de peptides dans le DMSO, il
faut constater l'analogie des conclusions des deux approches.

Aussi nos résultats RMN seront exploités sur la
base des conclusions de la littérature. Cependant, nous éta-
blirons dans un chapitre ultérieur que cértaines de nos don-
nées expérimentales permettent de confirmer les attributions
proposées.

Les massifs des protons £ tyrosine de t.Boc T1 OCH3
ont été analysés et les distributions des populations de ro-
taméres en fonction de la température sont revortés sur la

figure 1IV.

108
Bﬂﬁ- j
| . tg

o \ ® —o — |
§ 83.&}. ' k
-023 I

T
» 40 |

| g .
28 _ —o— —

5 ' - b - .
28 40 68 82
T an degres C ]

FIGURE IV

Distributions des rotaméres latérauz de la tyrosine de

t.Boe TZ OCHS en fonction de la température.

o
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Deux remarques sont a faire d& propos des résultats :

1 - le rotamdre tg est le plus abondant, & 20°,
il représente 68 % de l'ensemble des produits.

2 - 1l'élévation de la température ne modifie que

trés peu la répartition des populations.

B - RMN 13C (SPECTRE II, REALISE SUR CFT20).

Dans les peptides contenant le résidu proline, on
observe souvent l'isomérisation cis - trans de la liaison

amide X - Pro.

En RMN du proton, il est parfois difficile d'at-
tribuer les signaux spécifiques de chaque isomére, par con-
tre en RMN du 13C, les résonnances des carbones B et y des
formes cis et trans donnent 4 signaux bien repérés qui appa-

raissent sur les spectres dans l'ordre suivant (10):

0/3 . » t .Gy

C ' C

Les effets de relaxation &tant du méme ordre de
grandeur pour les signaux cis et trans de chaque carbone,
les intensités relatives donnent une mesure directe des

populations de chaque isomére.

L'analyse du spectre 13C de t.Boc T OCH3 permet

1
de dresser le tableau 4 ol figurent les déplacements chimi-

ques et les intensités des raies CB et CY'

Les valeurs du rapport cis/trans calculées au dé-
part de chaque carbone donnent des résultats identiques et
montrent que l'isomére majoritaire est l'isomére trans.




§ intensité cis/trans
CB cis 31,19 17
9,3 %
CB trans 28,71 182
CY trans 24,62 175
CY cis 21,50 16
TABLEAU 4

Déplacements chimiques et intensités des signaux
CB’ CY Pro de £.Boc T1 OCH3 (nég TMS)

la différence des déplacements chimiques des car-
~ bones B et Y du résidu proline permet d'obtenir la valeur
moyenne de l'angle ¥ Pro. En effet, Siemion(11-12)a montré
que la différence des déplacements chimiques des raies cor-
respondant a CBICY Pro varie linéairement avec la valeur du
diédre (CB Ca C'0). Cet angle est noté 6 sur la figure V.

FIGURE V
Définition de l'angle O d'aprés Siemion (11)
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Les relations suivantes ont &té proposées :

- isomdre cis AGBY = 0,081 |6] + 2,47

- isomé&re trans AGBY = 0,036 |8|] + 0,73

® et Yy Pro sont reliés par 6 = ¢ - 60.

En ce qui concerne notre dérivé, l'application des

formules ci-dessous donnent :

- isomére trans A§ = 4,1 ppm ce qui correspond a 2 valeurs

possibles de ¢ Pro :

- 30°, + 150°

9,8 ppm ce qui donne aussi :

- isomére cis AS

- 30°, + 150°




II - t.Boc Gly Pro Tyr Gly OCH, (t.Boc T3 OCH3).
OH
/ CHz\
<|:H3 ,(‘) ~ CH, /CH2 II{ cIH2 1‘1 ﬁ
CH3 -C-0-C=-N - CH.2 ~-C-N-CH-C-N-CH~-C~N - CH.2 - C - OCH
| l l Il Il
CH3 H 0] 0] o)

A - RMN PROTON

-1 = Spectre (III) et paramétres

Les paramétres spectraux de t.Boc T
sont rassemblés dans le tableau 5.

3 OCH3(ref TMS)

2 - Discussion

Tous les signaux ont pu étre attribués. En parti-
culier, les ré&sonnances spécifiques‘des résidus glycine 1
et 4 peuvent &tre facilement repérées. Il est en effet connu
que le proton NH voisin d'un groupement t.Boc est fortement

blindé (13), le signal correspondant est situé dans la région

des protons aromatiques.

Les protons amides des résidus tyrosine 3 et gly-
cine 4 donnent des signaux distincts pour les isoméres cis
et trans, ce dernier est le plus abondant, c'est ce qui sera

montré par le spectre 13C.




i
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Résidus s (ppm) J (Hz)
HN = 6,71 £33 . - = 11,5
-0 HNC&H' ’
Gly 1
_ 3
H, = 3,77 JHNCaH 5,7
H, = 4,24 (4,35)
Hg = 1,88 JaBl = 8
Pro 2
o\, =
Hy s v 1,70 T8, 2
H = 3,50
3 = 8,7
HN 7,86 (8,24) JHNCQH
H, = 4,41 (4,52)
H 2,98 (2,94) 35 = 4,8
81 r 14 v G'Bl 4
Tyr 3
3 -
Hg, 2,83 (2,91) JGBZ = 9,6
H 6,64 - 7,0 25 14,2
ar ’ r BiB, 71
HO 9,14 (9,11)
3 _
HN = 8,07 (8,28) ZJHNCaH = 11,5
Gly 4
3 —
H 3,83 Ine g = 547
3]
(CH,) 4C- 1,38
- O-CH, 3,64
TABLEAU 5

Paramétres Aspectraux de £.Boc Tg OCH3 (nég TMS).

Les valeuns entre parenthéses corrnespondent aux paramétres

spectraux de L'isoméne cds (minoritaine)




Les protons H, Gly 1 et 4 apparaissent ici encore
sous forme de singulets. Ceci traduit 1l'égquivalence magné-
tique des deux protons & de chaque résidu glycine d'une part
et l'échange rapide des protons amides d'autre part, ceci a
déja été évoqué pour t.Boc Tl OCH3.

Les signaux Ha Pro des isoméres cis et trans se
présentent sous forme de quadruplets (£fig.VI).

Pro2

V

—i20HZ

FIGURE VI
Massifs des protons H, Pro et Tyr de t.Boc T, OCH,

(Zigoméres cis et trans)

Une analyse au premier ordre montre que pour cha-
que cas, les constantes de couplage du proton a et des pro-
tons B du résidu proline sont de 8 Hz et 2 Hz.

Pour l'isomére cis, ces valéurs sont en accord avec
'
celles rapportées dans la littérature (14).
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En ce qui concerne l'isomére trans, certains au-
teurs (14) (15) obtiennent des valeurs de 3Ja8 Proline de
8-9 Hz et 5-6 Hz, mais trés récemment (16) des valeurs de
8 Hz et 3 Hz ont &té trouvées i propos de 1l'étude de 2 Gly
Pro Leu Gly et des formes cationique et anionique de cette
séquence (dans le DMSO) .

Les valeurs des constantes 3Ja8 permettent d'appor-
ter des informations sur la conformation du cycle pyrrolidine

du résidu proline.

Plusieurs relations (17 - 18) entre les valeurs

JaB et les angles (Fig. VII) (HacuCBHBI) et (HaCaCBHﬁz)

sont connus. |

3

co
Hp 2
C¥.

dor 1

FIGURE VII

Représentation de Newman autour de CaCB Proline
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Notre choix s'est porté sur les relations déja uti-
lisées par Torchia lors de l1'é&tude de la polyproline II (15)
et par Ellenberger et coll. pour l'étude de la conformation
de la proline en fonction du pH (19) :

- 2 .
Jyy = A cos x + B (0 < x < 90)
] — [ 2 r'4
Jyy = A'cos X + B (90 < x7< 180)
A = 8,5 Hz A' = 10,5 Hz B =1,4 Hz

JHH et J'HH sont les valeurs des constantes de couplage en-
tre les protons o et B, x et X' sont les valeurs des angles

(H C cB 8, ) et (H C c ).

B B2
L'applicatlon de ces relations pour les constantes
trouvées, 8 Hz et 2 Hz,donne‘comme valeurs des angles, 28°

et 78°.

En théorie, plusieurs modéles peuvent étre cons-
truits, mais parmi ceux-ci, les solutions qui imposent &
l'angle de torsion autour de CaCB de prendre des valeurs
élevées sont a écarter car elles imposent au cycle pyrroli-
dine de fortes tenéions internes. Il faut en outre que 1l'an-
gle de valence des protons B1B; soit voisin de 120° de sorte
qu'un seul modéle admettant les solutions 28° et 78° soit
retenu : il est représenté sur la figure VIII. ‘

I1 ressort de l'examen de la figure VIII que le
cycle pyrrolidine adopte la conformation endo (le carboney
et le carbonyle de la proline sont d'un méme c6té par rap-
port au plan NcaCB)‘

Des conclusions analogues ont &té présentées par
Toma et coll (16) pour l'étude de Z Gly Pro Leu Gly.
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FIGURE VIII

Représentation des angles diédres HGQGCBHﬁl et HacaCBH62

du résidu proline de t.Boé T, OCH,

Ces auteurs ont d'ailleurs développé un point de
vue intéressant : il semble gu'il existe une corrélation
- entre la conformation du cycle pyrrolidine, la structure

de la chaine principale et la valeur de % Pro.

‘ En effet, les résultats des études RX de
(pBr) 2 Gly Pro Leu Gly, Z Gly Pro Leu Gly Pro et
(OBr) Z Gly Leu Gly Pro montrent :

1 - que le cycle de la proline en 2éme position
n'adopte pas de conformation privilégiée.

2 - que tous les dérivés ci-dessus possé&dent une
structure organisée : ils se replient autour
de la séquence Pro2 Leu3 (B turn);

3 - que l'angle ¢ Pro, est de - 62°.

-

Par contre, pour le résidu Pro situé 3 1'extrémité
C terminale des modéles mentionnés ci-dessus, ainsi gue pour
Z Gly Pro et Z Gly Pro Leu, il apparait :




1 - que le cycle pyrrolidine adopte la conforma-

tion endo.

2 - gue les résidus proline en position 5 ne sont pas
engagés dans des repliements de structure.

3 - que l'angle ¢ Pro est de ~ 70°.

A l'appui de ces remarques, il faut signaler que
Madison (20) a montré que pour & Pro = - 60°, le cycle de
la proline est en interconversion rapide entre les formes
endo et exo (l'autre conformére stable du cycle pyrrolidine)
et qu'en conséquence il n'adopte pas de conformation privi-
légiée; par contre si ¢ Pro s'écarte de - 60°, des contrain-
tes au niveau du cycle apparaissent et se traduisent par une
rigidification de celui-ci. Sous réserve de vérifier ces cor-
rélations par l1'@tude d'autres modéles, il serait intéressant
d'utiliser 1l'état de la conformation du cycle pyrrolidine pour
obtenir des informations sur la structure de la séquence Pro X.
En ce qui concerne notre peptide on pourrait alors avancer

l'hypothése d'une structure non repliée autour de Pro2 Tyr3.

3 - Variation de tempé&rature

Les déplacements chimigues des protons NH des iso-
méres cis et trans ont pu &tre suivis de 20° & 80° (Fig. IX).
Les droites obtenues permettent de .calculer les coefficients

de température (Tableau 6).

Résidu Isomére cis Isomére trans
Gly 1 | .7,8 . 1073
Tyr 3 | 6,3 . 1073 25,2 . 1077
Gly 4 ~4,8 . 1073 ~4,2 . 1073
TABLEAU 6

Coefficients de tempirnatunes {(ppm/°) des protons amides
de t.Boce T3 OCH3
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[+ - v = . r
Tyr 3,61y 4 _ Toyt
5 ‘///Jny4c ]
5 8.2. . 18.9
&
i; At L3S |
% o 18.7
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& . 1
Gly i
7.8.1. | | | 18.5
4 Tyr 3 t ¥ +
7.8 N : R , . (6.3
20 i €8 88
T en degres C
FIGURE IX

Variations des déplacements chimiques des protons NH de

t.Boc TS 00H3 lors de Z'effet de température .

L'examen des valeurs du tableau 6 indique gque quel
que soit l'isomére, le proton NH du résidu glycine 4 est un

peu moins sensible 3 la température que le proton amide de
la tyrosine (3éme résidu).

4 - Distribution des populations de rotaméres

L'analyse du massif des protons B de la tyrosine
et l'application des relations de Pachler permettent d'obte-
nir les populations des rotaméres de la chaine latérale de
ce résidd pour chaque isomére (cis et trans). Les résultats

sont reportés dans le tableau 7.

Les valeurs obtenues (Tableau 7) confirment 1l'orien-
tation préférentielle du phényle vers l'extrémité& N terminale
et montrent que la nature de la liaison amide (cis et trans)

n'a pas d'influence sur la distribution.




trans cis

tg 63 64

tg” 20 18

g¥g” 17 18
TABLEAU 7

Distrnibution des populations de notamires de
La tyrosine de Z.Boc T, OCH3(20°)

B - RMN 13C (SPECTRE IV REALISE SUR WH 270)

Le spectre 13C de t.Boc T3 OCH3 vermet de connai-

tre les proportions d'isoméres cis et trans et la valeur
moyenne de l'angle ¢ Pro.

Les paramétres spectraux (des carbones B et y) qui
permettent d'obtenir ces informations sont reportés dans le
tableau 8.

§ ppm intensité du cis/trans
signal

B cis 31,7 35
0,46

B trans 28,5 76

Y trans 24,1 80
0,40

Yy cis 21,8 32

TABLEAU §

Déplacements chimiques et .intensités des signaux des

carnbones B et y de t.Boce T3'OCH3
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La valeur 0,40 du rapport cis/trans est certaine-
ment plus proche de la ré&alité que 0,46 : la mesure de 1'in-
tensité du signal C8 trans est peu précise en raison du re-

couvrement partiel avec le signal du CH3 du groupe t.Boc.
Les relations de Siemion (11) permettent de pro-

poser pour les angles Yy Pro :

isomére trans AGBY = 4,4 ppm Y Pro

By

- 40, + 160°

It
"

isomére cis AS 9,9 ppm ¢ Pro = - 30, + 150°
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IIT - t.Boc Gly Pro Gly Tyr OCH3 (t.Boc T4 OCH3)
OH
/CHQ\
CH C i H CH
[3 i X | h 2
CH, =C — O = (C -=-N-=—CH,+ — N-— CH - C -N-CH,~-C~-N~-CH-C
3] | 2 i 2 |
CH3 - H ’O H

A - RMN PROTON

1 - Spectre (V) et paramétres spectraux

Les déplacements chimiques et les constantes de cou-

plage de t.Boc T4 OCH3 (réf TMS) sont rassemblés dans le ta-
bleau 9.

2 - Discussion

Les résonnances des protons a des résidus glycine

1 et 3 des isoméres cis et trans apparaissent sur le spectre

(V) &8 des fréquences trés voisines : le massif est trop com-

plexe pour que des expériences de découplage permettent des
attributions précises.

Les protons amides cis et trans donnent des signaux
séparés, le spectre 13C précisera que l'isomére majoritaire
est ici encore l'isomére trans.

T



Ré&sidus § (ppm) J(Hz)
3 -
HN = 6,60 2 0une g = 1145
Gly 1
H, =~ 3,7
H, = 4,25 (4,40)
Pro 2 HBY = 1,9
H6 = 3,50
3 T
HN = 8,18 (8,29) hX JHNCaH = 11,5
Gly 3
Hu = 3,7
3 -
HN = 8,02 (8,29) z JHNCaH 7
H, = 4,40
3
= 2,88 = 6,1
Tyr 4 HB1 ! JdBl !
3 -
HBz = 2,82 JaBZ = 8,5
!
- 2 -
Har = 6,6 et 6,97 JB182~ 14,1
OH = 9,18 (9,21)
(CH;) 5C 1,31 (1,35) |
|
!
0 - cH, 3,55 (3,58) |
TN
/805 :
&\L“\"')
S e’ TABLEAU 9

Déplacements chimiques et constantes de couplage de

t.Boe T

4

¢ = 0,045 mole/2

OCH, (xZ§ THS)

T = 33°C
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3 - Variations de température

a - protons NH

La figure X rend compte des variations des déplace-
ments chimiques des protons NH observées lors de 1l'étude de

l'effet de température. Seuls les signhaux de l'isomére trans
ont pu étre suivis.

8.3 6.8
Glg 3,Tyr 4] Gly 1

depl. chin. des protons MH

7.9

Tyr 4

1.7 . . A " ' . 6.2
2B 48 68
T en degres C

g—i

FIGURE X
Variations des déplacements chimiques des protons NH de
t.Boc T4 OCHz lors de l'effet de température.
Les coefficients de température extraits de la fi-
gure X sont reportés dans le tableau 10.

Contrairement aux résultats rapportés pour les 2
peptides précédents (t.Boc Tl OCH3 et t.Boc T, OCH3), les
coefficients de température des protons-NH des 3éme et 4&me

résidus (glycine et tyrosine) sont pratiquement les mémes.

I
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Résidu Pente ppm %
| -3
Gly 1 - 7,5 .10
: -3
Gly 3 - 5,1 .10
-3

TABLEAU 10
Coefficients de température des protons
amides de %t.Boc Ty OCH3

b - distribution des rotameres

La distribution des populations de rotaméres 'de la
chaine latérale de la tyrosine a été suivie en fonction de

' la température (Figure XI).

168

801

% de rotameres

e
./V/\tgq/\w
20l | 59"

T en degf‘es E

Figure XI
Distributions des rotaméres latéraux de la tyrosine de

t.Boec T, OCHs lors de l'effet de température
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L'orientation tg—est encore préférentielle, mais par

rapport aux deux dérivés précédemment décrits, elle diminue
+
de 10 % au profit de l'orientation tg .

Comme pour t.Boc T OCH3, la température n'a pas

1
d'influence marquée sur la distribution.

B - RMN 13C (SPECTRE (VI) REALISE SUR BRﬁKER WP80)

Les quantités relatives des isoméres cis et trans
(autour de Gly Pro) et les valeurs des angles y Pro sont
ici encore obtenues par l'intermédiaire des déplacements
chimiques et des intensités des signaux des carbones B et ¥y
(tableau 11).

§ (ppm) intensité du cis/trans
signal

B cis 31,5 6,5
0,28

B trans 28,6 24

Y trans 23,9 27
0,28

Y cis 21,6 7,5

TABLEAU 11

Déplacements chimiques. et intensités des signaux des

carbones B et y de £.Boc T4 OCH3-

La différence des déplacements entre les carbones
B etly est de 9,9 ppm pour l'isomére et de 4,7 ppm pour la
forme trans. Ceci correspond aux valeurs suivantes des an-
gles ¥ Pro.

Isomére cis : - 30°, + 150°

Isomére trans : - 40°, + 160°
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, Les études par RMN du proton et du 13C de nos
- trois peptides protégés,en solution dans le DMSO,permettent

de tirer gquelgues conclusions.

1 - Les signaux des carbones f et y du résidu pro-
line ont montré que l'isomére trans est en quantité plus
.abondante et que les valeurs possibles de y Pro sont voisi-
nes de - 304d -50° et + 150°4& +160°.

2 -~ Les coefficients de tempé&rature des protons
amides du 4éme résidu de t.Boc T, OCH3 et t.Boc T3,OCH3
sont légérement inférieurs a ceux obtenus pour les protons
NH du 3éme résidu; mais pour t.Boc T4 OCH3, les coefficients
de température des protons NH des 3éme et 4é&me résidus sont

pratiquement les mémes.

3 - La chaine latérale de la tyrosine est orientée
préférentiellement vers l'extrémité N terminale et la dis-
tribution n'est que trés peu influencée par l1l'élévation de

température.
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DISCUSSION GENERALE

I - ISOMERIE CIS-TRANS DE LA LIAISON AMIDE X - Pro

En raison d'interactions stériques entre la chaine
laterale de la proline et le squelette peptidique la liaison

amide X-Pro peut exister
- cis w

- trans w

CH;

e\
e —

TRANS

e

sous 2 formes isoméres (Figure XII).

= o0°

180°

cu2
-
u
0=—C¢
A
CIs
FIGURE XIT

Isoméres cis et trans de la liaison amide de

la séquence X -~ Pro

COR’
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La plupart des protéines natives sont de confor-
mation trans (21) alors que dans les oligopeptides, un mé-
lange d'isoméres est souvent obtenu (22). Aussi, a propos
de la dénaturation-renaturation des protéines, des hypo-
théses (23) (24) sur le rdle de l'isomérisation cis-trans

X~-Pro ont &té avancées.

Des é&tudes cinétiques (25) et thermodynamiqués (26)
ont permis d'établir la valeur de l'énergie d'activation pour
l'interconversion des formes cis et trans, elle est de l'or-
dre de 80 kJ : cette valeur correspond a un équilibre lent
vis-a-vis de 1l'échelle de temps de la RMN, c'est ce qui per-

met 1'étude séparée de chaque isomére.

L'étude cinétique de 1l'isomérisation demande de
pouvoir obtenir l'un des isoméres a@ 1l'état pur ou tout au
moins un mélange des deux formes dans un rapport suffisam-
ment différent de l'éguilibre thermodynamique pour que les
résultats puissent étre suffisamment précis. Nous n'avons
pu remplir aucune de ces conditions, aussi une &tude ciné-
tique de l'isomérisation de nos modé&les n'a pas é&té envisa-
gée.

Les valeurs des rapports cis/trans obtenus ont ce-
pendant pu é&tre analysées a partir de la méthode proposée
par Wiithrich et coll (27-28). Ces auteurs ont proposé 4d'ex-
primer le rapport cis/trans en terme de différence d'énergie
libre standard AG° et d'exprimer cette derniére sous la
forme de deux contributions :

o

6% = ac®

o
X~Pro + MG conformationnel

L'idée fondamentale qui a conduit & la relation
précédente repose sur quelques hypothéses gu'il faut préciser.

Le terme AGOX—Pro correspond 3 un rapport d'isomé-

res qui sont décrits 1l'un et l'autre par un ensemble statis-
tique des valeurs des angles di&dres (conformation désordonnée) .




- 81 -

La littérature fournit des valeurs de AGOX-Pro' I1
suffit donc de comparer le zﬂo obtenu pour le peptide étudié
d la valeur de référence correspondante AGOX-Pro’ si le Ac°
expérimental est voisin du AGOX-Pro’ il est probable que le

peptide n'est pas structuré.

Si le AG° expérimental ne correspond pas au AGOX-Pro'
la différence observée est exprimée par le terme AG° confor-
mationnel. Une hypothése est alors avancée par les auteurs :
l'un ou l'autre des isoméres (ou les deux) possé&de une confor-
mation privilégiée qui stabilise 1'un ou l'autre isomére.

Les premiéres difficultés rencontrées dans 1'appli-
cation de la méthode tiennent 3 la nature protégée de nos dé~-
rivés : les données bibliographiques concernent surtout des
peptides libres et peu de dérivés protégés. I1 faut donc dans
un premier temps, &tablir des critéres de fiabilité des com-

paraisons envisagées.

Les données bibliographiques (27-28) et nos résul-

tats sont reportés dans le tableau 12.

. % cis ‘ % cis
Peptide sel??7Wut?rich notre travail
4
; NH3L Ala Pro OH 10
Z L Ala Pro OH 10
Z L Ala Pro L Ala OCH3 11
- ’
NH3 Gly Pro OH 25
+NH3 L Phe Pro OH | 10
t.Boc 'I‘1 OCH3 (Tyr-Pro) 9
t.Boc T3 OCH; (Gly-Pro) 28
t.Boc T, OCH3 (Gly-Pro) 22
TABLEAU 12

Pouncentage d'isoméne cis
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Dans la seconde colonne, les valeurs de la litté-
rature de Ac® X~Pro sont exprimées en’pourcentage d'isomére
cis et dans la troisiéme colonne, nous avons reporté les va-
leurs de AG® obtenues pour nos 3 dérivés (traduites aussi en

pourcentage de cis).
Les trois premiers dérivés montrent :

1 - que l'introduction d'un groupe N protecteur n'a
pas d'influence sur le rapport cis/trans.

2 - gque l'allongement de la chaine et 1l'introduc-
tion du groupe ester de méthyle donnent encore la méme guan-

tité d'isomére cis.

o + I
En conséquence, comparer le AG X-Pro de NH3 Gly - i

Pro OH aux deux peptides protégés contenant la séquence Gly -
Pro parait assez justifié.

X-Pro
quence L Tyr - Pro, nous comparerons t.Boc T1 OCH3 a L Phe -

Ne disposant pas des valeurs rG° pour la sé-

Pro.

En ce qui concerne t.Boc T3 OCH3 et t.Boc T4 OCH3,
les quantités d'isoméres cis sont respectivement de 28 % et
22 %, elles sont proches de celles attendues de conformations
statistiques (25 %). Une observation analogue peut étre faite
1 OCH3

correspondant & des conformations statistiques pour les pep-

pour la valeur obtenue pour t.Boc T (9 &) et les valeurs
tides contenant la séquence L Phe - Pro (10 %).

En suivant les hypothé&ses de Withrich et coll.
(27-28), il semble donc que pour l'essentiel, nos trois déri-
vés adoptent des conformations peu organisées.

Il faut cependant introduire & ce niveau de 1l'exposé
une réserve quant 3 l'application de la méthode qui vient
d'étre utilisée. Dans la suite de l'expos&, nous présenterons
des résultats qui mettent en évidence 1l'existence de confor-
mations privilégiées pour nos dérivés lorsque ceux-ci seront
sous forme zwitterionique;on pourra en ?orrélation montrer
que les rapports cis/trans sont nettement différents de ceux

attendus de conformations désordonnées, mais seulement pour
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deux des trois modéles étudiés. Aussi d'autres arguments doi-
vent étre développés pour préciser la structure des modéles
protégés, c'est ce qui sera fait dans le prochain paragraphe.

A c6té de l'isomErie cis-trans, il faut signaler que
des travaux théoriques ont permis d'obtenir les valeurs les
plus probables de l1l'angle Y du résidu proline : elles sont de
- 35° et + 125° selon Tonélli (29) ou de - 40° et + 160°
d'aprds Venkatachalam (30) et Schéraga (31).

A ces valeurs (- 35°, - 40° et + 125°, + 160°) cor-
respondent des rotaméres stables notées respectivement cis'
et trans' (Figure XIII) (rotation autour de CaC' Pro)

"L+1 H

TRANS’ - cls’

FIGURE XIII

Py . . . 7
Représentation des rotaméres cis et trans’de la proline .
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Du point de vue expérimental, Roques et coll. (25)
n'ont pas pu obtenir de signaux spécifiques (en RMN 13C) des
formes cis' et trans', méme a& trés basse température (- 70°).
Ces auteurs ont alors estimé que 1l'énergie d'activation de

~

1l'isomérisation cis', trans' est inférieure i 10 kcal.

Par contre, en choisissant un modéle cyclique,
c¢(Pro Gly)z, pour lequel l'énergie d'activation est plus
&€levée, Deber et coll. (32) ont pu mettre eh &vidénce cha-
cun des deux conforméres.

IT - ANALYSE CONFORMATIONNELLE ET EFFET DE TEMPERATURE

L'analyse conformationnelle des peptides se propose
de fournir les valeurs des angles de torsion (9, Y, X} autour
des liaisons simples.

L'accés aux valeurs des angles y (rotation autour
de CaC') demande la mise en oeuvre de la RMN de l'azote 15,
ce gui nécessite l'utilisation de produits enrichis. Dans le
cadre de ce travail, cette étude n'a pas été envisagée. |

Les valeurs des angles diédres (%) des chaines la-
térales sont plus fréquemment exprimées en distributions de
populations et on doit souvent se limiter aux valeurs obte-

nues pour la rotation autour de CaC Ceci a déja été évoqué

6‘
plus haut.
I1 reste donc & préciser les méthodes utilisées pour

accéder aux valeurs des angles ¢ (rotation autour de qu).

A partir des travaux de Karplus (33) des relations
empiriques entre 3JHNCOLH et l'angle (HNCaH) (souvent noté 6)
ont é&té proposées (34-37). Les diagrammes correspondant & cer-
taines d'entre elles ont été reportés sur la figure XIV.

L'angle 6 est relié 4 l'angle ¢ par 6 = |9 = 60].
Nous avons utilisé pour tous les résultats de la suite de
- 1'exposé les conventions adoptées par 1'IUPAC (38) : la valeur
de ¢ est nulle quand quetCDrisontéclipsés et le sens posi-

tif est celui représenté sur le schéma.




120% 180°

glycyl residue

c D . I - c@ ’ C%*branched [-residue
= 60° 120° +180° _120°
o° q> » - 60°
FIGURE XIV

Représentation de l'angle HNC H (6) et des diagrammes des

relations 3J = f 0 selon

(a) : Marraud et coll. (36) (b) Bystrov et coll. (34)

(e¢) Ramachadran et ceoll. (35).

L'examen des diagrammes présentés montre que dans
certains domaines de valeurs, les écarts entre les diverses
corrélations peuvent‘étre importants. En particulier, il
apparait pour 8 = 0" et 180° un trés net désaccord entre les

" courbes 3J = f(0) proposées par Marraud et coll. (36) et
celles de Bystrov et coll. (34).

Certains résultats de travaux théoriques (39-40)
montrent que la relation de Marraud est mieux adaptée. Il
faut pourtant signaler que trés nombreuses &tudes confor-
mationnelles sont basées sur la relation de Bystrov, publiée
antérieurement. A cbté de ce probléme du choix de la corré-
lation & utiliser, il faut aussi préciser qu'une constante
J inférieure &8 5 Hz (pour la relation de Marraud) donne
2 valeurs possibles de l'angle 6 et en tenant compte de la
relation 6 = |® - 60| , d&ja pour un seul résidu, 4 valeurs
de ¢ vont satisfaire aux paramétres spectraux.
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‘De plus, une constante 3J peut correspondre & deux

situations conformationnelles trés différentes :

1 - Si la structure est peu flexible, l'angle ¢ (ou
les angles %) qui est extrait de l'une ou l'autre des corré-

lations va bien représenter 1'état de la conformation.

2 - Si la structure est flexible et comme les éner-
gies d'activation autour des liaisons simples sont peu élevées,
l'angle ¢ va prendre pendant le temps de la prise de l'infor-
mation RMN toute une série de valeurs. La constante de couplage
mesurée sur le spectre ne va étre que celle qui correspond a la
valeur moyehne de l'angle ¢ de l'ensemble des structures.

En conséquence, proposer une ou plusieurs structures
possibles & partir des seules valeurs des constantes 3JHNCaH
n'a pas de sens. On ne peut se servir de celles-ci pour propo-
ser des valeurs possibles des angles ¢ que si on a pu &tablir

que le peptide posséde une conformation préférentielle.

Pour mettre en évidence l'existence d'une conforma-
tion stable, plusieurs méthodes sont pratiquées : effet de
température, effet de solvant, effet de concentration, trahs-
fert de saturation... On cherche par la mise en oeuvre de ces
méthodes, 3 mettre en évidence des comportements spécifiques
de certains protons amides du peptide. Les résultats sont ana-
lysés en termes de plus ou moins grande acceséibilité aux mo-
lécules de solvant.

Les modifications des déplacements chimiques des

pfotons amides induites par 1'élévation de température sont
d'un usage trés fréquent. Introduite par Kopple et coll. (41,
42), cette méthode repose sur le déplacement de 1'équilibre
proton solvaté, proton libre lorsqu'on chauffe :

-~ T Y
_N - H--- solvant ,__,__./N - H + solvant.

Les résultats obtenus par cette méthode peuvent é&tre
interprétés sur la base de deux situations extrémes.

1 - Le proton amide est trés accessible aux molécu-
les de solvant, 1'augmentation de la température dissocie le

complexe de solvatation, en conséguence le blindage au niveau
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du proton amide augmente et le signal RMN se déplace vers
les champs plus élevés.

2 - Si le proton amide est peu accessible (protégé
par son environnement ou engagé dans une liaison hydrogéne
intramoléculaire) alors 1'augmentation de la température n'a
qu'une influence trés limitée sur le déplacement chimique du
proton NH concerné. La méthode a été appliquée avéc succeés
aussi bien pour des solvants bons solvatants des protons ami-
des (DMSO) que pour des solvants plus acides (H20, TFE) .

Et méme, la littérature (43) signale que pour le
chloroforme, peu solvatant des protons NH, les résultats de
l'effet de température permettent de tirer des conclusions
en accord avec celles issues d'autres approchés.

Les variations des déplacements chimiques des pro-
tons NH en fonction de la température sont souvent linéaires,
mais elles peuvent étre parfois plus complexes (44, 45) :
elles sont alors interprétées en termes de modifications con-
formationnelles induites par la température(44)

En ce qui concerne les variations linéaires, les
valeurs(absolues) des coefficients de température supérieurs
a - 6.10 ppm/° correspondent d des protons exposés au sol-

-3

vant, celles inférieures & - 2.10 ~ ppm/° 3 des protons NH

protégés.

Les valeurs intermédiaires peuvent correspondre 3
des protons partiellement protégés ou i des équilibres entre
conformations oll le proton moyenne un environnement proté&gé
et exposé,

D'autres valeurs ont été proposées par Urry (44)
pour prendre en compte le r&le particulier de chaque solvant
(tableau 13).

Les valeurs proposées par Urry s'int&grent assez
bien parmi les valeurs présentées plus haut, mais il faut
signaler que selon cet auteur, les coefficients de tempéra-
ture des protons NH protégés peuvent &tre un peu plus éle-
vés (- 3.10°3 ppm/° au lieu de - 2.107°2 ppm/°) .
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PMSO MeOH TFE H20
proton exposé - 5,3 - 7,5 - 7,6 - 'f
proton protégé - 3,4 - 3 - 4 - 4,5
TABLEAU 133

Coefficients de température (x10ppm/°)dapres Unry (44)

' La méthode de l'effet de température a donné des
résultats particuliérement démonstratifs lors de 1'étude con-
formationnelle de dérivés cycliques (46). La rigidité de ces
modéles maintient bien l'inaccessibilité des protons NH tournés

véers: 1'intérieur du cycle.

Les résultats des effets de température obtenus
pour nos trois peptides sont rassemblés dans le tableau 14.

A6/At(x103ppm/°) t.Boc T, OCH3 t.Boc T, OCH4 t.Boc T, OCH3

NH ler résidu - 9,3 - 7,8 - 7,5

NH 32me résidu - 6,0 - g:; | - 5,1

NH 43me résidu - 4,2 ¢ - 3:3 - 5,6
TABLEAU 14

Coefficients de température de nos peptides

Pour les trois modeéles, les valeurs élevées des coef-
ficients de température du proton NH du premier résidu sont
celles qui sont rapportées dans la littérature (13) pour un

proton NH exposé au solvant et porté par un groupe t.Boc.




En ce qui concerne t.Boc T4 OCH3, les coefficients des 3éme

et 48me résidus sont ceux qui caractérisent des protons ac-

cessibles aux molécules de solvant. Aucun de ces protons

n'est placé dans un environnement qui le protége, et

n'est pas non plus engagé dans une liaison hydrogéne intra-

moléculaire. Aussi, un tel résultat est analysé& comme carac-

téristique d'une conformation désordonnée, flexible.

Les protons du 3éme résidu de t.Boc Tl OCH3 et t.Boc T3 OCH3
possédent des coefficients correspondant d& des protons NH

exposés et ceux du 4éme résidu 3 des protons treés partielle-

ment protégés. Pour interpréter ce résultat, il est intéres-

sant de se référer aux travaux de Urry et coll. (13). Ces

auteurs ont étudié le dérivé t.Boc Val Pro Gly Val Gly OCH

3

dans plusieurs solvants dont le DMSO. Ils ont conclu & 1l'exis-

tence d'une structure repliée de type B autour des résidus

proline 2 et glycine 3 (Figure XV).

C /cuz\c !! H\c /H
2 / \Z/ \c
/

{ =—0--
(CH,LHC -H—
3 \ /

_'c
H \ /,c\u

CH;—

FIGURE XV
Représentation de la structure replide de

t.Boe Val Pro Gly Val Gly OCH, d'aprés Urry et coll.

(13)
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L'analogie de nos modéles et de celui de Urry et
coll. est &vidente, protections N et C terminales identiques,
et surtout présence de la proline en position 2 dont on con-
natt la forte potentialité 3 engendrer le repliement B (47).
Les valeurs plus faibles des coefficients des protons NH des
48me résidus de nos dérivés seraient alors la conséquence de
1'6tablissement d'une liaison hydrogéne entre le proton amide

du 4éme résidu et le carbonyle de la glycine en I.

, Mais compte tenu des valeurs des coefficients des
protons NH des 4éme résidus (- 4.10_3ppm/°) de nos modéles,
ce repliement n'a pas un poids statistique prépondérant, il
est plutét 1l'indice d'une tendance d la structuration qu'il
serait intéressant d'exalter, soit en changeant de solvant
car le DMSO est un trop bon solvatant des protons amides et
ne favorise pas l'établissement de liaisons hydrogéne intra-
moléculaires, ou soit en créant des charges de signes oppo-
sés aux deux extrémités de la chaine peptidique pour favori—.
ser des interactions "t&te queue" qui pourront éventuellement

stabiliser la forme repliée.
C'est ce qui sera fait dans les prochains chapitres.

La méthode de l'effet de température a donc permis
de montrer que, pour l'essentiel, nos modéles sont peu orga-
nisés.

IIT - DISTRIBUTION DES POPULATIONS DE ROTAMERES DE LA CHAINE
‘ LATERALE DE LA TYROSINE

Nous avons montré que les distributions de popula-
tions tg , tg+ et g+g— sont peu influencées var 1'élévation
de la température. Ce résultat a déja été observé et les
hypothéses qui ont été proposées pour l'interpréter sont
strictement opposées.

Jones et coll. (48) estiment que l'organisation
de la chaine latérale refléte celle de la chaine principale
et qu'en conséquence l'insensibilité de, la distribution lors
de 1l'effet de température caractérise une: chaine principale

organisée.




En se basant sur le fait gqu'a 80°, les protéines
sont pour la plupart dénaturées, wuthrich (7) pense qgue dans
le cadre de 1'hypothése de Jones, cette température est bien
suffisante pour perturber la structure de la chaine princi-
pale si elle est organisée et en conséquence celle de la chaine
latérale. Or il n'en est rien, aussi Wuthrich propose d'attri-
buer l'insensibilité de la distribution lors de l'effet de tem-
pérature a l'existence d'une conformation statistique de la
chaine principale, c'est-a-dire 3 un ensemble de structures en
interconversion rapide pour lesquelles 1'augmentation de 1la
température n'apporte qu'une modification trés limitée 3 la
"structure moyenne" du peptide.

A 1l'appui de cette hypothése, il faut signaler que
l'effet de la température sur la distribution des rotaméres
latéraux de la phénylalanine de

'CH3 - 8 - Phe - NH CHy (peptide non organisé)

est également trés limitée.

En suivant les conclusions de Withrich, il s'avére
que les résultats obtenus pour nos dérivés montrent que la

chaine principale est non organisée.




CONCLUSION

La discussion a permis de présenter les problémes
spécifiques des peptides contenant le résidu proline:iso-

méries cis - trans et cis' - trans'.

Les rapports cis/trans obtenus ont été& analysés
au moyen de données de la littérature et ont abouti, sous
certaines conditions, 3 proposer pour nos trois modéles

l'hypothése de conformations non ordonnées.

La méthode de l1l'effet de la température sur les
déplacements chimiques des protons amides a été décrite.
Les résultats obtenus par sa mise en pratique pour nos
dérivés confirment l1l'hypothése précédente.

Enfin, l'attention a été attirée sur les condi-

tions d'utilisation des paramétres RMN (essentiellement
3
les JHNC H
, o
sion %.

) pour accéder aux valeurs des angles de tor-
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CHAPITRE Iv

ETUDE CONFORMATIONNELLE DE NOS PEPTIDES PROTEGES

EN SOLUTION DANS LE CHLOROFORME







Au chapitre précédent, les résultats de l'analyse
conformationnelle de nos modéles, en solution dans le DMSO,
ont été rapportés et discutés : les 3 dérivés adoptent, pour
l'essentiel, des conformations désordonnées. Ceci est di, en
partie tout au moins, & la solvatation des protons NH par le
DMSO, ce qui défavorise 1l'établissement de liaisons hydrogé-
ne intramol&culaires pouvant stabiliser la conformation du
dérivé.

Aussi une étude conformationnelle des modé&les dans
un solvant peu solvatant des protons NH a été envisagée, notre
choix s'est porté sur la chloroforme.

-

Aux concentrations nécessaires 3 1l'obtention des
spectres réalisés en onde continue, les peptides sont souvent
agrégés dans le chloroforme (1) ; en conséquence, les signaux
RMN sont parfois mal résolus et de plus les paramétres spec-

-

traux correspondent a des entités mal définies.

Mais depuis l'utilisation des spectromé&tres opérant (g;§>
en mode pulsé, des &tudes systématiques d'analyse conformation-
nelle de peptides en solution dans le chloroforme ont été rap-
portées dans la littérature. En effet, ce mode d'acquisition
permet d'obtenir des spectres 3 partir de solutions suffisam-
ment diluées et ainsi d'intervenir sur 1'état d'agrégation

des molécules de peptides.

Nous allons successivement décrire et interpréter

les spectres RMN proton de :

1 - t.Boc T3 OCH3

2 - t.Boc T4 OCH3

3 - t.Boc T1 OCH3

L'analyse conformationnelle de ces dérivés sera ba-
sée sur les résultats des variations des déplacements chimi-

ques des protons NH obtenues par deux méthodes :
1 - Effet de concentration

2 - Effet de solvant.
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(t.Boc T .OCH3)

3

I - t.Boc Gly Pro Tyr Gly OCH3

1 - SPECTRE RMN PROTON (VII} ET PARAMETRES SPECTRAUX

Les paramétres spectraux de t.Boc T3 OCH3 sont
rassemblés dans le tableau 1.

Résidus § (ppm) J (Hz)
—— 3 ~
HN = 5,50 , JHNCaH ~ 6
Gly_l Ha1= 3,80
Hy,= =
Ha = 4,42
Pro 2 HYB= 1,97
HG = 3,40
- 3 -
HN = 6,87 JHNCaH 8
Ha = 4,72
3
H, = 3,17 J = 5,3
Tyr 3 B1 ’ aBi '
H = 2,98
B~ 2 ag, 8,4
Hanmmnjgne = 7,0~6,71 J8182 =14,4
HO = 7,37
= 3 = 6,5
HN = 7,12 JHNCaH
Gly 4 ) = 4,16 JHNC H 4,5
— 3 2 @ az
0, = 3791 J%xHu 18,1
k| 2
(CH3)3C 1,47
- OCH3 3,75
TABLEAU 1

Paramétres spectraux de %.Boc T OCH3

(s0Lvant CDC£3, C = 0,055 mole/L, néf. TMS)
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2 - DISCUSSION

Toutes les résonnances ont pu &tre attribuées par
des expériences de découplage total.

Le rapport des isom@res cis et trans a été obtenu
par comparaison des singulets des protons des groupes t.Boc
La quantité d'isomére cis n'est pour les conditions expéri-

mentales présentes que de 4 %, alors gqu'elle est de 28 % pour
1'étude dans le D.M.S.O.

~

- Par rapport & 1'étude dans le D.M.S.0., les signaux
des protons amides glissent vers les hauts champs (1 ppm envi-

ron), en accord avec la diminution de la solvatation des pro-
tons concernés.

Les protons 0 des deux résidus glycines (1 et 4)
sont inéquivalents, ils apparaissent sur le spectre présenté
sous la forme d'une partie AB (octuplet) d'un spectre ABX
(X est le proton amide). L'inéquivalence des protons
d'un groupe méthyléne est souvent analysée en terme de mouve-
ments contraints (autour des liaisons simples) (2), qui inter-
dissent aux deux protons concernés de décrire un méme environ-
nement magnétique.

Si l'intensité de l'inéguivalence est directement
en relation avec la rigidité locale de la structure, encore
faut-il pour qu'elle apparaisse que les protons soient situés
dans un environnement oll régne un gradient de champ gui met
en relief la restriction du mouvement, et 3 ce propos, le

réle de l'effet d'anisotropie du phényle de la tyrosine a été
mis en évidence (3).

L'équivalence des protons o Gly de ce dérivé a été
observée lors de l'étude dans le DMSO, elle peut &tre mise
en relation avec la structure désordonnée flexible qui a &té
proposée & partir des résultats des effets de température.
Aussi l'in&quivalence observée pour 1l'étude dans le chloro-
forme suggére l'é&tablissement d'une conformation préférentielle.

Du point de vue pratigue, l'inéquivalence des protons o permet
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fl ‘{
d'obtenir les couplages spécifiques’du proton NH et des pro-
tons a Gly de configurations absolues R et S (Figure I).

COj.
Hs
os
3]
Hr
H
FIGURE I

Définitions des angles SR et GS du résidu glyecine

A partir de la L phénylalanylglycine sé&lectivement
deutériée (sur le Cy Gly), Kainosho et coll. (4) ont montré
que le signal du proton o Gly situé 3 bas champ correspond
a celui du proton o de configuration S. Ceci a &té confirmé
par Marraud et coll. (5). Nos résultats seront exploités sur
la base des attributions proposées par ces auteurs.

L'inéquivalence des protons a du résidu glycine
) . ) P . : 3 .
1
permet par 1 1ntermed1a1re des constantes JHNCaHg et JHNCaHR
de préciser les valeurs des angles diédres eR et es ,ce qui
limite considérablement le nombre de solutions pour 1l'angle &
du résidu Gly. '

Le calcul de la distribution des porulations de ro-
tam@res est fait par application des relations de Pachler(6).
L'attribution des populations aux différentes conformations

tg . tg+, g+g_ demande, comme cela a déja été discuté, de con-

-~

nafitre les configurations absolues des protons situés a haut
et bas champs sur le spectre. Kobayashi et coll. (7) ont montré
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gque, contrairement 3 ce qui est observé dans le DMSO, le
proton B de configuration S est/dans le chloroforme, plus
blindé que le proton B de configuration R. En tenant compte

de ces données, on obtient :

tgT = 52 %
tg_ = 24 %
gtg™ = 23 3

Pour les conditions expérimentales présentes, le rotamére

qui oriente vers l'extrémité C terminale est le plus peu-

-

plé .. Si on confronte ces résultats & ceux obtenus dans le

DMSO, on constate qu'en passant du DMSO & CDCl la chaine

3!
latérale de la tyrosine se réorganise et la population du

- + -
conformére tg augmente au détriment de celle du tg .

3 - ETUDE DE L'EFFET DE CONCENTRATION

a - protons amides

Lorsque deux molécules de peptides s'agrégent,
elles le font sans doute par l'établissement d'une liaison
hydrogéne entre le C=0 de l'une et le NH de l'autre, et la
probabilité d'une telle liaison augmente en méme temps que

la concentration.

L'interaction entre le NH et le C=0 provogque au
niveau du proton amide, une diminution de la densité d'élec-

trons : le proton amide se déblinde.

L'augmentation de la concentration en favorisant
les interactions intermoléculaires va donc faire glisser vers
les champs plus faibles les signaux des protons amides qui
pérticipent d ces associations. Par contre, les signaux des
protons amides protégés ou engagés dans une liaison hydrogéne
intramoléculaire ne sont que peu perturbés par 1l'augmentation

de. 1a concentration.




permet de distinguer les protons accessibles des protons
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En résumé, la méthode de l'effet devqoncentration

protégés (stériquement ou engagés dans des liaisons hydro-

géne intramoléculaires).

cette méthode pour notre peptide sont reportés sur la fi-

Les résultats obtenus par la mise en pratique de

gure II.
1.8_. e
7.6] Tyr 3 (D 5.9
{ ]
744 g 16.7
i 1
T.21 Gly 4 c 16.5
= { g >0 ; _
"3: 1.01 Tyr 3 6.3
£ 1° : 1
7§_ 6.84_ ¢ .ﬁ.l
6.6.1 9.9
6.4 15.7
T Gly 1 +
B-Z_J.. % I — ..5-5
! i
6.0 St - 5.3
g 4 b 8 18 12

concentration (x10%*mole/1)

FIGURE IT

Variation des déplacements chimiques des protons amides

de t.Boe T, OCH

3 en fonetion de la concentration

( POINTS #)
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Les conclusions suivantes peuvent étre tirées de

l'examen de la figure II.

1 - Le proton NH du résidu Gly 1, peu perturbé par

l'effet de concentration, est protégé.

2 - Le proton amide du résidu Tyrosine 3 est for-
tement déblindé quand la concentration croit : il est acces-

sible.

3 - Le proton amide du résidu Glycine 4 a un com-

portement intermédiaire, il n'est que partiellement protégé.

Remarque : le déplacement chimique du proton hydroxyle est
fort modifié par l'augmentation de la concentration : il par-
ticipe a l'agrégation. Mais nous devons limiter notre inter-
prétation aux seuls protons amides, car la nature chimique

différente du groupe hydroxyle rend délicate une comparaison.
b - protons B tyrosine

"La forme du massif des protons HB Tyr subit de
fortes modifications lors de 1l'étude de l'effet de concen-
tration (Fig. III).

‘Alors que pour les concentrations les plus élevées,
le spectre obtenu correspond & celui d'une partie AB d'un
ABX, en milieu dilué, 13 ol les molécules sont moins asso-
ciées, un doublet est observé : il correspond d la partie

A2 d'un A2X c'est-d-dire que les deux protons B sont magné-

tiquement équivalents.

B L'interprétation de ce résultat sera développée

plus loin.
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100 Hz

e : 6,74 e : 3,94 e : 1,97 ¢ = 1,32 ¢ = 0,98 ¢ = 0,49

FIGURE IIIT
Massifs des protons HB Tyr de t.Boc T, OCHz pour

différentes concentrations en peptide (X 102 mole/l.)

4 - EFFET DE SOLVANT

Le chloroforme est un solvatant médiocre, alors que
le DMSO est bien connu pour son aptitude 3 solvater les pro-
tons amides. Aussi les variations des déplacements chimiques
de ces derniers lors de l'effet de solvant permettent d'obte-
nir des indications sur l'accessibilité. En particulier, de
faibles quantités de DOMSO doivent permettre un déblindage des
protons NH bien accessibles alors que ceux qui sont proté&gés
vont &tre peu sensibles. Une premiére complication pour l'ap-

plication de la méthode apparait : si les!structures ne sont pas




les mémes pour chaque solvant utilisé&, l'analyse des résul-
tats n'est pas toujours immédiate. Au fur et & mesure de la
variation de la composition du milieu, les accessibilités
peuvent étre modifiées et en particulier, si un proton est
peu accessible dans le chloroforme, il peut 1l'&tre davantage
dans le DMSO pour lequel une conformation désordonnée des
dérivés a &té proposée.

La solution qui a &té proposée pour tourner cette
difficulté consiste i comparer les valeurs des déblindages
de chacun des protons NH obtenus pour 1l'addition de faibles
quantités de DMSO (inférieures 4 10 %). On suppose alors que
la conformation du modéle n'est pas perturbée par 1'addition
du solvant polaire.

Les variations des déplacements chimiques des pro-

tons amides de t.Boc T, OCH, obtenues lors de 1l'effet de sol-

3 3
vant CDCl3 - DMSO sont représentées sur la figure IV.

.0__ 6.8
8.8 My4
1 e
o 784 16.6
§
Z 4] J6.4
®
. i
& 7.4 16.2
M |
I - ‘ ;6.0
é‘ 7.2 :
.{.
7.8 15.8
6.8 ALS-E
<+
e S r + — r ’ 5.4
) 20 49 50 ad 100
% DMSO
FIGURE IV

Variation des déplacements chimiques des protons amides de

t.Boe T, OCH

3 3 lors de l'effet de sodvant 00023 ~ DMSO

(¢ = 1,97.107% motle/1)

( POINTS #)
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Lors de la substitution du chloroforme par le DMSO, tous les
protons NH se déblindent. Mais les courbes obtenues montrent
que pour l'addition de 10 % de DMSO, le déblindage est dé
0,3 ppm pour Gly 1, de 0,39 ppm pour Gly 4 et de 0,65 ppm
pour Tyr 4.

En conséquence, il semble que dans le chloroforme
le proton NH Gly 1 soit protégé, celui de Tyr 3 accessible
et celui de Gly 4 partiellement accessible. Ces conclusions
s'accordent bien avec celles de 1'étude de 1l'effet devcon—

centration.

5 - INTERPRETATION

a - analyse du comportement du proton NH du résidu Gly 1

Les effets de solvant et de concentration ont mis
en évidence des comportements différents des déplacements
chimiques des protons NH, en particulier, celui du résidu

Tyr 3 est bien plus perturbé que celui du résidu Gly 1.

Les résultats ont été interprétés en terme d'ac-

cessibilité ou de protection des protons concernés.

Mais le proton NH Gly 1 est un proton uréthane
(R -0 - CO NH - R') et le proton NH Tyr 3 est un proton
amide (R - CO - NH - R').

Aussi les résultats peuvent &tre dus tout simple-
ment 3 la différence de la nature chimique et par suite ne

pas avoir d'implications conformationnelles.

Pour pouvoir utiliser les données expérimentales ‘
en vue de l'analyse conformationnelle, il faut en conséquence
montrer qu'un proton uréthane se comporte comme un proton
amide, et en particulier que 1l'on peut observer, sur d'autres
dérivés, des variations de son déplacement chimique lors des
effets de solvant et de concentration, ce qui met alors en
évidence son accessibilité (et confirme sa protection pour

notre mod&le). Rappelons que les effets de tempdrature sur
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les déplacements chimiques (pour les études dans le DMSO,
‘chapitre ITI) ont montré un comportement analogue de tous
les protons NH : tous les signaux, y compris celui du NH
porté par le groupe t.Boc, glissent vers les hauts champs.
D'autres arguments‘peuvent étre extraits de la littérature.
A propos de 1'étude de t.Boc (Isoleucine), OCH, (8) Goodman
et coll. ont montré que l'augmentation de la concentration
fait glisser vers les bas champs aussi bien les signaux des
protons amides exposés (0,8 ppm) que celui du proton NH por-
té par le t.Boc (0,6 ppm). Ce dernier proton NH participe
donc & l'association intermoléculaire. Son déblindage est
analogue 3 celui obtenu pour les protons amides expos®s, ce
gui traduit sa bonne accessibilité. Pour notre modéle et
compte tenu du résultat rapporté pour t.Boc (Isoleucine)4OCH3,
il apparait que la faible influence de la concentration sur
le déplacement chimique du proton NH Gly 1 traduit le peu

d'accessibilité de celui-ci.

Un autre argument a été extrait des ré&sultats obte-
nus par ces auteurs pour un autre dérivé : t.Boc(MéﬂﬁLmimﬁ7OCH3
(9). I1 a été établi que 1'addition de 2,5 % de DMSO & une
solution de ce peptide fait glisser vers les bas champs le si-
gnal du proton NH du premier résidu de 1 ppm et celui des pro-

tons amides exposés de 0,2 ppm.

En ce qui concerne t.Boc T3 OCH3, le contraire est
observé : l'addition de 10 % de DMSO perturbe davantage le
déplacement chimique du proton amide de Tyr 3 (0,65 ppm) que
celui du proton NH Gly 1 (0,3 ppm). Ce dernier est donc peu
accessible aux molécules de DMSO.

De la comparaison de nos résultats et des données

~de la littérature, des conclusions peuvent alors &tre tirées :

1 - Malgré son caractére chimique légérement diffé-
rent de celui du proton amide, le proton NH du premier résidu
se comporte comme un proton amide et les variations des dé-
placements chimiques obtenues pour les effets de concentration
et de solvant peuvent &tre utilisées pour l'analyse conforma-

tionnelle.
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2 - En conséquence, il apparait gque le wvroton
NH de Gly 1

peu accessibles. En suivant les hypothéses avancées dans la

et dans une moindre mesure celui de'Gly 4 sont

littérature pour exprimer l'inaccessibilité des protons ami-
des, nous proposans de rendre compte de nos résultats par
l'existence de deux liaisons hydrogéne intramolZculaires fai-
sant participer le proton NH de Gly 1 et celui de Gly 4, bien
gue pour ce dernier proton, la liaison soit sans doute moins

forte.

b ~ conformation du peptide

Les liaisons hydrogéne intramoléculaires imposent
4 la molécule de peptide d'adopter une structure privilégiée.
L'application d'une des corrélations 3J = £(0) permet de dres-
ser le tableau 2 ol figurent toutes les valeurs possibles de

l'angle ¢ (nous avons choisi la relation de Marraud (10) ).

résidus S 0]
10 70, 50
Gly 1 HS
130 - 170 - 70
Pro 2 - 60
Tyr 3 145 - 155, =~ 85
HS 130 - 170, -~ 70
Gly 4 25 85, 35
HR
125 - 65, - 175
TABLEAU 2

Valeurs possibles des angles ¢ de t.Boc T3 OCH3-
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Comme on peut construire un modéle en choisissant
une valeurde ¢ pour chaque résidu, le nombre de solutions
est €levé, mais seules quelques unes vont satisfaire aux
paramétres spectraux (3J) et permettre en méme temps 1l'éta-

blissement des liaisons hydrogéne intramoléculaires.

Si 1l'on sait quels sont les protons amides concer-

nés par ces liaisons, a priori on ne connait pas les carbony-

les qui correspondent. Mais des hypothéses ont &t& avancées
dans la littérature.

Shields et Mac Dowell (11) ont provosé i l'issue
d'une étude IR de t.Boc Val Val Ala Gly OCH3 une structure
repliée autour de Val 2 Ala 3 (Figure V), stabilisée par
1'établissement de deux liaisons hydrogéne, qui induisent
l'organisation des extrémités de la chaine peptidique en
"B sheet antiparalleles" (12).

H R
l | cH,
R CH
\0{1/ \ﬁ N T 6o, :
=0 0 H
/ \ v X C|{3
H— N H 0
LA
H
v \ ~ \CH,_/ N 0 — ch,

FIGURE V
Forme repliée de t.Boc Val Val Ala Gly ocH . proposée par
SHIELDS et Mac DOWELL (11)

CH,




Des précisions ont aussi &té apportées grice a 1'étude de

la structure cristalline de
a - 2 Gly Pro Leu Gly OH (13)

b - 2 Gly Pro Leu Gly Pro'OEt (14)

Il a été établi que :

a - les 2 peptides sont organisés, leur chaine prin-

cipale se replie autour de Pro 2 Leu 3

b - les distances NH Gly 1l... O = C Gly 4 et
NH Gly 4 ... 0=C Gly 1 permettent 1l'é&tablisse-

ment de liaisons hydrogéne (second modéle)

13C des

modéles de la tropoélastine (dérivé contenant le résidu pro-

De plus, Urry et coll. (15) ont étudié par la RMN du

line en 2&me position). Ces auteurs ont mis en évidence le
repliement de la structure autour de Pr02X3 et ont confirmé
certaines données de l'étude cristallographique présentée
ci-dessus, en particulier celles concernant la position des
carbonyles impliquées dans les liaisons hydrogéne intramolé-
culaires. Notre modéle posséde aussi le résidu proline en
seconde position, les liaisons hydrogéne intramoléculaires
concernent les mémes protons NH gue ceux rapportés dans la

littérature (ler et 48&me résidus).

Aussi, 1l'hypothése d'une structure repliée autour
de Pro2 Tyr3 est avancée.

Cette hypothése ne permet pas aux angles ¢ de pren-
dre toutes les valeurs proposées dans le tableau 2. Seules
quelgues unes permettent le repliement et par suite 1'établis-
sement des liaisons hydrogéne intramoléculaires.

Les valeurs permises sont reportées dans le tableau 3
oll figurent également celles obtenues pour 1l'&tude RX de Z Gly

Pro Leu Gly Pro OEt (14 ) en vue d'une comparaison.
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% Gly 1 ¢ Pro ® Tyr ¢ Gly
‘ (RX : Leu)
Z Gly Pro Leu -95 -65 -105 +120
Gly Pro OEt (RX)
t.Boc T3 OCH3 -70, +170 -60 -85 +85, =170
TABLEAU 3

Valeuns de & de t.Boe T3 OCH3 et de
Z GLy Pro Leu GLy Pro OEZ

La littérature signale que plusieurs types de re-
pliement sont possibles, mais deux sont nettement plus fré-
gquents : le By et le Bry (16) (17). Chacun d'eux est carac-
térisé par les valeurs des angles diédres des résidus i+l et
i+2 (Figure VI et tableau 4).

¢ bis1 %540 LI
By 60 - 30 - 90 0
By 60 + 120 + 80 0
TABLEAU 4

Valeuns des angles &, Y des repliements B; et Byg




a 2

Représentafion schématique des repliements BI et B

n\cm/ﬁ\",-:-\cuz/"
A

| \c——__—._:ﬂ H— N
N \ N

AN w N

N\

by
y \ (b) / N,

FIGURE VI

IT

II

B;P:BI
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A chaque série de valeurs des angles correspond
une structure qui posséde une énergie conformationnelle mi-

nimum.

En ce qui concerne t.Boc T3 OCH3, les valeurs des
. o [] T o
angles ¢ retenues sont QPro(i+1) : 60° et QTyr(i+2) 85
elles sont trés proches de celles qui sont nécessaires au re-

pliement de type Bl’

Les valeurs des angles ) peuvent &tre extraites des
cartes d'énergie conformationnelle, mais compte tenu des va-

leurs du tableau 4, et wTyr sont respectivement voisins

wPro
de = 30° et 0° ( minimum d'énergie conformationnelle).

On peut donc proposer pour notre modéle un replie-
ment autour de L Pro2 L Tyr3 selon le type BI (figure VII) 1le.

plus fréquemment rencontré dans les séquences LL (18a).

FIGURE VII
Représentation de la structure de t.Boc Gly Pro Tyr Gly OCH ,

en solution dans le chloroforme
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_ D'autres informations peuvent étre extraites des
données RMN par l'application de la relation de Barfield et
coll. (19). Ces auteurs ont établi par le calcul théorique

une expression qui relie la valeur du couplage 2JHH des pro-
tons o du résidu glycine aux angles ¢ et ¥ de ce résidu.
2J = - 13,91 - 1,55 coszw - 2,8 cos4w + 4,65 0052¢

HH

Cette relation est plus commode & utiliser sous la forme du
diagramme de la figure VIII.

1

NN i
0° 20° 40° 60° 80°* 100° [20° 140° 160° 180°

¢

-

FIGURE VIII

Diagramme de Barfield (19)
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- . 2
Il est intéressant de noter qu'une valeur ~J de
l'ordre de 18 Hz correspond & un domaine restreint des va-

leurs possibles des angles ¢ et y :

. |#] est compris entre 80°et 100°
R ne peut prendre que des valeurs voisines
de 0°ou 180°

En ce qui concerne notre dérivé, seul, le couplage

géminal 2JHH de Gly 4 a pu 8tre obtenu, il est de 18,1 Hz.

L'application de la relation de Barfield et coll.
(19) donne pour ®4 une valeur proche de 100°. Aussi parmi les
valeurs gui avaient été retenues dans le tableau 3 (valeurs
de 9), celle de + 85° a l'avantage de satisfaire 3 la fois a
la corrélation de Marraud (3J) et 3 celle de Barfield (2J).
Cette valeur est assez proche de la valeur obtenue pour le
résidu Gly 4 de Z Gly Pro Leu Gly Pro OEt (®Gly 4 = + 120°).
Il faut cependant signaler que certains auteurs (20-21) sont
en désaccord avec la relation de Barfield. Scheraga et coll.
(20) estiment que cette relation est peu utilisable, en effet
les valeurs de 2J qui apparaissent dans la littérature sont
souvent de 16 a& 18 Hz. En outre, les valeurs des angles ¢ et ¥
de certains dérivés ont été proposées, 1'application de la
relation de Barfield donnent des constantes 2J gui sont par-

fois fort différentes des constantes expérimentales (21).

A l'issue de ce paragraphe quelques conclusions
se dégagent

.

1 - Les résultats des effets de solvant et de
concentration sont utilisables pour 1'analyse
conformationnelle

2 - Le peptide étudié est replié autour de Pro2 Tyr3
selon le type B;. '




BUS
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II - t.Boc Gly Pro Gly Tyr OCH, (t.Boc T, OCH3)

1 - SPECTRE RMN PROTON (VIII) ET PARAMETRES

Les paramétres spectraux de t.Boc T4 OCH3 sont
rassemblés dans le tableau 5.

Résidus & (ppm) ‘ J (Hz)
3
HN = 5,45 L dgne g o= 11,5
Gly 1 Hy, = 3,96 Jane w = 207
1 a gy
H = - 25 =17
(¢ %] G100
H = 4,41
o
HB = 2,14
Pro 2 Hy = 2,0
HG = 3,50 - 3,38
HN = 7,36 25 = 17,2
G102
= 3 -
Gly 3 Ha1 = 4,08 JHNCaHal— 7,5
- 3 -
Haz = 3,62 JHNCaHa7n 4,5
- 3
HN 7,10 JHNCaH 7,7
Ha = 4,80
3
= =5
Tyr 4 HB1 3,08 Jaﬁl )
3
H = 2,99 J = 6
B2 ! aBa
H = 6,72-6,94
ar
t.Boc : 1,42
OCH3 3,73
TABLEAU 5

Paramitres spectraux de t.Boc T, OCH3
(s0Lvant CDC£3, ¢ = 0,015 mole/l, néf. TMS)
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2 - DISCUSSION

- La quantité d'isomére cis est négligeable : il n'ap-

parait pas sur le spectre de résonnances additionnelles sus-

ceptibles de correspondre a cet isomére.

- Les protons o des résidus Gly 1 et Gly 3 sont ma-
gnétiquement inéquivalents, ceci peut é&tre analysé en terme

de mouvements contraints autour des liaisons simples.

L'attribution des signaux des protons g est basée
sur les résultats de Kainosho et coll. (4), le signal du pro-
ton a; (3 bas champ) est celui qui correspond au proton de
configuration S.

- Le calcul des populations de rotaméres de la chaine
latérale de la tyrosine a été fait 3 partir des relations de
‘Pachler(G). L'attribution des valeurs trouvées aux confor-
méres tg—, tg+, g+g_ est basée sur les positions relatives
des signaux des protons BS et BR de la tyrosine (7).

Nous avons obtenu :

tgt =322
tg— = 21 %
g'g” = 47 3

Les valeurs sont différentes de celles obtenues pour 1'étude
dans le DMSO. En particulier, la conformation tg est en
nette diminution, et pour l'essentiel, au profit de l'orien-

tation g+g~.

3 - EFFET DE CONCENTRATION

a - protons amides (et hydroxyle)

Les variations des déplacements chimiques des pro-
tons amides et hydroxyle en fonction de la concentration sont
reportées sur la figure IX.
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FIGURE IX
Variation des déplacements chimiques des protons amides

t.Boe T4 OCH3 en fonetion de la concentration

8.7

8.5

8.3

6.1

2.8

5.7

5.5

}5.3

de

Le proton NH Gly 1 est peu sensible 3 1l'augmenta~

tion de la concentration, il est peu accessible.

Les protons NH Gly 3 et Tyr 4 se déblindent quand

-~

la concentration augmente, ils participent 3 des liaisons

hydrogéne intermoléculaires : ils sont accessibles.

b - Protons B de la tyrosine

Contrairement & ce qui a été observé pour le déri-

vé précédemment décrit (t.Boc T3 OCH3), dans le cas de

t.Boc Ty OCH3, le massif des protons H B tyrosine n'est que

peu influencé par la concentration (Figure X).

( POINTS =)
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Alors qu'aux faibles concentrations, les protons B tyrosine
de t.Boc T3 OCH3 deviennent éguivalents, dans le cas présent

l'inéquivalence de ces protons persiste (octuplet AB d'un
ABX).

Figure X

Massifs des protons HB Tyr de t.Boe T, OCH3 pour deux

concentrations

.10-2 mole/1

Q

1
S
.
w
[JN}

b=6,9 . 1072 mote/1
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4 - EFFET DE SOLVANT

Les déplacements chimiques des protons amides ont
été suivis en fonction de la composition du solvant (DMSO,
CDC13) (Figure XI).

Gly 3

8.3 Y
2
< 8.1
T
=
)
a
© 7.8
£
%
. 1.7
'y
g

7.5

7.3

7.1 ' " ' t ' ' '

g 28 40 60 8@ 190
4 DMSD
FIGURE XTI

Vartation des déplacements chimiques des protons amides
de t.Boc T, OCH3 lors de l'effet de solvant CDCZ3—DMSO

(e = 1,97 . 102 mole/1)

Tous les protons NH glissent vers les bas champns quand on
ajoute du DMSO. Pour l'addition de 10 % de ce solvant, le
proton NH, du résidu Gly 1 n'est déblindé que de 0,2 ppm,
alors que celui du 3éme résidu (glycine) glisse de 0,6 ppmn.
En ce qui concerne le proton NH Tyr 4, le déblindage obser-

vé a une valeur intermédiaire : 0,35 opm.

( POINTS =)
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En résumé, les résultats de l1l'effet de concentra-
tion et de solvant montrent que la proton NH Gly 1 participe
d une liaison hydrogéne intermoléculaire et que le proton
NH Gly 3 est exposé au solvant. Pour ce qui est du proton
NH Tyr 4, si les résultats de l'effet de concentration cor-
respondent 3 ceux attendus d'un proton accessible, les ré-
sultats de l'effet de solvant semblent traduire cependant
une moins bonne accessibilité que celle du proton NH Gly 3.

~

Si c¢e  proton NH Tyr 4 participe & une liai-
son hydrogéne intramoléculaire, cette derniére doit é&tre

particuliérement faible.

5 - CONFORMATION DE NOTRE DERIVE

Des données bibliogravhiques sur la conformation
de peptides qui contienneﬁt la séquence Pro,X; ont été pré-
sentées au paragraphe précédent (Etude de t.Boc T, OCH3) :
elles peuvent &galement &tre utilisées pour t.Boc T4 OCH3
et permettent de faire l'hypothése d'une liaison hydrogéne
intramoléculaire entre le NH de Gly 1 et le carbonyle de
Tyr 4.

Cette liaison stabilise la structure.

Les constantes de couplage 3J du proton amide et
des protons o R et S du résidu Gly 3 donnent les valeurs

des angles bp et bg

35(8) = 7,5 Hz 6y = 140°
37(R) = 4,5 Hz 6, = 25° et 120°
.Pour OS = 140° et GR = 25°, 1l'angle ®3 est de + 80°

Pour 6. = 140° et 8 120°, 1'angle ¢, est de + 170°

S 3

(Figure XII).




CO; 4
H H
8n°
(HI K
140° N
120°
FIGURE XIT

Représentation des 2 valeurs possibles de l'angle ¢ du résidu
Gly 3 de t.Boec T, OCH,

En prenant les deux valeurs probables de y Pro (- 30° et
+ 120°) (22) et les deux valeurs possibles de ¢ Gly 3, qua-
tre conformations de la séquence Pr02 Gly3 de notre dérivé

sont obtenues.

Mais l'examen de modéles moléculaires (Dreiding)
montre que seules les valeurs ¢ Gly = + 80° et y Pro = + 120°
permettent un rapprochement suffisant de NH Gly 1 et CO Tyr 4

pour qu'une liaison hydrogéne s'établisse.

Lors de 1l'étude de tétrapeptides contenant la sé-
quence Pro, G1y3, Margaud et coll. (5) ont obtenu comme va-
leurs des constantes ~“J du résidu Gly 3 des valeurs analo-
gues aux notres. Ils ont &galement retenu pour y Pro, et
® Gly, respectivement + 120° et + 80°.

Le couplage 2J des deux protons o du résidu Gly 3

est de 17,2 Hz. Cette va?gur correspond d& un angle ¢ dont la
valeur absolue est comprise entre 65° et 115° (diagramme de
Barfield). L'angle ¢ Gly 3 proposé, + 80° est bien dans le
domaine permis.

En outre, ¢ Gly 3 = + 80° et 2JHH Gly 3 = 17,2 Hz
permettent d'obtenir & partir du diagramme de Barfield les

valeurs possibles de y Gly 3 : * 160° et * 20°.

Les valeurs proches de 180° sont moins probables,
elles ne permettent pas l'établissement de la liaison hydro-
géne NH Gly 1,.,,CO Tyr 4. Les valeurs retenues * 20° sont




- 125 -

voisines de celle qui a été proposée pour un dérivé conte-
nant la séquence Pro2 Gly3 : t.Boc Val Pro Gly Val Gly Val
OCH3 (23) : les calculs conformationnels ont en effet per-

mis de proposer pour ce peptide Py =+ 40°.

Les valeurs des angles diédres de la séquence
L Pro Gly de t.Boc,T4 OCH3 sont voisines de celles gui sont
nécessaires pour obtenir un repliement de type BII‘

En effet nous avons retenu les valeurs suivantes :

= -60°, y = + 120°, = + 80°, = + 20°

wGly3

<I’Proz Pro ®Gly

2 3

alors que les valeurs théoriques (16) du repliement BII sont :

= - 60°, =+ 120°, &. = + 80°, y = 0°

%41 Yit1 i+2 i+2
Signalons que pour les séguences L Pro Gly, le repliement

Byp est plus fréquent (18 b).

En ce qui concerne le résidu tyrosine en position 4;
les valeurs de ¢ obtenues par l'application de la relation
3J = £(9) sont de - 80° ou - 160°. Le report de chacune
d'elles sur les modéles montre que la valeur - 80° est peu
probable, elle donne lieu & de fortes interactions stéri-
ques avec le reste de la molécule de peptide. Aussi la va-
leur - 160° est retenue, ceci est en accord avec la valeur
de 1l'angle ¢ du résidu Val 4 proposée pour t.Boc Val Pro Gly
Val Gly OCH3 (23) (QVal 4 = " 160°).

En résumé&, les résultats des effets de concentra-
tion et de solvant ont permis de faire 1l'hypothése de l'exis-
tence d'une liaison hydrogéne intramoléculaire faisant par-
ticiper le proton NH de Gly 1, et qui conduit ad stabiliser
la conformation du peptide.

L'analyse des paramétres spectraux précise que la
chaine peptidique se replie autour de Pro2 Gly3 selon le
type BII  le plus fréquent pour cette sé&dquence »
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III - t.Boc Tyr Pro Gly Gly OCH3 (t.Boc Tl

1 - SPECTRE RMN PROTON (IX) ET PARAMETRES

couplage sont reportées dans le tableau 6.

OCH3)

Les déplacements chimigues et les constantes de

Résidu (ppm) J Hz
HN 5,3
3
Hu 4,75 JHNC o= 8,5 Hz
H 3,14 35 0% L 45wy
T . B1 0B !
Yr HB2 3,07 JaB, = 9,5 Hz
H_ 6,75 - 7,08 2J6182 = 14,5 Hz
HO 7,4
H, 4,41
H 2,06 2 = 8,5 Hz
Pro 2 B aBy
H, 1,92 “t, = 4,5 Hz
H, 3,35 - 3,76
HN 6,23 Z3JHNC 4 = 11,5 Hz
o
Gly 3 H, | 3,90
H, 3,86
HN 7,38 Z3JHNC g = 11,5 He
o
(CH3)3C 1,43
OCH, 3,73
TABLEAU 6

Parametres spectraux de t.Boc T, OCH3

(s0lvant COCL; C = 0,015 moke/L néf. TMS)
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2 - DISCUSSION

Toutes les résonnances ont pu étre attribuées par
la technique du découplage sauf celles des protons a et ami-
des des résidus glycine 3 et 4. La comparaison des spectres
t.Boc T, '
sur ce point : le spectre de t.Boc T1 OH est mal résolu.

OCH3 et de t.Boc Tl OH n'a pas permis de conclure

Mais la variation de solvant DMSO --_CDCl3 permet de suivre
chaque signal (qui avait bien é&té repéré dans le DMSO) et
ainsi d'attribuer les signaux respectifs. Les résonnances
dues a l'isomére cis n'ont pas été observées : ici encore

la quantité d'isomére trans est en augmentation par rapport .

d celle observée pour 1l'étude dans le DMSO.

Les protons o Gly 3 sont peu inéguivalents
‘A8 = 0,06 ppm);ceux'de Gly 4 sont équivalents.

Les calculs de distribution des rotaméres latéraux
de la tyrosine ont été faits par application des relations
de Pachler (6) et les attributions(tg_, tg+ et g+g—)sont ba-
sées sur les positions relatives des signaux HBR et HBS de

la tyrosine (7).

Les résultats (tableau 7) indiquent que le rotamére
+ -
préférentiel est le tg , par conséquent en passant du DMSO
(ot tg  est majoritaire) au chloroforme, la chaine latérale

de la tyrosine modifie complétement son organisation.

+ - + -
tg tg g 49

63 17 20

TABLEAU 7
Distnibution des notaménes Latéraux
de La Tyrosdine dans £.Boc T, OCH3
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Les déplacements chimiques des protons amides ont

été suivis en fonction de la concentration (Figure XIII).

depl. chim. dee NH (ppm)

Gly 4

5.4

5.8

t + t t T + )

6 8 10 12
concentration (x18*mole/1)

FIGURE XIII

Variation des déplacements chimiques des protons amides de

t.Boc T1

OCH, en fonetion de la conecentration

14

Les protons amides des ré&sidus Gly 3 et Gly 4 par-

ticipent 8 des associations intermoléculaires, alors que ce-

lui le résidu tyrosine 1 reste peu perturbé ce qui permet de

proposer sa participation a8 une liaison hydrogé&ne intramolé-

culaire.

4 - EFFET DE SOLVANT

a - protons amides

Outre son intérét pour l'attribution des résonnan-

ces des protons o et amides de Gly 3 et Gly 4,

l'effet de

( POINTS #)
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solvant permet d'obtenir des informations sur l'accessibi-
lité des protons amides. Les résultats sont reportés sur
la figure XIV.

8.4 Gly 3 7.4
E
& 6.8
=
2
£
3 6.2
& N
™
w
=
56 2
B 28 w o 88 189
% DNSD
FITGURE XIV

Variation des déplacements chimiques des protons amides de
t.Boc T1 OCH3 lors de l'effet de solvant CDCZB - DMSO
(e = 1,97. 10 %mote/1)

De l'examen de cette figure, quelques conclusions peuvent
étre tirées :

1 - Tous les protons NH glissent vers les bas
champs quand on introduit du DMSO. Mais pour 1l'addition
de 10 % de ce solvant, le signal NH Tyr 1 ne glisse que de
0,3 ppm alors que celui de Gly 4 glisse de 0,6 ppm.
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Ce résultat peut étre interprété comme une moins
bonne accessibilité du NH Tyr 1 et cette interprétation ré-
joint celle issue de 1l'é&tude de l'effet de concentration.

2 - Le déblindage observé sur lé NH Gly 3 lors de
l'effet de solvant est de 2,16 ppm alors que pour les 2 au-
tres peptides décrits, des valeurs de l'ordre de 1 ppm sont
observées. Aussi & c6té de la solvatation par le DMSO, un

autre phénoméne participe, il sera précisé plus loin.

b - distribution des populations de rotaméres de la tyrosine

Il a été précisé au chapitre IITI que les constantes
de couplage 3JaB du résidu tyrosine permettent de calculer
les populations des rotaméres de la chaine latérale, mais
l'attribution des valeurs obtenues aux orientations tg-, tg+,
g+g_ demande de savoir si le signal H B Tyr situé 3 haut
champ est celui du proton Bg ou celui du proton BS.

Les valeurs des populations gue nous avons propo-
sées pour nos dérivés sont basées sur les résultats de
Kobayashi et coll. (7) '

~ Dans le DMSO, le signal HBS est 3 bas champ par
rapport a celui du HBR

- Dans le chloroforme, c'est le contraire, le pro-

ton Bs est plus blindé que le proton BR.

Afin de confirmer nos résultats, il est nécessaire
de vérifier que les attributions proposées par Kobayashi et

coll. pour un modéle particulier (CH3 - - Phe - NH —.CH3)

peuvent aussi s'appliquer aux protons B de nos dérivés.

Au chapitre VI, nos résultats expérimentaux vont
permettre de montrer que pour le DMSO les signaux HB Tyr
situés & bas et haut champs sont respectivement ceux des
protons HBS et HBR : ceci est en accord avec les résultats
de la littérature (7).




Pour préciser les positions relatives des signaux HB Tyx
(R et S) pour les études dans le chloroforme, les massifs
HB Tyr obtenus lors de l'effet de solvant DMSO - CDCl
ont ét& analysés en se basant sur 1'hypothe&se
suivante :

3

Quelle gue soit la composition du mélange de sol-
vants, le signal du proton B8 Tyr situé 3 bas champ est de
configuration S (ceci est €tabli pour le DMSO).

Les populations des rotaméres latéraux de la ty-
rosine peuvent alors étre calculées, les valeurs sont re-
portées dans le tableau 8.

composition du % tg % tg+ g+g-
mélange DMSO—CDCl3
100 $ DMSO 67 11 21
50 % DMSO
50 % CDC]_3 60 He 2
25 % DMSO
75 % CDCl3 44 > *
12,5 % DMSO
87,5 % CDCl, 3> #0 *
100 % CDCI, 63 17 20
TABLEAU §

Distrnibutions des rotaménes de La fyrosine (£.Boc T, OCH3)
en gonction de La composition du mélange DMSO - CDC!_3

En allant du DMSO au chloroforme, la proportion de
tg' diminue au profit du tg+, mais entre 87,5 % et 100 % de
CDC13, l'inverse est observeé.

Nous estimons que cette discontinuité, liée a 1'hy-
pothé&se ci-dessus, n'est pas cohérente. La répartition in-

verse (tg” = 17 %, tg' = 63 %) est trouvée si dans CDCl, le
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-~

signal HB situé & haut champ n'est pas celui du proton de
configuration R, mais celui du proton 8.

Cette solution, qui présente l'avantage de propo-
ser pour les distributions des variations monotones, s‘ac-

corde bien avec les conclusions de la littérature (7).

5 -~ INTERPRETATION

a - blindage excessif du proton NH Gly 3 obtenu lors de
l'effet de solvant

Un paralléle a été &tabli entre le fort blindage
(2,1 ppm) observé sur le proton amide du résidu Gly 3 et
l'augmentation de la population du rotamére tg+ (lors de
1'effet de solvant) qui oriente le phényle sur 1l'extrémité

C terminale, c'est-3-dire vers le proton NH du résidu Gly 3.

L'hypothése développée consiste 3 considérer que
le courant de cycle du phényle est & l'origine du phénoméne

observeé.

En effet, 1l'examen des modé&les moléculaires mon-
tre que les positions relatives du centre du noyau aromati-
que et du proton NH Gly 3 ne dépendant que de ¢ Pro 2, de
y Tyr 1 et de ¢ Pro 2. ®Prd est généralement pris é&gal a
- 60° (cycle pyrrolidine). En ce qui concerne la valeur de
l'angle y du résidu précédent la proline, si pour la séquence
Gly - Pro une valeur voisine de 180° est souvent retenue (24),
par contre dans le cas d'un résidu porteur d'une chaline laté-
rale encombrante, il a été montré que y = 180° impose de
fortes interactions stériques entre la chaine latérale et les
protons § Pro de sorte que des valeurs de ¢y voisines de 130°

d 150° ont été proposées (25).

Aprés avoir positionné la chaine latérale dans la
conformation tg+ et reporté la valeur de y Tyr (= 130°-150°),
on constate sur le modé&le que pour ¢ Pro = + 120° (1l'une des
valeurs probables de y Pro (22) ), le proton NH Gly 3 ne peut
pas étre soumis au courant de cycle de la tyrosine : la distance
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me ba

\j |
Spectre sans | x
découplage '

M

FIGURE XV

Expériences de découplage du proton § Pro situé 4 3,35 ppm

Les spectres (1) et (2) correspondent aux spectres acquis @
dane les conditions d'irradiation suivantes : \
(a) raie irradiée : & = 3,38 ppm

(b) raie irradide : § = 3,33 ppm
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est trop grande. Par contre, pour l'autre valeur probable
de ¥ Pro : - 35° (22), la distance du phényle au proton
NH Gly 3 permet de rendre compte du blindage observé.

Une autre donnée expérimentale a permis d'appor-

ter des informations supplémentaires.

Le spectre de t.Boc 'I‘1 OCH3 montre que le signal
attribué & H6 Pro et situé a 3,35 ppm ne correspond qu'a

un seul proton : des expériences de découplage, représen-
tées sur la figure XV , permettent de penser que le second

-

proton ¢ Pro est situé a 3,8 ppm environ.

La valeur ¢ = 3,35 ppm est trés voisine de cel-
les obtenues pour les protons 8§ de t.Boc T3 OCH3 (3,40 ppm)
et t.Boc T4 OCH3 (3,50 - 3,40 ppm), aussi le proton § Pro
de t.Boc T, OCH3 situé a 3,8 ppm est déblindé. Si on retient
l'hypothése du courant de cycle pour exprimer nos résultats,
les phénoménes observés sur NH Gly 3 et HG Pro 2 demandent
que le proton amide soit situé dans le cSne d'anisotropie
du phényle et que le proton § Pro soit proche du plan du
noyau aromatique (26).

-~

Le modéle moléculaire qui puisse satisfaire 3 ces
conditions demande que la valeur moyenne de X2 (angle diédre
Cucscycé de la chaine latérale de la tyrosine) soit proche
de z&ro. Avec cette valeur de X2, les deux protons B Tyrosine
occupent des positions symétriques par rapport au plan du
noyau aromatique. En conséquence, la différence des déplace-
ments chimiques des 2 protons concernés doit étre faible (27),

c'est ce qui a été observé : AS§ = 0,07 ppm.
b - conformation

La comparaison de nos résultats avec ceux de Urry
(28) et de Kopple (24) rapportés pour des dérivés protégés
de Val Pro Gly Gly semble une base intéressante de discussion.

Entre nos résultats et ceux de la littérature, un
point commun existe, la participation du proton NH du premier résidu 3
une liaison hydrogéne intramoléculaire, mais des différences

apparaissent aussi.
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1 - Kopple (24) a mis en évidence une liaison hy-
drogéne faisant intervenir le NH Gly 4, alors gue pour notre
peptide, ce n'est pas le cas.

2 - L'inéquivalence H,  Gly observée par Urry (28)
et analysée en termes de mouvements contraints est dans no-
tre cas faible pour Gly 3 et nulle pour Gly 4.

Si nous pouvons comme ces auteurs proposer pour
‘notre modéle une structure repliée stabilisée par une liai-
son hydrogéne intramoléculaire NH Tyr 1...CO Gly 4, il n'est

pas évident de rendre compte de 1l'absence de celle gui impli-

gue le NH Gly 4.

Cette différence de comportement est d'autant plus
€étonnante que les dérivés sont trés voisins, les chaines la-
térales Valine et Tyrosine présentent un enconbrement similaire.
Il est possible que la présence d'un noyau aromatique soit
un élément 3 prendre en compte : il faudrait alors repren-
dre cette &tude aprés avoir synthétisé des modé&les dans les-
quels le résidu tyrosine aura été préalablement hydrogéné.

Les couplages 3J entre le proton NH et les protons
o R et S des résidus Gly 3 et Gly 4 n'ont pas pu &tre obte-
nus et par conséquent les angles ¢ correspondants ne peuvent
8tre déterminés : il n'est donc pas possible de préciser le
type de repliement.

Pour t.Boc Val Pro Gly Gly OCH3, Urry a proposé un
repliement de type BII ce gui nécessite que Y Pro soit de

+ 120° (16). Mais il faut rappeler qu'au paragraphe précédent,
pour commenter le blindage anormal de NH Gly 3 lors de l'ef-

[

fet de solvant, nous avons été amené 3 retenir comme valeur
de ¥ Pro, - 35°. Il apparait donc que notre peptide existe

sous d;autres conformations que celle rapportée pour la sé-
quence Val Pro Gly Gly, mais l'absence d'informations spec-

trales ne permet pas d'analyser plus avant notre dérivé.
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IV - ISOMERIE CIS -~ TRANS

Pour le chloroforme, les proportions d'isomére cis
sont en régression en comparaison de celles obtenues pour
les études dans le DMSO.

Les résultats peuvent &tre interprétés a 1l'aide
des travaux théoriques de Schéraga et Zimmerman (29). Ces
auteurs ont montré que parmi les facteurs qui acissent sur
le rapport cis/trans, l'un des plus importants consiste en
l'interaction électrostatique entre l'oxygéne du carbonyle
précédant la proline et le carbone du groupe C = O de ce

résidu (Figure XVI).

CH; CH, 0

FIGURE XVI
Interaction éleétrostatique stabilisatrice de l'isomére trans

de la séquence X - Pro selon Zimmerman et Schéraga (29)

Cette interaction stabilise la forme trans et ne
joue pas pour l'isomére cis, on peut alors prévoir que la
substitution d'un solvant polaire (DMSO) par un solvant peu
polaire (CDC13) va accroitre la force d'intéraction électro-
statique et se traduire par conséquent par une augmentation

de la quantité d'isomeéres trans.




C'est effectivement ce qui a &été observé vour nos
modéles et c'est aussi ce qui est décrit dans la littérature
pour d'autres dérivés (30).

V - PROTONS B TYROSINE

Les variations de l'inéquivalence des protons B

Tyrosine en fonction de la concentration différent selon la

position de ce résidu dans la séquence peptidique (Figure XVII),;.

[
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a 2 4 ]

concentration (x18'mole/1)

FIGURE XVII
Inédquivalence des protons B Tyr de t.Boc T, OCHS et de

t.Boec T, OC‘H3 en fonction de la concentration

De l'examen de la figure XVII , deux remarques peu-
vent étre faites :

1 - Les deux protons B Tyr de t.Boc T3 OCH3 sont
équivalents & faible concentration en peptide.

2 - Au-delid d'une concentration de 0,01 mole/l de
peptide, l'inéquivalence des deux protons B Tyr de t.Boc
T3 OCH3 apparait et elle augmente plus vite que celle des

deux protons B Tyr de t.Boc T4 OCH3.
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Pour proposer une interprétation, il faut d'abord
déterminer les facteurs qui doivent étre pris en compte pour

exprimer le blindage spécifique de chagque proton B Tyrosine.

Si 1l'on s'en tient & 1'hypothése que seuls les voi-
sins immédiats participent, trois éléments peuvent étre rete-
nus (Figure XVIII)

- Les 2 cbnes d'anisotropie des carbonyles

€ceux de la tyrosine et du résidu précédent)

- le courant de cycle du phényle (26)

OH

- S VX}
\ / " e

'Hﬁ
\ X e
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\ O1n \\ -
/G \ c \ /
.////j7 \*T\\N'/LEr’ ¢;é%trﬁﬁ/////

/
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- o W -

FIGURE XVIII
Représentation des éléments d'anisotropte voisins

des protons B Tyr
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Les positions relatives des protons Bl et 82 vis~d~vis des
carbonyles sont fonction des trois angles ¢ Tyr, ¥ Tyr et
X, (Fig.XVIID. |

L'effet du courant de cycle ne dépend gque de‘x2
(Fig.XVIII). Aussi, l'environnement magnétique de chaque pro-
ton B dépend de quatre paramétres, la participation spécifi-~
que de chacun d'eux est bien difficile & exprimer.

Mais en présence d'un mouvement rapide (autour de
CaCB et CBCY Tyrosine) chaque proton B8 Tyr va balayer un méme
espace pendant le temps de la prise de l'information RMN.

L'hypothése du mouvement rapide est donc proposée
pour exprimer 1'Equivalence des protons B Tyr de t.Boc T3 OCH3
a faible concentration . Le passage d'un systéme de protons
équivalents & un systéme de protons inéquivalents (FigXVII )
lorsque la concentration augmente peut alors s'expliquer par
la formation d'agrégats qui ralentissent le mouvement de la
chaine latérale (effets stériques). Pour vérifier cette hypo-
thése, nous avons cherché i obtenir des informations sur la
variation de la vitesse du mouvement de la chaine latérale
de la tyrosine en fonction de la concentration. La méthode
RMN utilisée fréquemment pour accéder 3 la connaissance de
la constante de temps du mouvement consiste 3 mesurer le temps

de la relaxationblongitudinale (Tl).

Nous ne voulons pas dans notre exposé développer
l'aspect expérimental et les traitements théoriques qu'il
faut mettre en oeuvre dans ce genre d'études. Nous nous limi-
terons 3 préciser quelques points nécessaires 3 la compréhen-
sion de cette partie du travail.

Aprés avoir absorbé de l'énergie é&lectromagnétique,
le noyau retourne 3 son &tat initial en cé&dant 3 son environ-
nement le plus proche son excés d'énergie : c'est la relaxa-
tion spin-réseau (ou longitudinale). Sa cinétique est carac-
térisée par une constante de temps : Tl‘ Pour le 13C, la rela-
xation se fait par l'intermédiaire des protons portés par le

carbone. Par contre, en relaxation du proton, le retour i
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l'équilibre suit des processus beaucoup plus complexes et en
pratique les résultats sont peu exploitables, sauf dans le
cas d'un proton du groupe méthyléne oll 1l'essentiel de la re-
laxation est assuré par le proton géminé (31).

Comme 1'étude par relaxation du proton demande des
temps d'accumulation des spectres bien plus courts gue celle
13

du

sine a été faite par l'intermédiaire de 1'@tude de la rela-

C 1'étude du mouvement de la chaine latérale de la tyro-

xation des protons B tyrosine.

Les résultats obtenus ont montré que les variations
de 'I‘l en fonction de la concentration sont trop faibles pour
que l'hypothése du mouvement rapide de la chaine latérale

puisse étre retenu.

Une seconde hypothése est alors proposée : les
3 OCH3

équivalents car ils sont situés 1l'un et l'autre dans une ré-

2 protens g Tyr de t.Boc T (a faible concentration) sont

gion ol le gradient du champ magnétique est faible.

Dans cette éventualité, au moins deux conditions

doivent étre remplies :

1 - Les cbnes d'anisotropie des carbonyles doivent
étre orientés de telle sorte que leur action sur les protons

g Tyr soit peu importante.

2 - L'effet du courant de cycle du phényle sur cha-
que proton B Tyr est le méme. Ceci est possible si la vitesse
de rotation autour de CBCYTyr (x,) est &levée ou si X, = 0°
ou 90° (les protons g Tyr adoptent alors des positions symé-

triques par rapport au plan du phényle).

Sur ce second point, nous n'avons pas d'informations

qui permettent de choisir l1'une ou l'autre des solutions.

En ce qui concerne les cbnes d'anisotrovie des car-
bonyles, il faut se rappeler gqu'une conformation repliée de
type B; a été proposée pour le dérivé. L'examen du modéle cor-
respondant montre que les protons B Tyr sont éloignés des cdnes
des carbonyles, surtout quand la chaine latérale de ce résidu
est dans la conformation tg+ (52 %). C'est sans doute l'un des

8léments qui permet de rendre compte de l'équivalence observée.




CONCLUSION

Les effets de concentration et de solvant sur les

déplacements chimiques des protons NH de nos modéles ont
été étudiés.

A partir de données de la littérature et des con-
clusions de nos ré&sultats, une hypoth&se est proposée : la
conformation de la chaine principale de nos dérivés est re-

pliée autour de la séquence Pro2 X3 la stabilité étant as-—

surée par au moins une liaison hydrogéne intramoléculaire

entre le proton amide du premier résidu et le carbonyle du

déme.

Les constantes de couplage sont analysées au moyen
des relations de type de Karplus. Les angles diédres ¢ obte-
nus conduisent 3 proposer un repliement de type BI pour le
modéle t.Boc T3 OCH3 et de type BII pour t.Boc T4 OCH3 ce

qui est conforme aux données bibliographiques. En ce qui

concerne t.Boc T1 OCHB, le manque d'informations spectrales

ne permet pas de préciser le type de repliement de la struc-
ture.

L'analyse des massifs des protons g tyrosine de
t.Boc T1 OCH3 permet de montrer, en accord avec les résultats
de la littérature, qu'en passant du DMSO au CDC13, les si-

gnaux HBR et HBS inversent leur position relative sur le
spectre.

L'effet de courant de cycle du phényle de la tyrosine‘
est proposé pour exprimer le blindage excessif observé sur le
proton amide du résidu Gly 3 lors de l'effet de solvant.

Enfin, le passage pour les protons B Tyr de t.Boc T3 OCH3,
d'un systéme de 2 protons inéquivalents n'est sans doute pas dil
pour l'essentiel 3 une modification de la vitesse de rotation
autour de la liaison CuCB Tyr.
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CHAPITRE A%

ETUDE DES PEPTIDES DEPROTEGES

EN SOLUTION DANS LE DMSO ET LE TRIFLUOROETHANOL
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La déprotection des extrémités fonctionnelles donne
des dérivés sous forme zwitterionigue. Les interactions
8lectrostatiques de type "téte queue" peuvent alors inter-
venir et stabiliser les conformations replides (1). C'est

ce qui a conduit 3 entreprendre l'étude conformationnelle

des formes zwitterioniques de nos trois dérivés.

Nous allons présenter successivement :

1 - Gly Pro Tyr Gly
2 - Gly Pro Gly Tyr

3 - Tyr Pro Gly Gly

Les spectres RMN proton (solvant¢DMSO et trifluoro-

éthanol ) seront présentés et discutés.

Les résultats des effets de température et de sol-
vant sur les déplacements chimigues des protons NH seront
analysés en vue de proposer une conformation pour chacun

de nos modéles.
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I - Gly Pro Tyr Gly

A ~ ETUDE DANS LE DMSO

1 - Spectre (X) et paramétres

Les déplacements chimiques et les constantes de cou-
plages sont reportés dans le tableau 1. Les quelques valeurs

obtenues pour l'isomére cis sont entre parenthéses.

2 - Discussion

a - Rapport cis/trans.

Le rapport des isoméres cis - trans a &té obtenu par
comparaison des signaux respectifs du proton NH Tyrosine 3.
La quantité d'isomére cis n'est plus que de 10 %, alors qu'elle
était de 28 % pour le dérivé protégé correspondant.

Une observation analogue a &té rapportée pour 2 pepti-
des voisins : Gly Pro Asn Gly et Gly Pro Leu Gly (2).

b -~ Protons amides

. Tyrosine 3

Wwuthrich et coll. (3) ont &tudié des tétrapeptides du
type Gly Gly X Ala (en solution dans le DMSO). Ils ont conclu
que ceux-ci adoptent des conformations non ordonnées.

Les valeurs des constantes de couplage 3 (pour

JHNC H,
un résidu X donné) rapportées par ces auteurs peuvent alors

servir d'éléments de comparaison.

Dans le cas du résidu Tyrosine, la valeur de 3JHNC H
oo

est 8,5 Hz (3). Pour notre modéle, les constantes

3

JHNCaHade ce résidu sont 9,75 Hz (isomére trans) et 9,5 Hz
(isomére cis). Ces deux derniéres valeurs sont donc différen- -
tes de celle attendue du résidu Tyrosine inclus dans une sé-

guence dont la conformation est désordonnée. C'est un premier
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Résidus . § (ppm) J (Hz)
H = 3,83 2J = 16,5
Gly 1 03 G102 !
H = 3,75
Q2
H = 4,03
o
81 ! 0(,81 r
2
Pro 2 H82 = 1,23 JaBs = 5
H = 1,74
Y
HG = 3,40
3
HN = 7,94 (8,31) JHNCaH = 9,75 (9,5)
H = 4,45
o
Tyr 3 H = 3,18 3J = 4
B1 aBi
H = 2,57 35 =12
B2 aB2
= - 2 =
H . = 6,64 6,96 JBIBZ = 14,2
HN = 7,05 (7,45)
H = 3,66 35 6
(O8] ! HNC H
o 03
H = 3,25 3J =2,5
. - 14 r
Gly 4 &2 HNCaHaz
25 =18
A109
TABLFAU 1 TS
Wit
Paramétres spectraux de Gly Pro Tyr Gly v
(solvant DMSO -~ T = 32°C - C = 3.10 °mole/l - réf TMS)
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point en faveur d'une restriction du mouvement de rotation au-
tour de la liaison N-C,. Les corrélationsJ = £(6) donnent pour
J = 9,75 Hz, un angle 06 de 160° (Marraud (4) ).

Pour 6 160°,.¢ Tyr peut &tre de - 100° ou - 140°

. Glycine 4

Le proton amide Gly 4 est fortement blindé par le
groupe‘carboxylate situé a proximité. Si on enregistre un
spectre aprés avoir ajouté 1,5 &quivalent d'HCl (par rap-
port au peptide) le signal NH Gly 4 passe de 7,05 & 8,2 ppm :
ce glissement correspond bien & la neutralisation du COE.

Le résultat obtenu &tablit la nature ionique de 1'ex-
trémité C terminale, ce qui a &té& contesté par Schéraga (5)
pour d'autres dérivés : nous reviendrons sur cette guestion
essentielle puisqu'elle concerne la possibilité ou non d'in
teraction électrostatique entre les extrémités N et C termi-

nales.

Le signal du proton NH d'une glycine se présente la
plupart du temps sous la forme d'un triplet. Mais dans le
cas présent, un "quasi-doublet" a &tZ observé, cette forme
particuliére correspond & deux valeurs trés différentes des
constantes de couplage 3J du proton NH et des protons o du
résidu Gly 4, 1l'une de ces constantes est de l'ordre de la
résolution spectrale. Les valeurs ont pu &tre obtenues par
I'analyse de la partie AB (signaux des Ha) du spectre ABX
du résidu Gly 4, elles ont é&té attribuées respectivement au
couplage avec les protons R et S conformément aux données
bibliographiques (6)

3 3

J = 6 Hz

HNC H J = 2,5 Hz
oS

HNCaHR

L'application de la corrélation de Marraud donne comme va-

leurs possibles de GS et OR :

0 = 0° ou 135°

9 = 45° ou 110°
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¢ - protons o

- Les protons a Gly 1 sont inéquivalents, ils appa-
raissent sur le spectre sous forme d'un quadruplet (spectre
AB) : le couplage avec les protons du groupe +NH3 est sup-
_ primé.

- Le signal Ha Prozest trés différent de celui qui

a été observé pour le dérivé protégé correspondant (ch. III).

Les constantes 3J du proton o et des protons B du cycle pyr-
rolidine sont ici de 8,5 Hz et 5 Hz. Ces valeurs sont voisi-
nes de celles rapportées dans la littérature, pour 1'étude

de la polyproline II (7) et pour les &tudes récentes des deux

zwitterions des séquences Gly Pro Asn Gly et Gly Pro Leu
Gly (2).

L'analogie de nos résultats et des données biblio-
graphiques suggére d'interpréter selon les conclusions de
la littérature:le cycle de la proline existe sous deux con-
formations, endo et exo,en échange rapide.

~ Les protons Hu Gly 4 sont trés inéquivalents
(0,4 ppm) comparés aux données de la littérature (8) o des
inéquivalences de l'ordre de 0,1 & 0,2 ppm sont plus sou-
vent rapportées.

d - protons B

- B Pro. L'un des deux protons B du ré&sidu proline

est trés blindé, son signal RMN apparait & un champ plus

élevé que celui observé en général (9) (10).

Le spectre présenté (spectre X) ne permet pas de
connaitre les configurations de chacun de ces protons. Mais
des expériences de découplage permettent d'apporter quelques
précisions puisqu'il est possiblé d'irradier séparément les

protons B8 Pro.

Nous avons repris les représentations de Newman au-

tour de la liaison CaC (Figure I).

B
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(H]
Hea

=

He
Ho,

FIGURE I

Représentation autour de la liaison CaCB des positions

relatives des protons By et B, du résidu Proline

Pour respecter la nomenclature habituelle (10), le

proton B, est celui qui adopte la conformation cis par rap-
=20
~N

Les données de la littérature ont permis d'attri-

port a la liaison Ca - C (plan de référence NCaCB)‘

buer les couplages voisins de 8,5 Hz et 5 Hz respectivement

3 3
a Ja81 et 7J

aB,
1 - pour obtenir l'accord entre spectre expérimen-
tal et spectre simulé de la proline, Ellenberger

et coll. (10) ont introduit comme constantes 3J :

- 3 -
J = 8,5 Hz JaBZ = 6,2 Hz

2 - Toma et coll. (2) ont obtenu pour :

Gly Pro Asn Gly 3Ja81 9,0 Hz 3J

0B, 5,0 Hz

3

Gly Pro Leu Gly J 3

8,5 Hz Ja82 = 5,2 Hz

afi

Avec ces données, on se propose de préciser la configuration

-~

du proton B Pro situé & haut champ.

Si on suppose que les couplages longue distance sont

peu importants (essentiellement 5J ), l'irradiation d'un

ay
proton B va en premiére approximation transformer la partie X

(proton a Pro) du spectre ABX (protons Bl'Bz,a ) en une partie X
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d'un spectre AX (protons afou aB,) ; le signal Ha va donc
se présenter sous forme d'un doublet. L'irradiation du pro-
ton B Pro le plus blindé (§ = 1,23 ppm) s'est traduite par
l'observation pour le proton o Pro d'un doublet dont les
raies sont espacées de 8 Hz : 1l'irradiation a donc supprimé
le couplage de 5 Hz (Figure IT).

Le proton B dont le signal est situé a 1,23 ppm, est
donc celui dont la constante de couplage au proton o est de

5 Hz, c'est d'aprés ce qui a été développé plus haut le pro-
ton B,.

FIGURE II
Expériences d'irradiation des protons B du résidu Proline
(a) sans découplage, (b) Zrradiation ¢ § = 1,23 ppm
(c¢) <irradiation 4 § = 1,95 ppm




- 156 ~-

L'irradiation du second proton B Pro (§ = 1,95 ppm)
a donné une raie large, peu résolue, pour le signal Ha . Au-
cune mesure n'a donc pu étre pratiquée, mais qualitativement
le résultat obtenu signifie que l'on maintient cette fois un
couplage plus faible, c'est-d-dire que l'on irradie le pro-
ton dont le couplage avec le proton a est de 8 Hz. Ce résul-
tat ((SH62 Pro = 1,23 ppm) sera utilisé au chapitre suivant
oll une hypothése sera proposée pour rendre comvte du blin-

dage qui s'exerce sur l'un des protons B Proline.

- B Tyr. L'analyse ABX du massif des protons B Tyro-
sine permet d'obtenir les populations des rotaméres latéraux

de la tyrosine (Tableau 2).

tg tg g9
85 % 13 % 2 %
TABLEAU 2

Distribution de la population des rotaméres

de la tyrosine de Gly Pro Tyr Gly

En comparaison des ré&sultats obtenus pour le dérivé protégé
correspondant (ch. III), la population du conformére tg ,

qui était déj3d favorisée, augmente encore, surtout au détri-
ment de g+g—. L'inéquivalence de ces deux protons est éga-
lement en augmentation, elle passe de 0,3 ppm (t.Boc T4 OCH3)
a 0,6 ppm pour le zwitterion. Plusieurs hypothéses peuvent
&tre avancées pour rendre compte de ce résultat.

1 - La modification de la distribution des rotaméres
a comme conséquence de modifier 1l'environnement moyen de
chaque proton B Tyr, au plus l1'un des rotaméres sera favorisé,

au plus la différence des déplacements chimiques sera marquée.
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2 - La valeur moyenne de l'angle de rotation autour
de la liaison CBCY du résidu tyrosine peut étre changée :

l'effet du courant de cycle du phényle sur chaque protbn
peut alors étre modifiée.

3 - Les charges, en particulier celle du carboxylate
assez proche, peuvent contribuer d'une maniére appréciable
a l'inégquivalence.

Il est probable que chaque effet participe, mais il
n'est guére commode de déterminer la contribution de chacun
d'eux : par exemple, Si on essaie de préciser le rlle de la
charge négative du carboxylate, on peut envisager de compa-
rer les différences des déplacements chimiques des protons
avant et aprés neutralisation de l'extrémité polaire, elle
passe en effet de 0,6 & 0,3 ppm, mais pendant le méme temps

la distribution des rotaméres a é€té modifiée, elle passe de
85 % a 68 3.

L'interprétation du spectre proton de Gly Pro Tyr Gly
sous forme zwitterionique a permis d'établir que :

1 - La proportion d'isomé&re cis est réduite vis-a-vis

de celle obtenue pour t.Boc Gly Pro Tyr Gly OCH3-

2 ~ Les couplages JHNC H suggérent une structure
ordonnée » .

3 - Le cycle pyrrolidine est en interconversion entre
les formes endo et exo.

4 - Le proton B, est fortement blindé.

5 -~ Par rapport a t.Boc T, OCHB, la proportion de
tg~ augmente. ‘

3 - Effet de température

Les variations des déplacements chimiques des pro-
tons NH des résidus Tyrosine 3 et Glycine 4 des isoméres cis

et trans ont é&té suivies en fonction de la température
(Figure III).



Tyr 3 cis

Tyr 3 trans

iij/

Gly 4

B
8.2
sk
g 18]
_-é 1
< 18]
Tl

|

1.20
10

2

Variations des déplacements chimiques des protons amides de

$ } }
49 6@ )
Temperaiure (en degres 0

FIGURE III

e

(fgi) Gly Pro Tyr Gly lors de l'effet de température (solvant DMSO)
LILLE
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Les résultats obtenus pour le zwitterion sont trés
différents de ceux rapportés pour le dérivé protégé corres-
pondant (ch. III). Ils peuvent se résumer en quelques points

essentiels.

1 - Les signaux des protons NH Tyr 3 (isoméres cis
et trans) glissent vers les hauts champs lorsque la tempéra-

ture augmente. Les variations observZes sont linéaires.

2 - Les protons NH Gly 4 (cis et trans) se déblin-
dent lorsque la température croit. Dans un domaine restreint
de température (de 20° 3 60°), les variations peuvent &tre

considérées comme quasi-linéaires et correspondent 3 des

coefficients de température positifs(Tableau 3).

Tyrosine 3 Glycine 4
cis - 6,1 + 0,6
trans - 5,4 + 1,4
TABLEAU &

Coefficients de température de Gly Pro Tyr Gly
(x 103 ppm/°)
Le signe positif observé ici pour le NH du résidu
Gly 4 n'est pas un cas d'espéce, il a déj3d &té signalé dans
la littérature surtout pour des tétrapeptides contenant la
proline en seconde position et semble spécifique du carac-

tére zwitterionique du dérivé (2).

En effet, si des pentes positives ont été observées
lors des effets de température des zwitterions des séquences
Gly Pro Asn Gly et Gly Pro Leu Gly, par contre pour les
formes anionique et cationique de ces dérivés, des coefficients

de température négatifs sont obtenus.

Les valeurs des coefficients de température obtenus

pour Gly Pro Tyr Gly permettent d'établir :
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1 - que les protons amides du résidu tyrosine 3

(isoméres cis et trans) sont exposés au solvant.

2 - que les protons NH du résidu glycine 4 sont
quant 3 eux peu accessibles aux molécules de solvant . Ils
peuvent étre engagés dans des liaisons hydrogéne intramo-
léculaires ou étre protégés stériquement par leur environ-

nement.

B - ETUDE DANS LE TRIFLUOROETHANOL

Les résultats de l'effet de température viennent
d'étre présentés et font apparaitre 1l'inaccessibilité du
NH Gly 4. La confirmation de ce résultat par ~-la . mise
en oeuvre d'une seconde technigue ne peut que justifier
l'utilisation du caractére particulier du proton amide
Gly 4 en vue de proposer une conformation pour notre dérivé.
Cette seconde mé&thode, c'est l'effet de solvant dont le prin-

- -

cipe a déja été décrit (Ch. IV).

Mais ici le couple de solvants DMSO - CDCl3 ne peut
pas étre retenu, le zwitterion de Gly Pro Tyr Gly n'est pas
solﬁble dans le chloroforme. C'est ce qui a conduit 3 rete~
nir 3 sa place le trifluoroéthanol dont la littérature si-
gnale fréquemment 1l'usage comme solvant peu solvatant des

protons NH (11).

Ce solvant posséde des protons mobiles, il donne
donc lieu 3 des réactions d'échange avec les protons amides.
Aussi, pour essayer d'obtenir un maximum de renseignements,
il est nécessaire de faire 2 spectres 1l'un avec du solvant

deutérié, le second avec du solvant non deutérié.

1 - Avec le TFE d3, les résonnances de tous les

protons non mobiles sont observées.

2 - Avec le TFE, on peut obtenir les résonnances
des protons NH. Il a déja été précisé que dans ce cas, il
faut mettre en oeuvre une technique de suppression de 1li-
gnes de solvant (avec le type de calculateur utilisé, on
ne peut qu'irradier un seul type de protons : ceux du groupe

méthyléne ont &té choisis).




Bien évidemment, des informations ne sont plus obtenues, en
particulier avec l'utilisation du TFE d3, les couplages
3

JHNCaHa sont supprimés.

Pour le TFE non deutérié et dans des conditions
favorables, les signaux des protons o peuvent étre observés,
ce qui permet d'obtenir les BJHNCaHa . Le couplage vicinal
peut étre obtenu par l'intermé&diaire du signal NH corres-
pondant qui est un doublet sauf pour le résidu glycine
(on doit en principe observer un quadruplet si les protons
Hy Gly sont inéquivalents, un triplet dans le cas con-

traire).

Mais l'@largissement de la raie 4t au moment qua-
dripolaire de l'azote rend trés souvent impossible la mesure
des constantes de couplage des protons amides et ¢ des rési-

dus glycine : le signal NH Gly est bien souvent dégénéré.

1l - Spectre XI et naramétres

Les déplacements chimiques et les constantes de
couplage sont reportés dans le tableau 4.

2 - Discussion

a - protons NH

Le couplage 3JHNCaHa (9,8 Hz) de la tyrosine reste
identique a celui observé pour le spectre dans le DMSO
(9,75 Hz), mais le signal est situd & champ plus élevé : il
est &4 7,37 ppm alors que pour le DMSO, il a &té observé &
7,94 ppm. Ceci traduit bien la solvatation moins efficace

du proton NH par le TFE.

En ce qui concerne le résidu glycine 4, l1l'allure du
signal reste semblable a celle observée pour le spectre dans
le DMSO : c'est un doublet. L'un des couplages 3J peut
étre mesuré directement : 8,3 Hz. L'autre trop faible vis-a-
vis de la résolution spectrale a été estimé 3 2 Hz en compa-

rant les largeurs des raies NH Tyr et NH Gly. Le signal Ha Gly
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Résidus § (ppm) J (Hz)
H = 4,05 25 = 16,9
0 ’ 0102 !
Gly 1
H = 3,77
O
H = 4,21
H = 2,14 .
B 'l JGBl 8,5
Pro 2 H = 1,46 =
° 8 ’ TaB, >
H = 1,95
Y
HG = 3,60
HN = 7,37 35 = 9,8
’ NHC H ’
a o
H = 4,93
[6 )
Tyr‘3 H = 3,48 3J = 4
B1 aB1
H = 2,67 35 =12
B2 o2
H = 6,81 - 7,09 35 = 14,1
ar 14 ’ 8162 14
HN = 7,22
Gly 4 H = 4,41 35 - 8,3
o) ! HNC H !
o o)
H = 3,49 35 = 2
oo ' NC H
o O2
;/m\“} S - 18,1
‘\\u:.aé.‘, G102
TABLEAU 4

Paramétres spectraux de Gly Pro Tyr Gly
(solvant : TFE T = 20° C = 3.10_2 mole/l. réf TMS)
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situé & 6 = 4,41 ppm est celui du proton o Gly 4 de confi-
guration S (6) (il est composé de 4 raies - spectre TFE

non deutérié -~ dont l'analyse établit gque 3JHNC g est de
8,3 Hz) oo
’ »

En conséquence, comme cela avait &té& obtenu pour
le DMSO, ici encore le proton ag de Gly 4 est celui qui est
le plus couplé au proton amide.

" - 3
La valeur élevée du couplage JHNCaHaS correspond

sur le diagramme de Marraud et coll. (4) 3 une zone non dé-
générée, alors gque pour 3JHNC H deux valeurs de 0 sont
possibles. o aR

Les wvaleurs retenues sont :

Il

8 145°

S
— o o
BR = 45° et 110
Les valeurs des constantes de couplages 3J (Tyr et Gly)
s'écartent ici encore des valeurs rapportées par Withrich et
coll. (3) pour des séguences non ordonnées. C'est un premier

argument en faveur d'une structure préférentielle.

b - protons Ha

Les protons Ha des résidus Gly 1 et Gly 4 donnent
dans le TFE d3 des quadruplets (spectre AB). Le probléme de
1l'attribution des signaux respectivement 38 Gly 1 et Gly 4
s'est donc posé, il a ét& abordé de la maniére suivante : de
petites quantités de NaOD ont &té introduites, l'extrémité N
terminale est titrée, le signal le plus perturbé est celui
du résidu Gly 1. Les couplages 2JHH de 16,9 Hz et 18,1 Hz
ont ainsi pu étre attribu&es respectivement aux glycines 1
et 4. Ces valeurs correspondent bien 3 celles rapportées dans
la littérature (12) pour les couplages 2J des résidus glycine
en positions N et C terminales dans les séquences peptidiques.

Le proton Ha Pro donne un quadruplet dont les constantes de
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couplage BJaB sont de 8,5 Hz et 5 Hz. Celles~ci correspon-
dent bien aux valeurs caractéristiques de 1l'interconversion

endo-exo du cycle pyrrolidine, ce point a déja été discuté.

¢ - protons B

Les résultats sont trés voisins de ceux rapportés
pour 1l'étude dans le DMSO!

- le proton B, Pro est fortement blindé

- l'analyse des couplages 3JaB de la tyrosine
indique une orientation tg— trés favorisée (90 %).

L'analyse des spectres de Gly Pro Tyr Glv dans le
TFE (d3 et non deutérié) a mis en évidence de nombreux
points communs avec les conclusions de 1'étude dans le DMSO.
Ceci est vraisemblablement dG a des conformations trés voi-
sines du zwitterion en solution dans 1l'un et l'autre sol-

vant.

3 - Effet de température

Nous avons fait varier la température et suivi les
déplacements chimiques des protons amides. Celui de la tyro-
sine 3 a pu &tre obtenu jusqu'da 60°, mais le signal NH de
Gly 4 a été recouvert par celui des résonnances des protons
aromatiques au-deld de 50° (Fig.IV).

Les variations linéaires permettent d'obtenir les
coefficients de température :

NH Tyr 3 = - 6,5 . 107> ppm/°

NH Gly 4 = - 2,9 . 107> ppm/°

Ces valeurs mettent en évidence l'accessibilité du
proton NH Tyr 3 et la protection de celui du résidu Gly 4.

I1 faut signaler que le coefficient de température
obtenu pour le proton NH du résidu Gly 4 ( - 2,9.1.0_3 ppm/°)
‘ESt en dega de celul proposé par Urry et coll. (13)

(- 4.10"3 ppm/°) pour un proton amide protégé de l'interaction

avec le TFE.
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Température (en degrés C)

FIGURE IV

Variations des déplacements chimiques des protons amides de

Gly Pro Tyr Gly lors de l'effet de température (solvant TFE)
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'C =~ EFFET DE SOLVANT

La méthode de l'effet de solvant a déja été présen-
tée. Mais il faut rappeler que les résultats (variations des
déplacements chimiques) ne peuvent étre analysés en terme
d'accessibilité ou de protection que si pour chaque solvant,

le dérivé adopte la méme conformation.

Dans le cas contraire, des modifications de struc-
ture peuvent entrainer des variations de l'environnement ma-
gnétique et conduire a des résultats difficilement interpré-
tables.

Les spectres de Gly Pro Tyr Gly en solution dans le
DMSO ou le TFE viennent d'étre présentés. Leur analyse a mon-
tré que de nombreux points communs existent (3JNHC g+ Proton
NH protégé, blindage du proton B, Pro, distribution des rota-
méres latéraux de la tyrosine...). Aussi on peut avancer 1l'hy-
pothése selon laguelle le dérivé adopte dans le TFE et le DMSO
des conformations tré&s proches. Les variations des déplacements
chimiques cbtenues lors de l'effet de solvant DMSO-TFE vont donc

pouvoir &tre reliées directement i la solvatation plus ou moins
efficace des protons amides.

Cependant, méme dans 1l'hypothése ol seule la solvata-
tion intervient, l'utilisation de solvants "acides" tels que
le TFE peut conduire 3 des résultats dont l'interprétation

n'est pas immédiate.

En effet, Schwyzer et Ludescher (14) ont attiré 1l'at-
tention sur le fait que les solvants acides interagissent avec
le carbonyle de la liaisonpeptidique: bien que le proton amide
- correspondant ne soit pas directement concerné par la solvata-

tion, son déplacement chimique sera perturbé.

Ce point de vue a 8té repris et développé par Llinas
et Klein (15) qui ont montré sur des modéles cycliques (ferri-
chrome C et alumichrome) que le signal d'un proton NH protégé
du solvant glisse vers les bas champs lors de l'effet de sol-
vant DMSO - TFE : ceci est la conséquence de la solvatation

du carbonyle correspondant qui lui par contre est bien exposé.
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Malgré cette possibilité d'obtenir, lors d'un ef-
fet de solvant, des effets composés, la méthode a permis
d'obtenir des résultats démonstratifs, en particulier ceux
rapportés par Urry et Pitner (16) pour la gramicidine S.

En ce qui concerne notre modéle, Gly Pro Tyr Gly,
seules les ré&sonnances des protons amides de 1'isom@re trans
ont pu étre suivies.

Les résultats sont reportés sur la figure V.

8.1 8.1
s a —
7.9 L 7.9
5
-
= 7.74 L 7.7
£
£
£ 15 7.5
7.34 7.3
1.1 - 7.1
6.9 — — 6.9
) Vi) A8 60 80 188
% D50
FIGURE V

Variations des déplacements chimiques des protons amides de

Gly Pro Tyr Gly lors de l'effet de solvant
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De 1'examen de la figure V, quelgues conclusions
se dégagent :

1 - Le proton amide Tyr 3 se déblinde lorsgu'on
ajoute du DMSO : il se solvate et on peut penser qu'il est
bien accessible. ' '

2 ~ Le déplacement chimique du proton NH Gly 4 est
peu modifié lors de l'effet de solvant : il est protégé.
De plus le léger déblindage observé pour le TFE pur'est bien
en accord avec les conclusions de Llinas et Klein (15) pour
un proton NH peu accessible.

D - INTERPRETATION

Avant d'utiliser les conclusions des &tudes qui
viennent d'étre présentées en vue de proposer une structure,
Plusieurs points doivent étre discutés.

1 - La nature des extrémités N et C terminales.

2 - L'influence de la charge du carboxylate sur
le comportement du proton NH Gly 4 (effets de
température et de solvant).

3 - Le probléme de l'agrégation des molécules de
peptides.

a - extrémités N et C terminales

L'existence d'extrémités polaires (+NH3 et COE) a
été récemment mise en cause par Schéraga et coll. (5) pour
la Leu-enképhaline (Tyr Gly Gly Phe Leu) en solution dans
le DMSO : l1l'addition de DCl perturbe surtout le signal du
carbonyle du résidu tyrosine 1. Il y a donc protonation de
l'extrémité N terminale, ce qui permet en conséquence de
faire 1'hypothése d'extrémités non chargées (NHZ' COOH) .

En ce qui concerne notre peptide, une &tude analo-
gue 3 celle de Schéraga et coll. (5) n'a pas pu étre entre-
prise, elle nécessite l'utilisation de dérivés dont le car-

bonyle du premier résidu est enrichi en 13C pour qu'il puisse
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&tre repéré sans ambiguité& sur le spectre. Mais, nous avons
signalé plus haut que l'addition d'HCl & une solution de
notre dérivéd dans le DMSO fait glisser le signal du proton
amide de Gly 4 vers les bas champs. Ce résultat peut s'ex-
pliguer par la titration de 1'extrédmité C terminale et en
conséquence permet de proposer, pour Gly Pro Tyr Gly, l'exis-
tence de la forme zwitterionique qui est d'ailleurs générale-

ment admise dans la littérature.

b - comportement du proton NH Gly 4

La charge négative du carboxylate peut créer dans
son voisinage un effet de répulsion vis-3-vis des molécules
de DMSO. En conséquence, 1l'approche du proton amide de Gly 4
peut étre génée. Aussi, les résultats des effets de tempéra4
ture (et de solvant) peuvent é&tre interprétés comme la con-
séquence d'un effet de densité d'électrons et ne pas avoir
d'origine conformationnelle.

Pour réfuter cette interprétation, il faut donc mon-
trer que le proton NH du résidu porteur de l'ion carboxylate
posséde, s'il est accessible, un coefficient de température
caractéristique de son accessibilité.

Les résultats présentés par Toma et coll. (2) pour
la séquence Z Gly Pro Leu Gly permettent d'apporter des éléments
de réponse. En effet, les coefficients de température des protons amides
de tous les résidus sont voisins de - 4 & - 5 . 1073 ppm/°,
aussi bien lorsque l'extrémité C terminale est neutralisée
(COZH) que gquand elle est ionisée (COE). Ces valeurs sont
proches de celles généralement admises pour des protons NH
accessibles (17) ; aussi, les valeurs obtenues pour le proton
amide du résidu Gly 4 montrent que la présence du carboxylate
ne modifie pas les résultats attendus d'un proton amide exposé
au solvant. Les données bibliographiques permettent donc de re-
jeterbl'hypothése de la protection du proton amide de Gly 4 par
la densité de charges : les résultats obtenus sont bien d'ori-
gine conformationnelle.
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c - agrégation

Le probléme de l'agrégation des zwitterions en so-
lution dans le DMSO a &té évoqué par Higashijima et coll. (18), -
(19) d'une part et Khaled et coll. (20) d'autre part.

Les résultats obtenus par ces derniers ont été
contestés par Scheraga et coll. (5) : pour le méme dé&rivé,
ils n'ont en effet pas trouvé d'influence de la concentra-

3

tion sur les déplacements chimiques (jusqu'd 25.10 ~molaire).

En ce qui concerne nos modéles, ce probléme a &té
abordé par une technique différente de la RMN : la tonomé-
trie. La masse molaire de l'entité& en solution a &été déter-
minée, elle n'est supérieure que de 10 % 3 la masse du mono-

mére.

Les résultats RMN sont donc pour l'essentiel ceux corres-

pondant a des espéces non agrégées.

d - conformation

Les données expérimentales appuient 1l'hypothé&se

d'une conformation préférentielle pour notre dérivé.

1 - Les valeurs des constantes 3J sont différentes
de celles rapportées dans la littérature pour des structures
non ordonnées.

2 - La forte inéquivalence des protons o Gly 4 tra-
duit une diminution de la libre rotation

3 - Les effets de température et de solvant montre
que le proton NH Gly 4 est protégé.

Disposant essentiellement des paramétres spectraux de l'iso-
mére trans, seule la conformation de celui-ci est discutée
ici.

Pour le ré&sidu Gly 1, seule la valeur 2JHH est con-
nue : 16,5 Hz, mais elle est difficilement analysable au
moyen de la relation de Barfield (21) qui a é&té &tablie pour
un résidu glycine dont les extrémités N et C terminales sont
engagées dans des liaisons peptidiques, ce qui n'est pas le
cas de Gly 1 de notre modéle (extrémité +N).
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I1 faut cependant signaler que la valeur 180° pour
l'angle ¥ Gly (d'une ségquence Gly - Pro) a déjd été proposée
(22).

En ce gui concerne le ré&sidu Proline, les valeurs
retenues sont ¢ = -~ 60° (cycle pyrrolidine) et ¢ = - 35°
ou + 120° (23).

Les valeurs possibles de & Tyr 3 ont déja été pré-
sentées : - 100° et - 140°. Le comportement spécifique du
proton NH de Gly 4 permet d'écarter quelques valeurs. Il a
déja été signalé plus haut gue la protection d'un proton amide
est souvent interprétée en terme de sa participation & une liai-
son hydrogéne intramol&culaire susceptible de stabiliser une
conformation repliée. Mais cette protection peut &galement &tre
d'origine stérique. En effet l'interaction électrostatique en~
tre les extrémités polaires du peptide peut conduire 3 stabi-
liser une conformation repliée dans laquelle le proton NH
Gly 4 reste tourné vers l'intérieur de la structure (ce qui

le place hors d'atteinte des molécules de solvant).

Il est difficile de choisir entre ces deux hypothé-
ses, mais du point de vue pratique, il est intéressant de no-
ter gqu'elles aboutissent toutes les deux & proposer un replie-
ment de structure.

La valeur y Pro = + 120°est écartée : cette valeur
jointe 3 celles de & Tyr (- 100° ou -~ 140° ) ne permet pas de
replier autour de Pro Tyr. Les valeurs ¢ Pro 2 = - 60°,
® Tyr 3 = - 100° sont celles qui caractérisent le repliement
de type BI : elles sont retenues. Nous n'avons pas d'argu-
ments expérimentaux pour rejeter ¢ Tyr 3 = - 140° mais avec cette
valeur, la protection de NH Gly 4 demande que les autres an-
gles diédres (¢ Pro, ¢ Pro, yp Tyr) s'@cartent des valeurs

stables rapportées dans la littérature pour les repliements
de structure (24 ).

Pour le résidu Gly 4, porteur de l'ion carboxylate,
la relation 3J = £(0) doit &tre utilisée avec précaution. La
littérature signale en effet 1l'influence de 1l'électronégativité
sur la constante BJNHCaH (25); mais a8 notre connaissance les
termes correctifs pour prendre en compte l'influence de la
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charge négative ne sont pas connus. Aussi, pratiquement,
les résultats qui apparaissent dans la littérature sont
obtenus 3 partir de la relation sous sa forme d'origine,
c'est ce qui a également &té fait dans le cadre de ce tra-
vail. Les valeurs BS (0° et 135°) et GR (45° et 110°) per-
mettent de proposer 2 valeurs possibles pour ®4 = + 160°

ou + 90° (Fig. VI).
c9i__| c|ni-—'

Hbs 90

(p=160 _

FIGURE VI

Représentations des valeurs possibles de l'angle & du résidu

Gly 4 de la séquence Gly Pro Tyr Gly

Les valeurs 6g = 135° et br = 110° (®4 = 160°) correspondent
3 un angle de valence(HGS<3 H“R) de 115°, alors que 64 = 135°

= ° - ° . o
et 0, = 45° (¢4= + 90°) donnent pour (HS Ca HR) : 90°.

Mais les deux valeurs de ¢4 doivent étre retenues; en effet uti-
liser comme critére de choix la valeur de l'angle de valence
n'est pas justifié : il a été précisé que l'application de la
corrélation 3J = £(06) n'aboutit qu'a proposer des valeurs

approchées de 9.

Sur la figure VII une conformation possible de notre

modéle est représentée.
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FIGURE VII

Représentation de la conformation de Gly Pro Tyr Gly
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Enfin, il faut signaler que le résultat concernant
la conformation flexible du cycle pyrrolidine est en accord
avec ceux rapportés et interprétés par Toma et coll. pour
Gly Pro Asn Gly et Gly Pro Leu Gly (2) : la participation du
résidu proline 2 3 un repliement B (type I) favorise 1l'inter-
conversion rapide des conforméres endo - exo de la chaine la-
térale proline.

e - stabilisation de la forme repliée

Les résultats de l'effet de température ont mis en
évidence des comportements analogues du proton amide Gly 4
des isoméres cis et trans (les coefficients respectifs sont
+ 0,6.10—3 et + 1,4.10—3 ppm/°) .

En conséquence, on peut penser que l'isomére cis
adopte également une conformation repliée autour de la sé-
quence Pro 2 Tyr 3.

Une premiére hypothése pour rendre compte de la
stabilisation de la forme repliée, c'est d'envisager l'exis-
tence d'une liaison hydrogéne intramoléculaire entre le pro-
ton amide de Gly 4 et le carbonyle de Gly 1 (26) et ceci
aussi bien pour l'isomére cis que pour l'isomére trans.

A partir de données cristallographiques concernant
Z Gly Pro Leu Gly, Toma et coll. (2) ont fait remarguer que
l'axe de la liaison NH Gly 4 s'oriente perpendiculairement
par rapport au plan de la liaison peptidique Gly - Pro. Aussi
une rotation de 180° du plan de celle~ci (Isomérie cis-trans)
ne modifie pas les positions relatives du proton amide de
Gly 4 et du carbonyle de Gly 1. Les comportements analogues
du proton NH Gly 4 de chague isomére (effet de température)
pourraient alors étre interprétés sur cette base.

Nous pensons cependant qu'il faut moduler cette hy-
pothése. Des signaux spécifiques du proton NH Gly 4 des iso-
méres cis et trans sont observés (DMSO), aussi bien pour no-
tre dérivé que pour ceux décrits dans la littérature (2) :
Gly Pro Leu Gly et Gly Pro Asn Gly.
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Les déplacements chimiques des protons peptidiques |
concernés dépendent donc de 1'état de la conformation de la
liaison amide Gly - Pro (cis ou trans) : l'axe de la liaison
H - N n'est certainement pas tout & fait perpendiculaire au
plan peptidique de Gly - Pro. Si la liaison hydrog&ne NH Gly 4

++...CO0 Gly 1 participe fondamentalement 3 la stabilisation
de la structure repliée, 1l'étude de l'effet de température sur

un dérivé dont la chaine est allongde d'un résidu du cété C
terminal doit encore donner pour le proton amide Gly 4 un
coefficient de température caractéristique (on suppose que le
repliement se fait toujours autour de Pro 2 Tyr 3).

C'est pour cette raison que la synthése de Gly Pro
Tyr Gly Ala a été effectude. L'effet de température a permis
d'obtenir les coefficients de température des protons amides

Gly 4 et Ala 5 (isomére trans) :

pour NH Gly 4  AS/AT = - 3,2 . 1073 ppm/°
pour NH Ala 5 A8/AT = - 1,6 . 103 ppm/°

Les résultats montrent que le proton amide du résidu
Ala 5 (porteur de 1l'ion carboxylate) est protégé du solvant

et celui du ré&sidu Gly 4 un peu plus accessible.

La valeur du coefficient de température du proton
amide de Gly 4 laisse tout de méme supposer la participation
de la liaison hydrogéne NH Gly 4... CO Gly 1 i la stabilisa-
tion du repliement. Mais il apparait clairement que 1'interac-
tion électrostatique entre les extrémités polaires permet de
placer le proton NH Ala 5 hors d'atteinte des molécules de
solvant : il est tourné vers l'intérieur de la structure re-
pliée et sa protection est maintenue grdce i la rigidité de
son environnement. Compte tenu de la valeur du coefficient de
température du NH Ala 5,il semble donc que 1'interaction &lectro-
statique joue un r&le déterminant dans la stabilisation du

repliement.

Il est intéressant, pour appuyer cette hypothése/de

considérer quelques données bibliographiques.
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Les valeurs des coefficients de température des
protons amides de Gly Pro Leu Gly et Gly Pro Asn Gly (2)
dépendent de la nature des extrémités de la chaine pepti-
dique (protégde, zwitterionique, cationigue ou anionique).
Les résultats montrent qu'en passant de la forme zwitterio-

nique (pour laquelle un repliement BI a été proposé) a la

. forme protégée (ou cationique), la structure devient davan-

tage flexible.

Si seule la liaison hydrogéne &voquée plus haut
intervient pour stabiliser le repliement, les résultats
sont difficilement interprétables, par contre en envisa-
geant 1l'hypothése de l'interaction électrostatique on peut
rendre compte du repliement du zwitterion et de 1'augmen-
tation de la flexibilité lorsque l'une des extrémités est

neutralisée.

L'étude du spectre RMN proton de Gly Pro Tyr Gly
dans deux solvants (DMSO et TFE) et les résultats des ef-
fets de température et de solvant permettent de proposer
pour ce dé&rivé& une structure replige de type BI (autour
de la séquence Pro Tyr).

Les résultats sont en accord avec ceux rapportés
récemment pour deux peptides voisins : Gly Pro Asn Gly et
Gly Pro Leu Gly. Les coefficients de température obtenus
pour Gly Pro Tyr Gly Ala permettent de faire 1l'hypothése
du rble essentiel de l'interaction entre les extrémités

polaires N et C terminales.
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II ~ Gly Pro Gly Tyr

A - ETUDE DANS LE DMSO

1 - Spectre (XII) et paramétres spectraux

Les déplacements chimiques et les constantes de cou-

plage sont reportés dans le tableau 5, entre parenthéses fi-

gurent les paramétres de l'isomére cis.

Résidu § (ppm) J (Hz)
Gly 1 H, = 3,28
H = 4,28
o
Pro 2 HB,a= 1,8
He = -
. 3
HN = 8,33 (8,60) 3 = 11,5
Gly 3 H = 3,67 33 = 6,5
Y oy ' HNC H ’
o 0o
H = 3,47 35 5,5
e %) ! HNC H r
o Co
- 3 -
HN = 7,23 (7,52) JunC | = 7
a o
H = 3,96
o
Tyr 4
HB N~ 2,9 - 2,7
H = 6,55 6,85
ar
TABLEAU 5 f
Paramétres spectraux de Gly Pro Gly Tyr *
(solvant DMSO - T° = 20°C - ¢ = 3.10 % mole/l réf TMS)
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2 = Discussion

La résolution spectrale n'est pas excellente, aussi
certains signaux n'ont pas pu étre analysés (en particulier

HB Tyr) .

Des résonnances des protons amides des isoméres cis
et trans ont é&té observées, elles ont permis de mesurer la
proportion de chacun d'eux : la quantité d'isomére cis est
de 22 %, elle est identique a celle observée pour le peptide
protégé correspondant. Les protons a du résidu Gly 1 sont
équivalents : un singulet est observé, ce résultat peut cor-
respondre 3 une flexibilité plus élevée de ce résidu en com-
paraison du Gly 1 de Gly Pro Tyr Gly (AS = 0,08 ppm). Les
protons o de Gly 3 sont guant a eux inéquivalents. Les cou-
plages 3J avec le proton amide sont de 6,5 Hz pour le Ha
situé d bas champ (proton S) et de 5,5 Hz pour le H, situé
d haut champ (proton R). Ces valeurs sont proches de celles
rapportées par Marraud et coll. (27) pour le résidu Gly d'une
séquence Pro Gly (t.But Pro Gly NH Me) 6,3 Hz et 5,7 Hz (dans

le DMSO).

Les protons Y, B Proline ont des déplacements voi-
sins (le massif trop complexe ne permet pas une analyse dé-
taillée), mais il faut noter 1l'absence du glissement vers
les hauts champs du proton B, . L'@loignement du résidu
Tyrosine laisse penser que le substituant aromatique joue un
r8le essentiel dans le blindage observé sur le B, Pro de Gly

Pro Tyr Gly.

3 - Variation de tempé&rature

Les variations des déplacements chimiques des pro-
tons amides des résidus Gly 3 et Tyr 4 ont &été étudiés en

fonction de la température (FigVIII) (Isoméres cis et trans).

Les coefficients de température sont rassemblés

- dans le tableau 6.




8.6 18.6
8.4 8. 4
3
=™ Gly 3 trans
= 8.2 18.2
R
4 8.8, 18.0
—E
ER 17.8
7.6.L Tyr 4 oie 17.6
o -~— —e— :
1.44 7.4
| Tyr 4 trans
+
1.28— . T s : 7.2
28 K 40 S0 68 70

Variations des déplacements chimiques des protons amides de

Gly Pro Gly Tyr lors de l'effet de température (solvant DMSO)

Tawnnﬁm@ @nckg@sﬁ)

FIGURE VIII

Coefficients de température des protons amides

cis trans

NH Gly 3 - 6,7 - 6,0

NH Tyr 4 0 + 1,2
TABLEAU 6

‘de Gly Pro Gly Tyr (x 1078 ppm/°)
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L'examen des valeurs du tableau 6 montre que quel
que soit 1'isomére, le proton NH Tyr 4 est protégé du sol-

vant, alors que celui du résidu Gly 3 est bien accessible.

I1 faut rappeler que pour t.Boc T4OCH3, les pro-

tons amides des 38&me et 48&me résidus sont bien accessibles.

Les résultats de l'effet de température permettent

d'avancer 1l'hypothése d'une conformation préférentielle.

B - ETUDE DANS LE TFE

1 - Spectre (XIII) et paramétres spectraux

Les déplacements chimiques et les paramétres spec-

traux sont rassemblés dans le tableau 7.

2 - Discussion

Quelques différences apparaissent par rapport au
spectre de ce peptide dans le DMSO : l'iné&quivalence des
protons o Gly 1 et Gly 3 augmente. Elle passe pour Gly 1
de 0 ppm (DMSO) & 0,12 ppm (TFE); pour Gly 3 de 0,3 ppm
(DMSO) a 0,6 ppm (TFE). Ceci est peut-étre di & une dimi-
nution de la libre rotation autour des liaisons simples :
le peptide serait alors un peu plus structuré. Le massif
des protons HB Tyr a é&té aEalysé, les populations+d?s ro-
taméres latéraux sont : tg = 27 % tg = 20% g g = 53 %.
I1 faut rappeler que pour t.Boc T4OCH3, pour lequel une
structure statistique a été proposée, les résultats sont
tg” =53 % tg =31% g'g =16 %.

Le rotamére tg+ oriente vers 1l'extrémité C termi-
nale, aussi le passage de 31 % (t.Boc T4OCH3) d 20 % peut
s'interpréter par la répulsion entre le phényle et le C02.
Mais tg , qui correspond a l'orientation qui éloigne le
plus le phényle et l'ion carboxylate diminue aussi (de 53 %
a 27 %). Nous pensons que ceci est la conséquence d'une mo-
dification de la conformation de la chaine principale lors-

qgue l'on enléve les protections N et C terminales (1).
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Résidu § (ppm) J (Hz)
H = 3,609 3J = 16,3
ay ! ' 0105 - ’
Gly 1
Hoc2 = 3,57
H = 4,46 £35 .= 12
o ! af
P 2 H = 2,17
o B,y '
Hy = 3,45
HN = 7,43 133 - 11,5
' HNC H ’
o
Gly 3 H = 4,31 23 = 17,5
o ' Qid2 '
H = 3,68
o2
HN = 6,95 37 -
' HNC H
oo
H = 4,53
a
Tyr 4 HBl = 3,11 JaB1 = 4,8
HBz = 3,04 JaBz = 5.6
Har = 6,78 - 7,08
TABLEAU 7

Paramétres spectraux de Gly Pro Gly Tyr

(solvant TFE - 25°C - C = 3.10-2 mole/1l)
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C - VARIATION DE SOLVANT (DMSO - TFE)

Seuls les protons amides de 1l'isomére trans ont

pu étre suivis. Les résultats apparaissent sur la figure IX.

8.4. Gly 3 —— B. 4
i
2 °
&
E 8.1.] —-8.1
[ ]
S
g
“E, 7.8 4 7.8
} q
7.5.1 175
Tyr 4 v
T S .
l/;——'—7 \‘\“
7.2 . . . .[ . ) , 7.2
a 28 AQ 68 80 108
XDMS0
FIGURE IX

Variations des déplacements chimiques des protons amides de

Gly Pro Gly Tyr lors de l'effet de solvant

L'examen de la figure IX montre que le proton amide
Gly 3 se déblinde quand on ajoute du DMSO, contrairement &

ce qui est observé pour le proton amide du résidu tyrosine 4.

Par conséquent, le proton NH Gly 3 se solvate : il

est accessible alors que celui de Tyr 4 est protégé.

Ces conclusions rejoignent celles issues de l1l'effet

de température.

Remarque : il a déja été signalé& que pour utiliser les résul-
tats d'un effet de solvant en terme d'accessibilité, il faut
que les structures soient voisines dans chaque solvant (DMSO

et TFE). En particulier, les constantes 3JHNC H doivent
o o
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conduire a retenir des valeurs proches des angles ¢. Mais
pour le TFE, celles-ci n'ont pas pu étre extraites du spec-
tre. Cependant, les résultats obtenus pour l'effet de sol~
vant justifient a posteriori la mise en oeuvre de la méthode :
si la structure de notre peptide dans le DMSO est trée diffé-
rente que celle dans le TFE, les variations des déplacements
chimiques des NH vont &tre plus complexes que ce gqui est rap-
porté ici (en particulier pour NH Tyr 4).

D - INTERPRETATION

Compte tenu des informations spectrales disponibles,
seule la conformation de 1'isomére trans (solvant DMSO) est
discutée ici. Les résultats des effets de température et de
solvant permettent de proposer pour notre modéle 1'existence
d'une conformation favorisée. Aussi les constantes 3J entre
protons amides eto de Gly 3 peuvent &tre analysées en vue de

proposer des valeurs pour l'angle ¢ correspondant.

En appliquant la relation de Marraud et coll., on

obtient :

— o [o]
GR = 20° ou 130

- L]
es 140

A ces valeurs correspondent 2 solutions permises pour ¢ Gly 3

@
i

s 140° et 6, = 20° > ¢ Gly 3 = + 80°

0 +180°

s 140° et GS = 130° ~ & Gly 3

i

L'examen des modéles moléculaires correspondant montre que
pour ¢ Gly 3 = 180°, il n'est pas aisé de rendre compte de

la protection du proton NH Tyr 4. Par contre ¢ Gly 3 = + 80°
est une valeur intéressante, jointe 4 celle de ¢ Pro 2 = - 60°
on obtient les wvaleurs nécessaires au repliement de type
Bt La structure peut &tre stabilisée, comme cela a dé&ja été
dig,par l'établissement d'une liaison hydrogéne NH Tyr...

CO Gly 1, et par une interaction électrostatique entre les

extrémités polaires.
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En ce qui concerne le résidu Tyr 4, la valeur re-
tenue pour ¢ est - 160°(J = 7 Hz), cette valeur est préfé-
rée a - 80°(autre valeur possible) qui correspond & une
conformation dans laquelle de fortes interactions stériques
existent (cf. Chapitre IV - t.Boc T4 OCH3)(28).

La figure X représente la conformation probable du

modéle.

I1 faut ajouter que l'isomére cis est trés vraisem-
blablement replié également autour de Pro 2 Gly 3 si l'on se

réferre aux résultats de l'effet de température.

En conclusion, l'ensemble des données expérimenta-

3
tes ("Ipne,
de faire 1'hypothése d'une structure repliée (BII) pour Gly

H effets de température et de solvant) permet

Pro Gly Tyr.

FIGURE X

Représentation de la conformation de Gly Pro Gly Tyr
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IIT - Tyr Pro Gly Gly

Seule l'étude dans le DMSO sera décrite, les signaux
du spectre dans le TFE n'ont pas été trés nettement attribués,

en particulier les résonnances NH se recouvrent.

1 - Spectre (XIV) et paramétres

Les déplacements chimiques et les constantes de cou-
plage sont reportés dans le tableau 8, les valeurs entre pa-

-

renthéses se rapportent & 1l'isomére cis.

2 - Discussion

La guantité d'isomére cis est importante, elle re-
présente 40 % des produits, alors que pour le modéle corres-
pondant protégé seulement 10 % d'isomére cis ont &té observés.

En tenant compte de la quantité importante de cet iso-
mére, on s'attend & un spectre trés fouillé, et en fait il est
d'une simplicité décevante : les résonnances Ha Gly 3 et 4
se présentent sous forme de doublets (équivalence), alors que
pour les 2 modéles qui viennent d'étre décrits, des octuplets
(spectre AB d'un ABX) ont é&té observés (Gly 4 de Gly Pro Tyr
Gly et Gly 3 de Gly Pro Gly Tyr). Ceci est un inconvénient ma-
jeur pour 1l'analyse conformationnelle par RMN : on ne dispose
pas des couplages spécifiques du proton amide et des protons
o R et S des résidus Glycine. Les valeurs des angles eR et Gs
ne peuvent pas étre précisées.

Les protons NH Gly 3 des isom@res cis et trans don-
nent des signaux RMN distincts, alors qu'un massif commun

est obtenu pour les protons NH Gly 4 de ces 2 isoméres.

Les résonnances des protons aromatiques sont bien
séparées : la différence entre les protons ortho et

est 0,31 ppm pour l'isomére cis et 0,38 ppm pour le trans.

L'analyse des massifs HB Tyr (cis et trans) fournit
les populations des rotaméres latéraux de la tyrosine
(Tableau 9).
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Résidu § (ppm) J (Hz)
H, = 4,05
HBl = 2,94 Joc81 = 6,3
T = =
vr 1 H82 2,71 Jusz 6,8
H, 2,6 =7,07(6,97)
H . 3,5 =6,69(6,66)
Ha = 4134 JO‘BI = 8I5
Pro 2 HB,Y= 1,81-2,05 Jaﬁz =5
Hy = 3,22
HN = 8,2 (8,45) tJ = 11,5
Gly 3
— 3 a—r
H, = 3,73 (3,67) Ione g = D16
o o
HN = 7,90 (c+t) 35 =56
Gly 4
H, = 3,67-3,61 (ctt)

TABLEAU 8
Paramétres spectraux de Tyr Pro Gly Gly
(solvant DMSO - T = 30°C - C = 3.10_2 mole/Ll.)
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trans cis

tg 49 58

tgt 27 22

g g” 24 20
TABLEAU 9

Populations des rotaméres latéraux de la

Tyrosine de Tyr Pro Gly Gly

En comparaison des résultats obtenus pour t.Boc
Tl OCH3, la proportion de tg+ augmente (elle passe de 11
34 27 % - isomére trans - ) au détriment du tg .

3 - Effet de température

a - protons amides

Les variations des déplacements chimiques des pro-

tons amides sont reportées sur la figure XI.

Quelques conclusions peuvent étre tirées :
1 - Les coefficients de température des protons
NH Gly 3 (isomére cis et trans) sont ceux attendus de pro-

tons accessibles :

-3

cis : AS/At = - 7,1 . 10 ppm/°

-3

trans: AS/ At . 10

]
I
(52}
-
[

ppm/°

2 - La pente nulle observée pour le signal NH

Gly 4 caractérise un proton protégé du solvant.
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8.6

©
-
i

Gly 3 cis

8.2

depl. chim. des NH (ppm)

Gly 3 trans

8.0.4.. (g
Gly 4 cie & trans
X 8 2 8 a
28 1 . 608

Temperaﬁure (en degres ()

FIGURE XI
Variations des déplacements chimiques des protons amides de

Tyr Pro Gly Gly lors de l'effet de température

b - protons B tyrosine

L'élévation de la température a modifié 1l'allure
du signal des protons B de la tyrosine de l'isomére cis.
Les spectres suivants montrent que les 2 protons B Tyr (cis)
deviennent é&quivalents a 60° : ils apparaissent sous la forme
d'un doublet.

Par contre, les protons B Tyr de l'isomére trans
restent inéquivalents dans ce domaine de température
(Figure XIT).




B8
en fonction de la température

|

i

FIGURE XITI \

Massifs H, Tyrosine de Tyr Pro Gly Gly ﬁ 1
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4 - Interprétation

a - conformation

Les valeurs nulles des coefficients de température
de NH Gly 4 (des isoméres cis et trans) permettent de propo-
ser comme pour les modéles précédents l'existence d'une struc-
ture privilégiée mettant le proton amide du résidu Gly 4 hors
d'atteinte des molécules de solvant.

Mais comme les valeurs des angles ¢ ne sont pas con-
nues (Ha Gly dégénérés) il n'est pas possible par les métho-
des habituelles de la RMN (3J = f£(8) ) de préciser davantage

la structure.

Ce qui est probable, compte tenu de la similitude
des résultats présentés pour les 3 modéles étudiés (effet de
température) c'est que Tyr Pro Gly Gly (cis et trans) adopte
une conformation repliée de type B autour de la séquence
Pro 2 Gly 3, rendant possible la protection des protons NH

Gly 4 des isoméres cis et trans.

Des précisions auraient pu étre apportées par la mise
en oeuvre d'une méthode RMN particuliére : l'effet Overhauser
(29). L'utilisation de cette technique nécessite de préparer
des échantillons exempts d'impuretés paramagnétiques et d'éli-
miner les traces d'eau, ce qui n'est pas toujours évident &
faire et ce qui demande des équipements spéciaux. Aussi ce
travail n'a pas pu étre réalisé, mais il serait intéressant de
pouvoir l'entreprendre essentiellement pour deux raisons qui

vont étre précisées.

Sans vouloir présenter le principe théorique de l'ef-
fet Overhauser (NOE) il faut tout de méme savoir que si on
irradie un proton, les intensités de résonnances des protons
voisins peuvent étre modifiées : le rapport des intensités
(avec et sans irradiation) varie en fonction de la distance
entre proton irradié et proton observé (les équations sont
en 1/r® . En ce gqui concerne l'application & l'étude confor-

mationnelle des peptides, il faut rappeler que pour le
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8

I
résidu suivant est 3,41 &, alors qu'elle n'est que 2,16 R
pour le BII ( Pro = + 120°) (Fig.XIII).

( Pro = - 35) la distance du Ha Pro au proton amide du

FIGURE XITI

Représentation des repliements BI et B

ITI

Aussi, en irradiant le proton amide évoqué ci-
deésus, le NOE sur le H, Pro sera de 2 % pour le BI et de
22 % pour le BII' C'est ce qui permet de distinguer le
type de repliement et la littérature signale quelques ré-
sultats acquis par cette méthode (30). L'application de

cette technique pourrait donc éventuellement permettre :

1 - d'appuyer nos hypothéses sur les structures
proposées pour Gly Pro Tyr Gly (BI) et
Gly Pro Gly Tyr (B;;)

2 - d'obtenir des informations sur le type de re-

pliement de Tyr Pro Gly Gly
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b - Comportement de la chaine latérale de la tyrosine

Les résultats obtenus pour les protons aromatigques
sont 3 rapprocher de ceux rapportés dans la littérature pour
1'étude de fragments de la corticotropine (31) qui posséde
2 résidus tyrosine (positions 2 et 23). L'intérét de la com-
paraison réside dans le fait que la tyrosine 23 précéde une
proline, la séquence est ... Val Tyr Pro Asn Gly... Les ré-
sultats de la littérature et ceux de Tyr Pro Gly Gly (notre
travail sont rassemblés dans le tableau 10 et sont exprimés
sous la forme de AS qui représente la différence des dépla-

cements chimiques entre les protons méta et ortho (Fig.XIV ).

méta ortho

! 1 pgme !
ASEO |

FIGURE XIV

Représentation schématique de la région des

protons aromatiques de Tyr Pro Gly Gly
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Séquence ’ AS
N acétyl Tyrosinamide (31) AS = 0,32 ppm
Tyr Pro Gly Gly (notre travail) Aécis= 0,31 ppm
dtrans= 0,38 ppm
Corticotropine (31) (séquence 1-24)
~ Tyr 2 (Tyr - Ser) AS = 0,31 ppm
- Tyr 23 (Tyr - Pro) Aécisz 0,31 ppm
Aatrans= 0,38 ppm
TABLEAU 10
Différence des déplacements chimiques NS = 6méta - Gortho

La différence A§ est de 0,31 ppm sauf dans le cas de la
séquence Tyr - Pro trans ol une valeur de 0,38 ppm est

observée.

La similitude de nos valeurs et de celles de la littérature
suggére d'interpréter nos résultats sur la base des conclu-

sions proposé&es pour la corticotropine.
L'hypothése qui a été proposée est la suivante :

Une différence des déplacements chimiques des protons aro-
matiques de 0,31 ppm correspond & un résidu tyrosine dont

le mouvement de la chaine latérale n'est pas contraint par
l'environnement (c'est la valeur obtenue pour le modéle de

référence, la N acétyltyrosinamide) .

Une valeur plus élevée (0,38 ppm) traduit une diminution

de. la liberté du mouvement due vraisenblablement a des interactions
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spécifiques entre chaines latérales tyrosine et proline.
Celles-ci n'interviennent que dans la conformation trans

de la liaison peptidique Tyr - Pro.

A l'appui de cette hypothése, il faut rappeler
les comportements spécifiques des protons B Tyrosine de
notre modéle (isoméres cis et trans) observés lors de l'ef-
fet de température. En particulier, 3 60°, ces deux pro-
tons B deviennent équivalents pour la forme cis de notre

-

dérivé contrairement 38 ceux de 1l'isom@&re trans.

L'élévation de température augmente, entre autre, les
vitesses de rotation autour des liaisons simples. A 60°, pour
l'isomére cis, la rotation est suffisamment rapide pour que
pendant le temps de la prise de l1l'information RMN, les 2
protons B moyennent tous les effets d'anisotropie qui con-
tribuent & leur inéquivalence 3 plus basse température (20°)
(En particulier ceux provenant de l'effet de courant de cy-
cle, rotation CscyTyr). Pour l'isomére trans, la persistance

de 1l'inéquivalence parait traduire un mouvement plus contraint.

Notre interprétation rejoint bien celle de la litté-

rature qui a été présentée ci-dessus.

Pour confirmer, il serait intéressant de reprendre

-~

cette partie du travail en 1l'abordant & 1l'aide d'une techni-

-

que RMN mieux adaptée a 1'étude du mouvement : la relaxation.
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IV - ISOMERIE CIS - TRANS

Les proportions d'isomére cis (modeéles protégés

et zwitterions) sont rassemblé&s dans le tableau 11.

séquence 3 ;iztégz$tide 2 cis (zwitterion)
Tyr Pro Gly Gly 9 40
Gly Pro Tyr Gly 28 10
Gly Pro Gly Tyq - 22 22
TABLEAU 11

Pourcentage d'isoméres cis (dans le DMSO)

De l'examen des résultats obtenus pour nos trois modéles,
il apparait que la proportion d'isomére cis ne varie que
dans la mesure ol la tyrosine précéde ou suit la proline

dans la séquence peptidique.

Pour observer une variation du rapport cis/trans
il semble donc que le résidu voisin de la proline doive

nécessairement porter une chaine latérale.

L'hypothése du rdle de 1l'interaction locale des
chaines latérales proline et tyrosine sur le rapport cis-

trans peut donc étre avancée.

Le passage d'une conformation flexible (peptide
protégé) 3 une conformation repliée (zwitterion) modifie
les positions relatives des chalnes latérales concernées
et en conséquence l'interaction locale évoquée ci-dessus
est modifiée : l1l'une des conséquences sera la variation

du rapport cis/trans.
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V ~ COEFFICIENTS DE TEMPERATURE

Dans le tableau 12, nous avons rassemblé les va-
leurs des coefficients de température obtenues pour les
protons amides du 4&me résidu de nos modé&les (solvant DMSO).

cis trans
Gly Pro Tyr Gly + 0,6 + 1,4
‘Gly Pro Gly Tyr 0 + 1,2
Tyr Pro Gly Gly 0 0
TABLEAU 12

Coefficients de température (X 10° ppm/°)

des protone NH du 4éme résidu de nos modéles

Certains coefficients de température sont positifs (tableau
12). Des valeurs positives n'apparaissent qu'assez rarement
dans la littérature et sont peu conformes au principe géné-
ralement admis de l'effet de température (dissociation du
complexe de solvatation par élévation de température,

cf. Ch. III).

Aussi quelques commentaires s'imposent.

Il est intéressant de faire ré&férence aux résultats

de Urry et coll. (32) établis a propos d'études RMN de pepti-

des modé&les de la tropoélastine:HCO (Val1 Pro, Gly3 G1y4)nVal OCH3
et HCO ( Vall Pr02 Gly3 Val 4 GlyS)n Val OCH3

tré que 1l'élévation de température favorise la structuration

. Ces auteurs ont mon-

de leurs dérivés : la liaison hydrogéne intramoléculaire
NH(Val 1).....0 = C (Gly 4) se renforce.
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En utilisant ces données de la littérature, une
hypothése peut étre proposée pour rendre compte des coef-
ficients de température positifs obtenus pour nos modéles :
guand on chauffe, la liaison hydrogéne NH (4éme résidu) ...
0 = C (ler résidu) devient plus efficace. Eniconséquence,si
l'interaction augmente : le proton amide impliqué dans la
liaison hydrogéne se déblinde (d'ol le coefficient positif).

Nous allons tenter d'appliquer cette hypothése a8 nos dérivés.

En ce qui concerne Gly Pro Gly Tyr, le spectre RMN
proton montre que le proton amide du résidu Tyrosine est moins
blindé dans l'isomére cis (§ = 7,52 ppm) que dans l‘'isomére

trans (§ = 7,23 ppm).

Cette différence de déplacements chimiques a déja
été présentée dans la littérature (33) comme un argument
en faveur d'une distance plus courte dans l'isomére trans

entre le C = O du premier résidu et le NH du 4éme.

Dans le cadre de notre hypothése, la plus courte
distance NH... O = C pour l'isomére trans laisse supposer
que l'élévation de température va favoriser surtout la struc-

turation de cet isomére.

Nos résultats sont en accord avec cette prévision :
seul le coefficient de température de l'isomére trans est

positif.

Pour le modéle Gly Pro Tyr Gly, un raisonnement aﬁa-
logue peut &tre proposé. En suivant 1l'hypothé&se proposée, les
valeurs relatives des coefficients de température des isoméres
cis et trans peuvent étre relifes 3 la différence des déplace~

ments chimiques des protons amides du résidu Gly 4.

Pour ce qui est de Tyr Pro Gly Gly, les coefficients
de température des protons NH Gly 4 sont nuls. Selon notre hy-
pothése, il apparait que ce dérivé ne se structure pas davan-
tage quand la température s'éléve. Nous pensons qu'il existe
pour ce modéle une corrélation entre la valeur nulle de ces
coefficients et les valeurs identiques des déplacements chi-

miques des protons amides correspondants.




CONCLUSION

L'étude conformationnelle par la RMN du proton de
Gly Pro Tyr Gly, Gly Pro Gly Tyr et Tyr Pro Gly Gly a permis
de proposer pour chacun de nos dérivés une structure repliée

autour de Pro2 X3.

La mise en évidence de la conformation privilégiée
a été faite par l'utilisation de deux méthodes : effets de tem-
pérature et de solvant (pour les 2 premiéres séquences). L'ana-
lyse des couplages a permis de caractériser le type du replie-

ment des deux premiers dérivés :

BI pour Gly Pro Tyr Gly
BII pour Gly Pro Gly Tyr

La stabilisation de la structure peut se faire par
l'établissement d'une liaison hydrogéne CO (ler résidu)....
+ HN (4éme résidu). Mais sa contribution parait moins importante
' que celle apportée par l'interaction &électrostatique entre les
extrémités chargées de la chaine principale de la sé&quence pep-

tidique.

Les différences des déplacements chimiques des pro-
tons aromatiques des isom@res cis et trans (autour de la liaison
amide Tyr - Pro) ont &té interprétées en terme de mouvements con-

traints de la chaine latérale du résidu aromatique (isomére trans).

La comparaison des rapports cis/trans des sé&quences
protégées et zwitterioniques suggére d'exprimer les variations
observées par l'existence d'interactions locales entre la chalne

latérale du résidu proline et celle du résidu voisin.

Enfin, 3 partir de données bibliographiques, une hy-
pothé&se est proposée pour rendre compte des coefficients de tem-
pérature positifs : au fur et a mesure de 1'élévation de la tem-
pérature, la liaison hydrogéne (ler ré&sidu)... HN (4&me résidu)

devient plus efficace.
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CHAPITRE

v

I

ETUDE DE Gly Pro Ala Gly EN SOLUTION DANS LE D.M.S.O.
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Au chapitre précédent, la comparaison des dépla-
cements chimiques des protons B de la proline de Gly Pro
Tyr Gly et de Gly Pro Gly Tyr a montré que le blindage ob-
servé sur le proton B, de Gly Pro Tyr Gly peut étre mis en
relation avec la position du résidu aromatique et 1l'orien-
tation tg- - 90 % des rotaméres - qui favorisent le rappro-
chement du phényle et du cycle pyrrolidine.

Aussi des hypothéses sur le rdle du courant de cy-

cle du noyau aromatique peuvent &tre avancées.

Mais les conclusions de l'analyse conformationnelle
de ces deux dérivés ont établi que si le repliement autour
de la séquence L Pro L Tyr est de type BI, il est de type
BII pour L Pro Gly. Aussi, pour étayer nos hypothéses, il
faut comparer les résultats obtenus pour Gly Pro Tyr Gly
(déplacements chimiques des protons g Pro) avec ceux d'un

modéle dont le type de repliement est &galement BI.

La littérature signale gue les repliements autour
des séquences L Pro L X sont plus fréquemment du type I (1),
c'est ce qui a conduit a synthétiser Gly L Pro L Ala Gly.

Aprés avoir analysé les résultats RMN proton et
proposé une structure pour notre modéle, la comparaison avec
un dérivé étudié par Schéraga et coll. (2) : Gly Val Arg Gly
Pro Ala NH2 sera envisagée (ce dérivé posséde la séquence
L Pro L Ala).

Dans une seconde partie, 1'hypothése du courant de
cycle sera précisée et permettra de montrer que la confor-
maEion préférentielle autour de la liaison CaCBTyr est bien
tg , ce qui est en parfait accord avec les conclusions de
la littérature (3) (4).
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I ~ SPECTRE RMN PROTON (XV) ET PARAMETRES

Les déplacements chimiques et les constantes de
couplage sont reportés dans le tableau 1. I1 faut préciser
gue ces paramétres sont ceux de l'isomére trans (90 % de .
l'ensemble des deux formes).

Résidu § (ppm) J (Hz)
Gly 1 H, = 3,78
— 3 w—
Ha = 4,17 z JaB = 13
HBl = 2,18
HBz = 1,77
Pro 2
HY = 1,89
H61 = 3,48
H(82 = 3,65
- 3 =
HN = 8,16 JHNC H = 9,2
oo
Ala 3 Ha = 4,35
— 3 -
HB = 1,21 JaB = 7,6
HN = 7,04
Gly 4 Hy, = 3,67
Haz = 3,21
TABLEAU 1

Paramétres spectraux de Gly Pro Ala Gly
(solvant : DMSO - C : 3.10—2mole/l - T : 220 = préf TMS)
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Deux points essentiels vont étre discutés :

1 - La valeur de la constante de couplage

entre proton amide et proton o du résidu Ala

2 - Les déplacements chimiques des protons f Pro

3
1 - JHNC H Ala 3
o o
La valeur obtenue : 9,2 Hz est &levée et elle est
bien différente de celle proposée par Withrich (5) : 7,5 Hz

pour un résidu Ala d'une séquence peptidique dont la struc-

ture est non organisée.

L'application de la relation de Marraud et coll.
(6) donne pour 3J : 9,2 Hz une valeur de(a(HNCaHa) de 155°
ce qui correspond & deux valeurs possibles de ®3 = - 145°
et - 95°.

Si on choisit la relation de Bystrov (7), il faut
adjoindre aux valeurs de 93, la valeur + 60°.

Parmi les valeurs ¢ Pro :-60° et & Ala : + 605
- 95%°et -~ 145° on trouve celles gui sont nécessaires au re-
pliement BI (¢ Ala =-95°) et au repliement BII (¢ Ala = + 60°
en fait la théorie prévoit+ 80° (8) ). Mais des données de la
littérature permettent d'écarter la valeur + 60°. En effet,
les valeurs possibles de l'angle ¢ peuvent étre obtenues
par l'intermédiaire des couplages protons 3JHNC q ! mais

o a

aussi par les couplages 13C - proton :

3
JCOC H (9)
a o

La mise en oeuvre de ces deux méthodes a permis a

Toma et coll. (10) de comparer les séries de valeurs possi-
bles de l'angle ¢ Leu de Gly Pro Leu Gly.

3 - - o - o o
Par les couplages JHNCuHu,Q Leu = 90°, 150°, + 60

3
Par les couplages JCOCaHa’® Leu = - 90°, - 150°, + 5°, +125°

La comparaison des résultats permet de retenir
® Leu = - 90°, - 150°. L'élimination de la solution ¢ = + 60°,
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valeur permise par l'application de la relation de Bystrov,
mais interdite par celle de Marraud suggére une plus grande
fiabilité de cette derniére (ce qui justifie le choix de

cette relation pour nos études conformationnelles).

2 - Protons B Proline

Les protons B proline de Gly Pro Ala Gly résonnent
d des fréquences différentes de celles observées pour Gly
Pro Tyr Gly. On trouve ces protons a 2,18 ppm (B;) et
1,77 ppm (B,) alors que pour la séquence contenant la tyro-
sine, 68, = 1,95 ppm et &8, = 1,23 ppm. La substitution
dans la séquence du résidu tyrosine par le résidu alanine
fait donc glisser vers les bas champs les 2 protons B8 , mais
si ce glissement est 0,23 ppm pour le B; il est de 0,54 ppm
pour le B, .




II - EFFET DE TEMPERATURE - CONFORMATION DU MODELE

L'étude de l'effet de température sur les déplace-
ments chimiques des protons amides a conduit & des résultats
analogues d ceux de Gly Pro Tyr Gly (Fig. I) :

- le proton amide du résidu Ala 3 présente un coef-
ficient de température élevé : - 5,1 . 10_3ppm/°. Cette va-
leur caractérise un proton exposé au solvant (11).

~ la variation du déplacement chimique. du proton NH du résidu
Gly 4 n'est pas linéaire dans la gamme  de température étudiée
(20 34 80°). Pour obtenir le coefficient de température, nous
avons pris la valeur de la pente de la tangente a l'origine
qui est de + 0,8.10_3 ppm/°. Cette valeur correspond a celles
rapportées dans la littérature pour le proton NH Gly 4 des
séquences Gly Pro X Gly (10). Le proton NH Gly 4 est donc
protégé du solvant (11). Pour rendre compte du résultat obte-
nu pour le proton amide de Gly 4 aux plus hautes températures
(variation non linéaire), une hypothése sur la modification
de la conformation est prbposée. Elle est appuyée par deux

résultats expérimentaux :

3 .
1 - Le couplage JHNCQHG Ala qui est de 9,2 Hz a
22° passe a 7,8 Hz & 60°, cette derniére valeur s'approche
de celle trouvée pour un résidu Ala dans une séquence non or-

ganisée (5).

2 - L'inéquivalence des protons H, Gly 4 diminue,
elle passe de 0,6 ppm (22°) 3 0,3 ppm (60°) : plus la struc-
ture est désordonnée, plus les environnements magnétiques des
protons Ha Gly deviennent équivalents.

Le faible coefficient de température (extrapolée a
l'origine) du proton peptidique de Gly 4 et la valeur du
couplage 3JHNC H du résidu Ala (9,2 Hz) permettent de propo-
ser 1'existencg %'une conformation repliée (autour de Pro 2

Ala 3).
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Variations de déplacements chimiques des protons NH de
Gly Pro Ala Gly lors de l'effet de température
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De plus, Zimmerman et coll. (1) ont montré & par-

tir de calculs conformationnels que pour le résidu Ala, il

existe un minimum d'énergie pour ¢ Ala = - 90° et Y Ala com-

et - 20°. Des deux valeurs possibles de

pris entre + 40°
celle de - 95° est

® Alawproposées'a l'issue de notre étude,
retenue. On est donc amené a proposer pour la séquence Pro
Ala, les valeurs suivantes de ¢ - 60° et - 95° qui sont

celles nécessaires au repliement BI.

A l'opposé de ces conclusions, Scheraga et coll.
(2) ont proposé pour la séquence Gly Pro Ala NH, (d'un frag-
ment modéle du fibrinogéne) un repliement BII autour de Pro

Ala (Fig.II).

NH,.* NH,
¢
A
“ﬂa /cua .o , Sy,
0 c'u (cuz) (:lu2 CHy
/
K -cuf-c NH—CH -c—nn-cn ~CO0—NH—C=N —CH
0 0 t':o
: |
9 : N
N=C—CH-— CH
/ 3
synt’ |
FPIGURE IT

Structure repliée d'un modéle du fibrinogéne

(selon Scheraga et coll. (2) )

L'application par ces auteurs de la relation 3J = £(0)

(Bystrov) a permis de retenir les valeurs de ¢ Ala caracté-

ristiques du By et du B . Pour lever 1l'ambiguité, l'effet NOE
: il est de 10 %

entre le H Pro et le NH Ala a été mesuré :
(rappelons que le NOE pour un BI est 2 % et pour un BII de 22 %) .

!
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Ceci conduit les auteurs a choisir le BII‘ Il y a par con-
séquent une contraction entre ce résultat de la littérature

et nos conclusions.

Pour avancer sur cette question, il serait intéres-
sant de mesurer le NOE sur le Ha Pro de notre dérivé (Gly Pro

Ala Gly) pour confirmer le type de repliement.

Toujours & propos du fragment modéle du fibrinogéne
(2), il a été proposé l'existence d'une liaison hydrogének
faisant participer le proton amide anti (du groupe CONH2 ter-
minal) . Les valeurs des coefficients de température sont :

3

proton anti : - 5,2.10 ° ppm/°

3

proton syn : - 5,4.10 ~ ppm/°

Dans 1'hypothése de la structure repliée proposée par
Schéraga et coll. (2) la trés faible différence des valeurs
ci-dessus montre que si la liaison hydrogéne existe, elle
est assez faible. Ceci rejoint, d'une certaine mahiére, _
1'hypothé&se que nous avons émise sur le réle essentiel de
1'interaction &lectrostatigue (cf. Ch. V) en vue de stabili-

ser le repliement.de nos modéles zwitterioniques.
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IIT - EFFET DU COURANT DE CYCLE DE LA TYROSINE

Les conformations de Gly Pro Ala Gly et Gly Pro
Tyr Gly sont les mémes : ces deux dérivés se replient au-

tour de Pr02X3 selon le type BI.

La différence des déplacements chimiques observés
pour les protons B Pro, en particulier le fort blindage du
proton B;, a vraisemblablement son origine dans la nature
spécifique des chaines latérales des résidus Alanine et

Tyrosine.

Aussi, l'hypothése de l'effet de courant de cycle

du phényle de la tyrosine est avancée.

En corollaire a cette hypothése, deux conditions

doivent étre remplies :

1 - Le phényle doit étre proche du cycle pyrroli-
dine, c'est-d-dire que la conformation de la chaine laté-
rale du résidu tyrosine doit étre essentiellement tg—.

En considérant les valeurs des constantes de couplage

3JuB (résidu Tyrosine) (3Ja61 = 4 Hz ; 3Ju82 = 12 Hz ;
681 = 3,18 ppm; 6B82= 2,57 ppm) et en appliquant les re-
lations de Pachler (12), l'orientation tg— est majoritaire
(¢ 90 %) si le proton B> (da haut champ) est celui de confi-

guration absolue R (cf. Ch. III).

Cette proposition sur les positions relatives des signaux
des protons BR et BS tyrosine est en accord avec les résul-
tats présentés par Kobayashi et coll. (3).

Au cours des chapitresprécédents, nous n'avions pas d'argu-
ments expérimentaux qui permettent de connaitre les confi-
gurations absolues des protons B Tyrosine qui résonnent res-
pectivement 3 bas et haut champs. Aussi toutes les valeurs
des populations tg~, tg', g'g” ont &t& calculées sur la base
des résultats de Kobayashi et coll. (3). |

L'analogie de nos conclusions (B8:; = BR) et de celles de 1la
littérature (3) justifie les valeurs des distributions de

populations qui ont été proposées pour nos modéles.
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2 - L'examen de modéles moléculaires montre que le
proton B, proline est plus proche du phényle de la tyrosine
(orientation tg de la chafne latérale de ce résidu) : par
conségquent 1'hypothése du courant de cycle impose que le pro-
ton B proline le plus blindé (dans Gly Pro Tyr Gly) et qui
apparait & 8§ = 1,23 ppm soit le proton B, (fig. IIT).

HO

G
o X
£\ "@
E-."c/ 2 "/c\"
A N
_—t \n-———
N \"//ch. c\/ ’c

FIGURFE III
Représentation des positions relatives des protons B Pro

et du phényle de la tyrosine

Au chapitre précédent, des expériences de découplage
ont montré qu'effectivement le signal du proton B Pro situé

-~

d haut champ est bien celui du proton 8,.

Il est bien évident que le point qui vient d'étre
discuté n'est pas une justification de 1l'hypothése du cou-
rant de cycle, mais une condition absolument nécessaire pour

qu'elle puisse étre envisagée.
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CONCLUSION

L'effet de température sur les déplacements chimi-
ques des protons amides et la valeur de la constante de cou-

pPlage 3J Ala 3 permettent de proposer pour Gly Pro

HNC  H,,
Ala Gly un repliement de structure de type BI.

L'analogie des conformations des chaines principa-
les de Gly Pro Ala Gly et Gly Pro Tyr Gly suggére de rendre
compte du blindage des protons B proline du second modéle
par un effet du courant de cycle du noyau aromatique.

Cette hypothése implique que le rotamére tg“ soit
prépondérant ce qui est en accord avec les résultats bi-

bliographiques.
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CHAPITRE VII

ETUDE DE NOS MODELES EN SOLUTION DANS L'EAU







L'eau est un solvant qui posséde des propriétés
dissociantes bien connues. Par conséquent, 1l'interaction
électrostatique entre les extrémités ionisées des zwitte-
rions est moins forte. A titre d'exemple, il faut sigﬁaler
que si dans le DMSO, la Met-enképhaline est repliée (1), il
vient d'é&tre établi récemment que dans l'eau, ce peptide
adopte une conformation flexible (2).

Mais des controverses dans l'interprétation des
résultats apparaissent parfois dans la littérature (3)-
Ceci est dfi,en partie,au fait que dans l'eau, les méthodes
habituelles (effet de T, de solvant) de l'analyse confér-

mationnelle par RMN conduisent & des résultats peu concluants.

En ce qui concerne nos modéles, l1l'étude en solution
agqueuse est essentiellement basée sur la différence des ré-
sultats obtenus pour les isoméres cis et trans autour de la

liaison amide X - Pro.

I - ETUDE COMPARATIVE DES SEQUENCES

Tyr Pro Gly Gly ET Phe Pro Gly Gly

A - Tyr Pro Gly Gly

1 - Spectre XVI

Solvant : DZO pPH = 6,6. Toutes les résonnancesldes
protons non mobiles sont observées.

Nous avons également fait figurer la région des pro-
tons amides obtenue en utilisant un mélange 90 % H,O, 10 % D20
(pH = 4,6).

Spectre XVII

2

Agrandissement de la région Hu du spectre XVI
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Spectre XVIII

Solvant : 90 % HZO' 10 8 D

Région Ha Gly et HB Tyr

2O pH = 6,1

Les couplages 3J sont maintenus
HNCuH :

Spectre acquis en mode "Gated homonuclear decoupling"

2 - Commentaires

-~ protons amides

Les résonnances des protons NH Gly 3 et Gly 4 se pré-
sentent sous forme de triplets : seule Z3J peut &tre obtenue
(= 11 - 12 Hz). Les protons amides de Gly 4 (isomé@res cis et
trans) résonnent a3 des fréquences différentes (A§ = 0,1 ppm),
alors qu'en solution dans le DMSO, un signal commun pour

NH Gly 4 des deux formes isoméres est observé.

- protons 0 Gly 3 et Gly 4

Les protons o Gly 3 et Gly .4 de 1l'isomére trans sont inéquiva-
lents contrairement 3 ce qui est observé pour ceux de 1l'isomére cis.

Les couplages 3JHNC H peuvent étre extraits du spec-

Q
tre XVIII et respectivement attribué&s aux couplages du proton
amide et des protons o, et o, conformément aux données de la

R S
littérature (4)

Isomére trans :

3
Gly 3 J = 6 Hz
Y HNC,Ho, o
37 = 5,75 Hz
HNCoHyp
3 _
Gly 4 JHNCaHaS = 6 Hz
35 = 5,5 Hz
HNCoHyp
Isomére cis :
Gly 3 3JHNC . = 6 Hz
Gly 4 aa
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3 - Effet de température

Les déplacements chimiques des protons amides ont

été suivis en fonction de la température.

Les coefficients de température correspondants sont :

Gly 3 (cis et trans) 12.1073 ppm/°

10,1073 ppm/°

il

Gly 4 cis

Gly 4 trans 8,3.10—'3 ppm/°

Ces valeurs sont trés élevées et traduisent une bonne acces-
sibilité des protons amides du modé&le &tudié&. Cependant la
comparaison des résultats entre eux met en évidence des dif-
férences d'exposition des NH aux molécules du solvant, en par-

ticulier le NH Gly 4 trans posséde la pente la plus faible.

4 - Variation de pH

- protons amides

Les résonnances des protons amides ne peuvent étre
suivies que de pH acide & pH neutre, pour des valeurs plus

élevées du pH, les signaux coalescent.

L'examen de la figure I montre que quand on passe
de pH 6,1 & pH 1,8 :

1 - Le déplacement chimique du signal situé &

§ = 8,28 ppm est inchangé, c'est par conséquent
celui de Gly 3.

2 - Les résonnances situées & § = 7,85 ppm (cis) et
7,77 ppm (trans) se déplacent vers les bas champs.
Elles correspondent aux protons NH de Gly 4 : le
déblindage observé traduit bien la titration de

1'ion carboxylate (vers 3,1 - 3,2).

Le rapport des intégrales des résonnances (cis + trans) des

protons NH Gly 3 et Gly 4 varie avec la valeur du pH :
a pH 1,8, il est de 0,9

a pH 6,1, il est de 0,4.
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FIGURE T

Signaux de résonnance des protons amides de Tyr Pro Gly Gly

®
LILLE

pour 2 valeurs du pH (1,8 et 6,1)
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Compte tenu de la précision expérimentale, la va-
leur 0,9 (pH = 1,8) est attendue de signaux correspondant

chacun 3 un proton.

Mais a pH 6,10, le signal du proton NH Gly 3 est
atténué. Pour interpréter ce résultat, il faut rappeler que
l'acquisition des interférogrammes est faite dans des condi-
tions particuliéres : les protons de 1l'eau sont irradiés
(gated homonuclear decoupling). Les protons NH ethZO s 'échan-
gent, aussi en présence d'irradiation de ceux de l'eau, les
populations relatives des spins des protons NH vont &tre per-
turbées ; en particulier la différence de populations entre
les états + 1/2 et - 1/2 décroit. Comme la probabilité d'une
transition est directement en relation avec cette différence,
l'intensité du signal RMN va diminuer d'autant plus que

1'échange est rapide.

A partir de ces considérations, il apparait que pour
notre dérivé, le proton NH Gly 3 est plus échangeable (donc
mieux exposé) que celui de Gly 4, ceci pour une valeur voisine
du point isoélectrique (pH 6,1), 13 ol 1l'interaction électro-
statique entre les extrémités de la chaine peptidique est plus

efficace.

Aussi des hypothéses pourraient. étre avancées : cette
interaction stabilise une forme repliée qui protége le proton
amide du résidu Gly 4. '

Une argumentation semblable a été développée par
Glickson et coll. (5) & propos de 1l'étude conformationnelle
de l'angiotension II. Mais d'autres données bibliographiques

nous ont contraints d'abandonner ces hypothéses.

En effet 1'étude de la Met-Enképhaline en milieu DMSO-H,O (6)

a montré gu'en augmentant le pH, la coalescence des résonnan-
ces NH se fait d'autant plus vite que le résidu correspondant
est proche de l'extrémité N terminale. Des interprétations ont
été proposées (7) (8) : elles sont basées pour l'essentiel sur
une catalyse acido-basique de 1l'échange des protons NH - HZO'
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Aussi, nos résultats peuvent trés bien s'interpré-
ter 3 partir de ces derniéres données bibliographiques. Le
proton NH Gly 3 é&tant plus proche del'extrémité N terminale,
l'augmentation du pH fait croitre plus vite la vitesse
d'échange de celui-ci.

- protons o
Les variations des déplacements chimiques des pro-
tons o des résidus glycine sont représentées sur la figure II.

A partir de 1l'examen des courbes obtenues, quelques

remarques peuvent étre faites

. La titration de la fonction acide carboxylique
(pH = 3,1) permet d'attribuer au résidu Gly 4 les résonnances

-

qgui apparaissent & haut champ sur le spectre XVI.

. Les protons a Gly 3 et Gly 4 de l'isomére cis res-
tent équivalents pour toutes les valeurs du pH, contrairement

3 ceux de l'isomére trans.

. Les valeurs des déplacements chimiques des protons

o Gly de l'isomére cis sont assez proches des valeurs moyennes

(éaR + éas

2
des résidus correspondants dans l'isomére trans.

) des déplacements chimigques des protons R et S

. L'inéquivalence passe par un maximum aux environs

du point isoélectrique.

. Vers pH 10, 1l'inéquivalence des 2 protons o Gly 3

(isomére trans) est fortement réduite.

- protons B

Les massifs HB Tyr obtenus pour 3 valeurs du pH

(1,8 - 5,2 - 11,9) sont reportés sur la figure III.

La comparaison des intensités des raies laissent
supposer que les protons BS (signaux a bas champ (9) ) des

isoméres cis et trans ont méme déplacement chimique.
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Vartations des déplacements chimiques des protons o Gly 3 et Gly 4
de Tyr Pro Gly Gly en fonction du pH
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<
-

FIGURE IIT

Massifs H, Tyrrsine de Tyr Pro Gly Glu pour 3 valeurs du pH

(a) : 1,8 ; (b) : 5,2 ; (¢) : 11,9

A partir de cette hypothése, les déplacements chi-
miques (Fig. IV) et les distributions de populations
(Fig. V) sont obtenues par l'analyse ABX des fréquences.

Les résultats permettent de dégager quelques traits

essentiels.

1 - Le rotamdre tg est fortement peuplé dans l'iso-
mére cis (75 %) alors que pour l'isomére trans, la distribu-
tion s'approche de valeurs statistiques (tg— = 37 %, tg+ = 33%,
g " =30 %, pH = 7).

2 - Les titrations des groupes fonctionnels ne modi-
fient pas d'une fagon importante la distribution, aussi compte
tenu de la précision expérimentale, il est difficile de tirer
des conclusions nettes. Il semble cependant que la titration
de la fonction phénol se traduise par une légére augmentation

de la population tg~ (au détriment de tg+).
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3 - L'augmentation du pH fait glisser vers les hauts
champs les signaux des protons B Tyr, ce qui est en accord
avec l'augmentation de la densité& électronique de leur voisi-
‘nage (titration des fonctions ammonium et phénol). Le proton
BR de l'isomére trans est plus perturbé par la titration du
phénol; en effet les blindages observés quand on passe de

PH 10 @ pH 12 sont les suivants :
AS Bs (cis et trans) : 0,12 ppm

AS BR cis 0,12 ppm

3

AS BR trans 0,21 ppm

- protons aromatiques

Les résonnances des protons aromatiques obtenues
pour quelques valeurs du pH sont représentées sur la figure VI.

-~

Depuis les pH acides jusqu'a pH 9, les déplacements
chimiques des protons ortho (et méta) des isoméres cis et
trans sont trés voisins. Mais entre pH 9 et pH 12 (titration
de la fonction phénol) les résonnances apparaissent & des fré-

quences différentes.

Des signaux distincts des protons aromatigques (des
2 formes isoméres) ont également &té observés pour le mé&me
modéle dans le DMSO (cf. ch. V).

Les résultats expérimentaux similaires obtenus pour
les études dans le DMSO et dans H,O permettent de proposer
la méme interprétation : des résonnances spécifiques aux pro-
tons aromatiques des isoméres cis et trans traduisent un mou-
vement de la chaine latérale de la tyrosine plus contraint
dans l1l'isomére trans que dans l'isomére cis. Des interactions
tyrosine - proline ont é&té avancées (10) pour interpréter ce
résultat.

Pour Tyr Pro Gly Gly en solution dans l'eau, jusqu'a
pPH 9, les mouvements de la chaine latérale de la tyrosine sont

peu contraints : § ortho cis. ~§ortho trans et Sméta cis = § méta trans..

A pH > 9, l'apparition de la charge négative (titration de la
fonction phénol) modifie 1les interactions entre tyrosine et
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Tyr Pro Gly Gly pour 3 valeurs du pH
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proline conduisant 3 des mouvements plus contraints de la
chatne latérale de la tyrosine (isomére trans).

~ lsomérie cis = trans

La quantité d'isomére cis augmente avec le pH : ceci
est déja bien connu (l1). Dans le cas de notre modéle, la pro-

portion d'isomére cis est de 25 % § pH 5,2; elle est de 50 %
a pH 12,

Remargue :

L'ensemble de nos résultats expérimentaux n'est pas
d'analyse immédiate, en particulier en milieu basique, il
n'est pas toujours facile d'attribuer les effets observés a
la titration du +NH3 ou 3 celle de la fonction phénol située

d proximité.

Pour avancer dans l'interprétation, 1l'étude RMN
proton de Phe Pro Gly Gly a donc été envisagée : elle peut
permettre de préciser les effets dus & la titration du +NH3
et par voie de conséquence ceux dus & la titration de la fonc-
tion phénol du modéle Tyr Pro Gly Gly.

B - Phe Pro Gly Gly

1 - Spectres

Spectre XIX Solvant DZO pH = 6,6
Spectre XX  Agrandissement de la région H Gly
et HB Phe du spectre XIX

2 - Variation de pH

Les variations des déplacements chimiques des pro-
tons o des résidus glycines (Fig. VII) ainsi que celles des
protons 8 du résidu phénylamine (Fig. VIII) ont été étudiées

en fonction du pH.
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Les distributions des populations de rotaméres
de la chaine latérale de la phénylalanine sont reportés sur
la figure IX (isomére trans). Comme pour la séquence Tyr Pro
Gly Gly, les valeurs obtenues s'approchent de celles d'une
distribution statistique. Pour l'isomére cis, les populations
n'ont pu étre calculées que pour 2 valeurs du pH (8,15 et 10,9).
Dans 1'un et l'autre cas, le rotamére tg_ est le plus peuplé
(75 %) .

Les résultats obtenus mettent en &vidence des points
communs avec ceux de l'étude de Tyr Pro Gly Gly :

1 = Inéquivalence des protons o Gly de l'isomére
trans et équivalence de ceux-ci pour l'isomére

cis.

2 - Forte prépondérance de la population tg— pour
l'isomére cis et tendance d une distribution

statistique pour 1'isomére trans.

Mais des différences apparaissent pour les valeurs
élevées du pH. En particulier pour Phe Pro Gly Gly, les pro-
tons o Gly 3 maintiennent leur inéquivalence aprés pH 10,
alors que pour Tyr Pro Gly Gly, elle est fortement réduite.
Aussi, il semble que les comportements spécifiques des pro-
tons o Gly 3 observés pour la séquence Tyr Pro Gly Gly soient
en relation avec la titration de la fonction phénol.

C - INTERPRETATION

La discussionvqui suit a pour but essentiel de pré-
ciser la conformation de Tyr Pro Gly Gly, mais les résultats
similaires obtenus pour Phe Pro Gly Gly (sauf a pH > 10) lais-
sent supposer que l'interprétation peut dans ses grandes 1li-

gnes s'appliquer aussi 3 ce modéle.
P

Les résultats spécifigques obtenus pour les isoméresri
cis et trans (protons o Gly, distribution des populations de -
rotaméres) permettent de proposer pour chacun d’éux des confor-
mations différentes : 1l'équivalence des Ha Gly suggére_une
structure flexible pour l'isomére cis ; par contre,l'inéquivalence
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de ces protons pour l'isomére trans pourrait &tre utilisé
pour avancer l'hypothése d'une conformation plus organisée.

Nos conclusions seraient alors en accord avec cel-
les de Fermandjan et coll. (12) proposées pour la ségquence
Gly Pro Asn Gly : pour l'isomére trans, les résidus Gly 1
et Gly 4 sont assez proches (structure repliée) contraire-

ment 3 ce qui est observé pour l'isomére cis. (solvant DZO)'

Mais, utiliser pour l'analyse conformationnelle
l1'inéquivalence des protons o des résidus glycine pose un
probléme : il apparait en effet dans la littérature des con-

troverses sur l'origine de 1l'inéquivalence.

En particulier Morlino et Martin (13), en se basant
sur l'analyse théorique de Pople (14), estiment que 1l'inéqui-
valence peut ne pas correspondre a une restriction des mou-
vements de rotation autour des liaisons simples : la présence
d'un centre asymétrique (par exemple, un résidu chiral voisin
de la glycine) ne permet pas aux protons o Gly de moyenner
un méme environnement magnétique, méme en présence d'une li-
bre rotation autour des liaisons simples (théorie du gradient

de champ électrique).

Par contre, Nakumura et Jardetzki (15) ont montré
que 1l'hypothése ci-dessus n'est pas compatible avec de nom-
breuses données expérimentales. Ceci améne ces auteurs a con-
clure que l'inéquivalence est la consé&quence des positions
géométriques spécifiques de chacun des protons o Gly : l'écart
de leur déplacement chimique a donc une origine conformation-

nelle (mouvements restreints).

Nos résultats paraissent appuyer 1'hypothése de
Jardetzki et coll. (15) : il est en effet difficile de ren-
dre compte sur la base de l'effet de gradient de champ de
l'inéquivalence des protons a Gly 3 et Gly4 de l'isomére trans
et de leur équivalence dans l'autre isomére alors que la sé-
quence est identique (méme asymétrie de 1l'environnement im-
médiat).

Récemment ,Anteunis et coll. (16) (17) ont aussi

présenté des arguments en faveur de 1l'hypothése des mouvements




restreints. Ils ont de plus attiré 1l'attention sur le réle

du courant de cycle des résidus aromatiques qui peuveht,accen-
tuer le degré de 1l'inéquivalence. En ce qui concerne notre
modéle, si on retient la participation & 1l'inéquivalence du
courant de cycle de la tyrosine, il faut admettre une cer-
taine proximité du phényle et des résidus glycine . Ceci
conduit 3 proposer une structure repliée qui permet de rap-

procher les résidus tyrosine 1 et glycine 4.

Mais l'examen de la figure I suggére de ne pas en¥

visager un rdle essentiel du courant de cycle.

En effet, la titration de la fonction phénol se
traduit par une forte diminution de 1l'inéquivalence des
protons o de Gly 3 : les protons R et S glissent respecti-
vement vers les bas et hauts champs. Mais leur "déplacement
chimigue moyen" reste pratiquement constant, il est voisin
de celui des protons o Gly 3 de l'isomére cis. Si la réduc-
tion de l'inéquivalence est due 3 une diminution de 1'effet
du courant de cycle de la tyrosine, on peut s'attendre 3 un
glissement vers les bas champs du "déplacement moyen"
(déblindage) . Ceci est contraire & nos résultats.

En conséquence, il est probable que la diminution
de l'inéquivalence correspond & une flexibilité accrue de‘
la chaine principale, d'autant plus que les déplacements
chimiques des H, Gly 3 de 1l'isomére trans deviennent trés
voisins de celui des Ha Gly 3 de l'isomére cis pour lequel
une structure flexible a été& proposée.

La comparaison des résultats obtenus pour Tyr Pro
Gly Gly et Phe Pro Gly Gly montre que l'accroissement de la
flexibilité (premier modéle, isomére trans) est en relation
avec l'apparition de la charge négative sur la fonction phé-
nol, mettant en é&vidence son rdle dans la transition confor-
mationnelle.

De la discussion qui vient d'étre présentée, il
ressort que l'inéquivalence peut étre analysée pour proposer
une conformation assez ordonnée de notre modéle (isomére

trans, pH < 10).
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Les valeurs différentes,pour les isoméres cis et
trans,des distributions des rotaméres latéraux de la tyro-
sine sont vraisemblablement en relation avec les conforma-

tions spécifiques des chalines principales correspondantes.

La population de 1l'orientation tg (75 %) pour
l'isomére cis est sans doute a4 rapprocher de celle obser-
vée pour le dérivé protégé en solution dans le DMSO (=70 %)
ol une structure désordonnée, flexible du modé&le a été pro-
posée. En ce qui concerne l1'isomé@re trans, la distribution
quasi statistique des populations de rotaméres traduit le
peu d'influence de l'environnement local de la tyrosine, en

-

particulier on pouvait s'attendre 3 un effet d'orientation
induit par la charge positive de 1'ion ammonium situé 3 pro-
ximité. S'il est difficile d'évaluer la participation spéci-
fique de tous les phénoménes qui régissent la distribution
des populations, il faut tout de méme signaler que dans 1l'hy-
pothése de la conformation repliée, 1l'approche des ions car-
boxylate et ammonium tend &8 neutraliser les charges. Ceci
peut dans une certaine mesure rendre compte des résultats ob-

tenus.

Cette hypothése a également été proposée par
B. HECQUET & l'issue d'études d'extinction par Cs+ et T
de la fluorescence du noyau aromatique de Tyr Pro Gly Gly.
Il a en effet constaté que la constante de vitesse de la réac-
tion de chacun de ces ions est la méme, ce qui n'est conceva-
ble que si la charge positive de l'extrémité N terminale est
suffisamment neutralisée pour éviter les effets d'attraction

ou de répulsion selon la nature de l'ion.

L'étude comparative de Tyr Pro Gly Gly et de Phe
Pro Gly Gly permet de tirer quelques conclusions :

1 - L'inéquivalence des protons o de Gly 3 et Gly 4
suggére une structure plus organisée de 1'isomdre trans alors que
leur équivalence pour l'isomére cis correspond & une structure
flexible.

2 - Les distributions des populations de rotaméres

des résidus aromatiques (Tyr et Phe) sont en accord avec ces




propositions, en particulier la distribution quasi-statistique

(isomére trans) s'interpréte en partie dans le cadre de la
structure repliée pour laquelle les extrémités polaires

(N et C terminales) se neutralisent au moins partiellement.

3 - Pour l'isomére trans, la titration de la fonc-
tion phénol (pH = 10) rend la chaine principale davantage
flexible et modifie la force de l'interaction entre le cycle
pyrrolidine de la proline et celui du phényle de la tyrosine

conduisant 3 une mobilité restreinte de la chaine latérale

du résidu aromatique.

4 - Lors de l'étude de la séquence Tyr Pro Gly Gly
en solution dans le DMSO, il n'est pas apparu de comporte-

ments trés différents des isoméres cis et trans, contrairement

aux conclusions de la présente étude.

L'augmentation du pouvoir dissociant du solvant mo-
difie les forces susceptibles de stabiliser des structures
repliées et en particulier, celles-ci ne paraissent plus suf-

fisamment efficaces dans le cas de l'isomére cis.
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II - Gly Pro Tyr Gly

1 - Spectre (XXI)

a : solvant DZO pH = 6,3

b : solvant : 90 % HzQ, 10 & D20 pH = 5,1

2 - Commentaires

- protons amides

L'isomérisation cis trans de la liaison amide

Gly - Pro donne lieu a l'observation de résonnances spé-

cifiques aux protons amides de chaque isomére.

- protons 0O Gly

- Isomére trans. Les protons a Gly 1 et Gly 4 sont
inégquivalents AS(Gly 1) = 0,08 ppm, A8(Gly 4) = 0,28 ppm.

~ Isom@re cis. Seuls les signaux Ha de Gly 4 peu-
vent étre observés ; l'inéquivalence, A§ = 0,07 ppm, est
nettement plus faible que celle des Ha du résidu Gly 4 de

l'isomére trans (028 ppm).

- protons B, Y Proline

Les résonnances des 4 protons B, y sont bien sépa-
rées. L'attribution a pu étre faite par découplage du pro-

ton o et des protons §.

3 - Variations du pH

~ protons amides

-~

Des comportements analogues a ceux présentés pour
le modéle Tyr Pro Gly Gly ont été observés ; en particulier,
lorsque le pH croit, le rapport des intégrales des résonnances
NH Tyr 3 / NH Gly 4 est nettement inférieur 8 1 (3 pH 6,7 on
obtient 0,3). Une interprétation a déja été proposée au para-

graphe précédent.
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~ protons o (Fig. X)

- Gly 1. L'augmentation du pH réduit 1l‘'inéquiva-
lence des 2 protons a . Dans 1‘'hypothése d'une interaction
entre les extrémités polaires, la neutralisation de 1l'extré-
mité N terminale (ion ammonium) réduit la force de cette in-
teraction ce qui peut permettre des mouvements de rotation

plus libres autour des liaisons simples.

- Pro 2. Dans toute la gamme de pH étudiée, les
constantes de couplage du proton o et des protons B sont
voisines de 8,5 Hz et 4,5 Hz, valeurs proches de celles rap-
portées par Torchia (18) pour la polyproline II et Toma et
coll. (19) pour Gly Pro Leu Gly. En accord avec ces auteurs,
1'hypothése de 1l'interconversion des formes endo, exo du

cycle pyrrolidine est retenue.

- Gly 4. Les 2 protons glissent vers les hauts
champs quand on titre la fonction acide carboxylique, mais
l'effet est nettement plus marqué pour le proton de configu-
ration R (Isomé&re trans). Pour quelques valeurs du pH, les
résonnances des protons o Gly 4 de 1'isomére cis ont é&té

observées, ces protons restent peu inéquivalents.

- protons B Tyr

L.es déplacements chimiques et les distributions
- - + + - .
des populations des rotaméres tg , tg , g g sont reportés

respectivement sur les figures XI et XII.

En augmentant le pH, l'inégquivalence croit ; elle

passe par un maximum au point isoélectrique.

La distribution des populations n'est pas fondamen-
talement modifiée par la variation du pH. L'effet le plus
marqué semble situé vers pH = pKl(titration de la fonction C

terminale) .
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et Yy Pro (Figure XIII)

*\\\‘*‘ ' @ .

|

Variations

pH

FPIGURE XIIT
des déplacements chimiques des protons B, Y Pro

de Gly Pro Tyr Gly en fonction du pH

Les protons B et Yy les plus sensibles aux varia-

tions du pH

sont ceux qui résonnent a champ plus é&leveé.

Lors de la titration de la fonction phénol, l'iné-

quivalence des protons B decroit contrairement & ce qui est

observé pour les protons Y.

4 - Variation de température (isomére trans)

Les déplacements des protons NH ont été suivis

en fonction

leurs du pH

de la température. Ceci a été fait pour 2 va-

: pH : 6,7 (forme zwitterionique)

pH : 2,1 (forme cationique)




Les coefficients de température sont reportés
dans le tableau I.

Valeurs du pH 2,1 6,7

AS/At NH Tyr 3 5,8 4,6

AS/At NH Gly 4 4,2 2,6
TABLEAU T

Coefficients de température (x103ppm/°) des
protons amides de Gly Pro Tyr Gly pour 2 valeurs du pH

Il est difficile de comparer entre elles des va-
leurs obtenues pour des pH différents. Mais pour une valeur
donnée du pH, le rapport des coefficients de température ob-
tenus pour les protons amides des résidus Tyr 3 et Gly 4
donne une idée des accessibilités relatives.

Pour pH 2,1, le rapport des coefficients de tempé-
rature NH Gly 4 / NH Tyr 3 est de 0,72 et pour pH 6,7, il
est de 0,56. Aussi, on peut penser que le proton NH de Gly 4
est moins accessible gquand le modéle est sous forme zwitte-

rionique.

5 = Discussion

De la comparaison des résultats obtenus pour Gly
Pro Tyr Gly avec ceux déja discutés pour les séquences Tyr
Pro Gly Gly et Phe Pro Gly Gly, il ressort un point commun
essentiel : l'inéquivalence des protons o Gly 4 est nette-
ment plus élevée pour 1l'isomére trans que pour 1l'isomére cis.

Ce résultat a déja été discuté et interprété en
terme de conformation repliée pour l'isomére trans et de
structure plus flexible pour 1l'isomére cis (cf. paragraphe I).
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essentiellement vers la proline (tg = 60-70 %). Aussi une
modification de la valeur de xz doit perturber non seule-
ment les protons B Tyr (effet du courant de cycle), mais
aussi le proton B proline le plus proche du phényle et dans
une moindre mesure, l'un des protons y. Il est intéressant
de noter qu'effectivement les protons B et Yy Proline les
plus influencés par la variation du pH sont ceux dont les
résonnances sont 8 haut champ (plus proche du phényle).

Une hypothése est alors proposée : la modifica-
tion de l'état ionique de la chaine principale du dérivé
modifie surtout la valeur de 1l'angle Xgpe




III - Gly Pro Gly Tyr

1 - Spectre (XXII)

a : solvant D20 pH = 6,1

b : solvant 90 % H

O -10 % D,O pH= 5,4

2 2

2 - Variation du pH

Seules les résonnances de l'isomére trans ont pu

étre suivies.

- Hu Glycine (Figure XIV)

- Résidu Gly 1. Les 2 protons o sont équivalents.

La titration de l'extrémité N terminale (pH = pK, = 8,5)
fait glisser vers les hauts champs le singulet de Gly 1.
Lors de la titration de 1l'extrémité C terminale (pH = 3,1) ?
un trés léger effet de blindage est &galement observé. Aus-
si, l'hypothése d'une certaine proximité entre les extrémi-
tés peut étre avancée (repliement de la structure) ceci est
en accord avec les conclusions de Fermandjan et coll. (12)

pour 1l'étude par RMN du 13C de Gly Pro Asn Gly.

- Résidu Gly 3. Les 2 protons 00 Gly 3 sont inéquiva-
lents (sauf pH < pK,). L'augmentation du pH fait glisser
vers les hauts champs le "déplacement moyen" (augmentation

de la densité électronique de l'extrémité C terminale).
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Aussi l'analogie des résultats laisse supposer que les iso-
méres cis et trans de Gly Pro Tyr Gly adoptent des confor-
mations proches de celles proposées pour les formes isoméres
de Tyr Pro Gly Gly.

En ce qui concerne l'isomére trans, les résultats
des effets de température s'accordent bien avec 1'hypothése
du repliement : le proton NH du résidu Gly 4 est assez bien
prot&gé (A8/0t = - 2,6 . 1073

bilisateur de l'interaction électrostatique entre les ex-

ppm/° & pH 6,7). Le rdle sta-

trémités polaires est mis en évidence par la comparaison
des rapports des coefficients de température du tableau I :
le proton NH Gly 4 est mieux protégé dans le zwitterion que
dans la forme cationique.

Pour ce qui est de l'inéquivalence des protons B8
tyrosine,seuls les résultats obtenus de pH acide 3 pH neutre
sont discutés : les variations observées peuvent alors &tre
mises en relation avec l1'état ionique de la chalne princi-
pale (la fonction phénol n'est titrée qu'd pH bien plus
éleveé) .

L'augmentation de 1l'inéquivalence quand on passe
de pH 1,8 ( A§ = 0,16 ppm) a pH = 6,7 ( AS = 0,38 ppm) peut
étre exprimée par des modifications des environnements ma-

gnétiques de chacun des protons B tyrosine.

Ceci peut se faire au moins par deux contributions

1 - Modification des positions des protons B Tyr

par rapport & la chaine principale (variation de xl)

2 - Modification des positions de ces mémes protons

vis-d-vis du phényle (variation de xz).

En ce qui concerne le premier point, les faibles mo-
difications des populations des rotaméres (Fig. XIT) ne parais-
sent pas susceptibles d'exprimer 1'augmentation de 1'inéquiva-

lence des 2 protons B Tyrosine (Fig. XI).

Pour ce qui est de la rotation autour de l'axe CBCY (Xz)

il faut rappeler que le phényle de la tyrosine est orienté
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- HB Tyr

L'analyse des massifs Hy Tyr permet d'obtenir les
variations,en fonction du pH,des déplacements chimiques
(Fig. XV) et des distributions des populations de rotaméres
(Fig. XVI).

Les résonnances des protons B Tyr glissent vers
les hauts champs lors de la titration des fonctions acide
carboxylique et phénol.

3 - Discussion

Pour la séquence Gly Pro Gly Tyr, l'inéquivalence
des protons B Tyr reste constante (Fig. XV), alors que pour
le modéle Gly Pro Tyr Gly, 1'écart des déplacements chimi-
ques dépend de 1'état ionique de la chaine principale
(cf. paragraphe II).

Il n'est pas évident d'interpréter les résultats
spécifiques 3@ ces deux séquences. Il semble cependant que
les observations expérimentales puissent &tre mises en re-
lation avec les hypothéses des structures repliées des chai-
nes principales. Pour l'une et l'autre séquences, le résidu
aromatique occupe une position dont la fonction dans le re-
pliement est trés différente; en particulier lorsqu'elle est
en 3éme position, la tyrosine participe avec le résidu pré-
cédent, la proline, au retournement d 180° de la chaine pep-

tidique.

En ce qui concerne les variations des populations
de rotaméres, elles ne sont notables, compte tenu de la pré-
cision expérimentale, que lors de la titration de la fonc-
tion acide carboxylique. Le rotamére tg+ oriente le phényle
vers l'extrémité C terminale, aussi quand 1a'valeur du pH
augmente, la diminution de la population de l'orientation tg+
(aux environs de pH = pKl) peut s'interpréter sur la base

d'une répulsion phényle - ion carboxylate.

Le résultat observé pour la population du rotamére
tg_ est plus inattendu. La conformation tg de la chafne laté-

rale tyrosine est celle qui éloigne le plus 1l'ion carboxylate
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et le phényle ; cependant lors de la titration de la fonction
acide, cette population est la plus en régression. Ce résul-
tat n'est pas simple & interpréter. Il est possible que la ti-
tration de l'extrémité C terminale implique des modifications
de la conformation de la chaine principale et que celles-ci
défavorisent davantage l'orientation tg". I1 faut noter que
dans le DMSO, un résultat analogue a pu étre observé : la dé-
protection des extrémités N et C terminales s'est traduite
par une forte diminution de la population tg , en corrélation
la séquence peptidique qui est désordonnée a 1'état protégé,
parait repliée lorsqu'elle est sous forme d'un zwitterion
(cf. ch. V).

L'origine de 1l'inéquivalence des protons o Gly a dé-
j@ été discutée (ler paragraphe), les résultats obtenus pour
ceux de Gly 3 (Fig. XIV) permettent d'apporter guelques pré-
cisions. En effet, leur inéquivalence est trés sensible a la
titration du groupe COZH. Dans 1l‘'hypothése du gradient de champ
électrique présentée au paragraphe I, l'asymétrie & prendre
en compte pour exprimer 1l'inéquivalence des Ha Gly 3 est par

conséquent celle induite par le résidu tyrosine porteur de

-

l'ion carboxylate. On peut donc s'attendre d observer un effet
sur les 2 protons B de la tyrosine plus proches du centre d'asy-
métrie. Or l'inéquivalence de ces 2 derniers n'est pas perturbée

par la titration de l'extrémité C terminale.

Cette observation expérimentale - mangue de corrélation
entre les variations de l'inéquivalence des protons o Gly 3 et
B Tyr 4) - semble donc réfuter une fois de plus la théorie du
gradient de champ et donc parait appuyer 1l'hypothése de Jardetzki
et coll. sur l'origine conformationnelle de 1l'inéquivalence

(restriction de la liberté des mouvements).




- 253 -

CONCLUSION

Les variations des déplacements chimiques des
protons a Gly et B Tyr ainsi que celles des populations des
rotaméres tgg, tg+, g+g— ont été étudiées en fonction du pH.

Les résultats obtenus paraissent mettre en évi-
dence une différence des conformations des isomé&res cis et
trans (autour de la liaison X~Pro). En effet, en accord
avec des données de la littérature, la conformation de l'iso-
mére trans semble repliée, alors que celle de l'isomére cis

parait plutdt désordonnée.
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Des données radiocristallographiques de protéines
globulaires ont montré que les chaines principales se replient
a 180° , le plus fréquemment par l'intermédiaire de coudes B
qui font participer 4 résidus consécutifs.

Certains travaux théoriques sur ces structures cou-
dées ont conclu que ces repliements sont stabilisés par des

interactions 38 longue distance.

Cependant des études récentes ont montré que des
peptides linéaires de petite taille peuvent aussi adopter 1la
conformation en coude B. A ce propos, le r8le essentiel du

résidu proline a pu étre mis en évidence.

L'existence d'une organisation spatiale particu-

liére (ou son aptitude & 1'adopter) peut avoir un rSle essen-

tiel sur la réactivité.

Dans ce contexte, nous avons entrepris 1l'étude de
la conformation de peptides modéles par une technique spec-

troscopique : la ré&sonnance magnétique nucléaire.

La détermination de la conformation par RMN d'une
molécule de peptide comporte pour l'essentiel trois étapes.

D'abord, les résonnances sont attribuées par des
techniques de découplage. Ensuite, des méthodes sont mises
en oeuvre pour préciser la nature flexible ou structurée de
la molécule de peptide (effets de température, de solvants...).

Enfin, dans 1l'hypothése oll une conformation privi-
légiée peut étre avancée, l'utilisation d'une relation de
type Karplus permet d'analyser les constantes du couplage
des protons o et amide en vue de proposer des valeurs des

angles de torsion autour des liaisons simples N - Cu.

La mise en application de ces méthodes pour 1l'étude

de nos modéles a abouti aux conclusions suivantes :

En solution dans le DMSO, les peptides protégés
adoptent des structures flexibles, ce qui est d@ sans doute
d la capacité du DMSO 3 solvater les protons amides et par
conséquent 3 défavoriser l1l'établissement de liaisons hydro-
géne intramoléculaires susceptibles de stabiliser une confor-{

mation préférentielle.
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A partir de cette hypothése, nous avons cherché
3 favoriser une structure stable en essayant d'augmenter
les forces d'interaction stabilisatrice dans la molécule.
Ceci peut étre fait soit en substituant au DMSO un solvant
peu polaire (par exemple le chloroforme) ou soit en enle-
vant les protections N et C terminales de nos modéles :
les zwitterions résultants peuvent alors adopter des con-
formations stabilisées par des interactions électrostati-
gues entre les extrémités polaires.

Dans 1'un et l'autre cas, l'interprétation des
résultats RMN a permis de proposer des structures repliées
autour des séquences Pr02X3.

L'analyse des couplages vicinaux montre que pour
deux des modéles étudiés, le type de repliement peut étre

précisé :

B pour la séquence Gly Pro Tyr Gly

I
BII pour la séquence Gly Pro Gly Tyr

En ce qui concerne la stabilisation des confor-
mations repliées proposées pour nos dérivés en solution
dans le chloroforme, il semble qu'elle soit essentiellement
assurée par une liaison hydrogéne NH (ler résidu)....
O = C (4&me résidu) avec une participation dans certains
cas de celle qui implique le NH du 4éme résidu et le carbo-

nyle du premier résidu.

Pour les zwitterions en solution dans le DMSO, pobe
l'interaction électrostatique entre les extrémités polaires | o
parait jouer un réle déterminant pour stabiliser le replie-
ment de structure. .

En outre, la conformation des chaines latérales a

pu étre précisée. En particulier, les populations des rota- e

méres latéraux de la tyrosine ont pu étre calculées a par—‘

tir des relations de Pachler.

Les blindages observés sur les protons B8 Pro de
la séquence Gly Pro Tyr Gly ont &té interprétés sur la base

d'un effet de courant de cycle du phényle de la chaine




latérale de la tyrosine. C'est ce qui a permis, en accord

avec les données de la littérature, d'attribuer les popu- {

i

o . . \ - + -
lations des rotaméres aux trois orientations tg , tg+, g g .\

Par conséquent, en ce gui concerne les é&tudes dans
le chloroforme et le DMSO, la mise en oeuvre des méthodes
habituelles de l'analyse conformationnelle ont permis de
conclure.

A la fin du travail présenté, une &tude de nos dé-
rivés en solution dans l'eau a été entreprise, mais les in-
formations sont plus délicates a interpréter. En effet, le
pouvoir dissociant élevé de ce solvant diminue les forces
d'interaction qui stabilisent le repliement : la flexibilité
augmente. Mais il est difficile d'estimer avec précision le
comportement dynamique de nos modéles par les méthodes habi-
tuelles. Il faut alors chercher & acquérir des données sur
les vitesses des mouvements de rotation autour des liaisons
simples, c'est ce qui peut é&tre fait par la mise en oeuvre
de techniques mieux adaptées & 1l'étude de la dynamique des

molécules, en particulier par des techniques de relaxation.

La résonnance magnétique nucléaire n'est pas bien
entendu la seule technique de 1l'analyse conformationnelle.
D'autres techniques spectroscopiques sont également utilisées

I.R., Raman, fluorescence, dichroisme circulaire...

La différence essentielle entre ces techniques et
la RMN, c'est que cette derniére permet d'accéder & des in-
formations sur la conformation locale d'un résidu dans une
séquence peptidique alors que les autres techniques sont
mieux adaptées & une analyse du comportement global de la mo-
lécule. Ceci ne signifie pas qu'en tout état de cause, la
RMN doit é&tre préférée aux autres méthodes spectroscopiques
car il est bien évident qu'i partir du moment oll le spectre

RMN est trop fouillé, donc peu exploitable, le recours a

o

l'une des techniques précédentes est la solution qui s'impose.\

Si dans le cas des oligopeptides, on peut considé-
rer que la RMN posséde un avantage certain sur les autres mé-

thodes, par contre en ce qui concerne les protéines la
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situation opposée est fréquente. I1 faut cependant signa-
ler que des progrés techniques récents laissent entrevoir
pour la RMN des possibilités intéressantes (par exemple,

la RMN 3 deux dimensions) .

En résumé, ce travail a permis d'aborder les mé-
thodes et techniques de la RMN utilisées pour l'analyse !
conformationnelle et d'apprécier les limites de leur uti- |

lisation.

Les modéles &tudiés ne constituent pas une fin
en soi, mais l'expérience acquise peut permettre d'abor-
der 1l'étude de problémes plus complexes. En particulier,
le comportement dynamique des peptides impliqués dans des
processus de type biologique parait présenter un grand in-
térét. Mais cette &tude ne peut se concevoir que dans le

cadre d'une étroite collaboration entre chimistes, physico-

chimistes et biologistes.

C'est dans cette optique que nous souhaitons déve-

lopper la suite de notre activité.




