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INTRODUCTION

Le

)

ait d'établir des corrélations entre la structure
conformationnelle et 1l'activité des molécules biologiques est
apparu,depuis de nombreuses années comme une aide précieuse & la
connaissance des mécanismes impliqués dans le fonctionnement de ces

molécules.

Dans le domaine des macromolécuies biologiques, le groupe
auquel j'appartiens s'intéresse aux glycoprotéines (Dr Mme
M.H.LOUCHEUX-LEFEBVRE). En particulier,il y a été montré que le résidu
aminoacide sur lequel était attachée la chaine glycannique é4tait
toujours situé dans un coude Béta(P—Turn)(ref.1,2). Cette
propriété a été exploitée lors de 1'étude de‘N—Glycosylation IN-VITRO
réalisée par J.P AUBERT(3,4) sur des peptides modéles contenant la
séquence code Asn-X-Ser(Thr) & 1l'aide de Dolichylphosphate
oligosaccharidique en présence de membranes contenant 1'équipement
enzymatique nécessaire au transfert de la chaine oligosaccharidique

sur le régidu Asparaginyl.

Cette glycosylation n'est réalisable que si le peptide
accepteur adopte une structure secondaire en coude Béta.Il y a alors
une interaction spécifique entre le peptide en coude P et 1l'enzyme
dolichylphosphate oligosaccharide transférase(5).

Ces résultats rendent parfaitement conpte de ce qui se passe
INT-VIVO:La N-Glycosylation s'effectue au cours de 1'élongation de la

chaine protéique sur les polysomes attachés aux membranes du réticulum
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endoplasmique; Le squelette peptidique se replie et adopte 1z

configuration privilégiée qui permettra & la glycosylation de se

faire par 1'intermédiaire de 1lipides tfansportant une chaine
oligomannosidique.

L'orientation spatiale précise des chaines glycanni ques dont

la synthése est achevée au niveau de 1'appareil de GOLGI,leur permet

d'aquérir leurs fonctions spécifiques.

Des études physicochimiques (Résonance Magnétique
Nucléaire, dichroisme circulaire) de peptides modeéles préparés dans
le laboratoire par Melle N.HELBECQUE ont ét¢ également mendes:elles
constituent un complément indispensable aux études de glycosylafion

IN=-VITRO (5L ).

Mon travail s'est inséré tout naturellement dans

cette démarche scientifique par 1'intermédiaire d'une collaboration
avec le Labor‘afoire de Physique de 1a Paculté de Pharmacie de LILLE (Pr
G.FLEURY).Les activités de ce groupe sont axdes essentiellement sur
les spectrométries vibration nelles de Diffusion RAMAN et
d'absorption Infrarouge.

J'y ai bénéficié de la compétence scientifique de G.VERGOTEN
dans les domaines de calculs de fréquences vibrationnelles

(Programmes de 1l'dquipe de TOKYD du Pr T.SHIMANOUCHI).

La these que je présente est donc le résultat de 1la
collaboration entre ces deux 1laboratoires;elle m'a permis de
déterminer les fréquences vibrationnelles de peptides adoptant une

structure en coude Béta.



CHAPITRE I

PROBLEMES BIOLOGIQUES ET
PHYSICOCHINIQUES CONCERHNANT LES

REPLIEMENTS DANS LES PROTEINES

A) IMPORTANCE BIOLOGIQUE DES COUDES ?

A-1)Qu'est-ce qu'un coude?

Les coudes(Reverse Tarns),sont des
structures adoptées par des séquences peptidiques composées en
général de quatre(coude P) ou de trois (coude Gamma) résidus
consécutifs (6,7)qui permettent & 1a chaine peptidique de se replier
sur ellejméme et de former des liaisons Hydrogeéne stabilisant la

structure (Fnergie conformationnelle minimum). Un certain

..3._
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1 B-turns I S - TURN
Fig A,
ref M.A KHALED (35 )

Standard Bend Types?

Dihedral Angles, degreesd

Type Bi+1 Vit biv2 Vira

1 —60 —30 —90 0

r ' 60 30 20 0

It . —60 120 80 0

I 60 —120 —80 0

I —60 —30 —60 —30

nr 60 30 60 30
v any of bend types [ through Il with two or more dihedral

angles ;. |, Wiry, Oi+ 2, O Yi s differing by at least 40° from
typical dihedral angles given above

v —80 80 80 —80
v’ 80 —80 —80 80
VI - a cis peptide bond between residuesi + 1 and i + 2
VI a kink in the peptide chain created by i{y;+} > 140" and

Weal < 60°, 0r 1Y | < 60° and (5431 > 140°

ref S.SCOTT ZIMMERMAN,H.A SCHERAGA Table A,
Biopolymers 16 811-843 (1977)
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nombre de facteurs favorisent la formation de telles structures:Par
exemple,certains résidus d'acides aminés présentent une probabilité
élevéed'@trelocalisésdansuncoudeP.C'estlecasdeZUaProline,dela
Glyéine,de l'Asparagine et de 1la Sérine.Des interactions &

courte,moyenne et longue distances peuvent stabiliser certains

coudes,telles les forces d'interaction dipolaires(a),les liaisons
hydrophobes(b)ou hydrogene(c).Les interactions(a,c) s'établissent
en général du c8té des extrémités N et C terminales et les liaisons(b)
au "coeur"de la prot&ine.

Seuls les coudes P ont fait jusqu'a ce jour 1'objet d'un nombre
d'études physicochimiques suffisant pour €tre bien définis.La figure
A1 schématise la structure générale des coudes les plus fréquemment
rencontrés et la table A-1 donne les valeurs des angles diddraux des
résidus en 2éme et 3éme pogitions(i+1,i+2) caractéristiques de chagque
coude.La figure A2 définit le sens des‘angles diedraux suivant la

convention IUPAC-IUB COMMISSION ON BIOCHEMICAL NOMENCLATURE( 8 ).

Clest C.M.VENKATACHALAM(Q)qni, le premier a défini les
caractéristiques correspondant & trois coudes B,et depuis,un certain
nombre d'autres types de coudes ont été identifiés(Table A-1).Les
coudes I,II,III ainsi que leur image dans un miroir(coudes
I',I1',II1')avaient identifiés par VENKATACHALAM. Dans les
protéines,ce sont les coudes B de type I qui sont le plus souvent

rencontrés puis ceux de type II et enfin de ceux de type III.

A-2) Importance biologique des coudes.

On estime,i partir d'études faites
par diffraction des rayons X réalisées sur 29 protéines globulaires

que le nombre de résidus engagés dans les coudes correspondait environ
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4 un tiers de l'ensemble des acides aminés favorisant la présence
d 'une structure compacte. |

Les coudes correspondent & des zones hydrophiles qui sont
localisées & la surface de la protéine(10) en confact avec le milieu
extérieur(eau) alors que les résidus hydrophobes se trouvent de
préférence au centre de la molécule ou les contacts"résidu-résidu"
1'emportent sur les contacts"résidu-solvant” (11). Ainsi,les acides
aminés localisés dans le coude pourront 8tre le siége de certaines
modifications chimiques post-transcriptionnelles que subissent les
protéines. Ceci est particuliérement importaht 4 considérer puisque
120 dérivés d'acides aminés ont été identifiés & partir d'un grand

nombre de protéines appartenant 4 des organismes différents (12).
En d'autres termes,une fois biosynthéthisée,la protéine subit

un certain nombre de modifications chimiques.II semble logique,a
priori,de penser que ces transformations ne peuvent se faire qu'en
certains sites correspondant & une "présentation privilégiée" des
chaines 1latérales des résidus impliqués.Dans 1'évolution des
protéines homologues,la grande majorité des mutations se font de
manidre telle que les coudes soient conservés.

De plus en plus on relie 1'activité biologiques des protéines &
leur structure tertiaire ;C'est donc gréce & 1'existence de coudes que
peuvent @tre expliquées certaines réactions .

C'est le cas par exemple de certains mécanismes de régulation
(Phosphorylation-déphosphorylation) de 1l'action de différentes

hormones ,des réactions de glycosylation etc...(ﬂS).

Citons pour exemples quelques cas cas remarquables:

a) les glycoprotéines et l'existence d'une relation
N-Glycosylation- existence d'un coude B au site de N-
Glycosylation:Asn-X-Ser(Thr).

Nous avons déja traité ce probléme dans l'intro-
Ny



b) Les neurotoxines et cardiotoximes des venins de serpent
(Asian Cobra)(1a,15,16,17,18),d'anémones de mer (19)et
d'abeilles(20,21,22).Ces peptides sont constitués d'une soixantaine
de résidus .De nombreuses études physicochimiques leur ont été
consacrées,principalement en diffraction des rayons R.X(14,23,24 ) ,en
diffusion RAMAN{15,24,25,26,27) ,en dichroYsme circulaire et méthodes
de prévisions de structures de CHOU et FASMAN (16.,17.,20,21,29) ainsi
que par Résonance Magnétique NucléairéﬁB;zz,ze;ZQ)..

Ces techniques ont montré l'existence dans ces peptides de
coudes permettant le repliement de la molécule en trois boucles
stabilisées & la fois par quatre ponts disulfures et par des
interactions entre groupements terminaux chargés.(FigA3). De plus,il
a été montré qu'un résidu tyrosyl,un résidu tryptophanyl et un
aspartyl,localisés aux environs immédiats des coudes jouaient un réle
important dans l'activité biologique de ces peptides.

.On sait maintenant que 1'activité biologique des neurotoxines
eat reliée A leur organisation spatiale (structure tertiaire):Les
neurotoxines se lient & un récepteur protéique au niveau post-
synaptique et bloquent la transmission de 1'acétylcholine en inhibant
la transmission nerveuse a la jonction neuromusculaire. Les
Cardiotoxines se lient & un récepteur de type lipidique et provoquent
un réarrangement structural de la membrane en inactivant la Na+-K+
ATPase.

Ces différences de mécanisme ont été reliés & des différences de

structure (17).

c)L'action hormonale de peptides post-hypophysaires a également
été étudiée.Ces peptides favorisent le transport actif du Na+.Citons

plus spécialement 1'Ocytocine qui stimule la contraction utérine et

favorise 1'expulsiondu lait maternel,laVasopressine qui favorise la

-9-



réabsorption rénale de 1l'eau (30,31,32).L'Angiotensine

IXI(octapeptide) ou sont présents & la fois des coudes Béta(p) et
Gamma(¥) est un agent hypertensif rénal dérivé du substrat de la
Rénine;Ce substrat étant.une alpha2 globuline du plasma synthétisée

dans le foie.

De nombreux autres cas de peptides biologiquement actifs peuvent
e donnés comme par exemple:Les peptides stimulant la phagocytose
dans les granulocytes tels la Tuftsine (Thr-Lys-Pro-Arg) (33,34). -La
Propoélastine (35) & séquences répétitives (L-Val-L-Pro-Gly-Gly).

*Les peptides montrant des activités antibiotiques comme 1la
Gramicidine S dont l'activité dépend de deux chaines 1latérales
Ornithine voisines,la Valinomycine qui agit sur les membranes en
causaqt une forte augmentation de la perméabilité des ions K+(36) et
1'Isoleucinomycine(37)(FigA4). |

Dans tous ces exemples,l' existence de coudes a été mise en
éiidence.Ces recherches illustent bien la place accordée par les
Biochimistes et les Physicochimistes au probléme de la relation

Structure~ Activité Biologique.
Deux publications générales récentes résument parfaitement
l'ensemble des travaux acquis dans ce domaine (J.A SMITH,L.G PEASE(38)

et C.TONIOLO(39)).

A-3)Techniques Physicochimiques d'analyse des conformations:

A-3a)Diffraction des rayomns X:
De nouvelles méthodes d'analyse par"phase directe" (37,40)
permettentd'étudierlespeptidessansl'interventiond'atomesloﬁrds

(41,42).C'est une méthode intéressante pour connaitre le pourcentage
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d'isomérie Cis-—Trans autour d'une liaison X-Pro(43.,4 4,45,46) .Elle a
permis de montrer que l'isomére Cis était surtout présent dans les
peptides cycliques.

C'est & partir de la détermination par RX des structures
secondaires des protéines que se sont dégagées diverses méthodes de
prévisions conformationnelles,principalement celle développée par
CHOU et PAS!AI(41W48,49).Cependantlesrésultatsdediffractionpar
RX qui permettent d'obtenir 1la structure cristalline et les
conformations de plus basse énergie engagées dans des liaisons
intermqléculaires ne donnent pas ' forcément 1la (ou 1les)
conformation(s) en solution.

Une corrélation entre angles diedraux et type de coude a été
formulée d'aprés 1l'analyse des résultats en RX d'abord par
VEHKAIACHAL@! (&) puis par d'autres auteurs &a partir de
protéines:LEWIS et AL (§0),DICKERSON et AL (5%).

A-3b)Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire:

Divers procédés sont utilisés en RMN du proton pour déterminer les
différentes conformations en solution:
*L,'exposition ou la dissimulation des protons amide(CONH) aux
solvants (52,5 3,54,5'5,;) permet de dire si ces protons sont accessibles
ou non,donc s'ils sont engagés ou non dans une structure donnée.
*La dépendance des déplacements chimiques des protons NH aux

{
variations de température permet également de mesurer 1l'état de

liaison du proton considéré.

*L'effet OVERHAUSER (NOE)(52,56) homo et hétéronucléaire suit
une loi de variation en 1/1'-6 (r étant la distance entre les deux noyaux
considérés)etpermetd'établirleurspositionsrelatives(57,58,59).

*Lamesure des temps de relaxationen 13C (55) permet de mesurer

11-
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la mobilité du noyau considéré.
*L'utilisation de 1la dépendance conformationnelle des
constantes de couplage J3 NH-CH (56) en fonction des angles diédraux .

*L'ytilisation des Lanthanides(60,61).

Les nombreux travaux qui découlent de ces expérimentations ont pu
montrer que la RMN était une des techniques les plus efficaces
d'analyse de la conformation des peptides possédant une structure en
coude P comme par exemple les unités répétitives de la Tropoélastine
(7 ,.59,,62‘) ou en coude Gamma(Y)(63) pour la Bradykinine et ses
analogues ,ainsi que pour des peptides cycliques possédant & la fois

des coudesP et Y (64).

A-3c)Dichroisme circulaire:

Le dichroisme circulaire refléte les positions relatives des
chromophores présents dans une structure peptidique engagée dans une
conformation secondaire définie.

R.¥W WOODY (65) a calculé les spectres théoriques de
dichrofsme circulaired'oligopeptides adoptant une structure en coude
B- La-fig A5 donne 1l'allure des spectres dichroiques pour les turns P
I,II,III et la tableA-2 donne le classement des types de coudes suivant
les domaines de longueur d'onde du maxima et du minima de la différence
d'absorption entre la composante gauche et la composante droite d'une
lumiére incidente polarisée circulairement.

Ces données théoriques sont en accord avec les spectres
expérimentaux déterminés depuis & partir de peptides adoptant une
structure coudée (66,67,68,69) .

*Dans les protéines ou les coudes P I et F II sont les plus
fréquents ,le spectre résultant en dichroisme circulaire de 1la

contribution des P turns peut 8tre considéré comme étant constitué de

L B



deux bandes négatives 4 225nm et 190nm environ et une ﬁande positive
vers 205nm. Le spectre dichroique résultant de 1l'ensemble des
contributions des structures secondaires (Hélice alpha,chaine P// et
F}%structure désorganisée R.C,P turns) peut &tre décomposé pour
donner le pourcentage de contribution de chaque structure.

Ceci nécessite de choisir de bonnes références et se fait &
partir des contributions données par chacune des structures de
polypeptides modéles (fig A5 poly-L-Lysine) ou encore & partir d'un
enseﬁble de protéines dont les structures sont connues(fig AS')

(10,74).
A chaque longueur d'aonde ,la différence des coaefficients

d'abaorptiaon €g°£d =AE est une combinaison lindaire des

coefficients d'absorption correspondant A chacune des structures

présentes (1,72,73,66,74,75)

het

yBTaghB het B # BM¥ _rc _re ‘ _
AEmin.x AGA‘T +X_AEA +X A§i +X AE,li. od les X sont les

i i
fractions de structures en présence et I X =1l etel. est

1
1'absorption _76 Aapour la structure en i\élice seule.

A-3d)Spectrométries de vibration:

Les spectrométries de diffusion RAMAN et d'absorption Infrarouge
ont été trés employées depuis de nombreuses années dans les études de
conformations de protéines (76) et plus récemment pour celles de
peptides adoptant une structure en coude F (r4.,77,78,79,80 »81,82)
| L'application de ces spectrométries & la dét'ermination des
structures conformationnelles est possible puisque les fréquences de
vibration de certains groupes de la molécule sont tributaires de la
conformation dans laquelle se trouve cette molécule. En
particulier,les bandes de vibration des groupements amide ainsi que
celles dues aux élongations des liaisons du squelette peptidique sont

trés sensibles & leur environnement. La fig A6 donne la description et

- 1L -



: C
RCH /H N\ P
e \C—N\ . ’/C—N\H
O// 'CHR
| D
| 2 N\ -~
- HYeao) 7% ZN IR
N -~ c-nN)A467 R ‘
M":;N\ M ) i O f;';jj_;\ Je_“ﬂ“"
L9 Mwer <5
™~ »:H )23% \C—N—/> IR
—_— Her)33L - - J
o r,NQ ST O 15 o ol
AS50 om ) . D R
e
N\ ) /H\ S(n-H) 25T ‘bc N-—» v R
(\C"""N_" Me) 257 v _} dons Lo
I N 950 vm
4250 m ’.'\'.R.Q.
RN H c=o A N /D
U N s N ke
Q{-—_‘;-r —&;o_ Um-i O/E ‘ Coouvm=?
77T T T YT s D
DN e N ®
Of((_._g“:-_.\:\ v T(_C-N)go‘{. O// \
E_l',)(ss: ) @2"”")“”-“), o T’ (s100m7)
b’(cu‘ *" Lh _Y—_E/ (55‘0 U'M-A
hote de T (2000m™)
@

Fig As.
| 15 -



Les <figures A7 et A8 donnent 1les spectres RAMAN
caractéristiques de conformations secondaires pour 1la poly-L-

Lysine{90).

1700
1600
1500
1400

1300
1200
100
1000
900
800
700

3% Poly-iL-Lysine
pH 3.7

3% Poly-L-Lysine
pD 3.7

Fig. 2. — Laser Raman spectra of ionized form of poly-L-lysine (top) 3 p. cent in H,0 pH 3.7
(bottom) 3 p. cent in D,0 pD 3.7 both at 22°C.
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Fic. 1. — Laser Raman spectra of (top) a-helical poly-L-lysine 3 p. cent H,0 pH 11.8 T = 4°C and
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les contributions relatives des mouvements de vibration des diverses

bandes

amide

et les

fréquences

moyennes

correspondantes sont indiquées dans la table A-3.

Amide
Amide
Amide
Amide
Amide
Amide
Amide
Amide

Anmide

II
ITI
IV

VI
VII

3250-3100
1720-1630
1580-1550
1260-1250
680~ 650
720~ 650
600- 550

230- 200

TABLE A-3

-1 7__

V(groupe associd)

3400-3300
2150-3080
1660-1620
1550-1520
1330-1230
700~ 600
720~ 680
600- 550
200~ 180

des

B

(cm=1) (liais.H)

vibrations



B)UTILISATION DES SPECTROMETRIES VIBRATIONNELLES RAMAN

INFRAROUGE:

B-1)Raisons du choix:

Des études en absorption Inf;arouge de peptides

modéles, (74 ,77,78,83),0u de peptides naturels (33,84) adoptant une
gtructure coudée,ainsi que des études par diffusion RAMAN sur des
peptides naturels ou isolés(comme le tripeptide terminal Pro-Leu-Gly-
NH2 de 1'Ocytocine qui adopte une structure en coude F2) ont montré
qu’'il y avait divergence des résultats quant & l'attribution
expérimentale de la fréquence de vibration Amide III par rapport aux
-prévisions théoriques (obtenues par calculs des modes normaux de
vibrations) de S. KRIMM et J.BANDEKAR (85,86,87).

En effet,les travaux expérimentaux précités font ressortir ,en
particulier, la présence de la vibrationamide III & une fréquence plus
basse que celle prévue par les calculs.Les travaux expérimentaux
attribuent vers 1260-1285 cm-1 la fréquence de vibration pour 1la
déformation du N-H amide dans le plan (et élongation de 1a liaison C-N)
lorsque celui-ci est engagé dans une liaison Hydrogéne refermant le
coude B (cycle en C10 ). Ceci est un fait expérimental trés important
car R.C LORD (88) prévoit alors une relétion entre la fréquence de
vibration amide III caractéristique de la structure et 1l'angle
diédral § qui lui est attaché: v(amIII) = f(g), positionnant ainsi

la vibration amide III du groupe NH engagée dans un coude B vers 1260-

1285 cm-1.

Notre travail a consisté & analyser la fréquence amidelIl

particuliére & l'existence d'un coude B de mBme que les autres
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vibrations (amide I en particulier) dont les fréquences sont
caractéristiques du type de repliement. Une étude expérimentale a
été menée sur le tripeptide déprotégé +3HN-Glycyl-L-
ProlylGlycylGlycine (GPGG) ainsi que sur le peptide protégé N-Cbz-
Glycyl-L-ProlylGlycylGlycine-OMe (N-Cbz-GPGG-OMe) qui adoptent en
totalité une conformation en coude B II(¢2=-60°,Q2=120',¢3=-
30°,§3=0°).

B-2)Définition des techniques:

J'ai choisi d'utiliser ces techniques pour plusieurs raisons :

*La spectrométrie Infrarouge,méme avec dJdes appareils de
performances moyennes comme ceux utilisés le plus fréquemment dans les
laboratoires de Biochimie,est d'une grande utilité pour l'analyse
conformationnelle de peptides isolés(solides). Cependant
l'obstacle majeur & l'utilisation de cette technique est 1l'emploi

pratiquement interdit en solution aqueuse (saturation en absorption).

#Peu de travaux théoriques ont été effectués en ce domaine qui
cependant est apparu depuis longtemps comme un auxilliaire trés
préciéux de la RMN.\§5,86’87)

*Les échantillons ‘(peptides et protéines sont rarement
cristallisés et ne peuvent @tre analysés en diffraction des Rayons X.

*L'avantage pai'ticulier (et trés marquant) de 1la diffusion RAMAN
sur les spectroscopies RX et RMN est que celle-ci peut @tre mise en
oeuvreétlafoissur1Jéchantillonsolideetensolutionaqueuse(1'ea$

milieu naturel biologique ne diffusant que trés peu).

La diffusion RAMAN s'observe lorsqu'on éclaire un échantillon
avec une lumiére monochromatique de fréquence Yo (Faisceau L.A.S.E.R)

et que 1'on observe la lumiére diffusée 4 90° (Intensité maximale) par
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rapport & la direction incidentej;cette lumiere diffusée est
décomposée par des réseaux (monochromateurs) en domaines de
fréquences dont chacune est restituée & 1'enregistreur sous forme de
bande dont la fréquence-\) (déplacée de A$=§o+—§ par rapport a la raie
exitatrice) est la fréquence propre de vibration des groupes de la
molécule.

La figure A9 schématise un spectrométre RAMAN & triple
monochromateur. | |

Cependant,si la spectrométrie RAMAN apporte & priori un bonoutil
au biochimiste ou au physicochimiste,elle voit ses possibilités
d'utilisation diminuées du fait de phénoménes annexes parmi lesquels

il faut citer:

*L' apparition de la fluorescence comme lumiére parasite.lLa
figure A 10 schématise & partir des courbes d'énergies potentielles
l'origine de 1a fluorescence qui comme pour 1e RAMAN est un processus de

transition & deux photons.

FlG A1°
1{x(Y,2}2
fp = M.
Polarizer Scrambler Splctr.unnr
X - slit
Sanple d , .
Ay P -
I ot |
. 1 s )
g L Scattered : .
" :l Nansn Besn mtxn-»
4 " :
g, £,GLE - xruz Lo "",}" ete .
Incident Y Bty 1)3) M - (!:'-.::“ Flasressuose
Lager Set-resensamm iype
Besn
fokes
- Romon
b4
t
bt |
y \
(v, )2 . tetvared
A typiesl 90° Ramen scattering sonfiguration. y N

HGURE - Schematic comparison of various procesws: Rayleigh, Stokes Raman, anti-Stokes
Raman, initared, resonanee Raman, and Hoerescenee.

Cette fluorescence provient souvent d'ions (charges des
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Cette fluorescence provient souvent d'ions (charges des
récipients plastiques,graises a rodages,produits de
dépolymérisation des gels utilisés dans 1la purification des
échantillons,bactéries qui se dégradentdans le faisceau LASER.

*Les faibles intensités des bandes obtenues sur des échantillons
amorphes et difficulté de compromis entre ouverture des fentes et
résolution spectrales qui se traduit par un rapport Signal/Bruit trés

faible.

*¥L'augmentation de la puissance de la source lumineuse peut

détruire l'échantillon quand le faisceau est trop focalisé.

* Plusieurs moyens peuvent €tre mis en oeuvre pour diminuer le
phénomeéne de fluorescence:

*Moyens chimiques:

*Traitement sur colonne de charbon actif

*Substances agissant par'quenching" de fluorescence;il s'agit

en général d'ions lourds comme 1'Iodure (KI).

Ces moyens chimiques ne sont pas toujours probants:pertes de produit
par adsorption sur charbon actif,réactivité des iodures avec les

groupes phényles(Phénylalanine ou Tyrosine).

*Moyens physiques:

*Diffusion cohérente Anti-STOCKES RAMAN (CARS) du type Résonance
RAMAN.CommelafluorescencesetrouveducotéSTOCKES,onobservemieux
les bandes du coté Anti-STOCKES mais elles restent néammoins assez
faibles pour des peptides amorphes.

*RAMAN rapide multicanal (89):L'exitation se fait par LASER

pulsée et 1'un des avantages techniques serait d'aller plus vite que le
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phénoméne de fluorescence. Cependant,les essais réalisés en balayage
rapide (quelques secondes) sur des peptides montrent que dans ces
conditions,on fait disparaitre les bandes de faible intensité.

*Laisser la fluorescence décroitre naturellement en conservant
1'échantillondans le faisceau pendant plusieurs\%\;sant enregistrement
du spectre.ll se pose alors le probléeme de 1la résistance de
l'échantillon et du prix de revient.

*Emploi d'une lumiére excitatrice & grande longueur d'onde, telle
celle obtenue avec un LASER au Krypton (647,inm),le fond de
fluorescence éhtant moindre que pour les raies verte (514,5nm) et bleue
(488 nm) d'un LASER & Argoh.

*Accumulations en balayage lent ,le rapport Signal/Bruit se

traduisant comme une fonctionde VN ou N est le nombre d 'accumulations.

C'est cette derniére méthode que nous avons utilisée lorsque les

échantillons étaient trop fluorescents et/ou trop fragiles.
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CHAPITRE 11

ETUDES EXPERITMENTALES ET CALCULS DES COORDONNEES

DE DIPEPTIDES

A-1)ETUDES EXPERIMENTALES:

-Etudes en diffusion RAMAN:

Les spectres sont enregistrés & 1'aide du spectrométre T800 &
triple monochromateur au Laboratoire de la Paculté de Pharmacie de
LILLE. Le fonctionnement d'un tel appareil a été vu précédemment. Le
principe de la diffusion RAMAN a été précédemment inﬁroduit. La.
lumiéreutilisée est issue d 'un Laser A Argon ionisé (Ar+) dont les deux
longueurs d'onde les plusutilisées pour leur intensité(1 21,3W ) sont

la raie verte a4 514,5 nm et 488 nm dans le domaine du visible.

Un LASER au Krypton (647,1nm) a été utilisé lors des études de
tripeptides en solution dans le Diméthylsulfoxyde deutéré (DMS0-d6)
sceci dans le but d'obtenir le spectre de diffusion RAMAN en dehors de
la bande de fluorescence et les spectres ont été accumulés par
l'intermédiaire d'un analyseur Multicanal . L'enregistrement des
spectres s'est toujours effectué en balayage lent (5~ 25 cm~1 et 40 cn-

{/mn).

~Etudes par spectrométrie d'absorption Infrarouge:

Les spectres ont été enregistrés soit & 1l'aide d'appareils &
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monochromateurs (PERKIN ELMER 621) soit 4 l'aide d'appareillage
enregistrant les interférogrammes (Interférométre du type micHEL -
-soN ) auquel est associé un calculateur permettant de redonner le

spectre d'absorption & partir de la Transformée de FOURIER de
1'interférogramme. (NICOLET FT 7190 Centre Universitaire de mesures

et d'analyses de la faculté de Pharmacie de LILLE).

A-2)CAICULS DES FREQUENCES DES MODES NORMAUX DE VIBRATION:

Les principes de calcul pour lesmolécules isolées sont rappelés
en annexe technique 1 et ceux relatifs & 1la molécule dans son contexte
cristallin sont expliqués pour la Diglycine.

*Les programmes N.C.T (Normal Coordinate Treathent) qui
s'appliquent aux calculs des fréquences de vibration pouf des
molécules isolées ainsi que les programmes C.V.0.A (Cristalline
Vibrations Optically Active ) qui traitent le cristal en incluant les
effets des liaisons Hydrogéne intermoléculaires, 1les interactions
non liantes entre paires d'atomes non liés ,ies interactions de type
dipolaire ou plus généralement de type électrostatique proviennent de
1'équipe du Pr 2.SHINANOUCHI (Université des sciences de TOKYO).Ces
programmes ont été adaptés en FRANCE au C.I.R.C.E (Centre
Interégional de Calcul Electronique) & 1la fagulté des sciences d 'ORSAY
par G. VERGOTEN.

bB) CONPORMATIONS EN COUDE BETA:MODELES PEPTIDIQUES CHOISIS:

Le tripeptide Glycyl-L-Prolyl-GlycylGlycine (GPGG) ,dessiné
ci-dessous dans sa forme en coude P I1I (fig I1-3) a été choisi comme

modele pour les raisons suivantes:
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FIG 11-3 )

Cio OR B'TUFIN
*La présence d'un résidu Proline en position i+1 du peptide

est un é1ément favorable,d 'aprés les calculs conformationnels de CHOU
et PASMAN ( 1 ),a4 l'établissement d'un coude Béta.

*],'abscence (hormis le résidu iminoacide Prolyl) de chaines
latérales. Seules seront observées les fréquences dues au squelett’e
peptidique.

Quelques auteurs ont réalisé plusieurs études & 1'aide de différentes

techniques physicochimiques sur des tripeptides comportant un résidu

proline en position i+1.

En REN du proton ,le tripeptide
Glycyl-L-Prolyl-L-Leucyl-Glycine (GPLG) a été étudié par TOMA et AL
(2).Ces auteurs ont mis en évidence l'existence d'une structure en
coude B Iensolutiondans le DMSO-d6. On verra par la suite que,dans le
cas de 1'étude réalisée par RMN du proton le tripeptide GPGG adopte une
structure en coude B II dans le DMS0-d6.
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En fpectron\étrie RAMAN , BLANCHARD ( 3) a étudié les peptides du
type Ala;-Pro—Ala# a 1l'état sol;de.Ceéendant cet auteur n'a pas
utilisée-ies techﬁiques de N-deutération pour séparer les bandes de
vibrafion"Amide III de celles dues aux groupes méthylénes de la
Prol;ne.Dee_ études cgmplémentaires utilisant cette derniére
technidue“étaient nécessaires et nous 1es avons réalisées sur nos
1ipeptides.~

: De nombreuses études sur des composés comprenant un résidu
Proline en position i+1 ont été réalisées comme par exemple celles

meﬁéesepar URRY et coll. sur Val-Pro-Gly-Gly ( 4 ).

Avant de 31muler les spectres v1brat10nnels nous avons devant
leur complexlte tente de .les analyser par partles c'est a dire
d;etudrer les deux dipeptides constituants du tripeptide ,1'un
.eoﬁetsa,forme cristallisée (alpha GlycylGlycime) et 1'autre sous sa
forme trans de molécule isolée (Glycyl-L— Proline).

*Le tétrapeptide protégé homologue N--Cbz-GPGG-OMe a été
‘également étudié.La facilité de son conditionnement sous forme de film
transparent qbtenu.é;partir de 1'évaporation du solvant chloroforme
a grandement facilité 1'analyse par dichroisme circulaire et

~spectrométries vibrationnelles.

Enfin les résultats expérimentaux de ces deux derniéres années
sur d'autres peptides effectuéds par nombre d'auteurs cités dans le
premier chapitre,nous ont confirmé dans 1'utilité d'entreprendre de

tels études.

*Au cours de notre travail ,des travaux théoriques voisins des

. .notres ont été publidés par S.KRINM et J. BANDERKAR ( 5,6).Cependant

derniérement des auteurs contestent leurs attributions de bandes(
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**Cette these présente les résultats de nos calculs et la

confrontationa l'expérimentation .Ils ont aussi permis dans certains

cas de concilier les résultats de KRIMM avec ceux de ses détracteurs.

C)EBTUDES DE DEUX DIPEPTIDES:Alpha-GLYCYLGLYCINE et GLYCYL-L-

- . G T " At Y AP . W > T — — - T A —— — . . s Sy S S D W S — T S rn TS S T T A SN w— WA W S - ——

C-1) Traitement des coordonnées normales de
1'alpha-GlycylGlycine:

La structure de la forme alpha du dipeptide GlycylGlycine a
été obtenue & partir de 1'étude endiffraction des rayons X de BISWAS
et Al.(7etarticle).Cedipeptidecristallise sous forme monoclinique
(P2 1/a Groupe facteur d%h) avec quatre molécules par maille .Les Tig
1I-4,1I-5,11-6 donnent respectivement les schémas du cristal ,des
molécules de la maille élémentaire ainsi que la table de données
cristallographiques pour les structures P 2 1/c transformées en P 2
1/a. La molécule de Diglycine (+)3HN-CH2-CO-NH-CH2-C02(-) n'a
aucune gymétrie moléculaire (Groupe C! n'ayant comme élément de
symétrie que l'identité E).

Le groupe de site dans lequel est placée la molécule est
également de symétrie C1 ,ce dernier groupe{(site) pouvant &tre
considéré du point de vue de la molécule elle~-méme comme la fagon dont
elle voit sa situation par rapport au cristal.

Lorsqu'on considere l'ensemble des gquatres molécules de la
maiile élémentaire ,on se rend comptequ'il existe une symétrie locale
et que certaines opérations de symétrie permettvent d'amener la
molécule 1 sur les autres molécules.

Les opérations de symétrie sont classées par type de symétrie

(E: opération identité ,C2 axe autour duquel tourne la molécule de



Cn=2/n,icin=2),icentred'inversion(mol1molS,molZmol4)et\n1plan
q:.L'ensemble de ces quatreé classes forment le groupe C2h appelé

groupe facteur.

L'ensemble des opérations de translation-rotation (axes
hélicoidaux,plans de glissement qui permettent de passer de la maille
élémentaire 4 1'ensemble du eristal plus le groupe facteur),constitue
le groupe d'espace. On a montré que 1'on peut décrire la symétrie de
1'ensemble des quatres molécules (Groupe facteur ) composant la
maille élémentaire par quatre représentations différentes.Chacune de
ces représentations est caractérisée par 4 termes (dus aux quatre
classes ) qui sont les traces (somme des é1éments diagonaux ) des plus
petftes matrices (ici unidimensionnelles) qui transforment ,par
l'opération de symétrie considérée une molécule en son homologue.

L'ensemble de ces quatres représentations forment la table de

caractéres (C2h) qui se présente ainsi:

nom du

groupe

C2h E ce i (087 act IR act RAMAN
Ag 1 1 1 1 Rz X ,Y ,Z2 ,XY
Bg 1 -1 1 -1 RX,RY XZ,YZ

Au 1 1 -1 -1 Z

Bu 1 -1 -1 1 X,Y

nom des 4

représentations composantes composanies
du moment du tenseur
de transition de diffusion

dipolaire RAMAN

e 3 3 -



E,C2,i Jhsont les classes(é1léments de symétrie classés d'aprés leur
genre) .

A,B symétrie ou antisymétrie par rapport & l'axe de rotation C2.
g ,u symétrie ou antisymétrie par rapport & 1'inversion. Les nombres 1

,-1 sont les caractéres (X) de la représentation et traduisent

1'effet de 1'opération de symétrie.

Comme conséquence,les bandes de vibration éclateront chacune en

quatre composantes suivant les quatres représentations

Groupe moléculaire groupe de site groupe facteur C2h
Sym.A > A »Bg ‘RAMAN
Infrarouge
Bu

Suivant le mode g(gerade) ou u(ungerade) les vibrations seront
actives en RAMAN (modes Ag et Bg) et en Infrarouge(Au et Bu).
Dans la maille référence,les phases vibrationnelles pgprésenteront
la fagon dont la méme coordonnée normale des molécules II,III,IV se
comporte vis & vis de la coordonnée normale correspondante de la

molécule I.

MODE MOLECULES VIBRATIONS/MOLECULE I

Ag II,III,IV en Phase (XAg=1,1,1,1)

Bg II en phase avec I XBg =1
ITI, IV opposit.de phase XBg=-1,-1
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Au ITI en phase avec I XAu =1

II,IV opposit.de phase XAu=~1,-1
Bu IV en phase avec I XBu =1
II,III opposit.de phase XBu=-1,-1

C'est de cette constation qu'est née 1la +théorie des
pertubations développée pour les peptides par MIYAZAWA (8) et
appliquée principalement aux vibrations amide I,II,III des peptides
engagés dans des structures secondaires hélicoidales ou en chaine Béta
,travail repris principalement par S.KRIMM( 9 ) pour les chaines B

antiparalldles (B#) et derniérement pour les coudes Béta (10 ).

Lamolécule de Glycylglycine (Diglycine) comprend 17 atomes.Il
existe donc 38-6 =45 degrés de libertés de vibrations internes;les
vibrations internes des 4 molécules de la maille élémentaire vont se
coupler suivant les éléments de symétrie du G.F et la représentation

totale irréductible sera donnée par Rvib.int= 45Ag + 45Bg + 45Au + 45Bu

La représentation irréductible des vibrations du réseau est
déterminée par l'analyse de la table de caractéres:
Groupe de Site(GS) Groupe Facteur(GF)
Ag Rz
Ra,Rb,Re & Rx,Ry
Tx,Ty,Tz A /‘ju Tz
\Bu Tx,Ty

Rvib rés. sera composée de 4(3N-(3N-6))=24 nmodes suivant

:6Ag+6Bg+6Au+6Bu auxquels il faut retrancher 3 modes acoustiques de

I
Ui
]

|



fréquence nulle (activité optique nulle) et donc:

Rvib res = 6Ag + 6 Bg + 5 Au + 4 Bu

La représentation totale irréductible du cristal sera :

Rtot =Rvib int +Rvib res =51 Ag +51 Bg +50 Au+49 Bu

CONSTRUCTION DU CRISTAL:

a) Construction de la maille élémentaire:

Les coordonnées des atomes de lamolécule I (réf) ont été données
en fonction des paraméetres atomiques (fractions de a ,b ,c ) & partir
des résultats de diffraction des rayons X.

On définit :

A matrice des parametres atomiques

V matrice donnant 1'expression des vecteurs a,b,c dans
le repere cartésien cristallin .

Xc matrice des coordonnées cartésiennes des atomes dans
le systéme cartésien cristallin.

Xc = V.A

W ,T matrice de transformation et vecteur de translation
permettant de passer de 1la molécule de référence & la molécule n de la
cellule origine An = W.A1+7T

An matrice des parameétres atomiques de la molécule n

Xc,n matrice des coordonnées cristallines cartésiennes
de la molécule n

on a :

An=W.A1+T

Xc,n=V.An=V.W.A1+V.T
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Xc,1=V.A1= A1=V Xc,1

Xc,n=V.W.V X1+V.T=DX1+VT

D=VWV matrice de transformation des coordonnées
cristallines cartésiennes de lamolécule de référence aux coordonnées
cristallines cartésiennes de la molécule n dans la cellule origine .

La figure II-7 schématise le processus suivi:

*expression de la matrice V pour la diglycine.

, 0 -c.cosp | 7.7 0 -5.380888
0 b 0 = 0 9.57 O

\ / \
0 0 c.sinp 0 0 7.804898

(o]

avec a=7.7 A ,b=9.57 A ,c=9.48 A B=124°35"

*Expressions des matrices W et T pour la diglycine:



WI,II TI,II

molécule I-II -1 0 O 0\
0O -1 O 0
0 0 -1 o’

molécule I-ZIII /-1 ‘0.5

0.5

@]

0 O
1 0
0 -1

0-1 O 0.5

molécule I-IV 1 0 O 0.5
o 0 1>
b)construction du cristal:

A partir de lamaille élémentaire,on construit le cristal. On se
limitera ici aux mailles ayant une face ou une aréte commune avec la
maille é1émentaire ,ce qui définit un nombre de ’)’3=27 mailles ,ce qui
est suffisant dans la plupart des cas pour rendre compte des influences
4 longues distances des mailles sur la maille origine .

Certains auteurs poussent le calcul jusqu'a 125 mailles (10)

La position des mailles é1émentaires (qui sont les plus petits motifs
géométriques qui,par translation ,reproduisent le cristal entier et
ses propriétés vibrationnelles) est décrite par rapport & lamolécule
originea l'aide des indices (k,1,m) qui représentent les translations
suivant les axes cristallographiques a, b, ¢ . Le tableau II-1 donne

les indices (k,1l,m) pour les 27 mailles.
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13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

k ,1 ,m
(0 ,0, 0)
(0,-1, 0)
(1,-1, 0)
(1, 0, 0)
(1, 1, 0)
(0, 1, 0)
(-1, 1, 0)
(-1, 0, 0)
(-1,-1, 0)
(0, 0, 1)
(0,-1, 0)
(1,-1, 1)
(1, 0, 1)

(_11 Oy“1)
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La partie théorique traitant de:
*la construction de la matrice U de passage des coordonnées
internes aux coordonnées de symétrie intramoléculaires ,

* des calculs des €léments de la matrice B

b

*de la construction de la matrice des contraintes Zr pour les
termes intramoléculaires et ZSI pour les termes intermoléculaires
ainsi que de la résolution de 1'équation séculairefL\F; F; 'LF,_ = /\Cet du
calcul des fréquences (¥) & partir de A sdu calcul de la distribution
d'énergie potentielle et du JACOBIEN est parfaitement décrite dans la
thése de G. VERGOTEN (11 ch.I).

Nous allons simplement décrire les fonctions potentielles dues

aux interactions intermoléculaires.

Potentiel du aux interactions entre paires d'atomes non liés.

Ces interactions sont fonction de la distance r entre 1l'atome i
de la molécule n et l'atome j de la molécule m. Le potentiel peut
s'exprimer sous la forme :

Unm =Z2V..(r.).
<oy .

Les dérivées secondes des V (mdyne/A) par rapport aux
déplacements cartésiens X et X donnent les constantes de force pour les
interactions i-j ,l'action des dérivées premiéres étant considérée
comme négligeable. L'expression des potentiels Vij est de la forme:

V“3 =Ai&' exp(-B;i rcd‘) —C;'d ri&:‘

Les coefficients A,B,C (tableau II de 1'article) sont donnés a

partir de calculs d'énergie réticulaires de structures cristallines

par A. KITAIGOROSKII (12) et D.B WILLIAMS (13,14) pour lege.

A

N
LY
e

interactions entre atomes N,C,0,H . L'annexe technique IV donne les '~

différentes paires d'interactions prises en compte .L'énergie

L1 -



calculée du réseau est de -12,1 KCAL/Mole.

Potentiel du aux interactions dipolaires:

Les 1interactions dipolaires proviennent d'interactions
électrostatiques .Elles sont surtout importantes pour la vibration
Amide I y{(c=0).La méthode de calcul des pertubations proposée par
MIYAZAVWA (4) s'applique surtout aux structures secondaires organisées
telles leshélices ou les chaines B// et B#qui possédent une symetrie.

A partir des fréquences expérimentales ,on définit pour chaque
vibration une relation de la forme

Y($)=v°+IDs cos 8
s

oi & est l'angle de phase entre les mouvements des oscillateurs
adjacents ou reliés par des liaisons H .Ces fréquences sont éclatées
(splittings) suivant le groupe facteur de la maille élémentaire

(5,6,7). H. TAKEBUCHI et AL (15) définissent le tenseur:

°‘P =7 I/rP -3 R R‘P/r‘f’ )-4 I/3Vc
Mp
RAP position db'l dipole du site Bde lacellule 1 par rapport au dipole
de référence .I tenseur identité/R rayon de la sphére de LORENTZ Ve
volume de la cellule unité . ]‘)x% ne dépend que de la structure
cristalline et non de la forme du cristal.
L'énergie d'interaction est de la forme
v ='\ l\- .Le développement peut @tre mis sous la forme
r. '\. +Z__,Sl +1/22-b_C31SJ Feveon avec =12,6 Debye /A
db&bﬁ)
r.' moment dipolaire permanent . En négligeant les termes de couplages

entre modes normaux différents i =j ,on peut exprimer le potentiel

d'interaction dipolaire sous la forme:

-4 72—



o) o
V= S
221& S
ou S:’et Sdb sont les mémes <coordonnées de symétrie
intramoléculaires des molécules a et b. Le tableau III donne les

conztantes ¢2 force pour lee interactions dipolaires des modes amide

I, Va (CO2- ,et ds (NH3+).

Liaisons Hynrogene:
L'expression du potentiel du type UREY-BRADLEY du aux liaisons
Hydrogéne ainsi que les liaisons participant & ce potentiel ont été

résumées dans la table I de l'article.

Projections cartésiennes des modes normaux:

- —— . . - > o D A S S, s i S b -— —— - —

Le moyen d'atteindre la visualisation des modes normaux a été décrite
dans 1'annex2 V . Elle a été réalisée au laboratoire de Physique de la
faculté de Pharmacie par G.VERGOTEN sur un calculateur Graphic Display

TEKTRONIC et tracés sur table tragante TEKTRONICS.
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Raman Spectra and Normal Vibrations of
Dipeptides.C1. . Glycylglycine

P. LAGANT, Institut de Recherches sur le Cancer et Unité 124 de
UINSERM, 59020 Lille Cédex: G. VERGOTEN, Laboratoire de
Physique, Faculté de Pharmacie, F-59045 Lille Cédex and Centre de
Technologie Biomédicale, F-39 ' Lille Cédex; M. H. LOUCHEUX-
LEFEBVRE, Institut de Recherches sur le Cancer et Unité 124 de
UINSERM, 59020 Lille Cedex; and G. FLEURY, Laboratoire de
Physique, Faculté de Pharmacie, F-59045 Lille Cédex and Centre de
Technologie Biomédicale, F-390 Liile Cédex, =~ - .France

Synopsis

We studied the Raman spectra of the zwitterionic glycylglycine crystal (GG) and its N-
deuterated analog. A normal coordinate analysis on its a-crystalline form was performed
and the effects of intra- and intermolecular couplings are discussed. A modified Urey-Bradley
potential was used as a model of the intramolecular force field. Splitting of factor groups
is described by the use of intermolecular potentials consisting of nonbonded atom-atom in-

" teractions and dipole—dipole interactions. Effects of hydrogen bonds on the vibrational
frequencies of amino and carboxylate groups are also analyzed.

INTRODUCTION

Knowledge of the intra- and intermolecular vibrations of dipeptides and
the determination of intramolecular potentials are of great interest in
tonformational studies of proteins. This is particularly true when the ef-
fects of lattice vibrations on atomic groups of the molecule must be ana-
lyzed. Frequency calculations by Machida et al.1-3 on amino acid crystals
have shown that bending frequencies of terminal groups increase signifi-
cantly compared to those of the free molecule.

Similar increases are also observed in the study of the a-form of glycyl-
glycine, which is the most stable crystal structure that this dipeptide
adopts.+8 Its characteristics have been determined by Biswas et al.* The
glycylglycine crystallizes in the monoclinic system (space group Pay/, or
C3,) with four molecules per unit cell having the following cell parameters:
a=177>b=957¢c=948 4, B = 124°35". Destrade et al.” performed a
vibrational analysis of the a-glycylglycine using selective deuterations.
They identified the main vibrational frequencies but did not explain the
shifts of some frequencies in the crystal.

A complete normal-coordinate treatment of the a-glycylglycine crystal

* To whom correspondence should be addressed.

Biopolymers, Vol. 22, XXX-YYY (1983) :
© 1983 John Wiley & Sons, Inc. CCC 0006-3525/83/NNPPPP-DD$ZZ 22
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LAGANT ET AL.

has been performed. In addition to a modified Urey-Bradley force field,
atom-atom nonbonded interactions, dipole-dipole interactions and hy-
drogen bonds have been taken into account.

EXPERIMENTAL

Commercial glycylglycine (Fluka A.G.) was used. The a-crystalline form
was obtained by precipitation with acetone or by crystallization from an
aqueous solution. The N-deuterated analog, prepared by exchange with
D,0 in an aqueous solution was obtained in the a-crystalline form in the
same manner as the undeuterated sample. Total deuteration has not been
attained even after several weeks.

Raman spectra were recorded using a Coderg T 800 spectrometer and
the 514.5- or 488-nm radiation of an argon-ion laser (with 100-200 mW
power on the sample). The spectral slit width was 6 cm™! (for frequencies
higher than 250 cm~!) and 4 em~! for the low-frequency range. Spectra
were calibrated using anisole frequency values.

The ir spectra were obtained with a FTIR Nicolet 7000 spectrometer
(KBr disk).

NORMAL-COORDINATE ANALYSIS

Atomic coordinates were deduced from the structure given by Biswas
et al.4 They were slightly modified (<10-2 A) to improve the crystal
characteristics. Frequencies of opticdlly active normal modes were cal-
culated using a modified Urey-Bradley-type force field.#® The atom
numbering system is that given by Biswas et al4 (Fig. 1). Our initial values
for the intramolecular force constants are those given by Dwivedi and
Gupta.l0

The intermolecular potential consists of th.ree terms V) + Vo + Vi The
first is a potential V; due to hydrogen bonds (Fig. 1). Its actual form is of
the Urey-Bradley type.!? The parameters of hydrogen bonds and the
corresponding potentials are given in Table I. These interctions account
for the hydrogen-bond contribution except in two cases: the Hi%—O01 4
and H}3—04,, bonds. The K value of H}3—0% ;¢ and the torsion internal
coordinates Y of HiS—04,; were experimentally derived (K = 0.45 mdyn/A,
Y 0.03, 0.007,0.003, and 0). V; represents the atom-atom nonbonded
mteractlons and the corresponding parameters are from the literature.!2
:Dhe mmlmal and maximal values assigned-to-then . and T xparameters
are-from-our- experimental results. Formulas and their correspondmg ‘

- parameters are given in Table II. The calculated lattice energy is —12.13 .
kcal. mol~!. Unfortunately, no experimental values are available for
companson V3 gives the dipole-dipole interactions, which are responsible
for the frequency shifts and splittings (see Table III). This term may be
*xpressed as V3 = Z; ;K i1 §: S/ where S*, and S/, are the ath intramoleculr
symmetry coordinates for molecules i and j, respectively.! Table IV gives

47101 kb 017 tk al
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RAMAN SPECTRA OF DIPEPTIDES. I

Fig. 1. Unit cell of a-glycylglycine (GG). O, .- - -H%; are the hydrogen bonds defined in
Table L :

the observed (Figs. 2-5,9) and calculated results for the intramolecular

frequencies. Observed (Figs. 6-9) and calculated lattice frequencies are
given in Table V with the corresponding potential-energy distribution.

DISCUSSION

Intramolecular Vibrations

From the model of Biswas et al.* one observes (Fig. 1) that one hydrogen
bond from the peptidic nitrogen and two hydrogen bonds from the terminal

47101 kb 017 t a1
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RAMAN SPECTRA OF DIPEPTIDES. I

TABLE II
Potential Parameters for Nonbonded Atom-Atom Interaction Va®

Foax Pmin

Atom Pair ) {A) A B C
N—N 6 0 3 76,200 4.063 102
N—C 6 3.3 55,300 3.768 456
N—O 6 3 86,100 4.194 74
N—H 6 0 2.2 49,500 4.561 130
c-0 6 36 63,700 3.881 441
C—H 6 3 8766 3.670 125
c—C 6 3.3 83,630 3.6 568
0—H 6 29 57,500 4727 122
0—0 6 3.2 96,500 4.333 346
H--H 6 261 2654 374 27.3

3 V= A exp(=Br) =~ Cr=8. rfa; andrex 0rgThe mazima distance of miteraction and the, )
‘minimum distance. respectively. Uniis ofrA, B, and C are taken in order to express V3 in
keal mol™!. '

nitrogen are formed between molecules in the same layer. The third hy-
drogen bond from the terminal nitrogen atom represents an interaction
between adjacent layers. The O(4) and O(9) oxygen atoms accept one
hydrogen bond each (in one layer). The O(8) oxygen atom receives two
hydrogen bonds, one in the same layer, the other in the adjacent layer.
Table I gives all the parameters for hydrogen bonds.

On the basis of the crystalline structure, two kinds of shifting have to be
considered depending on either the intermolecular interactions (g-u
splittings or Raman-ir) or the neighbors in one layer (A-B splittings).

Normal-coordinate treatment leads us to assign frequencies for some
bands of the crystalline molecule that are different from those given pre-
viously in the literature?19 for the free molecule.

Because of dipolar interactions,!:13.14 an important splitting of the amide
I band (consisting of 60% of C==0 stretching and 40% of C—N stretching)
is observed, as shown in Figs. 2and 3. Table III gives interaction constants
obtained from the Raman and ir frequencies. Using Miyazawa’s!5 per-
turbation methody, the unperturbated C=0 stretching vibrational fre-
quency is obtained at v = 1665 cm~! and is observed as a single band at
1665 cm™! in the ir for disorganized lyophilized glycylglycine N-dg. De-
termination of vibrational frequencies for the NH; group (degenerate
deformation and degenerate rocking) leads us to assign the bands at 1503
and 1480 cm™! to the NH3 symmetric deformation. They shift to 1280
cm-! in the deuterated analog (Fig. 3). Destrade et al.” attributed the
1280-cm ™! band to the C2H; twisting vibration. However, we observed
the C2H, twisting frequency at 1338 cm~! in glycylglycine N-do and at 1348
cm~! in glyeylglycine N-d, (Figs. 3, 5, and 9).

Table HI presents the intermolecular interaction force constants re-
sponsible for the splittings observed for the NH3 symmetric deformation
vibration.
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LAGANT ET AL

TABLE I
Force Constants of NH}C*H,CONHC?H,CO7

Modified Urey-Bradley Constants

(mdyn/A) v
KN+ C)- 2.87 K(C¢—C) 2.93 K(NH;) -0.05
K(C—C) 2.98 K(C—0) 711 K(CH,) 0.03
K(C=0) 723 K(N*H) 5.06 L 0.02
K(C=N) 6.19 K(C—H) 424 P(CH—CH) -0.11
K(N—C#) 491 K(N—H) 5.45 P{(NH—NH) -0.11
H(CN*H) 0.24 F(CN*H) 0.4
H(HN*H) 0.47 F(HN*H) 0.04
H(N*+CaC) 0.35 F(N*CeC) 0.23
H(N+CeH) 0.25 F(N*C=H) 0.55
H(HC=H) 0.42 F(HC=H) 0.06
H(CCeH) 0.25 F(CC=H) 0.63
H(C*CN) 0.57 F{CeCN) 0.65
H(C=CO) 0.46 F(C=CO) 0.50
H(NCO) 0.40 F(NCO) 0.76
H(CNC?) 0.37 F(CNC% 0.79
H(CNH) 0.28 F(CNH) 0.24
H(CPNH) 0.16 ~ F(C’NH) 0.20
H(NCAC) 0.16 F(NCAC) 0.50
H(NC?H) 0.21 F(NCPH) 0.48
H(CCPH) 0.25 F(CCfH) 0.40
H(QC0) 0.58 F(OCO) 212
H(C4CO) 0.11 F(CCO) 0.50
Valence Type Constants
(mdyn/A)

v(C=0) 0.42 v(N—H) 017 +«(CO3) 0.54
7(N*C®) 0.08 r(C=C) 003 r(C—N) 027 r(N—C% 0.1 7(CO;) 0.02

Intramolecular Coupling Constants
(mdvn/4)]

f(HN + H = N*C=H) =0.11

Intermolecular Coupling Constants

(mdyn/A)
»(C=0) 14(CO3) 8,(NH?)
K12 —~0.054 K12 0.026 K12 -0.003
K3 -0.241 K13 -0.1 K13 . +0.013
K4 —0.062 K14 ~0.219 K14 -0.003
(21/2Q)cmp 12.6 debye/A

A single band is observed for the CH; scissoring vibration (Raman and
ir). After NH7 deuteration, the frequencies shift from 1399 to 1358 cm™!
for the C=H, wagging and from 1338 to 1348 cm™! for the C=Hj twisting
vibrations. These results are well confirmed by calculations in which an
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Fig. 2. Raman spectrum of a-glycylglycine N-do.
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RAMAN SPECTRA OF DIPEPTIDES. I
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" Fig. 4. The ir spectrum of a-glycylglycine N-do-
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Fig. 5. The ir spectrum of a-glycylglycine N-ds.
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Fig. 6. Low-frequency Raman spectrum of GG N-dg.
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Fig. 7. Low-frequency Raman spectrum of GG N-d4.
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RAMAN SPECTRA OF DIPEPTIDES. 1

N

7S 435 375 325 275 225 195 125 75 2s5Cm
Fig. 8. Far-ir spectrum of GG do.

intermolecular interaction constant is introduced between the corre-
sponding internal coordinates.

Two bands at about 1600 and 1550 cm~! are expected for the N-dg and
N-d4 compounds. They are assigned to the CO, antisymmetric stretching
vibration. Interaction constants explaining the g-u splitting for this vi-
bration are given in Table III. These two CO, antisymmetric stretching
vibrations are observed in ir spectra of both deuterated and undeuterated

i

Fig. 9. Raman spectra of GG N-d. in the CHg, wagging, twisting region and the COz out-
of-plane bending and amide V1 region.
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TABLE V

Observed and Calculated Lattice Vibrations and Their Assignment According to the Potential-Energy Distribution®

NNH{CH,CONHCH,CO;

Raman Spectra

Obs A, _JPED B, - PED _
F Y N
E 2 145
3 < 132 0.46T, + 0.31T, + 0.167cc + 0.14rCO,)
g 121
88 122 (0.3R4 4 0.2Tynrce + 0.2%rnc + 0.2 Rig)
' . 103 (0.317¢ec + 0.26T, + 0.17R¢) -
3 98 -
a . 90 90 (0.33T, + 0.29Ry + 0.27TR, + 0.125¢)
- 86 (0.61Ra + 0.2rcec + 0.1 + 0.0T7Nece)
- 78
66 66 (0.45T, + 0.42Rc + 0.13Ry)
52
© 61 (0.36Rp + 0.31T, + 0.15T, + 0.12r¢.c + 0.07T,) :
44 (0.43Ry + 0.35R¢ + O.117cec + 0.1T,)
43 (0.35T, + 0.26]y + 0.22R4 + 0.177¢c)
36 (0.45T, +0.27¢«c + 0.21k5 + 0.14Ry)
28 (0.377¢wc +0.23T, + 0.17Ry + 0.14R¢ + 0.08T,)
20 (0.397c.c + 0.3Ry + 0.18T, + 0.13T,)
17
Infrared Spectra
Obs A, ~PED . B, PED
117 (0.28T, + 0.24Rs + 0.23Ry + 0.167¢-¢ + 0.17y+c)
114 '
101
98 (0.43R4 + 0.2Rp + 0.1T7yece + 0.104 + 0.1r¢0,)
95 (0.4R, +0.2T, + 0.2Rg + O.1ryece + 0.15,)
90
87 (0.35Rc + 0.247¢ec + 0.197¢n + 0.12R4 + 0.17¢0,)

“Tv 13 INVOVI
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LAGANT ET AL.

GG, but only one band is seen experimentally in Raman studies, at 1548
and 1571 for the undeuterated and the deuterated samples, respectively.
The assignment to the COs symmetric stretching vibration is more complex.
In the Raman spectrum a band at 1408 cm~! and a shoulder at 1380 cm™}
are observed, while only one band at 1408 cm™! is observed in the ir (since
the ir C*H, wagging band is broad). Calculation of the intermolecular
interaction constant gives a very small splitting. Similar observations were
made by Machida? for the C-d; and C-dj derivatives of a-glycine. The
unperturbated frequency vg in the case of a Fermi resonance,

Vo[ = V111 + l’212

where I3, I, and I are the integrated intensities for each band, is obtained
at 1404 ecm~!. Thus, the splitting of the CO, symmetric stretching fre-
quency may be explained by a Fermi resonance between the band due to
the CO, svmmetric stretching and a combination band {1007 ecm~1 (CFH,
rocking) + 396 cm™! (C*CN deformation)).

The amide VI vibration and COy out-of-plane bending vibration are
assigned to bands observed at 588 and 598 cm™}, respectively.

Lattice Vibrations

Twenty-one lattice modes are optically active (6 A; + 6 By + 5 Ay + 4 By).
Observed spectra are shown in Figs. 6-8, and the calculated frequencies
are displayed in Table V with the corresponding potential-energy distri-
bution. The results in Table IV show a discrepancy between the observed
and calculated frequencies for the CO, torsion. It must be pointed out that
this vibration is strongly coupled with the C*—C torsion and the lattice
vibrations. The N—C# and C*—C torsions have been assigned to the
bands at 167 and 156 cm~1, respectively.

We are grateful to the Centre Universitaire de Mesures et d’Analyses de I'Université de
Lille 11 for the use of ir facilities. G.V. would like to acknowledge NATO for its grant 1743
and the Fondation de la Recherche Médicale for its financial support during the course of
this work. We greatly appreciate our discussions with Dr. Sam Krimm and thank him for
his suggestion concerning the study of glycylglycine in the a-crystalline form. We thank John
Eggert for assistance with the English text.
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CHAPITRE III

ETUDE DU DIPEPTIDE GLYCYL-L-PROLINE

—— — — —— — e s - T A —— ———— - T T U U A S D W S — —— S —

III-1)Isomérie Cis-Trans
L'étude du dipeptide Glycyl-L-Proline (GP) permet de
caractériser le cycle iminoacide .Les dipeptides X-Pro (ici X=Gly )
ont fait 1'objet de nombreuses études physicochimiques (1,2 et ref
article),particuliérement en Résonance Magnétique Nucléaire et en
diffraction des Rayons X. Ces études ont montré l'existence d'une
isomérie Cis-Trans autour de la liaison peptidique .Le pourcentage de

la forme Cis peut atteindre de 10°/, & 40°/,



III-2)Elimination des redondances du cycle:

La littérature ne donne aucune donnée cristallographique
concernant le dipeptide Gly-L-Pro sous sa forme zwitterion. Par
conséquent les calculs de fréquence ont été réalisés sur la molécule
isoldée (forme Trans).

Le cycle iminoacide n'est pas plan et ne posséde aucun élément
de symétrie.De ce fait, la difficulté dans le calcul des coordonnées
normales, provient de la nécessité d'éliminer les coordonnées
redondantes pour obtenir une base réduite de coordonnées de symétrie
locale normalisées.L'intéret théorique d'un tel processus a été
décrit dans 1l'annexe technique 2.

J'ai choisi de travailler non sur le motif proline seul,mais sur

le motif Prolyl (8 atomes )

Q,
N— X \C'——'N‘-—-.Co(
—C I\ - N\
v H 0 ° e
0] b \\0
TRANS . Cis

Ceci a été fait dans le but ,une rois la base réduite des
coordonnées de symétrie locale obtenue, de pouvoir transférer ce motif
4 des tétrapeptides possédant ce résidu en 2 ieme (i+1) position et
adoptant une conformation en coude Béta (l'angle diedral 0 se
conservant pour tous les peptides €tudiés)

v
Les groupes méthylenes du cycle ont été traités séparément

,1'élimination des redondances se Taisant par laméthode d'OGAWA (1 ).



Seul a été conservé avec le cycle prolyl le proton H, .Une fois la
redondance arbre du C alpha éliminée ,on détermine 3N=24 coordonnées
de symétrie locale ,chacune étant une combinaison linéaire de 25
coordonnées internes représentant les 8 élongations des liaisons ,les
12 déformations des angles et les cing torsions du motif.

Puisque l'espace de départ choisi est celui des coordonnées
internes ,on aura 3N-6=18 modes normaux de vibration ce qui signifie
que 6 coordonnées de symétrie locales seront identiquement nulles et
pourront €tre exprimées ,pour chacune d'elle ,sous la forme §‘;=I°'( r, ,

AYLAT) =0 0( =1,6 ou Ar ,AQ;, ,AT: sont les coordonnées internes
entrant en jeu. Les six coordonnées de symétrie locales du
cycle identiquement nulles sont les redondances. J'ai utilisé le
programme REDOND de V . TABACIK pour ce calcul. A partir de lamatrice
Bs qui permet de passer de l'espace des coordonnées cartésiennés a
celui des coordonnées de symétrie S=Bs*X ,on diagonalise le produit
Bs*gé (’B\s matrice transposée) . Lez valeurs propres nulles mettent en
évidence les redondances et les vecteurs propres associéds donnent les
expressions des redondances .Les 18 coordonnées de symétrie locale de
la base réduite sont "renormalisées" et forment des combinaisons
linéaires des coordonnées de symétrie de départ qui se confondent dans
le cas présent avec les coordonnées internes.

I1 faut cependant ,au départ ,préciser les coordonnées de
symétrie qui participent & la redondance et aussi lameilleure base de
coordonnées cartésiennes indépendantes. J'ai utilisé pour cela le
programme RANSET (ddapté sur 1le PDP 11 de la faculté de Pharmacie ) pour
générer la base des coordonndes cartésiennes indépendantes qui
définissent les bases de travail de REDOND .

Enfin dans un dernier temps , la distribution d'énergie

potentielle du nouveau systeme (combinaison de coordonnées de

symétrie) est décrite dans 1l'ancien systéme (coordonnées internes

-71_



qui visualise mieux pour le chimiste les vibrations mises en jeu.
La matrice Fs des constantes de force dans la base réduite des
nouvelles coordonnées de symétrie est rétablie dans 1l'ancien systeme
.Cependant ,uniquement pour le motif Prolyl choisi ,on obtient 328
constantes de force (diagonales et non diagonales ). Le trop grand
nombre Ee constantes de force de symétrie locale obtenu m'a empéché de
transférer ce champ de force de symétrie locale aux tétrapeptides .Jai
donc conservé les constantes de force définies sur les coordonnées
internes dans le champ URBY-BRADLREY apreés avoir traduit la matrice des
contraintes Zr.
| J'ai d'autre part négligé les contraintes entre les groupes
méthyléne du cycle proline (g,8',t,t')( 2 ) mais conservé les K CH2 ,L
et P CH-CH .De plus n'ayant puutiliser le champ de force de symétrie
locale du cycle je ne suis pas arrivé non plus & déterminer
nunériquement les contraintes dues & la tension du cycle. On peut
déterminer théoriquement ces contraintes (qui apparaissent lors de
1'élimination des redondances du cycle ) en introduisant pour chacune
des six redondances une contrainte Kappa Cycle .Ce probléme est
expliqué au paragraphe suivant.

III-3)Méthode de détermination des relations de redondance

du cycle proline:

L'introduction de 6 contraintes Kappa Cycle inhérentes au
cycle seul dérivent de 1'élimination des six relations de redondance
de type {((Ar_é,[)&,A'Ci )=0 o =1,6 .Afind'éliminer les termes linéaires
du champ de force de type UREBY-BRADLREY ,a partir des relations entre

parametres moléculaires du type %(Ar&-

)

,A@& ’AT':&e) =0 on introduit (3)
la fonction de redondance

W= W' + W"

-7 2_



et

w" =

ou W' =30f Ap;: fonction de premiere redondance

o

] p% parametre

1 . 3f
1/2{3 1(Ap‘éyz_3p— QA Q‘r%pbp Ap Apu)

b, 3

A

est la fonction de seconde redondance .

L

'‘élimination des termes linéaires dans le champ de force

URBY-BRADLEY pour un cycle se traduit par l'introduction de 1la

constante

de tension Xcycle et 1la fonction potentielle associée est de

la forme /

On

Veycle=1/2 XCycle W'cycle

obtient 3 relations de redondances &4 partir de la relation

vectorielle (fig III-1)

—*éﬁﬁ — —p —» —>

1 +R3+R4+R5+R6 O

)

direct

0y

rig I1I-1 X suivant N-C
YL X et dans le plan C N C
z A (X,Y) sens du triédre
DIRECT
X4 suivant (4C,
Y4 dans le plan N C C
-13- 24 1 (X4,Y4) etCen.n.
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Les positions des atomes du cycle sont repérées en fonction du
référential (X,Y,Z) et fonction des parametres RL’ 8;, T, .La figure
I11-2 lonne les nmatrices de passage pour chacune des rotations autour
des ax=es.

La figure III-% donne les parametres et les matrices de passage

de chajue référentiel au référentiel précédent.

atome matrice de passage au parametres

au référentiel X ,Y ,2

c5 I (identité) R

7 z R1,R2,Q,P,¢

c8 U R2,R3,8,,X1
!

<9 W R3,R4,8,,X2

N4 =l R4,R5,8 ,X3

)

(fig III-3)

Les vecteurs R s'expriment dans la base X,Y,2 par:

—

R1
0
s X+R 1 /H2 R3
—_—
R = u-i) | 4y +Ko '+Ko
\
\,



T x+R1 R2 /R3] /R4
— f [ ) ,‘
Ré = (W-I)| Uy |+ Ui+ =\o/.3+ 0
\ / VAL
z Q O 5 0
L N
x+R1 R2 R3 R4 R5
- :
RS = Q-IIWUZ\y +WU(O)+W 0 )+ O)+ 0
z ' 0 0 0

En décomposant suivant les vecteurs unitaires portés par X,Y,Z

on obtient 3 relations en fonction des parametres :

; X+R1, R2 R3 R4
SWiz | y + WU | O + W0 +5{ 0 = 0
z 0 0 ‘ 0. 0

Détermination des autres redondances:

——— v O o D s S i Y D S M S ! ey TR U AP O N S ey S S D S P> S W s

A partir de la relation] A8; =0 et de la relation

2 2 2
q: =r, +r -2r.rcos 8
“ )

“

3 " i ,on peut obtenir les relations de

redondances recherchées.

L'application pour un cycle non plan est trop complexe et n'a pu

2

etre menée i bien (détermination des dérivées partielles secondes Of
2 0 P2

et mixtes §T , Of fa
R0, 3, Ve



La détermination numérique des constantes KappaCyclen'a pu€tre
effectuée a cause de sa complexité donc il faudra conserver en mémoire
1l'aspect approché de la détermination des fréquences de vibration du

cycle proline lorsqu'on emploie le champ 4'UREY-BRADLEY.

Ce probléme ne se pose plus aujourd'hui lorsqu'on travaille
dans l'espace des coordonnées cartégsienmes ,la dimension des
matrices (6 dimensions en plus ) n'étant plus un obstacle majeur au
traitement des coordonnées normales (mémoire des ordinateurs

"pratiquement " infinie.

L'article qui suit résume 1l'essentiel des calculs effectués sur

la Glycyl-L-Proline

P — ——— — B S — D " e e o e R —— S — . s o o S g
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Raman Spectra and Normal Vibrations of
Dipeptides. 1I. Glycyl-L-Proline

P.LAGANT, M. H. LOUCHEUX-LEFEBVRE,* Institut de
Recherches sur le Cancer de Lille et Unité 124 de L’INSERM, BP 311,
F-59020 Lille Cédex; J. P. HUVENNE and G. VERGOTEN, and G.
FLEURY, Laboratoire de Physique, Faculté de Pharmacie, F-59045

Lille Cédex; et Centre de Technologie Biomédicale, JF59
Lille. - .; P.LEGRAND, Université des Sciences et Techniques de
Lllle F-59655 Villeneuve d’Ascq Cédex; Cedex, France

Synopsis

Raman and ir spectra of the glycyl-L-proline (GP) dipeptide were recorded. A normal-
coordinate treatment was performed on the basis of the experimental spectra, using a modified
Urey-Bradley force field (MUBFF). Cyclic redundancies were eliminated, and those due
to the ring methylene groups, particularly distorted in regard to the tetrahedral conformation,
were treated. An assignment of the experimental frequencies is proposed on the basis of the
normal treatment.

" INTRODUCTION

The purpose of the our study is to calculate the local symmetry force
constraints for groups, such as the prolyl ring, and to transpose the results
to calculations of more sophisticated edifices such as tetrapeptides, whose
experimental spectra are obscured by the great number of frequencies.

First, we calculated the simplest dipeptide, i.e., glycylglycine (GG).! In
this paper, we will consider the glycyl proline (GP) dipeptide (all amino
acids in this study were the L-form). This peptide can assume a cis-trans
isomerism of the prolyl residue, as shown by Boussard et al.2 in ir studies
on X-Pro containing peptides (X = Gly or Ala) and by Fermandjian et al.,3
who have determined by 13C-nmr the relative amount of cis and trans
conformations in the zwitterionic state of X-P dipeptide (39 and 61%, re-
spectively, for X = Gly). However, in order to simplify our calculations,
we treated only the transformation of an isolated molecule.

Caiculations were performed using as a model for the pyrrolidine ring
the configuration adopted by the prolyl residue in the glycy! prolyl leucyl
glycine tetrapeptide (GPLG), whose the geometry was determined by x-ray
study by Balasubramanian et al.¢

* To whom correspondence should be addressed.

Biopolymers, Vol. 22, XXX-YYY (1983)
© 1983 John Wiley & Sons, Inc. CCC 0006-3525/83/NNPPPP-DDSZ2Z.ZZ
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RAMAN SPECTRA OF DIPEPTIDES. 11 3
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Fig. 2. Low (a) and high (b) Raman frequencies of GP.

METHODS

The solid sample was purchased (Fluka) and purified by dissolution in
water or D»,O and precipitated with pure acetone.

Raman spectra were recorded on a Coderg T 800 triple monochromator.
The 514.5-nm line of an argon-ion laser was used as the exciting source.
Power on the sample was approximately 200 mW; the spectral resolution,
4cm~!. The ir spectra were recorded in the solid state (KBr disk) on a 621
P.E. spectrometer.

EXPERIMENTAL RESULTS

Raman and ir spectra of the solid sample are displayed in Figs. 1-3.
Although the frequencies are comparable, certain differences appear be-
tween the ir and Raman spectra and are discussed below.

1. Intensities are particularly different in the 1680-1600-cm™~! amide
I region.

2. The weak 1587-cm™! Raman band of the stretching antisymmetric
deformation v,(CO7) is observed in ir at 1582 cm~?! with a higher inten-
sity.

3. The degenerate deformation of the NH3 group 64(NH3) is observed
at 1623 cm~! in Raman and at 1605 cm™1! in the ir spectra.
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KAMAN SPECTRA .OF DIPEPTIDES. 11

Fig. 4 Schematic representation of the prolyl group whose symmetry coordinates are listed
in Table IL ‘

4. Inthe 1500-1400-cm ™ region, where the methylene group deforma-
tions [6(CHj)] are expected, Raman and ir spectra frequencies are sim-
ilar. -

5. In the complex peak at about 1410 ¢cm™!, we expected the wagging
deformation of the glycyl methylene group w(CH,), in accordance with our
earlier work on GG.! However, this region is obscured by other wagging
vibrations of the ring methylene groups.

6. Different vibrations of the methylene groups are expected in the
1400-1200-cm ™! region and can be seen at 1361 cm™! for the wagging de-
formation w(CeHy) and at 1324 cm™? for the twisting deformation tw(C¢fHj)
(see Fig. 4 for the localization of C¢, C#- - . C¥).

7. The ring stretching vibrations appear with different intensities in the
Raman and ir spectra, as can be seen from the 1276-cm~! (Raman) and
1262-cm™! (ir) bands.

8. Ring vibrations in the 1200-1000-cm™~! region are expected according
to previous studies on the polyproline I and II (PPI and PPII)5€ and the
pyrrolidine ring.” The authors assigned their 1087-cm™! (PPI), 1093-cm™1
(PPII), and 1096-cm™! (pyrrolidine ring) bands to a ring-stretching vi-
bration. Such bands are present at 1109 and 1093 cm™! in our spectra, and
these assumptions are supported by our calculations.

9. The region from 1000 to 700 cm™! is of particular interest because
methylene rocking and skeletal vibrations arise in this domain. Strong
bands are especially observed in the 945-930-cm~! region. In this com-
posite set of peaks, two bands are observed at 946 and 935 cm~1. Unfor-
tunately, we were unable to do a theoretical assignment of them. Itisin-
teresting to observe that previous theoretical and experimental studies®7
did not point out the 946- nor the 935-cm™1 frequency. However, Koenig®
has reported such bands for the proline amino acid. At this stage, we point
out that the geometry of the prolyl residue was taken from the GPLG te-
trapeptide and quite possibly does not represent the exact geometry of the
dipeptide. Previous calculations of the two polyprolines3:6 assigned a
919-cm~! (PPI) band to a ring stretching, a 917-cm™! band (PPII) to a ring
deformation, while Evans and Wahr? assigned a 908-cm~! (PPI) band to
aring mode. In our spectra, these bands are observed at 928 cm=! (Raman)
and 922 cm™1 (ir). However, theoretical analysis gives a combination of
stretching mode ¥{(C{C) and ring vibration mode for the glycyl residue.

47101 kb 021 tk ail
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6 LAGANT ET AL.

TABLE 1
Raman Experimental Frequencies in Solution and for Deuterated Solids
Tentative
H.0 (20% w/w) D.0 (20% w/w)  Deuterated (solid) Assignments
2989 vs 2988 vs
2962 sh 2960 vs, sh v.(CH3)
2834 m, sh 2937 s, sh
2879 m 2886 m »,(CHy)
1652 m, b 1648 m 1653 m, b Amide I
1620 w
1598 vw 1594 w v,{CO3)
1578 vw
1542 vw
1505 vw
1484 vs - 1484 vs 1489 vs
1456 s, sh 1454 s, sh 1469 vs 6(CHy)
1437 m 1441 m, sh
1428 w, sh
1399 m 1402 s . 1391s v, (CO7)
1361w w(CHj¢)
1348w 1350 w 1348 m
1324 w, sh 1325 vw t(CH,¢)
1316 m, b 1304 m 1298 m : §CC=H)
1288 m
1268s 1264 s »(CYCY) + ring stretch
1246 m 1245 m 1241 m
1193 m 1192s,b 1193
1184 m, sh 1183 m, sh 1178 t(CH28,+,6)
1164 w, sh 1160
1127 vw
1098 w 1100 m 1096 ¥(CCY) + »(CACY)
1067 :
1043 m 1053 m 1040 vs y{N*C8 + §(NC=C)
1028 m
956 m, b 993 m,b 985 m -
975 m, sh 960 w r(CH,5)
. 930 s, sh
9i8s 906 s 912s #(CEtC)
873 m, sh 8§75 m r(CHq¢)
862s, b E57s 863s,b 8(CO37)
. 796 w
778m 778m,b
70 m
715w, b 717 vw r(CHav) .
696 vw
665 s (large) 3(CCCH
581w, b 573w 547w, b ¥(CO7)
540 m 539 m, b 490w 6(C=0) Amide IV
426 m, b 428 m, b 430 m
383s 372s 385s
324 vw

* Abbreviations: s, m,w: strong, medium, and weak intensity; v: very; sh: shoulder; b:
broad; 8, 84, y: in-plane, degenerate, and out-of-plane deformation; w: wagging; tw: iwisting;
v, ¥o. Symmetric, antisymmetric stretching; r:  racking; 7, torsion.
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RAMAN SPECTRA OF DIPEPTIDES. 11
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Fig. 5 Internal coordinates of GP.

In the 1000-700-cm~1 domain, two ir intense bands at 879 and 819 cm™!
and a shoulder at 792 cm™! are also present in the Raman spectra. They
were observed by Koenig et al. at 867, 824, and 783 cm™! for proline and
at 571 and 826 cm™! for PPII in solution.® These frequencies would seem
to be characteristic of the proline ring and its methylene groups. Calcu-
lations confirm the rocking vibrations of the ring methylene groups at 819
cm~1, The higher-frequency band at 879 cm™! is partially due to the glycyl
methylene group rocking vibration r(C¢H,). Such an assignment is con-
sistent with the corresponding vibration for GG in water (884 cm™! where
no interaction takes place with the degenerate rocking vibration of the NH}
group.!

The calculated r(CvH,) vibration expected by calculation at 710 cm™?
is observed at 734 cm™! (Raman) and 715 em™! (ir). Vibration is observed
at 730 cm~! (Raman) in the solid PPII and was assigned to skeletal defor-
mations.®

10. In the 700-200-cm~? frequency range, we expected to observe the
out-of-plane vibrations of the carbonyl groups and the deformation of the
peptidic skeleton. The particular band at 686 cm™~! (weak in Raman, very
strong in ir at 667 cm™?) has not found by Evans and Wahr? for the pyrro-
lidine ring but was described for PPII at 641 cm™! by Koenig® and at 678
cm~! by Gupta et al.56 Gupta et al. assigned this band to ring deformations
only. Our calculations give this assignment for both ring and carboxylate
group deformations, but such a vibration appears as an overall vibration
when considering the potential-energy

The weak 621-cm~! Raman band (615 cm™! in ir) was assigned to the
amide IV [6(C=0) vibrations as observed by Dwivedi and Gupta!® for
GG].

The intense 447-cm™! band does not shift by deuteration as expected
for the torsion of the ammonium group (NHZ). Therefore, in accordance
with the 449-cm™~! band on the proline observed by Deveney et al.,!! we
assign this band to the CO7 in plane bending mode 6(CO3).



8 LAGANT ET AL.

TABLE Il ,
Cartesian Coordinates for the Prolv]l and Methviene Groups
Atoin X Y Z

Cs 1.98 1.442498 0
Ny 3.130411 1.605227 0.626478
Cs 3.835969 2.875616 0.620075
Cs 4.269444 3.558750 0.678512
Cy 5.048480 2.559329 1.532879
Cs 4.755786 1.385320 2.276138
Ce - 3.702189 0.625818 1.545939
Hie 3.213843 3.643001 1.103893
Hie 5.227084 3.400998 . 2.218221
Hx 5.945271 2.397937 0.916666
Ha 4.395409 ‘ 1.658952 3.278762
Hap | - 5662612 0.770499 2.374436
Has 2.945687 0.237941 2.243876
Ha4 4.138946 0.227394 1.006243

Raman bands at 403 and 393 cm=7 on proline were not reported by De-
veney et al.l! Dwivedi and Gupta® report such a band at 400 cm~? for a
ring deformation. Our calculations are in fair agreement with this as-
sumption for the 403-cm™! band, while the band at 393 cm™! was assigned
to the torsion 7(NH3) mode.

In general, lower frequencies are typical of skeletal deformations and
torsions. The amide VII frequency 7(C=N) occurs at 220 cm™! but is
broadened by ring torsions.

Under 200 cm™}, vibrations result from intermolecular interactions
(crystal modes). Since our study was made on the isolated molecule, their
frequencies were not calculated.

Table I shows the vibrational frequencies in aqueous and D50 solutions
as well as in the dueterated solid state and gives their tentative assign-
ments.

NORMAL-COORDINATE TREATMENT AND DISCUSSION

Cartesian coordinates for the glycyl-L-proline dipeptide have been taken
from crystallographic data given by Balasubramanian et al.4 for several
prolyl ring conformations obtained from various peptides. In our work
the prolyl part of GPLG tetrapeptide was used. This prolvl residue is
characterized by a nonplanar ring with its C* atom in an exo conformation.
Different distance and angle values for the prolyl residue (Fig. 5) were
considered and refined in order to give a perfect cyclization of the ring.

Table II gives the prolyl and methylene group Cartesian coordinates.

The parameters for the glycyl part have already been determined, and
their values were taken from the works of Destrade et al.}2 and Machida
et al.13 for a-glycine.

Internal coordinates were obtained by Wilson’s method.}4¥ Normal
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TABLE it

Symmetry Coordinates for the Glycyl and Carboxyiaie Groups

Assignmenti
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TABLE IV
New Symmetry Coordinates of the Proly! Group
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TABLE IV. (Continued from previous page.)
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treatments were performed for an isolated molecule lacking symmetry (Fig.
4). Certain symmetry coordinates for the NH;, CH,, CO7, and CONH
groups are already well defined.1> We have constructed the local symmetry
coordinates for the prolyl group constituted by the proline ring with its three
CHj; substituants in addition to the carbonyl and carboxylate carbon atoms
(Fig. 5).

After eliminating the cyclic redundancies and those due to the distorted
methylene groups, we constructed a reduced set of orthogonal local sym-
metry coordinates.
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TABLE V
Symmetry Coordinates of the Ring Mecthylene Groups
' . Assignments
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: TABLE VI
Experimental and Calculated Frequency Values of GP
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TaBLE VI. (Continued from pretious page.)
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A modified Urey-Bradley-type force field was used,6 in which were in-
cluded intramolecular constraints such as k, L, and P constants. When
cyclic redundancies are eliminated, the new reduced set implies overall
vibrations rather than of isolated ones and establishes definitively the
potential-energy distribution (PED).

Force constants for the prolyl ring were taken from the works on PPI and
PPII by Dwivedi and Gupta® and Gupta et al.®

Symmetry coordinates for the glycyl and carboxylate groups are listed
in Table III. Table IV gives the reduced set of 18 (3 N-6) symmetry coor-
dinates for the “prolyl” group. These values have been determined by the
program REDOND.17 “Tree” redundancies for the distorted methylene
groups of the ring have been determined (Y. Ogawa, personal communi-
cation), and Table V displays the normalized symmetry coordinates for
the B, v, and 6CH> prolyl groups.

The experimental and the calculated values for these frequencies are
summarized in Table VI with their corresponding PED. These results
correlate particularly well for frequencies such as amide band methylene
deformations and for the prediction of a ring stretching frequency at 1567
cm™}, which is observed at 1574 cm~! in Raman spectroscopy with DCI,
GP. However, the model for the prolyl group was taken from a tetrapeptide
and does not necessarily correspond geometrically to the dipeptide. At
lower frequencies, where overall vibrations of the ring occur, a good cor-

_go-
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TABLE VII
Local Diagonal Symmetry Force Constants for Glyeyl-L-Proline (in mdyn/A and mdyn A)

FS; Si FS,‘ S,‘

11 4.55 23 23 0.58
2 2 4.1 24 24 0.83
3 3 6.41 25 25 1.12
4 4 6.33 26 26 1.13
5 5 4.43 27 27 0.78
6 6 4.32 28 28 1.23
77 4.09 29 29 0.86
g8 8 4.23 30 30 0.84
9 9 6.18 31 3 1.80
10 10 8.49 32 32 1.74
11 11 4.94 33 33 1.13
12 12 5.47 34 34 1.34
13 13 5.76 35 35 1.71
14 14 4.92 36 36 0.95
15 15 11.93 37 37 0.24
16 16 4.76 , 38 38 0.56
17 17 4.76 39 39 0.72
18 18 4.95 40 40 0.213
19 19 0.62 41 41 0.56
20 20 0.6 42 42 0.71
21 21 0.62 43 43 0.57
22 22 - 0.87 44 44 0.75

relation appears for the 403-cm™! (cale. 407-cm™1), 326-cm™1 (calc. 327-
em™ 1, and 2685-cm™! (cale. 277-cm 1) bands.

Table VII gives the diagonal loral symmetry force constants for the prolyl
group.

In conclusion, the objective of our study was to apply the transferability
property of force constants for different groups such as the prolylring to
more complex structures such as tetrapeptides. We are currently involved
in furttier explorations in this domain.

We are grateful to the Centre Universitaire de Mesures et d’Analyses de I'Université de
Lille IT for the use of ir facilities. G.V.would like ta acknowledge NATO grant 1743 and the
Fondation de 1a Rechereche Mcdicap for its financial support during the course of this work.
We thani John Fegert {ur ascistance with the English text.
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INTRODUCTION AUX P~TORKS

Le champ de force UREY-BRADLEY affin€ par les calculs préliminaires
sur les dipeptides est transposé 2 des édifices plus complexes tels les
tri et tétrapeptides adoptant des conformations replides.

A partir des fréquences expérimentales obtenues sur le tripeptide
Glycyl-L-ProlylGlycylGlycine (et sur son homologue N et C protégé
ZGPGGOMe) adoptant une structure en coude B II1 & 1'état solide ou en
solution dens le OMS0 ou le Chloroforme, un calcul de fréquences a été
réalisé. La bonne concordance des fréquences calculées et
expérimentales nous permet dans un premier temps d'analyser 1la
composition des vibrations amide et de comprendre les effets
spdcifiques de la conférmation,des interactions dipolaires,des
effets répulsifs entr; atomes non liés pérticuliérementvimportants
dans de telles structures repliédes.

Ce travail est rapporté en détail dans le chapitre ayant trait su

turn 3 II.

Si le champ de force est réellement transférable a des structures
similaires,les caelculs théoriques ne partant que des parametres
obtenus grace au 8 turn Il,doivent nous donner des prédictions de
fréquences de vibration amide relativemént correctes.

Ce travail est rapporté daens le chapitre traitant des B-turns I,IIL
et I',II',I1I' (G-D~-PGG D étant le D résidu amino acide).

A ce stade,la comparuison de nos prédictions thdoriques aux
rdaultats expérimentaux obtenus par divers auteurs eat
déterminante.lLe second chapitre nous montrera que la tranaposition du

champ de force est tout 3 fait justifide.



Si donc,il est possible de simuler des spectres de vibration .on
peut attendre de dégager des corrélations entre fréquences
vibrationnelles et conformations.

Ceci est réalisd dans le chapitre traitant de la relation du type
LORD =f(U) ou U est l'angle diddrel de la liaison CC .

La vibration amide III est unmode trés complexe de vibrationetelle
est & ce titre particulidrement importantg car ne dépendant que de le
confarmation locale.

Enfin, d;bé ﬁb dernier temps,nous tenteroﬁs de voir jusqu'ou la
transférabilité du'chanp de force s'exerce.Ceci est fait dans le
dernier chapitré ou nous analysons une structure appelée C7C5 (la
ﬁartie C7 étant encore appelée Y turn). Cette structure avait été
envisagée au début de nos expérimentations car elle nous semblait

probable pour le tripeptide GPGG.

Les calculs théoriques prenant les memes parametres (constantes de
force) que pour les B tﬁrna,nous ont conduit & des prédictions que nous
avons essayé de dégager de résultats expdrimentaux ;apportés par
d'autres auteurs,particuli2rement sur l'octapeptide ANGICTENSINE II
Humaine.lLa technique de spectrométrie RAMAN apparaitra 2 ce moment
comme un trés utile complément (et meme parfois & 1'éfficacité
supérieure) a la wméthade physique de Résonance Magnétique
Nucldéaire.Cependant ces deux techniques n'analysent pas les memes
données,aussi il apparait évident que deux méthodes d'analyse valent
mieux gqu'une.

A la lumidre des études RAMAN et RMN,nous proposerons et

discuterons de la conformation de cette Hormone.
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D'autres études physicochimiques sur laconformation de peptides
N-Glycosylables sont actuellement en cours.Ces édtudes expérimentales
sont en symbiose avec nos études théoriques; Elles constituent la

finalité du traveil qui est maintenant exposé.
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Introduction au coude ? de type 11

Ce chapit%e traite de la simulation des fréquences de vibration
(principalement celles provenant des groupes amide) pour un
tripeptide Glyeyl-L-Prolyl-Glycylglycine (GPGG) qui adopte wune

conformation en coude P II dans le solvant DMSO.

A partir de 1l'identification expérimentale desbbandes amide,
obtenues en s'aidant des déplacements de fréquence lors des W et C
deuterations,nous avoﬁs simulé le spectre expérimental de GPGG en
utilisant au depart les constantes de force obtenues & partir de

1'étude des deux dipeptides précédemment déerits.

Le champ de force (constantes de force) a et affiné pour obtenir le
meilleur ' accord possible entre fréquences experimentales et
fréquences calculées.

Le traitement des coordonnées normales nous permet d'une part:

*D'examiner la distribution d'énergie potentielle (PED) et de
connaitre la composition des vibrations

*Ne faire la,éart de 1'origine des déplacements des fréquences-des
groupes amide engages dans une conformation particuliére, plus
exactement de donner les contributions au ;potentiél total des
potentiels provenant des interactions dipolaires (amide 1) ,des
interactions non liantes entre paires d'atomes, et du potentiel di aux
liaisons intra ou intermoléculaires.

D'ﬂutre'part :

*D'affiner les constantes de force qui seront transférées 2 d 'autres

» > £3 > 7/ L3
conformetions similaires pour un calcul totalement theorique.
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SUMHARY

Raman and infrared spectra have been recorded on the peptide Gly-L-
Pto-GlyGly inits zwitterionic form and on its protected homolog ZGly-
L-Pro-Gly-Gly-0OMe (Z= N-Benzyloxycarbonyl and OMe Methyl ester).Both
peptides adopt a type II P-turn Il conformation into aeppropriate
solvents, that is in DMS0-dé and CHC13 respectively.

A norwal coordinate treatment has been performed on Gly-L-Pro-
Cly-Gly using a modified UREY-BRADLEY force field and the
characteristic normal modes of vibrations.Their corresponding

frequencies have been extracted from experimental investigaticns.
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INTRODUCTION:

P—turns are important cocnformational features of proteins and
peptides.Such structural occurrences would help to explain important
biological mechanisms ,as for example in the N- glycosylation
phenomenon (1) in which the reverse turn could play the role of a
recognition site (2).

Considerable work has been devoted to the study of F-turns
(3,4).More recently,different papers were published concerning their
study by NHRY(5,6,7,B),circular dichroism (9,10) ,infrared and Raman
spectrascopy (11,12)},and normal modes calculations (13,14,15).

In the pregent work,we report the experimental and theoreticsl
investigations we carried out on a F turn consisting of four amino acid
residues numbered sequentially i to i+3 and taking up a (g4
conformetion characterized by the existence of an internal hydrogen
bond between the i and i+3 residues and specific values of 4) and i angles
(Fig1).0ur purpose is to relate vibrational group frequencies to e
particular set of (?,v) dihedral angles.

Therefore,westudiedtﬁeGly-L-Pro-Gly-Glyzwitterionpeptideand
its protected ester homolog Z-Gly-L-Pro-Gly~GLY-0OMe which adopts s
type II F-turn(l7)conformation intoDimethyl sulfoxyde (DM50-dé) and
COC13 respectively (5){(fig 1). This is well justified by the high
frequency of occurence of Pro in the i+l position of P turns in proteins
(3,18) and because the sequence L-Pro-Gly leads to B turn of type II
(8).
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GPGG -50° L60°  egese  t20° 163+5°  -143° laso’
ZGPGGOMe -60° ' - BO+50° 750
Standard
values -60° 120°  8Q° 0°
ref(1l6)
TABLE I

In this paper,the infrared and Raman spectra of these two peptides
were recorded and the assignments of the different bands were
accomplished using the N and C specifically deuterated peptides.

ThenormalmodesfrequencieswerecalculatedusingalﬁodifiedUREY—
BRADLEY force field ,the force constants of which were refined using
the experimental frequencies.
| Such a reverse turnwas alsopreviously observed for a peptide in its
zwitterion form for CPLG which was studied by TOMA et Al (6) by NMR.This
peptide exhibits into DMS0-dé a type IB-tufn conformation stabilized

by a end to end interaction of the charges.

HATERIAL AND METHODS

Raman spectra have been recorded using a T 300 triple monochromator

CODERG.A 500 mw power of the 514.5 nm Line of an Argon ion LASER was used
-101-
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Spectral resolution was in the 5-8 cm-1 range for the solid and
salution samples rcspectively.

Infrared spectra were obtained with 2 7 IR 7190 NICOLET usingK3r
disks for solid samples and differential spectra from DMSO-dé were
obtalned using an 1 mm leangth NaCl cell.

Peptides were purchased from SIGMA and purity wss checked using '3
and H' NMR (5). |

N-deuteration of Gly-L-Pro-Cly-Gly was obtained by succeasive (4
to 5) dissolutions and lyophilizations from D20 solutions.

Selective C deuterations of the third and fourth Glycine residues
of Z-Gly-L-Pro-Gly-Gly-OMe was performed as described by B. PERLY
following a method previously described (5).

For the N-deuteration ,Z-Gly-L-Pro-Gly-Gly-0Me was firstly
dissolved in a CH300-NH40D solution ,then the solvent was completely
evaporated under vacuum. This process was repeated several times
(6to5) before the peptide dissolution into CDCL3.

Solid state spectra always displays the same vibrational
frequencies whatever the way used to obtain the sample,either by
precipitation (acetone) or bycristallization from H20 (D20) and DMSO-
d6 solutions.

DM50~d6 exhibits no strong vibrational bands into the 1150-1750 cm-
1 region.

Normal coordinate treatments were performed using the CV0A program
(Pr T.SHIMANOUCHI ,TOKYO).A modified UREY-BRADLEY type force field
wes used.Primitive force constants and the new reduced symmetry
coordinate set for the prolyl ring were obtained from previous works
onto dipeptides(17,20).

The peptide model used in these calculations is shown Fig 1.



The dihedrul angles at residues 2 and 3 are corresponding to the
"standard" values given by VENKATACHALAM (17) (@2,!2)= -60° ,120° and (@3
,us)z 80°,0° in fair agreement with the values found by NMR (5).At the
residues 1 and 4, the dihedral angles are those corresponding to an
antiparallel pleated sheet that is (Q)1 ¥ )=(¢4,§l4) =-139°,135°, In the
calculations,the NH group of the i+3 th residue was considered as
included in a hydrogen bond (Figl) while the NH grm‘.np of the residue i+2
is considered as being free.
Additional potentials were taken into account yincluding dipolar
effects (Vl),non bonded atom pairs (V2) and terminal group’

electrostatic interactions (Vv3).
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KESULTS:

A)GLY-L-Pro-Gly-Gly:

RAMAN and IR spectra of the ‘salid Gly-L-Pro-Gly-Gly (GPGG)
tripeptide and the crystsllized GPGG N-d5 are shown in Fig2-4

In the amide A region (NH stretching),the IR spectrum of the
undeuterated sample exhibits a sharp band at 3286 and a broad one to
3460 cm~-1.They are assigned to the hydrogen bonded and free NH amide
group respectively (Figl).The shoulder at 3260 cm-1 is due to the NH3+
group stretching vibration and is shifted to 2450 cm-1 by N-
deuteration.Complete M-deuteration of the hydrﬁgen bonded NH was
unsucessfull.

In the amide I region (1600-1700 cm-1),which i3 essentially due to
the C=0 stretching vibrations,the IR solid state spectra (Fig 2 )
exhibits relatively complex frequencies i.d there are more bands than
carbonyl groups present in the molecule .

These bands appear (IR) at 1635,1677,1660 and 1647 cm=-1.The two
bands at lower frequencies exhibit a twice highef intensity than the
others.The corresponding RAMAN frequencies are observed at
1697,1674,1655 and 1647 cm-1l,the first and third of them being not
easily seen. Such slight shifts between the IR and Reman frequencies
would be explained in a first approximation by the presence of dipolar
interactions due to the crystal nature of the peptide.However, PLETNEY
et al (Z1,22) consider the 1679 cm-1 band they observed for
Iscleucynomycin as due to the presence of dimethylformamide
impurities arising from peptidic synthesis. Mo such fact was seen by
NMR studies (5).New argumentation wiil be given below.

The 1635 and 1615-1820 cm-1 IR bands (Fig2 ) were assigned to the NH3+

deformation and ,as expected, they diseappear on N-deutcration.
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In the amide IIll region two bands diseappear upon N-deuteration at
1285 and 1255 cm=-1 (IR) (fig2 ) and at 1287 and 1255 cm-1 (Raman).The
lowest frequency band diseappears quickly while the highest frequency

one needs several steps into N-deuteration.

Into DMS0-d6,where the GPGG tripeptide. adopts a}type I1 P turn
conformation (5),a strong and broad band appears at 1663 cm-l as
observed in the differential IR spectrum (fig 5a) with shoulders at
1647 ,1654,and 1697 cm=-1.The RAMAN spectrumbdisplays4aaimilar feature
with bands at 1645,1666,1678 and 1695 cm-1 (fig 6 )

NMR studies however have shown the perticipation of a very little

effect of the Glerro and Prq;Gly3cis-trans isomerisms (<10°) into

2
DMS0-dé which can not be responsible of the 1678 cm-1 peak.

Comparison with the ZGPGGOMe amide I frequencieslleqp us to do the
following assignments for the GPGG amide [ modes ,that are 1687 cm-1 for
€0(2) ,1657 cm-1 for CO (1) and 1647 cm-1 for CO (3).

Fig 5b shows the IR differential spectrum of GPGG into OMS0-d6 in the
amide A region and Fig(é )the Raéan amidelI]l region in the same
" solvent.As in the solid state,the 3286 cm-1(amideA) and 1288 cm-1
tamide 111) bands diseappeer slowly by N- deuteration. Sa,we can
assign these vibrations to a hydrogen bonded NH amide group.At the
opposite,the 3460 and 1255 cm-l1 frequencies were assigned to the
analogous vibrations of a free (or soLvaied) NH amide group (23).

Tﬁese experimental results disagree regarding the high predicted
amide III frequencies previously made by different authors (13,14) in
the 13350-1300 ca-l1l range.

No such high amide IIl frequencies were observed for GPGG ; the 1315
t0 1303 om-1shift obbgerved by N-deuteretian (fig6 ) has beenrelated to
a terminal methylene group twisting vibrationuSuch an effect has

already been observed by us on dipeptides (19-20).
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llowever our caulculations will predict a contribution of the amide
II1 vibration of N H (II) (fig 1} to the terminal methylene group
vidration wag{(Z H2) at 1346 cm-1 (observed at 1348 cm=-1 far GPGG N-d5 in
its crystaslline form).

So arelutionship between thecaulculated amide III frequencies (pure
or principal contribution) and the dihedral angle hus been found (23).

Caution must be taken to determine the free NH character in the amide
A region;Indeed,the GPGG tripeptide is only solubilized in DMSO when
lyophilized previously ,so,the presence of residual water can be

expected giving rise to some vibrations in the 3570-3400 cm-1 range.

*As well known, N-deuteration is a powerful method to make sure the
assignments on the NH amide modes of vibration and their relative
contributions in mixed modes.

More‘especially,the examina;ion of the IR amide A' région for the
GPGG N-d5 solid sample (Fig 2 ) shows two kinds of bands near 2580 cm-1
and in the 2460-2420 cm-1 region.These bands would ;orrespond to the
“"free®™ and bound amide ND stretching vibrations respectively.
Moreover,in this last range and in the 226072220 cm-1 region,specific
vibrations of the ND3+ group occur.

For the N-deuterated GPGG zwitterion,only one intense dissymmetric
band at 975 cm-1 in RAMAN (Ffig4a) or at 965 cm-1 (IR) (fig2) appears
upon N-deuteration.Examination of the 975 cm-1 RAMAN band in the
crystal form of GPGG N~d5 shows a weak shoulder in the lowest frequency

side at 955-957 cm-1 (figa).

In order to moke sure the amide [1I assignments to 1285 cm-1 for

NH(1I) and 1255 cm=1 for NH(l) groups, the experimental shifts upon N-
deuteration would have to be usefully corroborated to the normal

coordinate treatment.
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Normal coordinate treatment give the culculated amide I11' at 280
cm=1 for ND(IL) and at 954 cm-1 for N D(I). Another contribution is
calcuiuted at 1085 cm-1 (observed at 1093 cm-1 in RAMAN). This last
complex contributionispurtislly due toamixing of C Castretching,CNCa
bending and N D bending vibrations.

* Amide V (and V') oriéinates from the out of plane N-H (N-D) bending
These vibragions are of interest to relate frequencies to particular
conformations.

IR spectra of solid N~deuterated GPGG shows partial disea;;pearance
of the 757,730,and 680 cm-1 peaks and appearance of the 495cm-1 band (am
V').Calculated frequencies would assign the 723cm-1 frequency to the
NH(II) amide V mode (calculatedat 502 cm-1 for AmV' and observed at 495
cm-1), withcalculated contributions at 685 and 70lcm=-1.The YNH(I) out
of plane bending is however calculated to a higher frequency i.d, 771
cm-1 (Am V' calculated at 596 cm-1).This out of plane vibration of the_
"free" NH(I) group is somewhat complicated by an out of plane ¥ (C =0)
bending mode (Am VI mode).

Normal coordinate analysis of the observed 757 cm-=1 frequency mode
(calculated at 768 cm-1) gives contribution of skeleton bending
vibrations (CNC) and (CNC,) which arepertubated whenN-deuteration

occurs (decrease in intensity).

Amide IV and VI principally originate from theC=0 in plane and out of
plane bendings respectively.Calculated normal modes lead us to assign
the fFollowing frequencies :Am IV S(Cﬁ-.O) 562 cm=-1, 5(C3=0) 6§24 cm=-1 ,

5(C, =0) 604cm-1 and 538,614,532 cm-1 to Y(C _=0), {(Cy=0), ¥(C, =0)

respectively.
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8) Z-8ly-L-Pro-Gly-Gly~-OMe:

Infrared and RAMAN gpectra of the solid Z-Gly-L-Pro-Gly-Cly- JMe
(ZGPGGOMe) are shown inte fig 7,8 .Thede spectrs were recorded onto
films cast from so%ution into CDCL3 where the peptide adopts a 100°%/
type Il F turn (5). '

Spectra of specifically -deuterated analogs inposition3 and 4 of
2GPGGOMe ,7-Gly-Pro-( 2H)Gly-Gly-OMe and Z-Gly-Pro-Gly ¢ 2H)Gly-
OMe,were also recorded and fig 9-10 display their IR snd RAMAN
gspectra. '

In the amide I range, ZGPGGOMe exhibits five bands at
1740,1720,1695,1659,1642 cm-1 (IR) and at 1731,1716,1694,1656,1639
cm-1 (Raman) are assigned to the carbonyl methyl ester., urethane,and
the three amide groups carbonyl stretchings respectively. Analysis of
the pertubation in intensity undergone by the carbonyl groups by
specifically cy~deuterated tetrapeptide(figlo,ll) lead us to
attribute the 1694,1656 and 14836 cm-1 frequencies to the Prc:zﬁly._z,ﬁly1
Pro, and Gly,Gly, amide I vibrations respectively. These bands shift
to 1685,1652‘,1641 cm-1 (Raman) and to 1680, 1650 and 1640 cm-l (IR)

‘after N-deuteration.

The‘amide Il region displays two bands in the 1540-1560 ¢m-1 range
wh.ose intensities decrease strongly upon N-deuteration while the
amide [I' region displays sppearsnce of strong IR bands in the 1340~
14380 cm;l range.Such an increase in intensity is not unusual.Bands at
41290-80 ,1255 and 1217 em-1 (IR fig 7) and 1285,1255,123Q cm-1 (Raman)
(fig 8) diseappear anto N-ceuteratian and they may be assigned to the
amide [I[ viorations. These bands aredifficult toput inevidence from
theprolyl methylene groups vibrations. Normal treatments onto GPGG N-

45 give prediction of amide [Il' vibrationof (NH)Gly, bothat 1085 and

974 cm-1; -108 -



The first band appears experimentally es a sharp peak to 1090 cm-1 in
ZGPGGOMe (IR) but the lowest frequency one is not easil& seen into the
tetrapeptide spectrum (975 cm-1 for GPGG zwitterion).The 1090 cm-1
band is in part due to a mixing oflthe terminal methylene group
vibration with the amide III' mode.

So from our theoretical treatments we can assign the 1290, 1255 and
1217 (1230 cm-1 Raman) frequencies to the amide 11l modes of NH(Gly),
,NH(Gly)3 and to the hydrogen bonded NH urethane respectively.

Complete N-deuteration (see the experimental part) was
unsuccessfuli as we can see in the amide A region .The 3460,3340,3290
cm-1 (IR fig7) and 3362,3316 (RAMAN figB8b) bands shift into the 2420-
2480 cm-1 region (AmA') on N- deuteration. The amide B (3100 -3080) and
the amide V (680-730) cm-1 regions do not mark greast changes in

intensity upon N-deuteration.

* When dissolved into DMS0-dé6 ,ZGPGGOMe sﬁowa principally two kinds
of spectra in the amide 1 range.About 30 mn are spent between the two
recordings a and b (figl2).NMR studies (5) have put in evidence the
Bestabilization of the type 11 P turn when dissoclution in DMSQ-dé
occurs.

As expected,the spectrum recorded just after the dissolution (Fig
12 a)isreminiscent of the one obtained in the solid state (Fig8) and is
characteristic of a type Il B turn.The spectrum recorded 30 minutes
later shows important pertubations in both the amide I and I1]l modes
(Fig 12 b),the frequencies of which are now characteristic of a

desorganized structure.

Bands arising from the methyl ester carboxylate end would give
contributions in the 1260-1230 cm-1 region (V(C-0) and Ya(C-0-C)
,1050 cm-1 for Ys(C-0-C) and in the 645-630 cm-1 for 8(CO )y Another
band at 1480-70 cm-1 would be due to the 5(0Me) vibration.
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* Effects of speciFically}%:deuterations of ZGPGGQOMe on the Raman
spectra have to be compared with the unlabelled peptide frequencies
fig 10.Foc the Giy,labelled sample (Fig 10 ) the bands at
1427,958,883,826,570 and 539 cm-1! diseappear onto deuteration while
bands at 904,804 (weak) appear .It'is intereating to compare these
results with the calculations we carried out for the GPGG zwitterion
and which allow us to do the Following assigmentsa: §(CH2) glygat 1485
em~-1 ,uag(CHZ)gl%at.l435 cm-1 tw(CH2)gly, st 1367cm-1 and r(CH2) gly
at Baldcm-1 (oba’lerved at 888cm-l where there is a small contribution of
5(Cz0)pr0 -

For the Gy/Jlabelled sample (figll ) bands at 1344,1302,1140-25

' 859,527 cm-l diseappear while 8 strong band et 87lcm-l appears
.Calculated values for GPGG would give the following assigments:
1337cm-1 . for wag(CH2)gly, ,1311 for tw(CH2)gly, ,942 cm-1 for
r(CH2)gly, and 1480 cm-1 for 8(CH2)91y4.

In the case of a FERMI resonance involving the 859 and 883cam-1
frequencieP (intensities are 1 and 2 respectively ) the frequency of
the unpertubated frequency would be calculated at about v%=857 cm-1
(r(CH2),) .For GPGG zwitterion where this methylene group has a greater

degree of liberty,this normal mode is calculated to 942 cm-l.

RORMAL COORDINATE TREATMERT:

Table I gives the calculated frequencies for the GPGG zwitterion
peptide and their corresponding PED.These normal mode calculatlons

have been performed using experimental frequencies obtained froma 52/

solution in DMSO0-d6. -110-



NMR studies (5) hauve put inevidence the presence of a hydrogen bond
between the i and i+3 residues to form a type Il B-turn structure (Qo
conformation fig l).The NH group of the third residue has been shown
as being "free" but the NH group of the fourth residue is included in an
intramolecular hydrogen bond.

In order to draw more educated conclusions from these results,let
us now consider some vibrationsa; cancerning the amide III mades, Fig 6
allbwstoobserveacmcreaseinintensityofthe1244-1255cm-lend1288
cm-1 Raman frequencies by N-deuteration of ZGPGGOMe. The normal
coardinate treatment does not give such a low frequency contribution
at thO cm-1 to the amide III mode for the 1255 cm-1 band in despite of
the fact that this contribution exists for others turns (as type I and
II1 and for G-D-PGG)(24).However DMSO is well known to solvate
strongly the free amide NH groups;Our calculations have been carried
out in aorder to calculate the free NH amide III mode at 1257 cm=1 to fix
in the same time the 1288 cm-1 frequency of the intramolecularly
hydrogen bonded group NH(Gly)4. So,in our mind, the 1240-44 cm-1 band
decrease in intensity (put in evidence upon N-deuteration) could be
related to the existence of anequilibrium between two states of the NH
group of the third Gly residue,free and solvated,since it iswell known

that DMS0 strongly solvates the free amide NH groups.

Previous works,principally those carried out on the C-terminal
part of ocytocin Pro-Leu-Gly-NH2 (type II F turn) by HSEU and CHANG
(11),F0OX &al (12),and NAIK 2t al(13) relate the presence of bends at
1235,1255-65 ,1285 cm-1 (and 1320c¢m=-1 for ref 13 ) which would be
assigned to the amide III modes.

Therefore we must consider the conditions in which the spectrum was
recorded,i.d the state of the sample (sclid, crystal,solution) as well

‘as the spectral resolution to obtain the best assignments of the

frequencies.
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The IR experimental values of the amide I mode in the solid state
(fFig ) are observed at 1585,1677,1660 and 1647 cm=1 . The
calculations were performed from these values <considering that a
FERMI resonance can exist in DMS0O-dé6. (see below). Dipolar
interactions between carbonyl groups and the non-bonded atom pair
potential have been included. The value of the dipolar moment ( /1S
=12.6 Debye/A where uis the dipolar moment) was taken from a previous
work (l9).Thethjforce constants (Ri,R; are the internal coordinates
of the C=0 amide 1 vibration) were included into our calculations

according the KRIMM's method (15,16).

Analysis of the Jacobian contributions allows us to distinguish
between the dipolar and non-bonded interaction effects onto the

frequencies values. Table Il gives these calculated contributions.

Cale. 1684 1454 . 1646
Exp 1687 . 1657 ' 1647
Aasign. - (C=0)Pro, (C=0)Gly, | (C=0)Gly,

calculated
dipolar S +10 -1 +5

effects {cm-1)

calc. non bonded
interactions +9 +11 +3

effects (cm=1)

*with f c:a,c:o =-0.031
f eso,c=0, 2-0.095 D/} and br-/bs =12.6 D/}
f cz%,czo = 0.21

TABLE II



Into DKS508-d&6, the RAMHAN and IR amide 1 bands of GPGC are observed at
1695,1666-1678 ,1645-50 cm=-1 and at 1695,1665,1654 cm-1 respectively
(fig 5,6). Comparing with the snolid state spectrum (Fig 5 and 2) of
GPGG,one can observe that the 1677 cm-1 band diseappears in the IR
spectrum of GPGG in DMS0-d6.As the cis-trans isomerism around the Gly,
Pro, (or inProGly,) bond in a weak proportion (5) this last effect does
not explain the strong 1677 cm-1 shoulder of the 1687 IR cm-1 band whose
intensities are comparable while the 1657 and 1647 cm-1 ones are twice
in intensity. From the 1677 cm-1 (intensity I) and the 1657 cm-1 band
(intensity 21),the effect of a FERMI resonance would positionne the
non pertubated frequency to about 1664 cm-1l.

Such aneffect isnot astonishing to consider for the C=0 stretching
made into a molecule having no symmetry.0ften are implied harmonics
for the pertubating band whichwould positionne approximatively to 832
em-1 in the region of the r(CH2) vibrations.

Cristal state effects would not explain the similarity between the
RAMAN and IR frequencies (and intensities) of GPGG when we compare with
the corresponding amide I vibration of ZGPCGOMe.Such an effect can be
easily seen when we observe ZGPGGOMe into DMSO0-dé6 (fig 12).

As seen by NMR studies (5), the B-turn II structure is not retained
into DMS0~d6.Fig 12 displays the amide I end III region of ZGPGGOMe just
afterdissolutionintoDMSO(parta)andpaftt:displaysthesameregion
thirty minutes after. Comparison of the two kinds of spectra shows

a slow desorganization of the P—turn structure into DMSO-dé6.

EFFECTS OF HYDROGEN BONDS AND OTHER INTERACTIONS:

The effects of the various potentials such as hydrogen bond, C=0
dipolar interactions,non bonded atoms pair intersction and terminal
group electrostatic interactions are of interest to discuss in more
details to examine the differents shifts in frequencies accompanying

the disappearance of the 8-turn structure.

-,.’I 1 3 o



for the amide I vibrations, the V(CG-O) Pro 1638 cm-l frequency would
éhif‘t at 1667 cm-1 upon the B-turn destruction (loss of contacts -Jcm=-1
and loss of dipolar interactions -13 cm=1) (see table II).The 1656 cm-~1
frequency would shift at 16946 cm=1 and the 1847 ¢m-) one is downshifted
to 15839 cm-l.

For 2GPGGOMe into DMSO,the 15692 cm=1 band (fig l2) may arise from the
urethane group.Jdther calculated effects such as hydrogen bonds are
somewhat rather weak (-3to-5cm-1 per H bond).

Amide II vibrations are very sensitive to the state of hydrogen bond -
and to the contact effects of the non-bonded atams.Far the (.NH)Gly4
group,disappearance of the intramolecular hydrogen bond would shift
by sabout -40cm-1 the amide II frequency.In another part,if the’
contacté are lost,a =17 cm-l shift oécurs while the terminal
electrostatic pert would arise the frequency by 9 cm-l and the Gly,
amidedfrequency would decrease to 1529 cm-1l.

The 1546 cm~1 (IR) frequency of the (817)3 amide Il mode would
inérease by 10 to 20 cm-1 {(H (NH===0) +0.02 to 0.05 mdyn/}) upon
formation of anm external hydrogen bond while loss of contact§ (loss of
" the F-turn structure ) would decrease by -10 cm~1 this frequency; the
electrostatic part gives a ~3cm-l contribution when the P-turn
structure is lost.So, the NH Gly, amide II frequency would be in the ,
1545-1550 cm~-1 range when externel hydrogen bonds fsolvatation) would
destroy the folded structure.

Ihe-amid.e III region diasplays a great sensitivity to the state of
hydrogen bond 1d loss of the Cig conformation would decrease the amide
IIT NH(Gly), frequency by -13 cm-1 (hydrogen bond) ,by -24 cm-1 (loss
of contacts) and by -3 cm-1 for the electrostétic contribution of the
terminal groups.So loas of the P-turn conformation wauld decrease the
Gly, amide IIl1 frequency in the 1245-1250 cm-1 range.External
hydrogen bond on the NH(Gly); would increase the amide IIl by 3 to 15
em=1.[f the 12340-44 cm-1 band of GPGG into DMS0-d6 is cdue to the NH
“free" group,the corresponding "solvated” group would be in the 1250~
1259 cm-1 range,but the P-turn structure destruction would decrease

this frequency by 10 to 15 cm-l. __.—114 -



For the corresponding IR amide II!' vibrations,external hydrogen
bond would arisa the 954 cm-1 frequency (NH Gly)3t0970 cm-1.This fact
may be related with the dissymmetric amide III' band observed in the

cristal form of GPGG N-d5 (figé4 ).

The low frequency region is of interest to consider.A pure hydrogen
bond vibraticn onto NH(Gly),is calculated at 126 cm-1 (and at 21 cm-
l).For.the NH(Gly); ,external hydrogen bond would be predicted at 143
cm-1 (linear bend).Such effects of external hydrogen bonds
(originating from cristal structure or from the solvent) are of
interest ,despite their various strengths and have been studied by
AUBRY et al(25) for the solvatation of B-turns and by GENEST et al(26)

in their empirical calculations onto the water-peptide interactions.

CONCLUSION:

Conformational dependent frequencies of a B turn Il structure have
been predicted and examination of the Potential Energy Diatribution
and the corresponding Jacobian expléined the caomposition of the
observed amide frequencies.So,our calculations were performed using
an "isolated"” peptide model with no ﬁide chain (apart the imino
residue) to give the principal contributions of the skeleton
vibrations.Further works {(22) will attempt to transfert the force
field to similar conformations.In this case Raman spectroscopy may be
-an uwsefull complement of other technical ways of investigations onto

peptide structures.
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TABLES AND FIGURES CAPTIQNS

FIG 1 :Internal coordinates of GPGG

#1G 2 : infrared spectra of solid GPGG and crystallized GPGG in the
1800-400 cm~1 region (b) and in the amide A regiaon (a).

FIG 3 : RAMAN spectrum of GPGG in the solid state.

FIG 4 : RAMAN aspectra of GPGG N-d5 (crystal)(4a) and the corresponding
low frequencies region (4b).

FIG 5 : Infrared Differential spectre of GPGG into DMSO-dé

N

5a) Amide I region and 5b) Amide A region
FIG 6 : RAMAN 3apectra of GPGG and GPGG N-dS5 in DMSD-dé6

6a) Amide I and 6b) Amide III ranges ’
FIG7 : IR spectra of ZGPGGOMe (o) and N~deuterated 2GPGGOMe (b) .(films
cast from CHClJ)l
FIG 8 : RAMAN spectrum of solid ZGPGGOMe (from CHC13) 8e) High frequency
and amide A regions b) The 1200-1350 cm-1 range of N- deuterated
ZGPGGOMe .
FIG 9 : lespectra of the C~deuterated ZGPGGOMe .D3 and D4 are the
corresponding C deuterated methylenme groups (Gly) and (Gly)
regspectively.a) H3H4 b) D3H4 c) H3IDA
FIG10: RAHANspectrumof‘thespecifically(Gly?sc-deuteratedZGPGGOMe
(salid from CHC13).D3H4
FIG l1: RAMAN spectrum of H3DA4
FIG 12: RAMAN spectrum of ZGPGGOMe and N-deuterated ZGPGGOMe in DMSO-
dé

12a) Amide I range

12b) Amide 111 range



TABLE [: Values of the dihedral angles obtained for GPGG and ZGPGGOMe

TAGLE Il: Effects of dipolar interactions and non bonded atom pairs
interactions fiar the calculated amide I mode of GPGG.
TABLE IIl : Calculated frequencies of GPGG and their corresponding PEL

TABLE IV : Principal force constants for GPGG
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COORDONNES DE SYMETRIE DES P—-TURBS

STRETCHINGS

S 1 =ART S18 = AR21

S 2 =aR2 S19 = &AR22 = S3 nouv

S 3 =a4R3 =51 nouv 520 = & R23 = S5 nouv

S 4 =aR4 =82 nouv S21 =& R24 = S6 nouv

S 5 =aR5 =S4 nouv S22 =\ R25 = S7 nouv

S 6 =aR6 S23 = A R26 = S8 nouv

S 7 =aR7 S24 = (AR27+AR28)/VZ" Vs(CH2)

S 8 = ARS8 825 = (AR29+4AR30)/VZ Vs(CH2)

S 9 = AR9 826 = (AR31+AR32)/VZ Vs(CH2)

S10 = AR10 S27 = AR33

S11 = AR §28 = (AR34+AR35)/VZ  Vs(CH2)

S12 =(4R12+AR13)/VZ Vs(C02-) S29 = (AR36+AR37+ R38)/V3 Vs(NH3+)

S13 =(aR14+AR15)/VZ Vs(CH2)  S30 = (2AR36-AR37-AR38)/VE Vd(NH3+)

S14 = AR16 S31 = AR39

S15 = AR17 S32 = A R40

S16 =(AR18+4AR19)/VZ2 Vs(CH2) S33 = A R41

S17 = AR20 S34 = AR42

S80 =(AR12-AR13)/VZ Va(C02-) 884 = (AR29-AR30)/VZ Va(CH2)

S81 =(AR14-AR15)/VZ Va(CH2) S85 = (AR31-4R32)/VZ" Va(CH2)

S82 =(AR18-4R19)/VZ Va(CH2) S86 = (AR34-AR35)/VZ" Va(CH2)

S83 =(8R27-AR28)/VZ Va(CH2) S87 = (AR37-AR38)/VZ" Vd(NH3+)
BENDINGS B-TURNS

S35 = (=80«se~-8asp- 2043 +Adxu 3+ 8, .+ 8Dy 0 / VB §s (NH3+)

S36 = (ZA%,R-B%Q;}—MD&,Q)/‘FO‘ (pm’a 3‘«},59 §d(NH3+)y

S37 = (23Qux-8033-40433) /VE r#(NH3+)

S38 = (580u2 —8¢u 3 -8z~ Prps= A, —802,35) / V3O § (N1c2c3)

539 = (4A‘b“.ls-B@A,M—AQA,K-A@1,3&-5‘02.,35)/V'ZU § (CH2 )a

S40 = ( APau+8Pas-APs34-A0215) /2 Wag(CH2 )«

S41 = (28023 -A02-801a3) /VE $ (C2C3N4)

842 = ( Al -0033)/V2 § (C3=0)

S43 = S9 nouv § (C3N4C5)

S44 = S10 nouv § (C3N4C9)

S45 = St1 nouv § (C9N4CH)

S46 = S12 nouv 3 (N4CSH26)

S47 = S13 nouv § (N4C5CT)

S48 = S14 nouv g(N4CSC6)

S49 = S15 nouv (C6C5H26)

S50 = S16 nouv 3 (CBCHCT)

S51 = S17 nouv § (csc7cs)

8552 = 0.195769Mys-0.04738300n22-0.047487 &d2u28  § (CH2 )

-0.0477778035~0.047691A2u,2%
S53% = 0.2496585gu-0.24990‘5a¢& ¢t0-250048402523 Wag(CH2 )

M_0.249704A 2 27 P



859
S60
S61
562
563
S64
S65
S66
S67
S68
569
S70
ST
572
S73
ST4
S75
sS76

388
589
390
S91

592
593
S94
595
596
S97
398
599

3100
5101

nu

T T | T S A T T N N IO 1 N T O | S [ VI

[ | T 1

-o.249477A®zs

S18 nouv é§C708C9)
0.1914704y3,-0.045849480u .0456574@13,30 §(CH2 )y
-0.0449034 15-0.0451 534025 29
0.250155 84}, 4024933040, ,#0. 249281 80,29 Wag(CH2 )y

0.249794 Ad2s,29
0. 202310Atbmz 0.052081 Aygy,-0.051982 A0 12 g(CHZ}g
0.051 701 Am,,M 0.051807 AD24 34
0.25001440, gm0 - 24990844 ,+0.24988980,¢,, Wag(CH2 )g
! AL =0 -249966 M);_‘ 234

(280sc ~8Qsaa=DQ6p4) /VE $(C5CEN10)
( AQgar - 80c,4) [V $(C6=0)
(24067 -4d¢n-801.20) /VE §(C6N10C11)
( B0b20 - 803,0) /V2 S (N10-H)
(5ﬂ®?!-ﬁ®?ﬂ€ 80249~ 8ug 19— A8 - 6¢sﬁs)/V"‘D §(N1OC11C12)
(4 Mm,xg- Ays - Ad - Mbm 8dg 9 / V20 S(CH2 )aa
(A Wx +A®m- Ads, 8- AQ1,48) /2 Wag(CH2 )aa
(20088 - d087-Ad,13) / VB é(c11c12u13)
( A‘Dﬂ}-ws,lﬁ-)/VT $(C12=0)
(2 804,10 = AQq,1¢ - 80,48) / VT~ §(C12N13C14)
( A0y 16—-A0ia1e) / V" §(N13-H)
(54 Qi — AQien—B0ie s~ ADi g~ A Dyt - Bu,15) / V3O $(N13C14C15)
(4A¢u‘,\g-5 04— A Q40— &Qu 1w =ADu,15) / V2T S(CH2 )uq
( 3 Do+ Adie, 5~ 8Pnpy = 8Qu,5) /2 Wag(CH2 )y
(2A‘D\zr5—-6®u,n.-5¢n,\3)/VB_' $(Cc02-)
( A Qo2 =AQuw) /VZ r (co2-)

LY EERYY . $(C3=0--H)

ADac,39 | §(N13-H==0)
( A@W-Amm)/vz §4(NH3+)
( A An-A@a,z:)/ r1(NH3+)
(8 Dasu—-80a3 - 08023 +80235) /2 Tw (CH2 )
( A@ua =4Qs 35+ Qay - AlDz.sc)/2 r (CH2 ),
0.2500744G,,,+0.246534 40, 4+0.24947140u Tw (CH2 )g

-0.246946 Qw23

0.24693940,,+0.2496T1 8¢, ;3-0.245094802,53 r (CH2 )g

-0.248412 402423

-0.2486874q,  +0.24478748Q,, +0.250141 80223 Tw (CH2 )y

-0.243750480 15,29
0.240189A(D,_m+0 245960Aq>m-o.244742A0u,z9 r (CH2 )y
~0.249205 80 15,29
0.24681980y,+0.25001 1 8Das3s Tw (CH2 )8

o ~0.246354 004,34

0.245401A¢ .248644A¢ -0.246814 400534 r (CH2 )
MR_0.2498764 024,34

(A@'}'l& Aqlz)ls-A(Dg,xg+A¢g,\3)/2 Tw (CH2 )41

( 80,18~ A031q +8 02,8~ 40 1,!1)/ r (CH2 )a4

AQ)\.». A‘Dlons—A(Dn,u,-i- H\s ) /2 T™w (CH2 )

(4 q)ol« A‘Qolg n\u Aq)n\s')/2 r (CH2 )



LINEAR BENDS P-TURHS

In plane LB
377 = AbAhhz
S78 = 8 20,u4
S79 = AP asud4

5102 = YA},‘-!?.
S103 = Ya2o,u4
S104 = 24,40

CUT OF PLANE WAGGING

S105 = Y
S106 = Y24
S107 = Y20
S108 = Y43
S109 = Y46
8123 = Yua
REDUNDANCY SYMMETRY COORDINATES
Scycle =Adzs2e
Scycle = AT,
Scycle = ATy
Scycle = By
Scycle = BArzis
Scycle = ATa¢
Scycle =A¢zg13
TORSIONS

S110 = AT,
S111 = AT,
S112 = AT 3
3113 = ATs
S114 = g T¢
8115 = 47,
S116 = ATy
S117 = AT,
3118 = AT .o
S119 = ATa4
S120 = 4T
S121 = ATzq

31 22 = AT/\Q

123~
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-1 38_

Calc 16534 154 1odo
Ixp 1687 1657 1647
Assign. (C‘s.-.O)Pro2 (C;-O)Gly1 (q§O)Gly3
calculated
dipolar * +10 -1 +5
effects (cm-1)
- calc. non bonded
interactions +9 +11 +3
effects (cn-1)
¥4 ; - - — 3
with T C§F0,CF0 = 0.031
f ¢mo0,cz0 ==0.095 D/R and Ok/yS =12.6 D/A
T q;o,g;o = 0.21
TABLE II




FREQUENCIES OF GPGG B-Turn 2

Calc.

3470
3285
3264
3262
3112
2992
2983
2978
2959
29486
2932
2927
2906
2872
2853
2852
2830
2817

leg4
los54
Lle4e

1635
1615
1e0L
1577
1558
1550

1533
1528
1498
1485
1480
1470
1456
1449
1447
1434

1405
1367
1364
1346
1331

1328

(2580)
(2460)
(2420)
(2409)
(2229)

AM II

-AM TII

100
93
9
10

100
Y8

100

i00

100
45
55

100
95
99

i00
48
51

100

PED

y (NLOH)

V(N13H) + 7V (0--H)

vd (NH3+) + 10vd (NH3+)
Vé (NH3+) + 90vd (NH3+)
Vs (NH3+)

va (CsH)

va (NH3+)

va (CzH)

va (Cﬁﬁ)

va (CpH) + 55 va (CyH)
va (CpH) + 45 va (CyH)
va (CyH)

Vs (CsH) + 4 V¥s (CpH)
¥s (C H)

vs (C H)

VS’(CZH) + 48 ¥s (CyH)
ys (CpH) + 48 Vs (CyH)
Vs (CyH)

64V (C6=0) +24 d (NH--0)+L1 V(C6N)
52V (C3=0) +33V (C3N4) +13 d(C2N3C4)
45V (CL2=0) +L8V (C12N) +114 (CCL2N) +10d (CNL3C)

+10 &(NH--0) +gd (NL3H)

80 8/(NH3+) +12 §(NH3+) +8 r (NH3+)
13 & (NH3+) +76 &(NH3+) +5 r (NH3+)

9l

va (Co )

50 & (NL3H)+45 & (NH--0)+2V (C12N) +2V(CL3N)

42

S2 cycle

49 & (NLUH) +25Vv (C6N10)+3V(N10Cq) +8Y (C3N4)

+6

S2 cycle

938, (NH3+) +2V(N+Ca) +2 S2 cycle

16
35
84
72

S2 cycle+403(CaHp ) +395(CHz g+L2 S8 cycle

S2 cycle+388(CsHy) +22 S15 cycle+20 S14 cycle
) (C“HQ ) +10 wag (C11H2) +5V (NlOCd)

8 (CuH ) +12Wag (CuHg) +9 8 (NH--0) +6V (N13C )

40 8 (CgH,)+39 8 (CoHy) +11 5 (CpHa) +8 S8 cycle

43
77
83
38

49

87
52
52
45
12
34

S13 cycle+39 S15 cycle+l7 S8 cycle
5(C Ha)+Ll5 8 (C Hy)+3 S6 cyle
5(CgH )+17 8 (CpH )
Wag (Cy,Hy ) +19 §(NH==0) +15 5(NL3H) +128(C,H,)
+ 8 Wag(C,H,)

V(CO,)+25 V (CaCyg) +25 §(CQ,)

Tw (CyHq ) +3 Tw(CqHy ) +3  (N1OH)

Wag (CoH,) +44 Tw(C,Hj) ’

Wag (CyH, ) +22 8 (NH-=0) +15 8 (CiHp)+12 § (N13H)
Wag (C;Hy ) +18 S15 cycle+l3 Sl16 cycle+

S12 cycle+7-S13 cycle+5 V(C3N4)

wag (CgHz) +30 & (CgH,y) +14 S6 cycle+8 S8 cycle

+6v (C3N4)+5v (C,C4)

51,
()

3 /‘_((‘. K
™
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.
s’

1008

974
955
954
942
927

926
872
768

738
724

690
662

624
614
604
582
538
489

Arl III

AM I1I

AM III'

AM III'

EEEEE EE %

-
<

85 Tw(CyHo)+12 r(Cuta) +3V(CalL3) o
27 wWag(CgHo)+28 S7 cycle+lo S5 cycle+lld Wag(cﬁﬁg)
48 5 (NH=-0)+2L 8(NL3H)+L0 V(CL2N)+5V(NL13Ca)
+5v (Calyq)
35 Tw(CgH,) +34 8({NE~=0) +16 §(NL3H) +7V (CL2N) +5 S5 cycle
26 V(CoNLO)+22 §(CoNLOC )+158(C6=0)+23 Tw(CgsHy)
+ 9 V(CqCs)
30 Wag(C5H2)+z3 Tw (CgHp ) +15 Si6 cycle+l2 Sb cycle
) +11 S7 cycle+8 Tw(CpHjy)
65 Tw(CﬁH2)+20 S5 cycle+9 S16 cycle+b V(C3N4) -
92 Tw(C,H,)+4 Si5 cycle
25 Sl6 Cycle+lé S12 cycle+lil S& cycle+25 Tw(CpgH,)
: +11 Tw(CyH2)
28 ra(NH3+)+29 $(NLOC J+15 8(C3=0)+13 V(C3N4)
+12 £ (CyHy)
56 r (NH3+4)+32 r(CaHp)+Y% V(NLOC ) '
53 V(NL13Cgy)+22 8 (NL3C,C)+11l & (CN13Cq)+1l V ({CeC12)
+4 & (CuC12N)
42 r (NH3+)+17 V(NLOCq)+23 r(CyH,)+11l & (NL3GC)
+6 Y (C6N1O0)
41 r(NH3+) +33 r(CyH,)+ld4 Wag (CgHa)+9 Wag(CyHjy)
26 r(CjHa)+22 r(CgH,)+22 rANE3+ +22 v (N+C
35 Wag (CpH )+32 r(CyH2)+32 S7 cycle
26 § (CO5)+25 Yis(CO,) +16 V(CaC)+15 (CN13Ca)
+13  (NL13CqxC)
33 V(N+C,) +29 S5 cycle+20 S7 cycle+6 V(C2C3)
+12 V(C,Cyp)
50 V(N+Cy)+L8 S8 cycle+24 r (CsHa)+7 Wag(CpgH2)
35 §(CN13Cq)+31 r(CyuH,)+9 Tor (N+Cq)+7 V(CaCyo)
+6  (Ci2=0)

a)

57 S6 cycle+25 r(CgH,)+17 V(N+Cq)

51 & (ND—-0) +38 & (N13D)+6 § (CgNCq) +2 V (CyN) +2v (N3Ca
20 V(Cqle) +18 r (CpHp)+18 r (CpH2)+18 r (CpHy)+8 V(C,C3)
42 §(NLOD)+26 & (ND=-0)+13 §(NL3D)+10 V(ML )+9 V(C,C)
§5 £ (CuHp ) +18 Tor (NMCa)+12 & (N;;CHC) +4 & (CNgCq)
21 Y(C,C,)+17 d (C;=0)+16 Si3 cycle+lé sl4 cycle+
@ 12 v(CaCe) +11 r(Cpl,)
31 r(CgHp)+26 r(CsHy)+22 r(CoHp)+21 r(CyHy)
49 Sl4 cycle+3l r(CyHjy)+20 r(CgHy) _
24 §(NC,C)+17 V(C,C)+17 812 cyclet+ld Sl4 cycle
+11 & (CNyaCu) +12 Y (C3=0)
50  (NCyC) +20 & (CO)+15 V(CyyC) +10 4 (CNiC,)
38 Tor [NyC, ) +34 Y (NgH) +18 J (NH--0) +10 Tor {H=-0)

39 Y(NH)+34 Tor(CgN)+24 Tor (MoC«)

34 v(cfg ) +20 & (NgC,C) +17 § (Cyp=0) +17 J(CyCual)
+11 ¥ (COz)

32 d(C3=0)+23 ¥(C3=0)+31 V(CgqCy)+14 & (NgC,C)

84 Y(C3=0) +16TORN+Cy)

51§(Ce=0) +356.(CeNCy) +16 Tor (N+C«)

38 Y(Cg=0)+22 Y(NGH)+12 Sg +9r (CpH2)+6 Ss

47 & (NCuC ) +254 (Cig=0) +L5TOR(NgCy) +13 d (CyCi2N)

65 £ (COp)+25 Tor (N;C)+10 § (N_C,C )

1
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444
419
374
348
334

316
301
293

269
259
2.8

ig8
160
155
148
126
122

109
97
87
74
66
42
32
21
17

306
85
58

55 &

29
38

74

4y §

e

49
43
ol
81
42
44

66
&7
65
76
30
00
100
49
51

d (CaCyN4) +30 SY cycle+3d Y(Ce=0)
Tor (N+C )+Y r(CoH2)+6 Tor (C3Ns)
§ (MaCuC) +13 & (NgH) +12r (CO) +11r (Cg=0) +8 & (NyH)
§(CNaC) +9 § (N, (CqC) +7 Tor (MaCy)
(CoCyNg ) +15 Tor (N+Cy)+i2 d (CeNCy ) +8 Tor (CdCy
) +7 ¥ ({Cg=0)
§17 cycle+26 S18 cycle+l8 é(N+CdC)+l4 (CN4xCx)
+13 4 (NE--0)
§ (NgCy C) +19 S18 cycle+l? $17 cycle+l2 &(CNuCq)
+9 4 (NH--0) +6 4 (N+CyC)
§ (CNgCq) #32 & (4C,C) +12 & (CNCy) +10 SL6 cycle
+38 Tor (CgN,)
§ (NgCyC) +8 & (ChuCa) +7 & (NH=-0) +7 Y (i)
(CsCgN) +35 § (MzCyC)+16 S18 cycle
5 (CCoN) +26 Tor (CqCrg) +18 & (NgCyC1+15 § (MeCaC)
+13 4 (CNgCq)
S17 cycle+2s Tor(C3N4)+lSé(NH--O)+lO Slécycle
S cycle+30 & (NH--0)+17 Tor (CqCg)+L0 Tor (C4C3)
V(Op--H) +17 Tor (C3Mg)+12 Tor(CyCj)+l0 Silcycle
LB C12=O+l3 Tor (N13CJ\)
Tor (NuCy ) +39 & (NH--0) +8 Tor (CxCis) +6 § (CNyaCy)
Tor (NifCq ) +43 Tor (C4Ca) +L2 Tor(C3=0)+
' 12 Tor (CqCry +il LB (Gz0)
Tor (NgCy) +20 4 (NgCqC)+7 LB G50 +6 ¥ (NgH)
LB Cg=0+26 V(Ozp—H)+1l3 Tor (Mh3Cq)+1ls SLL cycle
Tor (NiCq ) +L7 ¥ (NuH) +17 & (83CyC)
Tor (N@Ca) +24 §(NE--0)
Tor (NuCq) +16: Tor (Cq4Ce)+41 V(Ozr—H)+13 LB Cg=0
Tor (NiaCq) +16 § (NH==0) +9 V(Ozg-H)
LBU NyoH
§ (NH--0) +31 Tor (NuH) +20 § (C30--H)
LB NgH+13 S11 cycle+l3 Tor (C ,Cq)+13 Tor (NyCy)

Ve
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FORCE CONSTANTS FOR GPGG (B-TURK)

K (C=0) B8.65 K (C3=0) 7.88 (Pro)

K (NCq) 4.19 K (C0O--H)0.19

K (CCY 1.92 K (C=N) 5.13

H (CqCN) 0.3 F (CaCN) 0.7

H (CaC=0)0.46 F (CaC=0)0.5

H (NC=0) 0.4 F (NC=0) 1.76

H (CNCq) 0.37 F (CNCq,) 0.79

H (CNH) 0.296 F (CNH) 0.24

H (C NH) 0.233 F (CyNH) 0.201

H (NCaC) 0.16 F (NC,C) 0.5

H (NCqH) 0.33 F (NCoH) 0.48

H (CC--11)0.02 " H (NH--0)0.02

H CO--H 0.05 H CO--H 0.02

H NH--0 0.02 H NH--0 0.02

W (C=0) 0.42 W O(NH)

Tor(Ch,C)0.17 Tor(C3=N)0.69

Tor(C=N)0.274 Tor(NCa) 0.1

Kappa NH3 -0.05 Kappa CH2 -0.02

P CH-CH -0.11 P NH-NH -0.11
Ta ble 1v
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Conclusion:

Les fréquences caractéristiques des principales liaisons amide
incluses dans un coude de type B IT ont eté étudiees expe'rimentaiement
et de fagon théorique.

Certainesf?équencescommecellesreliéesauxvibrationsamideIII
different des résultats obtenus par d'autres auteurs. Ces auteurs
proposent la region 1300-1330 cm~1 comme étant caractéfistique de la
vibration amide IIT pure.ﬁos calculs prévoimtcette vfbration 3 des
fréquences inférieures 1255-1285 cm~1 avec des contributions du mode
amide III aux vibrations des groupes méthyléne vers 1320-1340 cnm-
1 .Mous verrons eau chapitre suivant 1'importance de 1'étude de cette
vibration particuliére.

Les constantes de force finales peuvent maintenant @€tre

-~ . b s . . -
transferees & des conformations proches du nodéle précis étudié ici.

L ey

I
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Tntroduction aux coudes P

Les constantes de force obtenues a partir de la simulation par
traitement des coordonnées normales sur un peptide modéle (GPGG)
adoptant une conformation en coude B II sont,traﬁsférées au meme
peptidedamslesdiversesconformations"standard"descoudesp(I,III

pour G-L-PGG et I',II',ITI' pour G-D-PGG) . |
| Les fréquences vibrationnelles des groupes amide ont été calcule’éé
pour chaque type de coude B.

I 7

Les effets des différents potentiels ont ét€ dégagés.
Des relations diddrales liant les fréquences de vibration amide ITT
et amide ¥V en fonction des angles(f (angle de torsion des liaison HC'(CN)

rd & -
ont et€ mises en évidence.

/

v ¢ g Zin . g

lne comparaison est faite entre nos prédictions de frequence de
. . / /. .
vibration et les frequences obtenues experimentalement par plusieurs

. - . /!
auteurs sur des peptides adontant des conformations repliees .
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YIBRATIONAL NORHAL MODES OF FOLDED PROLYL-CONTAINIKG

PEPTIDES: APPLICATION TO P-TURHS

Philippe LAGANT,Gérard VERGDTEN,Guy FLEURY,Maric-Henriette

LOUCHEUX-LEFEBVRE

Laboratoire de Physique ,Faculté de Pharmacie de LILLE

3 rue du Pr LAGUESSE 59045 LILLE cedex FRANCE
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Institut cde Recherche sur le Cancer U 124 INSERM
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Laboratoiré de Physique Faculté de Pharmacie de LILLE
3 rue du Pr LAGUESSE 59045 LILLE‘cedex FRANCE

Centre de Technologie Biomédicale INSERM S5Cné

13,17 rue C. GUERIN 59800 LILLE cedex FRANCE

~Abbreviations:

GP:Clycyl-L-Proline,GPCG:Glycyl-L=-Prolyl-GlycylGlycine, Z:
Benzyloxycsrbonyl group,0OMe: Methyl ester,NMR: Nuclear Magnetique.
Resonance, normal mode of vibretion,P.E.D : Potentisl Energy

Distribution

SUMMARY :

Normal mode ana;ysis of standard F-Turns have been performed
using the refined force field obtained from e type I1 B Turn like
conformation frequencies.

tffects of various potentﬁals are discussed and theoreticel

predictions are compered to the experimental results of various

suthors.
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. INTRUDUCTIDN:

Raman and infrared spectrsa are of great help to
determine folded structures in complex edifices a8
globular proteins.In a previous wortk,we determinated
the refined force field (1) gbteined from normal mode
calculat;ons l;':f a type 11 B turn (2,3,8) like atr.u‘ctu“re
usingthepeptideﬁly-LfPro—Gly-Gly(GPGG)whichadopts
e type II P turn conformsastion (3) as model.Moreover we
Anquae the conforuatiﬁn emide 111 normal "wode
relstionship.

In the present work different standard B turns (2)
characterized by a set of dihedral angles (E,Q),»were
conside?ed; More especially their alidé frequencies
were calculated using the results pteviouaiy obtained
withthetypeiIIPturnrefinedforcefielddeterninatinn
(4) <A cglculated amide freqdéncies-dihedral engles
relationship was established for the type 1 and type..III'
B- turn a&s well ss for their corresponding mirror
errangements, the so-called B-turns of type I',I11I"* and
III' the dihedreal angles of which were given by
VENKATACHALAM (2).

This way is a good opportunity to relate amide group
Prequenciesio various conformetional states depending
on their (@,!) dihedral angles as previously done by

KRIMM and BANDEKAR (5,6) and LORD (7).



MATERIAL AND METHODS:

The theoretical normal modes have been calculatec
using a modified UREY-BRADLEY force field. Additional
potentials were taken into accoudt including dipolar
effects (Vy term), nonbaonded atompairs (V., term) and
terni;al group’electrostetic interaction (V4 term).
The force constants set abtained from the type II B8 turn
normal wmode <calculations (1) was wused without
madification.

Theschenatlcrepresentatléno_f:aF-turnwasdrawnin~
Fig l and the dihedral angles of the differenttypes-of
turn we consider are given in Table l.The four residues
of the peptide Gly-h-Pto-ély-Gly were nuabered
sequentiaslly i to i+3.The three diati;ct carbonyl
groups corresponding to the i ,i+l and {+2 residues were

written (C0)1,(CO)2 and(C0),; respectively and the twe

1+2 and i+3 NH groups NH(I) and NH(II) respectively.
RESULTS:

Table 1 displays the calculated amide group
frequencies for eacg standard B turn according to the
VENKATACHALAM notetion (2).Far this calculation,the
(NH)I group was considered as being free,that {swithou*
external hydrogen bond ,while the (NH)II gréup was
included in an intramolecular hydrogen bond in order tg

stabilize the C,y structure (p turn) ., -150-.
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Since it is well know that the presence oflacking o
hydrogen bonds hes a8 significant effect on the amide I.
and amide I1]l frequencies (5) (increasin‘g the frequenc:
when the N-H group; are hydrogen bonded) ,the frequencie:
were also calculated for the NH(1) group included in;

-

hydrog;n bond and for the NH(II) when its intremolecula:

bond is disrupted.One observes that the resultinc

calculated frequency shifts are nat similer for the twi

NN groups and this result is at varisnce with previou:

~works (5).

Table 2 gives the reiative contributiﬁns te the
potentials ofthe_dipolnr('15interactions,non bondgc
inteia;tiona (v,) ;ﬂd hydrogen bond (V3).

Tge a-idel iodes nasogiatég with the Cs0 stfechlng
vibration is very sensitive to both the Vi and \
potentials,buﬁthe contributinn; to the frequencies of

the ¥; potential can be neglected.At the opposite,the

anide 11,111 &end amide V modes are highlysénsitivet:

both the -V, and V3 potentiala.Unfo;tunaflyfthe IF
amide II bands,the intensities of ;hich .are very
important,sre overlapping to the bands sarising from the
prolyl ring vibrations in the 1540-1580 cm=1 renge anc
therefore ,in our case, can not be used to identify theg
turn structure., On the other hand,it must be remenberec
that the amide III 1is sensitive to the backbone

conformation and to the side chain composition.,



This fect is shown in table 3 whsre the Potenti
Energy Distribution corresponding to the amide I
modes is given.

One can observes that these frequencies are higﬁ
dependent of the (CH,) group for the NH(II) group and
the-pr;lyl ring vibrations for RH(I).

So it is poa#ible to obtain a Y(amide 111I) = f(
»relstianship for the model peptide we study i.d/GPGG ev
iﬁ distiﬁguishing between the different types of
t;.arns. However, for sl 1\ the types oAf turn we ex-anined,vm
bénd located at between 1284 snd 1291 cm=1 has to |
eonsiderga attentiveiy since the NH deformati:
contribu&ion to its.rrequency'is gighe% than SO0
(Table 2).Therefore this baﬁd could be characterist!
of a B turn folded atruct;xre but without poseibility. 1
distinguish between the different types of turnas.

The amide V modes ,which a‘re'_essentially arising frec
the NH deformations have been shown to be p-articularl
sensitive to the conformation (8) .Fig 2 displays th

Y amide V ):f(g)relationsﬁipcorrespcndingtotheNH(I
group either free or included into a hydrogen bond.Th
shape of tgin curve is reminiscent of this one w
previousiy’obtained in the case of the amide III ban
(8).Such .dependences suggested to us a (7 amid
Ill/famide V)= f(yY) relationship(Fig3) characterizedb

3 "linear" representstion. =182~



This fect is shown in table 3 where the Potential
Energy Distribution corresponding to the amide II:
modes is given.

One can observes that these frequencies are hijhly
dependent of the (CH,) group for the NH(II1) group andof
the pr;lyl ring vibrations for RH(I1).

So it is possible to obtain a F(amide II1I) = f(g)
‘relationshipforthenmdelpeptidewestudyi.gGPGGeven
iﬁ diatiﬁguishing between the different types of B
turns. However, for all tbhe types olf turnwe ex-aained,’one
band located at between 1284 and 1291 cm-l hss to be
considereﬁ attentively since the NH deformetion
contribugion to its'frequency'is gighe% than 50°/
(Teble 2).Therefore this band could be characteristic
of a B turn folded structgre but without posaibilit; to
distinguish between the Qifferent types of turns.

Thea-ide\f-odes,whichargessentinllyarisingfroi
the NH deformations have been shown to be aarticularly
sensitive to the conformation (8) .Fig 2 displays the
V(amide V )=f(g)relationaﬁipcorrespondingtotheNH(I)
group either free or included into a hydrogen bond.The
shape of tgin curve is reminiscent of ¢this one we
previously obteined in the case of the amide [II band
(4).Such dependences suggested to us a (7 amide

I1I1/famide V)= f(U) relstionship(Fig3) characterizedby

a "linear" representation. - -152-



DISCUSSION:

Let us now to do e comparison between ocur calculeate
frequencies snd the numerous experimental Raman o
infrared studies which have been performed on folde
peptides.Thése experimental studies principell
consider the amide A and amide 1 frequencies to identif
the conformationel festures.Moreover,only few of the
were carried out using N-deuteretion to correlate th
amide mode frequencies to the local conformaetion.W
will successively consider the experinentél result:

with the different types of P turns.

Type I turns:

KAWAL and FASMAN (9) heve performed & study of Z-Gly-
L-Ser (DtBu)-L- Ser-Gly-0-Stearyl ester by circular
dichroism end infrered spectroscopy and they concluded
tothe presence of a type IF turn.This result was judged
as equivocel by SMITH and PEASE (10).However,it is
interesting to observe that their amide I mode
frequencies (1695,1635 cm~1 with a 1665 cm«1 shoulder)
obteined onto @ film cast from cycléhexan are in fair
egreement with the frequencies we calculated (Table I)

(1695,1663 and 1643 cm=1).
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HAN et al (11) studiec the peptide Z-Cly-Pro~Leu-Gly
inthecrysteal fdrn,thex-ray determinationof whichwas
carried out.This peptide exhibits a type I P turn.The
suthors reported the 168B3,1651 and 1837 cm=1 bands as
erising from the samide ! modes that is at lower
ffrequencies than expected for our cealculated type 1
turn.Thia}iaprepencycouldbeduetothefﬁctthattheir
experimental spectrum was recorded on a crystal. The
~examinstionof the frequencies of the bands erising fron
otheranidenodeswo;laallowtogeinﬁoﬁe;nfornatienih

this case. Unfortunately,the 1336-1349 cw—; bands thet

they attributed as arisiﬁg from the. amide III mode were
p?ptfde obtained in 8 crystel form, S-Benzyl;Cys~Pgo;
Leu-Gly-NH, ,FOX et al (12) identified a type I F turn
(crystallographic data (13)) and ' they observed the
amide I mode frequencies at 1664 cm-1 and the emide II1
frequencies at 1235,1281 and 1294 cm-l. These velues
save to be compared with those we calculated from the
normal coordinate trestments on GPGG fnratype]ﬁ?turn

i.d for the amide III modes 1274 and 1284 cm-1 with

contributions at 1236 and 1339 cm=1.

Type'II B turns:

Several experimental studies were also performed on

P turns of type II.

ar g



ISHIZAKI et al (14) havereported thel668 cm=1 (amide
1) end 1286 cm=1 (amide III) bands corresponding to the

peptide tBoc-C);s-Pro-Val-Cys-CO-NH-CH3 the secondary
s : :
structure'of whichwas distinguished as a type I1I F turn

i

1

by NMR spectroscopy. FO0X et al (12) observed forPro=-Leu-
Cly-NH, (crystal) which eadopts a type II P turn
structure (X-Ray data(l5)) the amide I bands st 1688 and

1649 ca~1 sand the amide III bands at 1238,1266 and 1283

. -cm=1,HSEU snd CHANG (16) carried out a study on the same

.p-eptide Pro-Leu-Gly-NH, Qither in the arlid state or in
solution (Hzo.and DMSO0).Their results are sinilar.ta
_those obtained by FOX et al h.:.r this type Il F turn
stAruct'ure ithe amide ] frequencies are observed ;t 1687
end 1650 cm-1 (solid state) and at 166-9 ca=-1 in'DHSO an:
the smide III bands at 1259 ca-l (pH 2) and 1242 ca=-1 (pH
12) in voqu;ous solution.. '

An experimental work carried ‘out by ISHIZAKI et sl
(17) on Anthopleurin A reported the 1677 cm-1 (amide \I)
and 1254,1260 and 1272 ca~1 (smide II1) bands es erising
.fron a wixing of type II P turn and antiparasllel F sheet
. structures as determineted by CPNMR studies.

BANDEKAR et al (18) studied the cyclo(lL-Ala=D-Ala-
aminocaproyl) whose the structure was identified as
being a P turn of type II by NMR and circular dichroism
stuaies.They observed the amide [ baend st 1669 cma}

~-155-
(Raman) and 1641 cm-1 (IR).



They reported the calcglated amide ] at 1656 cmel &s
arising frome mixed state of? turns of types Il end I°.
NAIK et al (19) studied Pro-Leu=-Gly-NH, .They
reported the amide I bands at 1698,1688 and 1653 em=1 and

the gmide IIIl mode bands in the 1290-1330 cm-l range.

Type I1I1I P turn:

ISHIZAKI et al (18) and RAD et al (20) intheir studizs
on ZI=-Aib-Pro-CONHCH, and on Aiaiethicin' fregment:
foun&the ;ypicalanidel eand II1 band;at.f677,1286cawi
and 1?58,1645 ca=-]1 respectively.These values are iq
fair agreener;t with those we calculated t',t;vr the type 111
F turn (Table I) as expected in this case since the
structure exhibited by these peptides and deterainaied
by X-ray is a F turn of type III (21)..

SUCHARDA-SOBCZYK et al (22) studied Tuftsin,a
tetrapeptide with the;equence Thr-Lys-Pro-Arg end ics
analogs.They att;ibuted the bandg et 1685,ié§5
(diffuse) and 1630 clollas arisipg from the amide I mode
«They characterized this folded structure using B NER

and circu\lar dichroism and found a P Turn I1Il structure

(23).

In conclusion of this compilation, {(table 3) the

-156-

following remarks hsve to be done:



* Despite the slight differences -between our
predicted amide frequencies angd thoge p?eviously done
(5) ,e fairly good agreement is observed. Comparison
between our calculated values and the experinentalones
cbtained from IR and Raman spectrarecordea.onpeptides
 £akingup a folded structure arefelativelyﬁatisfying.

* The amide I mode does not appeér aé the best one to
ideniify whatever the type of P turn.In particulesr,we
did not find any band characteristic of neither a type 1
nor e type II B turn.

'NoanideIIInﬁderrequencieswerecalculatedinthe
1300-1330 cm~1 rsnge.However,high frequency
contribution#werepredictedbyus.h1thei335-1350c3-1
regionasvvellaa et lower frequencies in the 1240-1255
cm-1 region . |

A’\Last,but not the leest,it is importeant to poln't cut
that the frequencies are sensitive t§ the skeleton
conformation,of course,but also to the side chain
ccmpd;ition eof the peptide considered.In other
no;ds,the celculated frequencies are dep;nding of the
peptidic model used for the celculetions.As an example
of this observation, the role played by the non-bonded
atompair interactions we have taken into account in our
calculetions is well illustrated by the following

studies.
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.The Gly=-Pro-Leu-Gly in its zuitterionicform sdopts
in solution in DMS0-d6é a type I B turn structure as
evidenced by NMR study (28) when the peptide Gly-Pro-
CGly-Gly in the same conditions exhibits & type IIP turn
(3).So0 non-bonded interections of the Leu residue side
‘cgain determines the type of folding present in the

moclecule and have not to be neglected.

Amide frequencies were also calculated for the
;irrbr arrangements of the typeI,Ii and II1 Ffur;s;\8
the so-called types I',I1* and ITI® (2) using theély—d;
Pro~-Gly-Gly model.The calculations were carried odt

using the same force constants that those used for the

‘.

types.I,II-and'III. Thegefére,the diffgrences betweéﬁ.
\thefrequencies;alculﬁéedfdronetype?fF-tu:nan&i%;
mirror arrengaents could be essentially attributed t;
the dipoclar and non=-bonded interaction potentials . The
work of HAN et al (25) which recorded a Raman spe;:tra on
(Leu’) Enkephalin which adopts a type I'F turn allows to
do & comparison with our caslculated values.These
suthors found 8 broad bsnd located st 1674 cm-l.thcy
asaignedi to> the smide I wode frequency. Our
corresbonding predicted amide I . fregquencies are
1663,1661 and 1656 cm=1.0n the other hand,they observed
the amide 1I1 modes at 1255,1271,1282 end 1325 cm-1
(celculeted values st 1284,1293 cm-1 and contribution

at 1225 cm=l). -158-



This discrepency between thecalculatedandobsefved
amide 1 and IIlI frequencies may be explained as arising
from the side chain effects.

Ma;yexperimentalworkswere carried out on proteins
having e folded structure. PLETNEV et al (26) studied
Isoleucinomycin and they observed bands at 1655 and 1663
cm-1. TAKAMATSU et al (27),HARADA et sl (28), YU et ol
(29) studied neurotoxins and snake venom cqmponents.in.
all cases the results can be interp?eted as arisin.gif'?‘om
a mixture of different structures in which tﬁe
percentage of P antiparallel pleested sheet structure
would be very important.Sometimes,the presence o},the
amidg 111 frequencies in the 1250-1266 cm~1 range would
sugﬁest présenc; of folded confornations. fSHIZAkI ef
al (17) when studying Anthopleprin A observed the
presence of banda st 1677,1254,1260 and 1272 cm=-1 using

N-deuteration which were tentatively assigned to the

presence of a type Il F turn structure.
CONCLUSION:

The compariscn between predicted frequencies
calculated from experimentsl results onto a P turn I1
conformation and frequencies obtained by other workers

lead us to be confident of Raman spectroscopy.
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Previous work (4) hes shown & LORD's 1like
relationship for the amide 1II! (and II1') modes.Much
attention will be further cerried on such relations and
experiments would be of the best possible resolution.In
another part N-deuteration is necessary to meke sure
eassignments of the NH amide group vibrations whi;h seem
very conformational dependent

Our studies were performéd on a8 prolyl containing
peptide and this fact may explain that ouf calculated
frequencies would differe slightly from previous
authors' ones (5).However,their results end ours would
be teken as theoretical predictions for experimental

determinations of folded conformations. '

Inthe p?esent work,a V(amideV) = f(Y) relationsh‘ijp
was developped as well as a (Pam I11/Ram V) = f(E)
variation.Much att?ntion would be further oar;ied out
to determine experimental frequencies with the best
poasibieresolution.[specially,the essignments of the
NH amide group vibrations which seem very
conformationsl dependent will heve to be sure using N-

deuterations.
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Type of
B Turn

Normal

mode

Am |

Am 11

Am 11!

Am 111

Am ILL'

Am 1V

Am V

Am V!

Am VI

B 1

1695
1663
1643

1520

1562

1470
1490

1284
1274

979
952

585
609
613

740
716

553
521

586
588
549

-60°
~-30°
90"

‘B I1
Cnlco

1684
1654
1646

1546
1567

1486
1492

1283
1255

980
954

624
604
614

135
728

570
507

614
562
538

-60°
120°
goe°

Obsa.

1687
1657
1647

1287
1254

975
955

8 111

1697
1658
1630

1518
1573

1456
1494

1289
1277

992
946

612
575
658

767
7084

527
604

595
602
516

- ~60°

~30°
-600

8 1!

1656
1661
1663

1543
1567

1468
1491

1284

1293
976
963

581
636
664

754
708

539
507

602
573
536

60°
30®
90¢°

B II1

1687
1667
1646

1523
1577
12886
1492
1291
1239

978
924

588
667
562

683
728

530

496

628
598
537

60°
~120°
-Bo°

8 111!

1682
1641

1635

1506

1530

1468
1490

1289
1277

982
941

649
615
647

755
a8l

517
609

603
587
476

60°
3ne
60°

(co)2
(co)l
(cn)3

(NH)I
(NH)II

(NIH) 1
(NN)TI

(NH)IT
(NH)1

(ND)I1
(ND)I

(co)i
(co)2
(co)3

“ (NH)I
C(NH)I1I

(ND)1
(ND)IT

(co)l
(co)2
(co)3
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EXPERTHMENTAL FREQUENCIES FOR FOLDED PEPTIDES

Amide I Amide III Amide V
1695,1663,1643 2 1284,1274,1235 ° 749,716 °
1695,1635,1665(sh)P |

B I  1683,1651,1637°¢

1664 d 1235,1261,1294 ¢
1687,1657,1647 2 1287,1255° 728,735 °
1691,1654,1639 ¢

1668 ¢ 1286 f

: 1664,1695,1654 9
B II 1669(R),1641(IR)h

1698,1688,1653 1 1336,1318,1297,1257 ! 625-690 !
1 1683,1650 (IR)° 1237,1259,1283°
1688,1649 © 1238,1266,1283°
1687,1650 P 1259(PH2),1242(PH12) P
1234,1268°
1669 9
. a a
1697,1658,1630 ° 1289,1277 , 784,714
1677‘1658m1646 1632™ 1286 !

B III 1685,1655,1630(1IR)n

- 1642,167a ' 1255,1271,1282,1325 "
! s
L

a) calculated frequencies:this work and ref 2

b)KAW?I'&al (9) ZGly-1-Ser(0But)-L-Ser-Gly-0Stearyl ester(film from
CHC13

c) HAN & al (1l1) 2Gly-l1=-Pro-L-Leu-Cly. (crystal)

d) FOX & al (12) SBenzyl-L-Cys-L-Pro-L-lLeu-GlyNH2 (crystal)

e) our work (2) ZGly-L-Pro-GlyGlyOMe {film from CHC13)

f) ISHIZAKI & 81 (14) tBoc=-L-Cys-L~Pro-1-Val~L~Cys-CONHCH3 (solid and
into D20) :

glour work (2) Gly-L-Pro-GlyGly into DMSO-dg

h) BANDEKAR & al (18) cyclo(L-Ala=-D-Ala-~ eamznocaproyl)(solldand in
solution.A calculsted frequency at 1656 cm-1 was obtained for a B turn
1I-B turn I' mixture.)

i) NAIk & 2l1(12) L-Pro~L-Leu=-Gly-NH2Z (solid)

1) ISHIZAKI & al (14) Z-Aib-L~Pro- CONHCH, (solid)

m) RAO et al (20) (solid end solution)

n) SUCHARDA-SOBCZYK et al (22) Tuftsin and its snalogs (IR)

o) FOX et el (12) H-Pro-Leu-Gly-NH, (crystal)

P) HSEU,CHANG (16) H-Pro-Leu-Gly-NH, (solid and H 0)

q) HSEU,CHANG (16) H-Pro-Leu-Gly-NH2 (in DMSQO)

r) HAN et al Leu -Enkephalin (25)(crystal),s) in DMSO, t) in 0,0

Table 4 1EE’
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PROTEINS WITHYFOLDED STRUCTURES

Amide I Amide 111
1655,1663 2 1252-1266 ®
1677 ¢ 1254,1267,1272°¢
1666,1663 9 1255,1272 d

a) PLETNEV et al (26) Isoleucinomycin
b) TAKAMATSU et el (27),HARADA et al (28),YU et al (29) on snake venom

neurotoxins
c) ISHIZAK! et al (17) Anthopleurin A
d) TU al (30) Oxytocin and derivatives

TABLE 4
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CORRESPONDING PROLYL RING SYMMETRY COORDINATES
BETWEEN GP AND GPGC (B-TURN)

Glycyl-L-Proline‘ Glycyl-L-ProlylGlycylGlycine(B-Turn)
s 3 s 3
S 4 s a
S 5 S 5
S 6 ) s 20
s 7 S 21
S 8 S 22
S 9 S 23
s 11 S 19
S 27 S 43
S 28 S a4
S 29 S 45
S 30 S 46
S 31 S 47
s 32 S 48
S 33 S 49
S 34 S 50
s 37 s 51
S a0 .S 54

Tabie 5
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TABLE CAPTIONS

Table 1: Calculated velues of the amide frequencies expressed in cm-
l.These frequencies were obtained using the refined force field of &
type II1 B turn {(1). NH(I) is considered without external hydrogen bond
and NH(I1) is included in an intramolecular hydrogen bond to form the B
turn structure. .

Table 2: Calculated contributionsof the V, ,V; and V3 potentials
expressed in cm-1 to the amide group frequencies.

Table 3: Calculated esmide III frequencies for tne verious standard F
turns and corresponding P.E.D

Table 4: Experimentalfrequencies for folded peptides.

Table 5: Corresponding Prolyl ring symmetry coordinates between GP and
GPGG. ,

FIGURE CAPTIONS

Figl: The C,, conformation for GPGG as taken for a model for standardF
turns. -

Fig2: p(amideVY) = f(§ ) relationship of the NH(I) group for standard
E turns.The calculated amide V frequencies were given in table I.0n the

igure,the amide V frequency corresponding to en antiparsllel F
pleeted sheet structure (y=142°) is also shown.

Fig 3: 7(am III)/ V(am V) = F(y)
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Conclusion:

. 7 o - 7 > 3
La comparaison entre nos predictions de frequence de vibration des
groupements amide pour chaque conformation en coude F et 1les
frequences expérimentales prises dans la littérature pour des

conformations analogues s'avére bonne.

La simulation des fréquences semble 8tre efficace pour 1'analyse de

peptides coudés.

Les modes amide I (C=0 stretching), jusqu'ici trés employ€s pour
1l'identification de la présence et du type de coude ? donnent
comparativement moins d'informations que les fréhuences amide
ITI.Eneffet les fréquences des modes amide T pour les P turns sont dans
le méme domaine que celles obtenpes pour les chainesfsantiparalléles
etlesrégionsamidel;mﬁventsérecouvrirs'ilexisteplusieurstypes
de coudes B en méme temps.Par contre la vibration amide III (et amide
III') semble plus liée au type de coudeP et de’pend moins de 1a nature de

la chaine latérale que la vibration amide T.

N . . . P < N .
Ceci nous conduit & €tudier particulierement la vibration amide

IIT.
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Introduction 2 1'amide TII

Les frequences calculées nour nlusieurs types de coudes P noug ont
/ ry 2 3 o N I3
mene 4 considerer les possiblesrelationsdiedrales reliant les angles
YJou@ 2 lafréquence caractéristique des groupes amide engages dans une

conformation particuliére.

Ce chapitre décrit 1la relation diédrale entre les fréauences

prédites et l'angle diédral particulier ¥, -

Le mode amide ITT (et ITT') apparait comme une plus sure mise en
évidence de 1a présence de coudes ]3 que ne le fait le mode amide I. Ce
mode amide ITT a en effet un domaine de fréquence situe’ dans la region
1250-1300 cm-1 A 1'écart des bandes correspondantes des structures
organisées telles que ‘l'hélice o« ,les chaines B paralléles ou
antiparalleles ou encore hors du domaine "typique" des structures non

organisees.



RAMAN SPECTROSCOPIC EVIDENCE FOR B-TURN CONFORMATION
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Ao whom connespondence should be addressed.

Synopsis

A correlation connecting the well known amide III band fre-
quency of the peptide bond with the torsional angle ¢ is

proposed.
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Introduction

The determination of the secondary structure of proteins
is generally based on the assomption of a three-state model
consisting of a-helix, B-sheet and unordgred structures. This
last component, usually referred to as a "random coil" inclu-
des the g-turn ;tr0cture.

However, R~turns are a relatively specific structure which
constitutes a significant portion of the protein, and there-
fore its determination has not to be neglected. Raman spectros-
copy seems to be a powef tool to study such a structure and we
will see in this paper that it allows to observe and to identi-
. fy the peptide folding type.

We report here the result we obtained from Raman spectros-
copy studies of the free peptide H-Gly-L-Pro-Gly-Gly-0H (GPGG)
in DMSO—d6 and its protected form Z-Gly-L-Pro-Gly-Gly-0OMe
(ZGPGGOMe) in CDC13. Both peptides adopt a reverse turn confor-
mation which was identified as a_type II B-turn! according to
the Venkatachalam's classification?.

This type II B-turn corresponds to one out the three main
types of B-turns present in proteins and described as B-turns
of types I, Il and III (Fig. 1) by this author. Their corres-
ponding mirror arrangements, the so-called g-turns of types I'

IT' and III' were also described.
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Results and Discussion

In a previous work?®, the type II B-turn normal modes of
vibrations were calculated, from experimental results, using
a modified UREY-BRADLEY type force field.

Primitive force constants were obtained from our previous
works on dipeptides*5 Effects due to hydrogen bonds, dipolar
and non-bonded atoms pair interactions were taken into account.

A good agreement was obtained between experimental and
simulated spectra of GPGG and the refined force field was
transposed to other folded conformations type I, III, I', II'
and III' B-turns.

The region of amide III vibration provides a good opportu-
nity to identify secondary structures. This hode of vibration
gives med%um Raman intensity frequencies arising from a mixed
mode involving the N-H bond bending and the C-N bond stret-
ching amide group vibrations. Its frequency is environment
dependent, so Lord built up a v(amide III) = f (¢) relation-
ship®, ¢ being defined as the C-C bond rotational angle.
Different ¢ values were taken into account by Lord but they
.were centered at - 57° (a-helix) and 142° (B-antiparallel
pleated sheet) for the ideal values of these structures.

Our aim was to establish this relation v(amide III) = f (y)
for the B-turn structures. Figure 2 displays the amide III
region spectra of GPGG and N-deuterated GPGG (GPGG N'd5) in

DMSO-d6 (no solvent bands appear in this region).
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‘Frequencies of the main contributions to the calculated
amide III vibrations are given Table I. Indeed our normal
coordinate treatments lead us to calculate higher and lower
frequency contributions to the amide III vibration as in the
1330-1350 cm”! and 1230-1250 cm™ > ranges where mixing of ami-
de III-neighbour methylene group vibrations occur.

In the 1330-1300 cm'1 range, the frequencies mainly ori-
ginate from the C-terminal methylene vibrations whose shifts
in frequencies upon N-deuteration reflect change in hydrogen
bond forces of the carboxyl group.

This fact lead us to be in opposition with the g-turn
amide III frequencies previously predicted by Krimm and
Bandekar’*%,

Therefore, appearance (or disappearance)of the amide NH
hydrogen bond character lead to an increase (or decrease) of
the amide III frequency. This effect results from twd comple-
mentary facts

- a frequency shift due to the loss of the hydrogen
bonding ;

- a frequency shift due to the difference into the
‘V2 term® arising from the destruction of non-bonded pair atom

interactions.

Examination of possible correlations between the calcula-
ted amide III frequencies for six types of turns (Table I)
and their respective y and ¢ dihedral angles was carried out

and the following observations have to be done
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- Concerning the NH(i+3) frequency, that is the band
corresponding to the hydrogen bonded NH (Fig. 1), it is inte-
resting to observe that this value is constant whatever the

(¢, v) angles (Table I).

- No correlation exists between the amide IIl frequen-
cies and ¢. This was expected since Lord mentioned that for
the secondary structure determination (for a« and B structures)

- the ¢ dihedral angle is the single parameter to consider.

- A variation of the NH(i+2) frequencies versus y is
difficult to establish since four out of the six values of v
are nul. However it has to point out that this vibration is

very sensitive to the type of B-turn considered.

- A plot v(NH(i+2)) = f (y) was drawn as shown fig. 3.
From this representation one observes that this NH(i+2) frequen

cy allows to discriminate between 1) type I and III B-turn

amide III bands observed at about 1275 cm"1

B-turn at 1255 cm™l.

and 2) type II

The normal modes frequencies were also calculated for
.the amide I, II, III', V and V' vibrations of the six standard
types of B-turns. These normal coordinate treatments were per-
formed wusing the intramolecular hydrogen bond effect (V1 poten-
tial) non-bonded atom pair interactions (V2) and dipolar inter-
actions between carbonyl amide groups (V3).

4 For amide I vibration (essentially due to the C=0
stretching) our calculations lead to conclude that the amide I
shifts arise maih]y from the difference in the conformational
states and/or the V2 potential. At the opposite, dipolar inter-
actions (V3) have relatively smaller effects than predicted in

previous works. -177-
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Conclusion

Raman spectroscopy and normal coordinate treatment of
folded peptides provide good informations on amide group
frequency conformational dependence. Further experiments

are in progress to investigate more complex structures.
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Legends

Figure 1. Schematic representation of B-turn of Gly-Pro-
Gly-Gly (GPGG) in its zwitterionic form. The ¢, ¥ values

corresponding to the types I, II and III of B-turns are indica-
ted.

Figure 2. Raman spectra of Gly-Pro-Gly-Gly (GPGG)
-A- and its N-deuterated homolog (GPGG N-d5) -B- in DMSO-d,
(C =5 %). Amide III frequency range.

Figure 3. The v(amide III) = f (¢) relationship for the
B-turns of types I, II, III, I', II' and III'.

»

Table I. Calculated amide 111 frequency of type I, II, III,
'i', II', III* B-turns. Only frequencies corresponding to the

main contribution to the amide III band are given.
NH(i+2) is free ; NH(i+3) is hydrogen bonded (Fig. 1).

¢ and y values (Fig. 1) are taken from reference 2.
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Table I

Type of g-turn ¢ Y, NH(i+2)) 05 Vs V(NH(i+3))
in em™} in em~!
I - 60 - 30 1274 - 90 0 1284
IIx - 60 120 1255 80 0 1287
II1 - 60 - 30 1277 - 60 - 30 1289
I 60 30 1293 90 0 1284
I 60 - 120 1239 - 80 0 1291
IIr! 60 30 1277 60 30 1289
xfrom reference 3.
\\i fitr /
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Introduction au coude C7CS

La bonne concordance entre nos prédictions et les travaux
expérimentaux d'autres auteurs nous a mené & pousser les propriétés de
transférabilité du champ de symétrie locale 3 une conformation de GPGG

un peu differente (C7CS).

Ce modele- avait été choisi primitivement conmme étant une
conformation possible (sous forme de dimere adoptant une conformation
partielle en chaine B #+),car les fréquences des modes amide I des p
turns sont éompara‘t;les aux modes correspondant a ces chaines P ++
.Aussi, la vibration amide ITI semble t'elle aussi intéressante &

étudier.

Le traitement des coordonnées normales pour C7C5 a partir des mémes
o ”
constantes de force desp turns nous permet de prédire des frequences

anide hors du domaine des P turns.

Ine comparaison de nos fréquences prédites avec celles |,
expérimentales ,d'un peptide cycligue cyc}.o(ProlylGlycyl)3 et avec
les fre’quences d'un peptide hormonal pour lequel la RMN suggéere la

. . ’ U4
présence d'une conformation en coude F ou en C7CS ,a ete effectucde.
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NORNAL YIBRATICNS OF AN ANGIOTERSIN MODEL PEPTIDE:

THE C7C5 COKFORHATION

P. LAGANT,G. VERGOTEN,G. FLEURY,H.H LOUCHEUX-LEFEBVRE

Institut de Recherche sur le cancer de LILLE
U 124 INSERM BP 311 59020 LILLE cedex FRANCE
Laboratoire de Physique,Faculté de Pharmacie
Rue du Pr LAGUESSE 59045 LILLE cedex FRANCE
Centre de Technologie Biomédicele INSERM sncé

Rue C. GUERIN 59000 LILLE cedex FRANCE

SYNOPSIS:

A normal coordinate treatment has been performed onto the
C7C5 conformation using a modifiecd UREY-BRADLEY force field refined
from previous studies onto B-Turns.Predicted frequen cies are
compared to the experimental ones onto the peptide hormone Human
Angiotensin ll.The presence of both aP-turnandaaC7C5conformationin

solid and aqueous solution is discussed here
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IXTRODUCTIDN:

fleverse turns are o major component of Lhe secondary
structure of globular proteins . The most common are thep—turns (1) and
many works have been devoted to their studies (2), Moreover their
charascteristic frequencies have been recorded or predicted (3-5).

Other kinds of turns than the P ones have to be stu died and
their occurence are not alweys recognizable from the "standard"” ones.

Our purpose is to calculate the normal modes of a model taking
the so-called C7C5 conformetion (Y, =75° inverse ¥ turnFigI) to find
its own conformational dependent emide group frequencies and to
identify the presence of such & folded structure among a whole range of

other conformations.

EXPERIMENTAL: .

RAMAN spectra have been recorded using the 514, ,5 nm line of an
Argon ion LASER .Power was about 300 mw at the sample and spectral
resolution was 5 cm-1.

The Human Angiotensin Il sample was purchased from SIGMA
Chem.Cbmp. under its acetste salt.

Deuterated solutions were obtained by direct dissclution

into D20.

NORNMAL COOGRDINATE TREATMENT:

The peptide choosen to represent a C705 conformation is Gly-
L-Pro-Cly-Gly that is this one we used tocalculzate the normal modes of

a type Il B-turn.
-161-



Such a folded structure is scnematically represented infFig
l, in which the stom numeroctation is indicateq.

The normel coordinate treatment was done using a modified
UREY-BRADLEY type force field (3,5) and the force constcnts are
corresponding to the refined force constants we obtained for the type
Il B-turns.Only the K(0--H) force constent for the NH(I) group was
taken half its value since this group is implicated iﬁ a bifurcated
hydrogen bond (Fig 1)

Lastly the potentials V1,V2 sand V3 were taken into
account.They correspond to the contributions of the dipolar
interactions,non bonded atom pair interactions and hydrogen bond

respectively (3).

RESULTS:

Table I gives the cslculated frequencies for the C7C5
structure. As previously observed (3) it seems that the emide 1
frequencies are relatively characteristic of this kind of folding . In
the present case, they are calculated to 1711 ,1671 and 1665 cm~1. The
smide Il frequencies are predicted at 1574 cm-1 for NH(I) end at 1558
cm-1 for NH(Il).No effects of the dipolar interactions were seen for
the amide Il mode but & relatively high contribution of the V;
potentiel is predicted:the 1574 cm-1 frequency is lowered to 1556 cm-1
for the C7 conformetion elone end to 1567 cm-1 for the {5 structure. The
1558 cm-1 NH (I1) frequency would downshift to 1538 cm-l upon
destruction of the external hydrogen bond.

Amide I1I vibrations are predictedat 1313 cm=1 for NH (I) and

at 1281 em-l for the externally hycdrogen bonded NH(II} group.



Uther smell contributions to the amide III modc are
culculated at 1337 em-1 for NH(I) und ot 1281 ca=-1 For NH{Il) and
correspond to a mixing with methylene group vibrations.
Cne observes from tuble [ that in both cases the contribution of the NH
bencing vibration to the amide 111 mode is low.Hore especially for the
NH(I) group,the 1312 cm-l’amide i1l predicted frequency is composed
almost exclusively by the V(CN)+ ¥(C,C) contributions.

The amide V region gives a somewhat relaotively high
calculated frequency at 787 cm-1 for NH(1) and st 712 cm-l for the
corresponding NH{II) mode.This last frequency is lowered to 688 cm-1
upon the destruction of the external hydrogen bond while the NH(I)
amide VforaC7 structure alone is predicted to 743 cm-l(x turn) anc to
724 cm~1 for the C5 structure.

The amide I1l' modes are predicted at 1081 cm-1 for ND(I)
group {(and contributions in the 1138-1095 cm-1 range) and st 958 cm-1
For.the ND(II) group (945 cm-1 when no external hydrogen bond occurs).

The amide V' modes give the predicted freéuencies:at559 cm-1
for the ND(I) (551 em-1 for C7 &nd 533 cm-1 for C5) end 516 cm-1 for

ND(II) (485 ecm-1 for the corresponding free group).

DISCUSSIGN:

Few Raman expefriment=z]l works have been devoted, to the study
of the ¥ turn (C7) (ref 6) and the C7C5 structure. BOUSSARD et al (7)
carried out IR studies sbout a serie of model peptides,the structure of

which were esteblished by NMR.
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On the other hand ,many investigations have focused their
efforts on the important variety of methcds used to study this hormone
,such as Potential Energy Calculations (3,9),Circular dichroism

(10,11), H'NMR (12-15), C°

NMR (16,17) infrared und Remen spectroscopy
(16,19;,n0 consensus on its solution conformation has been reached.We
present below our contribution to this problem doing a comparison
between observed amide frequencies and their calculated values.

ASHER et al (é) have reported the Raman spectra of the cyclic
hexapeptide <cyclo-(L-ProlylGlycyl) and its Na+,K+ &and Ca++
complexes.This peptide exhibits in CHC1l3 the presence of 3
intramoleculer i+3+i hydrogen bonds (Y turns) (C3 structure). for the
NaSCN complexe into CHC13-CH30H solutions,they noted the 1706,1674
and 1655-163% cm-1 frequencies for the amide [ mode and the 1288 cm-1
{solid) and 1264 cm-1 (aqueous solution) for the amide 111 modes.These
last bands are unchanged upon cation complexation.At the opposite, the
prolyl carbonyl vibrations are modified by complexstion and are
upshifted by 20-30 cm=-1 (in the 690-1700 cm-1 range).The Glycyl
carbonyl band isunaffected by Na+ complexation and upshifted by 15 cm-
1 upon K+ complexation and downshifted to 1619 cm-1 by Ca+s+
complexation.

BOUSSARD et &l (7) have observed and predicted the 1665 and
1635-1620 cm-1 bands in their studies onto the C7C5 and F—turn

structures.

ANGIOTENSIN II CONFORMNATION:

Yarious models were proposed (8,%9) for the conformation of
the Humen Angictensin II in solutien.This peptide is a linear
octapeptide hormone whose the primasry structure is AsH—Ar%;Val;Tyif

Ile~-His-Pro-¢! .
les 156 07 hea



The more recent results include the cross p conformers (13)
,8 turns,Y turn and C7C5 structures {(13-15).Among these models,the key
feature is the existence of one or more intramolecular hydrogen bonds
which stabilize the three dimensional structure of the hormone.

From their work,LENKISKI et el have studied the conformation
of Human angiotensin Il (13-15) and conciuded to the presence of & C7C5
conformetion rather than a distorded type [ P-turn . However FOX et
al(l9%9) showed the presence of such a?-turn conformation involving an
intramoiecular hydrogen bond between Val3> CO and His6 NH. Other
experimental work made by FERMANDJIAN et al(18) would suggest the
presence of BH structure.fig2 shows the spectrumof human Angiotensin
Il (acetatesalt) inthe solidstateendfFig3 andfFigs displey the amide
I1I(and II11') region in the solid state and in aqueous sclution

respectively.

In the solid state (Fig 3) ,bands at 1233,1253 end 1320 em-1
disesappear upon N~-deuterationwhile inH20 (Fig 4),bands at 1262,1283~
1270 &and 1313 cm-l decrease strongly when dissoclution into D20
occurs.The 1233 cm-1 band was first reported by FERMANDJIAN et al {18)
but not by FOX and TU (13) . This band may be due to the §{(0H) of the
tyrosine group (20) while the 1253 cm-1 one could be related to the -
Histidine NH arising from a partisl neutralizaetion of the imidazolium
group (23). Examinatioa of our experimentual results of the amide I11]
region {presence of & 1312-1320 cm-1 bsnd) would at first time be
consistent with e C7C5 structure as predicted by LENKINSKI et al(13)
involving hydrogen bonds between the NH of Hisé and the CO of Tyr 4 ,and
the His 6’NH and the Hisé C0 carbonyl group.

The 1270-75 cm-1 emide [II region decreasses in intensity
(agueous solution) upon N-deuteration snd such 3 frequency may be
related to the presence of aF—turn (distorded type I as described by

FOX and TU).
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However,the amide 1 region displays only a strong and broad
bund 6t 1668 cm=1 (with shoulders at 1673,10506 cm-1) and would be also
congistent with the presaence of a P turn 1 like conformstion as
discussedby FOX and TU (19).The presence of a small 1706 cm-1{solid) or
1702 om~1 {solution) amide I band couldbe indicative of asmall emount
of C7C5 structurej;the 1724 cm-1 band being due Lo a partial
neutralization of the carboxylate end.The observed 1320 cm-1 amide I11]
band may only be s qualitative estimation of the amouﬁt of the C7C5
structure, the small intensity being the result of the small
contribution of the NH in plane bending vibration to the amide [II
vibration.However this contribution is not calculated forp—turnsin
our previous studies (5) despite theoretical calculations made by
other au*:ars (4).

Non bonded etom interaction contributions to the cal culsted
1339cm-lfrequencyareaboutlZcm-lfortheskeleton,andthepresence
of side cheins would perhaps affects and down-shifts the observed

frequency.
TYROSIME FERHI RESONANCE:

The FERMI resonance of the tyrosine residue gives rise to the
853 and 828 cm-]1 baends. According to their relative intensities and
comparing to the SIAMWIZA's work {21) and FGX et al(19),the tyrosine
hydroxyle group would be exempt from any hydrogen bond.

According the Mc HALE's work(22),we found a polarizability
ratio value K =0.01 indicating the lacking of hydrogen bond on the
tyrosine hydroxyle.The 417 cm-1 Raman frequency would be the non zero
out of plane ring vibrétionwhose the first overtone would pertube the

totally symmetric ring breathing mode calculated at 843 cm-1l.



PIRIOU et 2l (24) have performed a conformational anslysis of
the s{de chein using NMR experiments on the Humen Angiotensin II
.Despite & correlation between the chemicel shifts of Tyr 4 upon
titration of Aspl and the cerboxylate end , noc hydrogen bend character
between these two side cheins was found according the Raman
investigations of FOX et al (19).

So the possibility for the peptide to adopt uw folded
conformation (without internal hydrogen bond) in the N-terminal part
is discerded to place the Tyrosines and Asp, side .chains in
contact.However SCHILLER et al (25) using Angiotensin homologs by
fluorescence transfert expériments found averege distances of 8 A for
Trpl-Tyr4 and 12 R for Tyr4- Trp8 .They concluded thet'no end to end
interaction occurs and put in evidence the presence of & folded
conformatlion into the N terminal part and to a less extent in the C
termingl part of the peptide.

The observed low intensities of the 1315 ecm-1 (solution) or
1320 cm-1 (solid) semide 11l bands would not give a quantitative
estimation of the C7C5 structure according the very weak hydrogen
character of this vibration (Table 1). However the intensity of the
1704 cm-1 (solid) or 1702 cm-1 (solution) bands would be more
indicativeof therelative amount of such a structure.The presence of s
1283-70 cm-1 amide IIl and 1668-57 cm-1 sctivities would be more
indicative of the presence of s p-turn but distorsion of such a
structure would downshift the amide II1 frequency by 5-10 cm-1 the
calculated corresponding 1284 cm-1 value Fora:P-turnI(S). In another
way,no typiéal Raman 1695-1690 cm-1 band is seen but only a 1678 one
indicstive of & C7 structure as discussed by ASHER et al.However
Infrared spectra show s very wesk shoulder in the 169C-1630 cm-1

region.
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It is well known that a N-methylation in position 5 would
pertube the activity of the hormone (occurence of a cis-trons
isomerism)and substitutionof thelleu 5 residue by @ Pro one wouldkeep

a great part of the ectivity.

The presence of o C7C5 conformation {or C7 confor mation
alone) would stabilize the local conformation in a better way than a
distorded P turn.

The simultaneous presence of the two structures would be
related fothe proper hormone activity .This dynamical beha viour may
be however dependent of many factors such as tempe rature and PH.
Studies on the influence of the PH on the Tryp tophan fluorescenceﬁade
by SCHILLER (25) or kinetics studies made by DEGANI et al(14) indicate
that the Angiotensinll optimal transport speed of the Mn++ ions occurs
in the. renge of PH 7-8.In these experimental conditions,some
conformational chenges may occur tostabilize the N andC terminal ends
of the hormone and to change the relstive emounts of C7C5 and F-turn

structures in the core structure (Fig5 ).

CONCLUSION:

Predicted frequencies obtesined from normal coordinate
treatments allow to distinguish between several types of folding from
their experimentsl frequencies.Such a fact would provide & new

conformationsl probe for biclogical products.
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"COCRDONNEES DE SYMETRIE DE C7-C5 BEWDING

Stretchings

St
S2
53
S4
S5
56
S7
38
S9
S510=
Sti=

[ T N L I 1 I T T 1

AR1

AR2
Sinouv =A4R3
SZnouv
S4nouv =ARS

AR6

AR7

ARS8

AR9

AR10

AR

S12=(AR1244R13)/VZ Vs CO2
S13=(AR14+4AR15)/VZ2 Vs CH2
S14= AR16

S165=

AR17

S16=(AR18+aR19)/V2 Vs CH2

S17=
S18=
S19=
S320=
S21=
Se2=

AR20

AR21
S3nouv
SS5nouv
Sénouv
STnouv

S273
S24
S25
S26
S27
S28
529
S30
S31
S32
S33
S34
S35
S83
S84
sS85
S86
587
588
589
S90
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S8 nouv

(AR27+4R28) /VZ2- Vs(CH2 )
(AR29+4R30)/VZ Vs(CH2 )
(AR31+4R32)/VvZ Vs(CH2 )
AR33

(AR34+AR35)/VZ2  Vs(CH2 )

(AR36+/R3T+AR38)/V3 Vs(NH3+)
A(ZAR%-ARB?—ARBS)/V'E Yd (NH3+)
R39

AR40O
AR41
A R42
AR43
(AR12-AR13)/VZ  Va(C02-)
(AR14-AR15)/VZ2  Vea(CH2 )
(OAR18-AR19)/VZ  Va(CH2 )
(AR27-/R28)/VZ  Va(CH2 )
(AR29-AR30)/VZ  Va(CH2 )
(ODR31-AR32)/VZ2  Va(CH2 )
(DR%34-MR35)/VZ2  Va(CH2 )
(AR37-AR38)/VZ  ¥d (NH3+

)



COORDOHUZES DE SYMETRIE DE C7C5 BD

Bendings

336= (-Afy -ady, -l ol +A¢%c,ss +A‘%,sz>/q—g_
$3T= {208y ~Oyssy ~Bbics ) /VE

$38= (2A45 -Abuiz ~0bass )/VE

$39= (5af.2 - ~alias b, —Ah;, adias )/HJ
540= {(4Abyas ~ahus —abass A0z, ~Abass )\ 20

s41= (a Qg *ad,s —Ahoy, -Abs3s ) /2

S42= (2ad;n -abyz -abyss) N6

sa3= (Ab  +Ad  )/VE
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w
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Qé

$53= 0.19576948, o ~0-04T383ah,,, ~0-047487TAk, 5 =0.C4777 Ay ~0-0476910Y, .

S4= 0.249658A0,,, -0.24933044, ,, +0.24928124, . ~0.2497944,, 0
Moud” ’
18

w
\Nn
\Ji
1]
w

[4)]
N
ON
"
B
|}
o

C.191470A8, ., -0.04584984,,, -0.045657a8

25015500, ,, -0-2493308Q,, +0.24928148, ~0.2497948% 2
). 202310485, =0.0520814%,, ~0.0519824l,, ~0.051701a8,

044 903A¢gu,15 -0.0451 SBAgSsE

w2
N
3
1}

O

N
w
L]
(@)

s34 = C-0518074%
59= o.zsomu@m -0.2499084;%1 +i;}.2498’39A¢'2§,34 -0-249966&5"}4
360= (ZA';PS,‘ 'A(Ds,u -A‘DL,M YV

1= ! N ) \l ﬂ(l\;>
61= \A{psle AQ‘,ZA // 2 (/{‘r:
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S64= \SA@H -A 1}46 A¢? 48 A.tu A8 A% A8 Aig Aq / /\/_O
365= (4AQ43145 "A"L‘«\,AB _A‘J?ﬁﬂ —A'\‘)SM? —NI’?;"B /dz‘)
S66= (A g +AP1uq ~Agun ~adg g ) /2

567= (ZAt'pgt5 —A(bg,.q. "A’bs,n )/\E

865= (Afy o ~Aly 4y 1/\2

—abi 46 /e

S70= Afg,ﬂ, A‘DMAL \[—2_

371= (BAbAaM =83, 4, A@lo,gs Agws’ -84, “A¢4445‘>/\[—D
S72= (448,45 =00y, ~OPuis ~Bf ), -N)M,Ag)/\ro

573= A, +A"{DA° 15 Ay —00p ) /2

374= 2A@,m Wz - 0443 /V_

375= (ab), . Aibu,ﬁ;/\

S69= (2A¢5J\o —A¢5

894 = h -t )/ 2
S%es= (AQ«;;:\. 'ADA,'ss )’/VE
595= {aAbiy -adiss ‘A\bz;q *A@z,z; /2
f5te (b, sty “ahs, “abiss 2

5952 0. 2300"%%@ \J,245534A4>2m +3.26947 a0y -0

S96= 0.24569%9%b, 5 +7.249571A¢MM -0.245'\)94&%” -D.
_ SB7=—O.24‘;865”;A*C2_H°+O.244’7-’;~;74‘1‘1§30 +0.2501 41y, =02
’ ) ’

S92 0.24012%a, 30 +0.245960ad553 -0 244742404 -O.

899=-C. 24947 Tal 0. 2465 3l 5 025001 1alg,, 0.
3100=3. 7454014\%531*0'248644‘3%6,31‘0'24631AA'L-ZS,M -
- R gAY } '2

3i0is 'M),As 1,‘ A’ Mgmg ’
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31302= \AL}.‘_A& -A'b—“,‘% ‘;‘Aibgl,r% -

Mg /2

A100= (A%Mh 'A;DAeﬁs =%, +A‘p44,45 /e

3104= b, -ad

LINEAR BENDIHNGS:

in plane:
Sg8l=ab  5(C6=0--H)
S82=a  §(N13H--0)

OUT OF PLAHE WAGGINGS:

TORSIONS:

S113%= AT4.4 = AT(NH3+)
S114= Afa\y_
S115= A‘Eh3

A0S +Al‘p’“r‘u4 —A‘CA4)“§ e

out of plane:
S105= A Y{C6=0--H)
S106=  AY(N13H--0)

S110=  ¥§(C12=0)
S111= Y (N13-H)
S112=  y(co02-)

S121= 8T
S122=4Tausa = 4T(CO2-)
S123= 4trns
S124= 1239
S5125= AT hao

‘8126= AT Ao

S127= ATAJ}
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CORRISPHINTNG SYMMRTRY COORDIMAT®S 0P THT PRALYL GROUP

IRTWEEN GP AND GPGG (STUCTTRT 0705)

GP GPGG (C7CS)
S3 3
84 S4
35 S5
S6 §20
87 s21
SR 522
59 523
S11 s1a
S27 s44
828 45
S29 S46
530 547
S31 S48
332 49
333 S50
334 a6 g
S37 S52
540 55

%\\S
NS
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Conclusion:

La structure C7C5 a des fréquences de vibration amide tres

différentes de'celles des P turns.

L'analyse vibrationnelle de la structure C7C5 prédit une majorite
de conformation C7CS5 pour 1'Angioténsine IT humaine lorsque l'on
considére les fréquer{ces dgs modes amide IIT alors que 1e_s bandes anmide
Iseraientpluscﬂlfaveurpourunestructureencoudep;nousretroﬁvons
ici les problémes amenés par les études en Resonance Magnetique

Nucléaire.
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CONCLUSION GERERALE

A partir de modeles simples ,on peut simuler les spectres de
vibration de peptides adoptant une structure replide.

Ladifférenciationentre les diffdrentes structurss coudées nfest
cependant pas toujours évidente. ‘

Conjointement 38 la RMN, la spectrométrie Raman apparait comme étant
une technique physicochimique interessante. Eneffet en RMN on obtient
facilement des informations sur l1'angle dié&dral @ alors qu'en Raman
c'est l'angle diddral complémentaire ? que l'on atteint assez
facilement.

Des relations empiriques V emide III,V =F(y) ont &été mises en

évidence per les calculs de fréquences de vibrestion.

Les calculs de fréquences de vibration apparaissent comme un guide
précieux pour l'attribution expdrimentale des fréquences et permet
souvent d'édviter des interprétations errondes.La mise en évidence de
fréquences calculées mais non observées prouve que l'exploitation des

spectres expérimentaux n'est pas toujours optimum.

Les calculs de frégquences de la molédcule dans son contexte
cristallin (a partir des données RX) seront toujours souhaitsbles
quanq~celé s'avédre possible.Ceci bermet de prendre en compte tous les
parametres et d'en abandonner lorsqu'on passe & ls molécule isolée.

Les peptides sont particulig&rement difficiies 4 dtudier (systdmes
amorphes,intensités trés faibles,fluorescence forte parfois).

Cependant,il faut meintenant considérer que la vibration c'eat la
vie.En effet,une molécule biologique n'a pas une conformation
statique.Les mouvements de vibration participent 2 l'activité
biologique et ne sont pas seulement une propriété de la molécule .Cet

aspect dynamique de voir les choses doit etre appraofondi .
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Le domaine des basses frdigquences décrivant surtout les vibrations
d'engsemble est un domaine trés peudtudid dans le domaine des peptides.

La spectrométrie de vibration RAMAN est un domaine & ouvrir
largement aux biochimistes principallement dans le domaine de
résonance Raman .Aux physicochimistes de faire l'effort de toujours
garder en vue l'aspect biologique des phénoménes ,de considérer la
molécule isolée qu'il 8tudie comme faisant partie intégrante d'un

systzme.
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ANNEXE TECHHIQUE I

EQUATIOH SECULAIRE :
BT BASES DE L'ANALYSE DES VIBRAZTIOAS
NORMALES

DECOHMPOSITION DE L'ENERGIE CIHETIQUE TO0TALE D'UNE MOLECULE:

—— — — ——— . T — Y — —— — —— - — —  ——— . " —— ——— —— o — = —— > — - w_— ———"—— P W

Dans 1l'approximation de BORN-OPPENHEIMER ou la séparation des
déplacements €lectroniques et nucléaires dépend de 1la grande
différence entre masses des électrons et des noyaux , les mouvements
des noyaux d'une molécule apparaissent comme le résultat de la .
superposition de translations, de rotations et de vibrations
simultances.

Examinons l'expression de l'énergie cinétique d'une molécule
dont le centre de masse O de coordonnées (X°,Y°,2°) par rapport & un
systéme de rétférence fixe (X,Y,Z) est l'origine d' unsysteme d'axes
tournants (x,y,z).

Si le vecteur Fa(x_‘,yﬂ ,z%) repére la position & un moment donné
o AY N - (-] »
du noyau dans le systeme tournant et si ay (x: AT ) repére la
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position du mBme noyau & sa position d'équilibre , le déplacement
instantané du <=(1eme noyau de sa posuzlon d'équilibre est dans le
systene tournagt QeIl 11 par_ le vecteur p« .

¢ =& - Ty Q (Ax =X, -x},AY, 1A%, )
La vitesse totale de ce noyau est alors
g iIrg - -
=R +w/\r.<+ Q«
W ¢tant la vitesse angulalre du syoteme tournant
L'énergie cinétique s'exprime alors par

7 - .

a
in

2 Z vV -ii[m +Zm(w/\r) +Zm e +23w,\fm T, +2 Im e
o o %N

+ZmeA; @q

Les +trois premiers” termes représentent les énergies
cinétiques pures translationnelle ,rotationnelle et
vibrationnelles. Les trois termes restants représentent 1les
énergies d'interaction correspondantes j;celles ci peuvent etre
€liminées par 1'intermédiaire des deux copditions de SAYVETZ- ECKART.

1ére condition: 2_m T =0 et Z m p =0
& Nk « %

Pendant une vibration moléculaire le centre de masse de la
molécule est immobile. Les couplages translation- rotation et
translation - vibration sont alors ¢éliminés.

. ot Sadiived . - T
2iéme condition: :L-m_( rear, =0 et;_ m rAp =

Lorsque les d¢placements atomiques produits lors d'une
vibration moléculaire tendent a produire une rotation de la molécule
,le systeme tournant se réoriente alors afin d'éliminer la composante
du mouvement rotatif. L'énergie cinétique est alors:

T= lz_m +Zm (t)/\r +Z m e WMZ—mQ ’\Qoz

Le dernler ‘cerme de cette équation représente l'énergie de
CORIOLIS et représente le couplage Energie vibrationnelle - Energie
rotationnelle . Sa faible contribution comparée & celle de l'énergie
vibrationnelle sera ignorée.

—,
ainsi =R Zm +Zm (w;\r.( +Z m 9 représente la somme des énergies
c1net1ques translatlonnelle, rotationnelle ,et vibrationnelle
pures.

ETUDE DES VIBRATIOHS D'UNE HMOLECULRE:

Les vibrations d'une molécule peuvent etre traitées
séparément des mouvements translationnels et rotationnels en
utilisant un systeéme de coordonnées 1ié a la moldcule et satisfaisant
aux conditions de SAYVEZRZ .

En prenant les vecteurs des 3N déplacements cartésiens par
rapport & la positiond'dquilibre (vecteurs o de composantes x,y, z
), l'énergie cinétique prend la forme :

27 —2:' Axe(+Ay +Az ) m, $tant la masse du & ime
atome de la molecuie .

~218 -



En notant par Xi les déplacements cartésiens cette équation

devient :
IN .1
2T=z:m.Xi soit sous Torme matricielle
42 A
m b “' K) ~ . . R
T= X 1 X ou K est la dérivée de X par rapport
au temps ~

X sa matrice itransposée
il matrice diagonale d'ordre 3H dont
les éléments sont les masses
atomiques des i atomes.

En utlllsa t, les coordonnées cartésiennes pondérées
=Vl Xi on a 27=CL gi* .L'énergie cinétique du systéme est une

fonction des vitesses uniquement .L'énergie potentielle du systeme
quant & elle ne possede pas de forme analytique simple. Cependant
quelques remarques sont nécessaires:

L'énergie potentielle V est une fonction des déplacements
atomiques seuls .

Pour de faibles déplacements,on peut exprimer V par un
développement en série au voisinage de la conriguration d'équilibre
des coordonnées de déplacements:

=V° f;(%% qi +1/2221b13@31q3 +1/0Z;55V )31qigk Hevrernnn

qi (i=1,2,.....H) reoresentant dans n' 1mporte quel systeme de
coordonnées indépendantes l'écart a la position d'équilibre.

La valeur absolue de 1'énergie est inconnue mais on connait sa
variation avec la coordonnée gi ,ainsi on prendra pour origine du
potentiel V°=0 .

La configuration & 1'équilibre étant prise par définition au
minimum d'énergie potentielle ,on a :

Fi = (%pu =0

Pour de trés faibles déplacements atomiques, les termes
cubiques et supérieurs peuvent @€tre négligés (approximation
N

Harmonique) et
V= 7: V) Jai qj =) Fij qi qj
A bﬁ Q ")3’
: Yavec ij =(§1¥J =Fji constante de force
associde représentant le facteuT °de proportionnalité entre les
déplacements nucléaires et les rorces qui ram=nent la configuration &
son ¢tat d'équilibre .

Le systeme mécanigue que constitue la moléculs obéit & 1la

fonction de LAGRANGE L=T-V et &4 1'équation du mouvement:

@ Y7+ V=0 i=1,2.....30
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Si onuvilise les expressions de T et V obtenues prec;aemment
pour cnaque gqi, on obtlent un systcme de 3N équations de la forme:

qi +ZFij qj =0

9
dont les solutions sont les Ionctions des oscillateurs harmoniques:
qi = Ai cos(2Tcvt+))

Y fréquence de vibration en cm-1 ,¢ facteur de phase et Al déplacement
(amplitude ) maximal de 1l'atome.

Enremplacant qi dans 1'équationdifférentielle ,on obtient un
systeme de 3N équations linéaires de la forme

2 Z
ZFij Aj -4T ¢V AL =0

soit
ZQS‘lJ—kS)AW =0
2 4
et W =4myic Xu =1 si i=j
=0 s8i i=j

si on é€limine 1la solution triviale Aj=0 ,on obtient le
déterminant séculaire

£1,1 1,2 vevnnn. £1, 34
£1,2 £2,2 ... £2,%N
£1,3N £2,30 «v....£30,3N

Il y a donc 3 N valeurs de A,c'est & dire 3N fréquences
harmoniques ¥k

L'établissement de 1'équation améne & plusieurs réflexions:

a)31i la matrice F était diagonale ,le probleme de la

détermination des fréquences vibrationnelles serait trés 81mp1e

Nous aurions alors 3N équations de mouvement séparées (Fii-NAi =

i=t, .3N .Le fait que cette matrice ne soit pas diagonale entrdlne

qu 11 n est pas possible de séparer le probleme vibrationnel en 3l
probléemes separés.

*0On ne peut employer les coordonnées q1 car l'équation de
SCHRODINGLH;pour l'oscillateur harmonique ne peut €tre résolue que si
les énergies cinétique et potentielle forment des termes séparés
,chacun étant une fonction d'une simple coordonnée. Ce probléme serza
évoque dans le paragraphe suivant traitant de 1'oscillateur
harmonique.

b)Dans une translation pure ou une rotation pure il n'y a pas
de variation dans les distances interatomiques de la molécule et donc
iln'y a pas de contribution & 1'énergie potentielle des 6 coordonnées
de translation et de rotation . Ceci se traduira dans 1l'équation
séculaire par la présence de six racines nulles.

¢c) On définit alors une nouvelle base de coordonnées
appelees coordonnées normales qui répondent aux conditions
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suivantes
* Les matrices ¢énergie potentielle et cindtique sont
dlabonales e satisfont aux conditions de SAYVETZ.
‘tVprennentl&s¢ormesmatriciellessimplessuivantes:

o o8

= QAQ

N est une matrlce dlagonale dont les parameétres sont les fréquences
normales Ak=4 e YK
* Le passage des 3l coordonnées cartésiennes gqi aux 3N-6
coordonnées normales pour une molécule & [ atomes s'opere par la
matrice unitaire L -4
Q =Lq

*Pour chaque solution de 1'équation séculaire (Ak) c'est &
dire pour chaque coordonnée normale Qk, tous les atomes impliqués par
cette coordonnée se meuvent en phase & la fréquence Vk avec des
amplltudes différentes Aik.

Ce mode de vibration est appelé mode normal de vibrationet
la frégquence associée est la fréquence normale ou encore fréquence
fondamentale.

* La matrice F des constantes de force est alors diagonale.

RELATIOHS ENTRE COORDONHEES HORHALES ET OSCILLATEUR HARMONIQURE:
L' operateum'Hamiltonlen vibrationnel Hv peut etre défini &
partir des coordonnées normales Qi et de son moment associé Pi .
Pi =(43) =
P} loN 3u-£

He 24V =1/2Z (P1 + )0l )
Hv= -h/2 . > Qi
/ZBQ = )

Comme les coordonnées normales Qi forment une base de 3H-6
variakles indépendantes ,la fonction d'onde vibrationnelle totale
peut etre mise sous la forme d'un produit de 3N-6 fonctions d'onde
indépendantes Y'vi (Qi) .

In-

v (Q1,...,Q38-6) =[TY vi (Qi)
424

sk L’énergievibrauionneileestalorsséparableenbﬂ b termes
HAY Z: £1 ,alors 1l'applicationde HvEv = EvYVcondultausystemedeBN—
6 equatlons 1ndependantes du type

- W’vi +‘¢_;Q1 Yvri = Evi Yl
2 3ol z
Q:
cette relation est l'équation de SCHRODINGER pour un
oscillateur narmonlque unidimensionnel (vibration non
dégénérde)

Les valeurs propres seront obtenues pour
Ei =heVi (wi+1/2) vi nombre quantique vibrationnel (O,1.....)
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Les <fonctions ©propres de 1l'opérateur répondent aux
mo"ditions da’ ortno6ondl1ze Ywi /ng> = gij et les ¢£léments
1ndurlCLe S (Q ) l]QifYV3> seront dirférents de zéro pour les

: o

=1iT

'412 4!2-
(Qi)wi,wi+! =81 {(wit1)"
l
. : . -4
(Qi)vi,wi-1 =Yi Q(Y})A
2
* 81 toutes les coordonn2es normales ont leur nombre quantique

vi=0 alors i'énergie du systeme dans 1'état fondamental est E° =1/2 heZ'Y;
vi ‘ “

* 31 tous les nombres quantiques vi =0 sauf «vi=1 ,le niveau £}
est un niveau ZTIondamental. IL y a 3H-6 niveaux fondamentaux
correspondant chacun & l'excitation d'un mode simple.

* 51 tous les Wwi=0 sauf Wj et v&%1, les niveaux d'énergie
correspondants sont les niveaux harmonigues .

* 51 2 nombres quantiques sont différents de O ,les niveaux
correspondants sont des niveaux de combinaison .

* 31 deux modes normaux de vibrations Qi et Qj ont la mE€me
fréquence (méme énergie vibrationnelle ), les vibrations sont dites
dégeénérées . Ceci est relié au fait de la présence d'éléments de
symétrie dans la molécule .L'équation séculairea2racines égales Ai1
= ANi2;les valeurs propres de l'énergie seront alors données par Ewv:
=ncV:  (wi+1) avec Wi =Vi + vi

* Les transitions entre les niveaux d'énergie fondamental et
simplement excite sont vepurmes par leur nombre quantique respectif v,
et v, et données par 9 Ev, -Ew ) /he .



AUHBXE TECHHIQUZE II
BASES DB L'AHALYSE DES VIBRATIONS NORHALES:

Les justifications de l'emploi des vibrations normales
pour décrire les modes de vibrations d'une molécule ont étd données en
Annexe technique 1 . Cependant si ce choix apparait judicieux de prime
abord, il estenfaitdifficileautiliser dans la pratique &4 cause de la
complexité des expressions meme des coordonnédes normales .

On doit se rappeler par ailleurs que la structure de la
matrice I des constantes de force dépend du choix du systéme de
coordonnées .

Le systeme de coordonnées choisi doit permettre de
transférer les constantes de force cbtenues pour une moldcule &
d'autres édifices moléculaires similaires. Or,les coordonndes
normales ne décrivent que le cas spécifique étudié et les constantes de
force ne sont pas adaptables & d'autres situations.

Plusieurs bases de coordonnées sont possibles pour
approcher 1l'étude en analyse normale et les diverses propriétés que
1'on veut conférer a cette analyse coume par exemple lasimplification
de l'expression de 1l'dquation sdéculaire ,la transférabilité des
constantes de force exigée plus haus.

Cependant l'utilisation de nouveaux espaces de
coordonndes aura pour erfet d'assujettir ces nouvelles coordonnées &
des contraintes pour que 1'utilisation de l'approximation harmonique
de l'¢nergie potentielle reste valable (introduction de coordonnées
redondantes).

Examinons les expressions des énergies cinétique et
potentielle dans les espaces de coordonnées suivants:

*Systéme de coordonnées cartésiennes :
Soit Lunvecteur forné des 3.l conposantes cartésiennes des
i atomes d'une molécule .L'énergie cindtique est alors :
29 =X M X

X matrice dont les éléments sont les dérivées des dléments de la
matrice X par rapport au temps
~

matrice transposée

M matrice diagonale des i masses atomiques CBN éléments).
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*3Jystene des coordonnées internes:

Les coordonnées internes décrivent les changements de
longueurs de liaisons ou des angies entre les liaisons chimiques. Ce
coordonnges sont appelces internes car elles ne sont pas alrectées pa
les translations et les rotations de la molécule entiére. L'espace de
coordonnées internes alors se réduit a %ii-o composantes.

La nature de ces coordonnées est de la forme:
*Elongation des liaisons (Bond streching)
*Variation des angles dans le plan (in plane
Bending
*Variation des angles hors du plan peptidique
(out of plane bending)
*Torsion des llalsono (varlaulon de l'angle diedre entre
les plans contenant trois liaisons consécutives liant quatre atomes).
Ces variations peuvent etre décrites en termes de variation
des coordonnées de déplacements cartésiens .
Soient:
R vecteur des coordonnées internes
B matrice de passage des coordonnées cartésiennes
R aux coordonnées internes

0]

On a en notation matricielle

R =BgX X B R
La matrice B n'est pas en général une matrice carrée et ne
peut etre inversée. La transformation inverse est décrite
conjointement au processus d'obtention des projections cartésiennes
des modes a l'annexe technique V .
~ 4-
Alors 278"t R)m (3 R - R G

avec GR =BR1‘-I"BR matrice carrde symétrique

:C

Dans 1'approximation harmonique (voir annexe 1), 1'énergie
potentielle est '

2V =R F R

F matrice carrée symétrique dont les éléments Fij sont les
constantes de force Fij =

bR;bRé
A partir de l'équation de LAGRANGE (annexe 1)
on obtient 1l'équation séculaire:
GPL=LA
avec A matrice diagonale des valeurs propres>\i
L .-
Mio=4Trc Vi

L matrice des vecteurs propres
La constructionde lamatrice B est effectudeda l! aide des

vecteurs 35 de WILSON (ref. G.VERGOTEN Thése d'état
es sciences physiques LILLE 1977



o2 prodult Gyrpdans l'espace des coordonnées internss est
une matrice non symétrique .cette diagonalisation s'erfectue en deux
temps:

*diagonalisation de Gpce qui donne la masrice des valeurs
propres et des vecteurs propres associés L6

o~
LG_ R G- /\G

G, est alors transT rme en une matrice un}ué par

l'intermdédiaire de la mavrice de transiormation LG= L /Y *
—_—
o(‘ B_y:
A RLb_u

La matrice Foest
en une matrice symétrique F

L d

, -]
dans un deuxieme temps transformee par L,
c

.

Fe =

rx)

L] o
o T le

Fc est ensuite diagonalisée .0On obtient les valeurs propres
Ac tels que :

~ : _
Le Fe Le =/\c

Les transformations de F et G conduisent aux valeurs
propres et vecteurs propres du produit G.F telles que :

N\ =A\c
L =L Le

La matrice des vecteurs propres L définit,a partir de
l'espace des coordonnées internes R (3H-6 dimensions) ,le vecteur Q
dont les composantes sont les 3l-6 coordonnédes normales .
R =L Q

Remarque:

Dans 1'espace cartésien (3l dimensions) lamatrice GF est au
départ symetrigque .Une seule étape suffit pour sa diagonalisation .De
plus , le probl2me des redondances traité au prochain chapitre
n'apparait plus. ’ependant il a fallu attendre le developpenment de
grosses capacités des mémoires des calculateurs actuels pour pouv01r
travailler dans l1l'espace des coordonnées cartésiennes .

APPROCHE DES COORDOHHEES HORMALES:

SYSTEHME DES COORDONNEES DE SYKETRIE

Les coordonnées normales ne sont pas exploitables
directement pour les raisons énoncees au début de cette annexe . La
définitiond'un espace intermédiaireentre les coordonndes internes et
normales d2vient nécessaire et doit répondre & plusieurs conditions (

®

w

(]

(U]
|



selon T.SHIMAHNOUCHI {1 :
Cet espace est ceiul des coordonnées
de symétrie Si

*Les coordonneées doivent €tre indépendantes les unes des
autres.

*bxpressions simples entre coordonnées de symetrie et
coordonnées internes .

*zxpressions rapprochées des coordonnées normales;
Dans ce cas, les constantes de force non diagonales Fij sont trés
petites (mais non nulles comme dans le cas des coordonnées normales )
par rapport aux constantes dlaoonales .

*Chacune des coordonnées de symétrie est un vecteur propre
de l'équation séculaire ,dont la valeur propre correspondante est
associ€e 4 la fréquence de la vibration associde & cette coordonnée de
symetrie. R

*Ces coordonnées doivent etre symétriques , antisymé
triques ou dégénérées par rapport aux opérations dae symétrie locale
(mouvements des groupements moléculaires) mais pas forcément par
rapport aux opérations de syméirie de la molécule entiére.

Une combinaison linéaire des coordonndes internes selon
les proprleteo de bymCULIQ locales €vogueges définit le vecteur 8
appelé: coordonnée de symétirie
5 =UR

La matrice de passage des coordonnées internes aux
coordonnées de symétrie est une matrice ortnonormée

d

Tu =z

7]

p——
cecl entraine: R =14

La iecme ligne de U représente les coefficients des
coordonnees lnternes impligquées dans la coordonnée de symétrie Si
.Les énergies cinétique et potentielle deviennent :

2V =RFR=SUFTS=SFs 8
74.‘4 o ‘4"-‘ o -4 8
21 = R GR=8SUGUS =3 G 3
La matrice GsFs se relie alors a G F par

o~

GobFs= U GFP U

Les valeurs propres sont conservées
L3 GsPs Ls = &~

Les vecteurs propres associés sont alors
L = U Ls

L'emploi des noordo'm es de symetrie , outre ladéfinition
d'un bon champ de force mene 4 une factorisation de T et V suivant les
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propri<tés ie
subsistants n'
meme e€spece .

Le nombre d'é;émenbs de G et P est alors trés
redult‘paL rapport aux nombre 4'¢lséments des memes matrices exprimé
dans le systeme cartésien .

yret
apparal

.O w

CHAMP DE PORCE ET COORDONKEES REDOHDAHTES

A)Coordonnées redondantes:

Le passage de la description des vibrations moléculaires
d'une molécule & N atomes dans un référentiel cartésien au systeme de
coordonnées normales ou de symétrie abaisse le nombre de degrés de
liberté de vibrationsde 38 a 3§~6 . En partant du premier systeme
pour aboutir au second , on définit trop de coordonnées qui ,de ce fait
,nhe sont pas indépendantes . Ces conditions se regroupent en un systeme
de 6 relations du tyge :

Zail X1 =0
424

Ces conditions sont appeides CONDITIOHS DE REDOHDALCE

Dans le cas d'un cycle ,la forme globale des six
redondances s'exprime sous la forme d'une combinaison linéaire de
vecteurs orientés suivant les liaisons. La relation

—> —
I Ri =0 ( Redondance primaire)
“: 1
traduit la fermeture du cycle .
L'approximation harmonique qui est & la base de notre
euhodedecalculstlpulequalesdcrlvoespremleresaupmbentleWsont
nulles .(Mouvements de vibration de faible amplitude autour de la
position d'équilibre).

Vo= vo+£(§_\1)qi +1/2% _1 \) QL Q3 Heevnenn
q‘*° 4Haq % o
Vv =1V’ +Z Fi qi +1/2 2 Pij qi qj
c'
t%%? =0 approximation harmonique
v® =0 référence de 1'énergie potentielle

Mills a montré ( ) que dans un systeme de coordonnées de

goordonnées linéaires Ri ,la pr>sen0c d'une relation de redondance
Z?iRi =) n'a pas d'effet sur l'expression du potentiel harmoniqgue .

Cependant lorsque les d<éplacements ne sont plus
infinivésimaux par rapport =2ux dimensions atomiques , les
déplacements doivent etre exprimés dans un systime de cocordonnées
curvilignes Us.

Ce systeme est relié aux coordonnges linéaires par:

. ’y
ps = ZTSRi +1/25 t8RiR] +..vnn...
4

“
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3i la base n'est pas redondante (s'il n'y a pas plus de 3li-6
coordonndes) alors
V=1/22ffstgsgt et la constante de force est
s,t !

o

~

S
¢gale A: Fii =2 ti 3) £,
St
5'il existe une relation de¢ redondance,alors
_>\, v . - \ -
2 (1, b)ps +1/£$’Z;(fst N)eset

Le paramStre est appeld¢ tension interne

11 représente la tension & 1'déquilibre résultant de la
contrainte.ll intervient dans la partie guadratique de 1l'énergie
potentielle et est donc déterminatble.

L'approximation harmonique impose alors :

v

fs-kes =0 s=1,2.....3N-5
Les constantes de force Pij seront du type
Fij = fij-k@ij‘
sl les coerficients fé sont ceux de la matrice identité.

Une redondance dans les coordonnées curvilignes introduit une
tension intramoléculaire dans le champ de force harmonigue.

CHAHP DE PORCE D'UREY-BRADLEY ET PONCTIONS DE REDOHDANCE:

Afin d'obtenir une description complete de l'énergie
potentielle permettant d'employer un minimum de parametres lorsqu'on
veut utiliser de grosses molécules de syméirie réduite ,nous avons
choisid'utiliser le champde force d'UREY-BRADLEY ( 3 ).Ce champ tient
compte d'interactions du type VAN DER #AALS entre atomes non reliés par
des 1liaisons chimigues .L' emploi de ces interactions permet
d'éliminer les termes non diagonaux de la matrice F.

L'expression de ce potentiel en fonction des coordonnées
internes a la forme générale suivante:

’ 1+ ] 2
Vo= Z(Kiridri+1/2Ki(Ari))+Z2 (Hijrirj(88ij)+1/2Hijrirj(86ii))

A A(Q
, ! - . e » - I3 -L
+2 (Fijqijiaqij)+1/2 Fij(aqiy))

L'élimination des termes lindaires (priésence de tensions
internes) est effectude par 1'introduction de <Ionctions de
redondance. Les références (2,3) décrivent 1les <fonctions de
redondance particulieres au champ d' UREY-BRADLEY- SHIMANOUCHI et de
leur application & la suppression des coordonnées redondantes
qij.L'énergie potentielle devient alors une forme quadratique des
coordonnées internes R telles que
V =R F R

no

Les £1léments de la matrice F sont des fonctions lindaires
des constantes de rorce d'UREY-BRADLEY @k telles que:
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e
P =2 @ 4 matrice des contraintes

La contribution de chagque constante de force du champ 4'
UREY-BRADLEY & un mode normal est exprimée par la relationmatricielle

Naood
J Jjacobien par rapport a 1'élément Fij Jij ./
J*matrice diagonale des constantes de force. bF%

Les ¢€léments du produit matriciel représentent les
contributions fractionnaires de chaque coordonnée dans le chanpd' U.B
4 la fréquence Ai=4Tet yit

Les méthodes de raffinement des constantes de force a ¢té
parfaitement décrite par G.FLEURY (4 ) et 7.SHIMANOUCHI(S).

COORDOHNEES DE SYMETRIE LOCALE.

TRAKSFERABILITE DU CHAMP DE FORCE

Mon principal travail a €té de trouver un champ de force
correct et d'éprouver sa transrerabilité comme nous le verrons dans le
chapitre expérimental consacré & 1'étude de dipeptides et du transtert
du champ de force a des tétrapeptides.

Le manque de symétrie moléculaire ainsi que la volonté
d'obtenir une base fiable de constantes de force transférables m'ont
poussé Autiliser lanotionde champde forcede symétrie locale (LSSF).
En général,les constantes de force de groupes moléculaires tels que
NH3 (C3v) ou CH2 (C2v) ne sont influencés que par les atomes
immédiatements voisins. Considérons par exemple un groupement de
symétrie C2v

YJ\ /Y2 Y1,Y2 et X1,X2 sont de meme
A nature
. \> coordonnées internes
X" ) & T
a X1 A X2
e Yt A Y2
.ﬁij moditication de Xi A Yj

En combinant lincairement ces coordonnédes suivant les
opérations de symétrie du groupe C2v (E ,C2 ,20°v), on obtient les
coordonnees de symstrie suivantes (ici normalisées)

81 =(o + +2§M+b’“+6n+ 1) /V B

52 =(§ = B =¥, - b~ Y -To2) /V 20 bending X1AX2
, _ . bending Y1AY2 g;
S5 =(L*P-KM-(M—\617.-KLZ)/“ 20 ! \
; Y1AY2 rocking
84 =(f, +1,,= V- 1) /2 2
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Y1AY2 twisting 2N
3 = - - { Yy;» y
35 =({,, EA Tatigl/2 'y
v ‘- . Ve
OO =’\'M1 —611 +~647." (2)/2 Y] A Y2 Wagging Ve

’

or les fonctions de redondance expriment la relation de redondance
sous la forme:

6 \
E Qndn =0 on coordonnée interne

de déformation de l'angle 8ij

Prendre 1a coordonnée de symetrle S1 comme coo"donnee ae
redondance 1mp11que quﬂ les coefficients .de la relation D {e-‘
soient ¢gaux .Ceci n'est vrai que si 1le€ Ysix angles sont egaux
(tétraedre parfait) ,or,si les atomes X et Y sont différents (C et H
par exempleg) la coordonnée S1 n'est pas la coordonnée redondante . En
symétrie C2v la relation de redondance sera de la forme :

Ad +BB +C( T +Yoa+¥a + ¥ ) =0
or larelationmatricielle qui lie le passage des coordonnées internes
aux coordonnées de symétrie S =UR se fait par lamatrice Uorthogonale ,
c'est & dire que les coordonnées de symétrie sont orthogonales
entr'elles.

Ainsi 1l'exclusion d'une <coordonnée de
symétrie redondante (qui est souvent une combinaison lindaire des
autres coordonnées de symétrie ) affecte t'elle 1l'expression des
autres coordonnées qui lui sont orthogonales.

I1 seradonc nécessaire de procéder & une renormalisation
dans la base réduite des coordonnées de symétrie (base ne
comportant plus de coordonnées de symétrie redondantes).

L'expression matricielle de 1'énergie potentielle dans
1l'espace des coordonnées de symetrie
) 2V =8 % S
montre qu'une mauvaise determination de 1° expression des coordonnées
redondantes influe sur le champ de force et qu'il ne faudrait alorsn'y
accorder aucun crédit et aucune proprlete de transférabilité . De plus
,la description des coordonnées mises en jeu lors d'une vibration

normale (PED Potential Bnerg gy Distribution) serait alors erronée et
l'attribution des bandes faussée.

Hotions de symétrie locale d'un cycle:

Les notions précédemment introduites sont valables pour
des molécules "ouvertes". Est-il possible d'attacher une notion de
symétrie locale auncycle? Est-1il possible de définir pour ce cycle un
champ de force transférable & toute molécule qui contiendrait un cycle
de meme géométrie et que les grandeurs qui caractérisent ce cycle ne

dépendraient que des ¢léments propres au cycle indépendamment des
substituants?

J.P.HUOVEHNER (6 ) a montre dans des travaux sur les
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redondances de cycles comme le Cyclonexane , du Glucose et
d'nétvérocycles minéraux ,qu'un cycle & i atomes possede bien 3il-b
coordonnees de symétrie caractéristiques du groupement qu'il
constitue et transférables avec lui . Cependant le traitement des
redondances du cycle est possible,mais beaucoup plus complexe gue
dans le cas des redondances arbre .EBlle est toutefois facilité si le
cycle comporte des éleéments de symétrie.

Hous verrons dans le cas d'un cycle PROLILUE non plan que
l'expression de la base reduite est d'une grande complexite



ANHEXE TECHHIQUE III

RESOHAHCE MAGHETIQUE NUCLEAIRE
DES PEPTIDES

IHTRODUCTIOHN:

Les résultats des nombreux travaux tant expérimentaux que
théoriques en Résonance Magnétique Nucléaire nous ont permis de
déterminer la structure de nos peptides modéles et de montrer qu'ils
adoptaient une structure coudée dans certaines conditions de solvant .

J'al tenu ici & donner les principaux résultats obtenus en RMN sur
le tripeptide Glycyl-L-Prolyl-Glycylglycine (GPGG) et son homologue
protégé ZGPGGOMe (Z:Benzyloxycarbonyl) afind' apporter une cohérence
a 1l'ensemble des études effectuées en spectrométrie vibrationnelle.

Ces travaux en RMN ont été effectués par l'équipe de Mme M.H
LOUCHEUX en collaboration avec B.PERLY (Equipe du Pr C. CHACHATY au
C.E.N de SACLAY)(1).

ISOMERIE CIS-TRAHS:

L'Isomérie Cis-Trans autour de la liaison peptidique X-PRO a été

particuliérement bien mise en évidence par de nombreux travaux (

) N
\\C/N Z \\0 e
. c
s '0\’7C Trans O//

Une telle isomérie a été observée sur le tripeptide GPLG (Glycyl-

L—Prol)(flGI)LycylGlycine sous forme zwitterion ) dans le DMS0-d6 par TOMA
et A1 (2).

A) COHNDIZIOHS EXPERIMENTALES:

A-1)Utilisation du solvant DMS0O-d6:

Ce solvant a été utilisé pour plusieurs raisons:

* I1 n'a pas de réactions d'échange avec les protons mobiles (NH
amide ou OH).

*C'est un solvant assez polaire qui solvate les protons amide NH et
n'entraine pas d'agrégation notable jusqu'a une concentration élevée
de 0O,2M. _

* Ce solvant se caractérise par une auto-association due & son
moment dipolaire élevée et & 1l'encombrement des molécules ( 3 ).

CHs3 o)
NN _CH,
CH{ H S
. N / \CH
o) o) 3
sZcn,
CH
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QA PRO

a2

NHD

Déplacements Chimiques de GPGG (zwitterion) dans le

DMS0-d6. Rerf:TMS conc. bmg/ml DiS0-do
1H RMI 250 !liiz

les raies N1-H sont & bas champ (quadruplet).

T°C 17 30 40 50 60 70 80

d WH cis 8,064 8,57 8,51 8,46 8,41 8,34 8,28
dil1H Trans 8,45 8,37 8,32 8,28 8,24 8,18 8,13
4 W2H cis 7,42 7,43 7,44 7,46 7,48 7,49 7,50
dii2d Trans 7,07 7,12 7,14 7,17 7,22 7,24 7,28
———mmmmm 710 0,11 0,1% 0,15 0,16 0,19 0,21
cis+Trans

o 1:0 du résidu 3
W 2:0 du résidu 4

I HI1-H

=8,0 +/- 0,4 Hz 6= =-80° ou 40°
JPHN1-H =5,0 +/- 0,2 Hz
J* Hii2-H =6,0 +/- 0,2 dz 8= -165°
. JPHH2-H =1,7 +/- 0,2 Hz
it
Table I} -1
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A-2)Appareillage:

Les spectres RMN du proton H ont €té enregistrés sur CAMECA TSN 250
(250 MHz) & 20° et en ™ C sur VARIAN CPFT 20 (20MHz) & 32°.Les mesures des
temps de relaxation longitudinaux T ont été effectuées sur BRUCKER #H
90 (27°°et T+1°) & 22,63 ldz.

B)ETUDES DU TRIPEPTIDE GPGG:

Les raisons du choix de ce peptide modéle ont été évoquées dans le
chapitre I. La formule développée de ce tripeptide ainsi que la
notation des résidus est montrée dans la figure 1

[ [ ; _
NH:—CH:Z—CO-«—- N— C‘H-—CO-+- NH-CH2—CO—-:—NH——CH§—-CO2
1 !

1 1
I ! |

Glycylt L-Prolyl2 Glycyl3 Glycyl4

FIG 1

* Dans l'eau,ce tripeptide existe simultanément sous plusieurs
conformations (isomérie Cis-Trans).

* Dans le DMSO-d6,1le tripeptide NH3 GPGG COg (zwitterion) posseéde
une structure fortement organisée.Ce fait est mis en évidence par
plusieurs résultats expérimentaux:

/-?aiblepourcentagedeibrmeCisautourde1a]iaisonGly1-Pro2(
<10°/, ).

-I1 existe une trés forte inéquivalence des deux protons pour
chacun des groupes méthylénes Gly3 et Gly4.

-Le coefficient de température Ad/AT est positif pour 1'un des NH
amide (Ad/AT :variation du déplacement chimique en fonction de 1la
température).

B-1)Analyse du spectre en RMN H de GPGG dans le DMS0-d6:

)Les spectres'd ont été enregistrés & 250 MHz & 20°%( référence:
TMS).
L'examen de la figure -1 permet de montrer que:

* Les signaux des protons de Gly! sont partiellement masqués par
HDO résiduelle.

* Les valeurs des déplacements chimiques des protons NH et CH (et
les constantes de couplage) ont été obtenues par simulation du spectre
de la forme Trans seule.

Ces valeurs ont été confirmées par la deutération sélective CD2 du
résidu Glycyl3 (Table Hl-1).

B-2)Analyse des coefficients de température:
On sait qu'une forte dépendance des déplacements chimiques des
protons amide HH en fonction de la température est typique ,soit

d'une exposition de ce proton au solvant,soit 4 sa participation
dans une liaison Hydrogene.

Le déplacements du bas champ & une position & champ plus fort se
produit en augmentant la T°Aad/at <O .

A l'opposé, um faible coefficient de T° caractérise une forte
liaison Hydrogéne intramoléculaire 1 d/a?T >0 .
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La table Ii-2 donne les valeurs des coefficients de T° pour les
groupes NH amide de GPGG.

Ad/aT(ppm/° ) NH Gly3 NH Gly4

TCis 5,63 109 1,28 103

Trans -4,73 107 3,27 102
Table 1H1=2

HH Gly4 est protégé du solvant.
Remarque:

Les raies s'élargissent lors de 1l'augmentation de T° . Ceci peut
€tre du a une interconversion entre conformations.

B-3)Détermination de l'angle diédre y2 (Pro) par RMN 13C:

SIEMON et AL(4 ) ont mis en évidence une relation linéaire entre les
déplacements chimiques des C et C et l'angle diedre C C C' .

0 o Ccr
N G\\ "
-5 ey ©
-74
\ c |
\
Y~

Ces auteurs proposent la relation suivante pour les isoméres Cis et
Trans:

Ad
Y-

Pour chacun des 2 isoméres, les valeurs expérimentales RMN sont
roches des valeurs théoriques accordées & une conformation en coude B
% U =+160° ou -40°).
Remarque:
les résultats sont assujettis & deux contraintes
-Les mesures sont effectudes & 32°
-La précision de la loi de SIEMON qui reste trés empirigue.

]

0,081 {6} + 2,47  isomere Cis

0,036 |e| + 0,73 isomére Trans

L'applic

lication de ces deux relastions au tripeptide
NH3+ GPGG CC2

- donne 2 T=32°

AS§6<°15> = 9,42 ppm d'ol |3

~

ASPK(tP‘SﬂS} =4,47 pom d'oy Sl = 1730
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B-4)Détermination du type de repliement:

Ladéterminationdesanglesdiédre(bestassujettieéil'hypothése
suivante

Le proton CH Gly situé a bas champ est de configuration S.
(Travaux de KAINOSHO et AL (5),MARRAUD et AL (6).
De nombreuses observations permettent d'étayer ce LEMME

Le diagramme des déplacements et couplages des protons C H des
groupes Gly3 et Gly4 de GPGG peut 8tre alors schématisé comme suit:

T R T T

R - \etpnns?
3S 4Gt 3R 7 “;R
1 aLy3 1 GLya
/
) La table -3 donne les valeurs des constantes de couplage NE-C H (S
R):
l Gly> Gly4
JONH- & 8,4 Hz 6,5 Hz
J3NH-of 4 4,5 Hz 1,5 Hz
Table 111-3

Les valeurs expérimentales des J NH-CH pour chacun des résidus
ménent alors aux propositions suivantes:
co (¢y),

co H o R
FI "11’32 30°

(&), co— N ) jere
3 /
P .
$ 4 [ ] <’//, H(S
T 3=-90 Iny )

L'utilisation de la relation de CUNG et AL (7): 8 = ¢-6C§l donne pour

les deux types de coude les plus fréquemment rencontrés:
8a = 150° J3NH-CH, (Gly3) ~ 9 Hz
B I {

O

30° J3NH-CH4 (Gly3) ~4,5 Hz

8, = 20° J°NH-CH g (Gly3)~4,8 Hz
B II
)

; = 140° J°NH-CH (GLY3)~8,4 Hz
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Or l'observation nous donne:

3
73 NH-CHGs = 8,4+ 0,1 Hz
J3 NH-CH,, = 4,5+ 0,1 Hz

et ¢3 = +80°

Ainsi on voit que seul le type de repliement en COUDE PII est
compatible avec les données expérimentales.

B-5)Détermination de 1l'angle diédre ¥j,:

L'examen des constantes de couplag%s géminales et en utilisant le
diagramme de BARFIELD (8) reliant JHHGly & § gly on obtient qi
Gly3 = 17,2 Hz o :

Avec ¢3= +80° ,on a deux valeurs possibles:

3 = 0O+ 20°
¥3 =180+ 20°

Dans les turns théoriques BI et BII la valeur de § =0° (-30° pour
BIII).Ceci confirme la présence de la conformation de GPGG en coude
BII. q A

Mo

v \u \ [ ®; 4
N ,er,/’
»H H \‘“
0\ N —t
e “: X \0
3 0\ ®
0 H’ L Cro om f-Tumn

B-6)Détermination de l'angle dieédre @4:

La valeur observée de JﬁNH-CH (Gly4) correspond a Q4=-165'
En utilisant un modéle moléculaire on voit trés bien que cette valeur
permet 1'établissement d 'une liaison Hydrogéne entre NH (Gly4) et
CO(Gly1).

Remarque:

L'interaction électrostatique entre groupements NH3+ et C02-
terminaux est <trés forte et contribue principalement & 1la
stabilisation de la structure en coude BII.

Comme nous le verrons lors de 1'étude du tétrapeptide ZGPGG dans
le DMSO-d6 que ce peptide n'adopte aucune conformation privilégiée,ce
qui démontre 1'importance de la stabilisation de la structure par les
interactions électrostatiques.

D'autres exemples de stabilisation de coude par ce 1type
d'interaction électrostatique sont connus:
Boc-Arg-Ala-Gly-Glu-NHEt étudié par MAYER et LANCELOT (9) , H-
Gly-Pro-Leu-Gly-OH et H-Gly-Pro-Asn-Gly-OH par TOMA et AL (BI Turn).
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"nd

B-7)Conformation du cycle Proline:
Les valeurs des constantes de couplagerm;%$5,1 Hz et JsHaH%
=8,5 Hz obtenues & T° =17° montrent qu'il existe une interconversion
rapide entre les formes EXO et ENDO .
MADISON(8)signaleuntelrésultatpourdesvaleursdeibPron-—60°
(B Turns).Ce phénoméne est 1ié également & l'existence d‘'une faible
proportion de forme Cis comme c'est le cas pour GPGG & 17°°.

B-8)Structure globale du peptide;Mesure de relaxation en 13C:

Les spectres de GPGG sous forme de Zwitterion dans le DMSO-d6 &
300°K (70 mg/ml) ont été enregistrés sur l'appareil WH 90 Les
temps de relaxation longitudinaux NT1 des groupes méthylénes de Pro
sont donnés dans la table j11-4

NT1 0,111 0,242 0,24 0,156
ANTH
——— 8°/ 5°/ 10°/ 2°/
NT1
Table 1114

Ces temps de relaxation sont typiques du mouvement interne autour
de la liaison C -C .
L'analyse du temps de corrélation global (ref. C Pro) donne:
1/we= 7 107 %Sec
pour T.~5 107103 wit? = 5 107 <«
Teq =n2Y2Yir ftet rey =1,09 107" unité SI
RY2Y2="3,6 1058 (unités CGS) =3,6 1050 (unités SI)

or T = 0,111 nous donne T7'=9 Sec et =4,2 10-08
Le rayon de la sphére équivalente de la molécule est obtenu par
=1/6D, =47wr3’n/3 T =Vun/4LT n coefficient de viscosité. r

(metres),k=1,38 10%3J ¢='(SI) , 7(°K), m kgm S (SI)
a 300°K n=1,85_10 2poise
on a r eff= 6 A .

remarque: L'analyse des coordonnées cartésiennes lors de nos calculs
des vibrationg normales (centre de gravité) donne un rayon maximal r

max =5,7-5,8 A.Ceci est en bon accord avec les valeurs obtenues par
relaxation.

CONCLUSION
Le peptide GPGG (zwitterion) adopte la conformation en coude BII.
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RHN 13C de GPGG gwitterion 20 mg/t ml Di30-do 2°c=3%5

d /TH3/DiS0-do DH8=Dilsvu-39,5
RAIE d ppm/DilSO § ppn/THS
"""" o asmes s
Co 2 131,76 171,26
CO 3 128, 51 167,81
CO 4 126,96 166,46
Pro O 21,32 60,82
Pro O 6,39 45,89
Cis B Pro -7,98 31,52
Qrans B Pro -10,5Y 25,91
Trans Pro -15,08& 24,42
Cis Pro -17,40 22,10

A e W Dy =t " —— T ————— — — — — " —— o W b - R M . A i Sw e . o~

————— = 15 » pour 3 Pro

Cis+Trans 14 % pour Pro
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C )ETUDES CONPORMATIONNELLRES DE NCBZ-GPGG--OMe:

C-1)Méthodes expérimentales:

Les spectres ont évé enregistrés a l'aide du spectrometre H RMN a
transformée de FOURIER CAMECA & 20°+1° en prenant comme référence
interne le TMS dans CDCl3 et DMSO-d6.

L' etude<h1¢rnpept1de protege Z-G1P2G3G4-0Me (Z= N- Carbobenzoxy
et OMe Méthyl-ester) a été menéde conjointement avec l'étude des
peptldes C-deutérés ZGPGGOMe ,ZGPGGOMe, et ZGPGGOMe ,ceci afin de
lever les ambiguités sur les attributions des groupes uly3 et Gly4 . La
synthése peptidique de ces dérivés a été déja eté décrite (1

C-2)Identification des groupes Gly3 et Gly4:

Le tétrapeptide NCBz-GPGG-OMe est caractérisé par les les angles
diedraux ¥ et:% W de chacun des résidus aminoacides.

_ @cn- o:NHic HZ}I?}‘@C ; ;Hjir%fq}‘}::

)EJ%flOﬂ*Dhﬂe

&,
H
G&d y !

La flgure 2 donne l'allure du spectre de ZGPGGOMe dans CDC13
(4mg/ml & 25° ) et 1'attribution des différentes bandes.(CDC13 est un
solvant non polaire ou les protons NH ne sont pas solvatés).

TMS

Z-GPGG-OMe
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T°C d HH G3 (HZ) d NH G4 (HZ) 4 HH G1 (HZ)

25 2088 2025

54 2076 2015 1817

44 2065 2007 1802

54 2050 19906 1784

64 203%8 1986 1770

74 2025 1975 1750

pente -5 10 -3.9 10 -6.6 10

(ppm/°C)

Dépendance des déplacements chimiques des protons N-H de
NCBZ-GPGG-OMe dans le DiiS0-db.Concentration 1% mg/ml.
( 250 MHz 1H NMR).Rérérence interne: TMS .Les pentes ont

€¢té calculées par la méthode des moindres carrés.

Table C1
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*Le proton amide voisin du groupe uréthane (NH Gly!) résonne a
champ plus fort que les autres protons amide.

*Les signaux de résonance des protons amide des groupes Gly3 et
Gly4 ont été attribués sans équivoque & l'aide des dérivés C-d2
deutérés ZGP3GOMe (D3h4),2GPGGOMe(H3D4) et ZGPGGOMe (D3D4). (Fig3)

Le proton amide adjacent au carbone deutéré apparaissant alors
sous la forme d'un singulet au lieu d'un multiplet lorsque le carbone
n'est pas substitué.

La table C-1 résume les différents déplacements chimiques.

La mesure des constantes de couplage J NH-CH n'a pas €té possible a
partir des résonances NH ,ceci étant du & 1'élargissement des raies
provenant de la relaxation quadripolaire de N.

*La résolution de la région CH (3,8 2 4,2 ppm) a été effectuée a
l'aide des dérivés C deutérés et des découpages sélectifs
homonucléaires.(Pig 4,5,6,7)

*Les valeurs J3 NH-CH ont été obtenues aprés simulation des
spectres par le programme LTRCAL(table C-1).

C-3)Etude de l'isomérie Cis-Trans de ZGPGGOMe dans CDC1l3:

——— —— —— A — A — A — —  —  —— — - ——— D — > t—— T —— b T W — o ———— -~ — o —_ -

L'analyse des spectres de résonance H ne laisse apparaitre aucune
isomérie Cis-Trans antour de la liaison Gly-Pro

—C

Cd \O -
w=0 \ . C¢ o
C\‘S C:O w = A%U 4
/ ﬂans

Seul l'isomére Trans (qui correspond alors & une conformation
stable) est présent en solution dans CDC13.
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Lors de 1l'augmentation de la concentration,des interactions
intermoléculaires s'établissent(liaison Hydrogéne carbonyl C=0--HN
amide).La densité électronique diminue au niveau du proton amide
(déblindage) et on aura un glissement des signaux de résonance NH vers
les champs faibles.A 1l'inverse ,les protons NH engagés dans une
liaison intramoléculaire ou protéges du solvant ne sont que peu
affectés par les effets de concentration.

Un tel effet a ét%é étudié principalement sur le signal singulet du
?roto? NH(Gly3) du tétrapeptide spécifiquement deutéré ZGPGGONMe

D3H4 ).
oDe La figure C4 schématise la variation des protons amide de D3H4 dans
13.

NH(Gly5) montre une variation importante (6,95 & 7,6 ppm) du
déplacement chimique en fonction de la concentration alors que les
protons amide NH(Gly!) et NH (Gly4) sont peu pertubés. Ceci suggere que
NH(Gly3) est exposé au solvant.
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Cependant,une telle structure devralt posséder une "libre
rotation" autour de Y2 pour empé€cher l'établissement d'une liaison
Hydrogeéne entre NH(Gly3) et CO (Glyt)(cycle C7) ,encore que cette
rotation soit pertubée par des interactions importantes entre
Gly3,Gly4 et le cycle Proline.

Afin de lgver 1l'incertitude,il convient de determlner les angles
$2,y2(Pro) et 53 ¥3(Gly3) é.partlr des constantes de couplage J°'NH- CH,.

C-6)Dépendance conformatlonnelle des constantes de couplage:

Parmi les relations de type KARPLUS fo), larelation de CUNG et AL (7)
a été choisie.Cette derniere est partlcullerement bien adaptée &
l1'étude des peptides:

J% NH-CH,=4,45 cos26-3cosb+4,45
pr1n01palement pour les résidus Glycyl(flg C-5b).

L'analyse des constantes de couplage de la table C-1 permet de
calculer les angles diedraux @ avec 8=[60-§| dont les valeurs sont
indiquées 01-dessous Deux types de repliements sont caractérisés par
une valeur (3=80°

e w8

B turn II -60° 120° 80° 0

B TURN V -80° 80° 80° -80°

La valeur @3 expérimentale @3 =75°+5" 8'accorde bien avec chacun
de ces deux types de coudes.

Cependant,la presence d'un résidu Prolyl en deuxieme position
d'un coude est fréquemment rencontrée lors de 1l'analyse des
conformations (obtenues en RX) de protéines globulaires.

Nous choisirons pour celd la conformation en coude pII pour
ZGPGGOMe .

C-7)Analyse conformationnelle de ZGPGGOMe dans le DMSO0-d6:

Isomérie Cis-Trans:

-

' Les spectres montrent 1l'existence d'une isomérie Cis-Trans autour
de la liaison X-Pro dans le DMSO.Environ 80°/ du tétrapeptide adopte
une conformation Trans autour de Glyt!-Pro2l.
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C-5)Effets de solvant:

— —— - ———

CDC1l3 solvate faiblement les protons amide aleors que le DMSO les
solvate trés facilement.L'addition de faibles quantités de DMSO
entraine un déblindage des protons amide accessibles au solvant alors
que les protons amide protégés subiront trés faiblement cet effet.

La figure C-5 schématise 1'effet de solvant (addltion de DMS0-d6)
sur les NH de ZGPGGOMe (D3H4) dans CDC13(4mg/ml 28°). On voit que NH
(Gly3) est trés sensible & l'effet de solvant alors que NH(Glyl) et
HH(G1ly4) sont protégés du solvant.

Ceci implique que NH(GLY3) n'est pas impliqué dans une liaison
‘Hydrogene intra ou intermoléculaire.

Cela élimine 1la oss1b111te pour le tetrapeptlde d'adopter une

structure en coude ¥ (Pig C-5a) caractérisée par une liaison Hydrogéne
entre CO(Gly!) et NH(Gly3). :

0 \ C7/d; c“,«' t\ 07 \QM@
’// \ /N___C/ }_‘r
L
! C B- tuwn
/70
o \

— i
~ Fic C5 &

Comme NH(Gly4) est protégé du solvant ainsi que NH (Gly!) on en

déduit la structure pos31ble suivante en coude p pour NCBz-GPGG-OMe
dans CDC1l3:

=

N
N
/
¥O

MeD/

Une autre structure serait & priori possible également:
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Dépendance des déplacements chimiques NH en fonction de la
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L'effet de température sur les protons amide provient du
déplacement de 1l'équilibre entre formes NH(solvatéd)--NH(libre) +
solvant.En augmentant la température ,le complexe HSolvant se
dissocie et on observe une augmentation du blindage du proton NH
(déplacement de d vers les champs rorts).

Si le proton amide est peu accessible au solvant (liaisonHou inclu
dans un "cluster"),l'effet de température est faible.

La table C-7 donne les valeurs des déplacements chimiques (en H2)
des trois protons amide de ZGPGGOMe dans le DMS0-d6 (13 mg/ml) et les
pentes relatives aces déplacements en fonction de la température
(ref:TMS). '

Les travaux de URRY et LONG (11) ont montré que les pentes 4/ T
correspondant a des protons relativement inaccessibles au solvant
variaient dans le domaine0a-3,4 10 ppm/°C . Dans le cas présent, tous
les protons amide apparaissent exposés au solvant.

Ceci entraine que ZGPGGOMe n'adopte pas de conformation
organisée dans le diméthylsulfoxyde {DMSO).

D)CONPIRMATION DE LA STRUCTURE EHY COUDE B II DR ZGPGGOMe DAHS
CDCL3:

D-1)Coefficient de température:

" La table D-1 donne les déplacements chimiques (en Hz)( RMN H 250
MHz) des protons amide de ZGPGGOMe dans CHC13 (4mg/ml) et leurs pentes
respectives:

Table D-1 '
pec d NH(Gly3) d NH(Gly4) d NH(Gly1) |
26 7,1 7,1 5,77
37 7,08 7,02 5,74
42 7,07 6,98 5,73
58 7,04 6,91 5,69

-3 -3 )

Ad/AT -1,75 10 -5,2 10 -2,6 10

(ppm /°c)

Si 1'on considére un coefficient Ad/AT <2 1073 ppm /°c pour un
proton amide et 0<ad /AT <=2 1073 pour un proton solvaté, on confirme les
résultats antérieurs,a savoir NH(Gly!) et NH(Gly4) engagés dans une
liaison H et NH(Gly3) libre ou solvaté faiblement par CDC13.

D-2)Btudes en dichroisme circulaire:

Le spectre dichroique de NCBzGPGGOMe a été enregisiré aprés
obt?ntiond'unfilmobtenuparévaporationdusolvantchloroforme(Fig
D-2).

Ce spectre dichroique est tout & fait caractéristique d'une
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structure en coude P.

448

190 200 210 220 230 240 280 Amm

N-CBZ-GPGG-OMe

0 film {CHCL)

: La comparaison de ce spectre avec
ceux,théoriques,de R.WOODY (fig D-2a et PFig chl) ou ceux,
expérimentaux de BRAHMS et BRAHMS (11)(Fig D-2b),obtenus & partir
des spectres de protéines et peptides, montre l'analogie évidente
(bandes <0 vers 197nm et >0 vers 210-220 nm) .On remarquera néammoins la
différence entre l'allure des courbes vers 210-220 nm.

A la lumiere de ce résultat expérimental, l'hypothese de la
structure B (type B turn V) pour ne conserver que l'hypothése de la
structure du B TURN II pour ZGPGGOME avec deux liaisons Hydrogenes
NH(uréthane)-—-CO(CO Me) et NH(Gly!)---CO(Gly4).
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COHCLUSIOH GEHERALE

I1 est intéressant de constater que dans le DMSU-d6 le peptide
2GPGGOMe est déstabilisé alors que GPGG(zwititerion) conserve une
structure en coude BII ,ceci étant du pr1n01pa;ement aux erfets des
interactions é€lectrostatiques entre extrémités LH3+ et CO2-
terminales qui permettent au peptide GPGG de conserver sa structure
coudée et 1'établissement d'une liaison Hydrogene CO(Glyl)---
NH(Gly3) .

TOMA et AL (2) ont signalé une structure en coude BI pour NH3+ GPLG
CO02- et ceci confirme l'hypothese de M.BATAILLE (12) & savoir qu'un
résidu Glycyl aprés un résidu Pro en p081t10n i+1 favorise
l'établissement d'un B TURN de type B II alors qu'un autre résidu
(?yr,Ala ) ou Leu(2) favorise 1'établissement d'un coude de type BI.

Trés récemment d'autres auteurs sont arrivés aux mémes
conclusions, telles les é¢tudes faites par BRAHMACHARI et AL{13) sur
des trlpeptldes contenant la séquence Pro-Gly .

Cependant d'autres études semblent montrer que cette régle n'est
pas générale comme dans le cas de la conformation en coude B II du
peptide Pivaloyl-L-Prolyl- -Aminoisobutyryl -N- Methylamide (Aib=H~-
- CMe2-Co) :B.V.VEHKATARAN PRASAD et AL(14 ).
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ANNEXE TECHWITUE 4

Projection cartisienne des mnodes

Le mouvement du i'me ztome nendunt 1la
reprisantd par les

cartisirnnes:

a 0 \o. -
X; = X‘*:““L"/’-L sin(2yc¥*)
Q ° a —_

- oAl 3 ) 2 ~ N
Vo= Yordlly stnl2meyt:
a ° a -
Ze = Zead(L ). s3in{2Toyt
Z; = L*+U\Lx,b; 3in{2Weyt)
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Résums

% o
Les spectrométries vibrationnelles de diffusion Raman et

d'absorption Infrarouge ont été utilisées pour mettre en évidence la

présence de conformations repliées (coudes ou turns) dans des
peptides modeles.Les principales vibrations étudiées font intervenir
les mouvements des groupes amide qui sont d#épendants de la
conformation dans laquelle le peptide est engagé.

Un traitement’des coordonnées normales a $té effectué a partir des
données expérimentales en utilisant un champ de force de type UREY-
3RADLEY modifié.En wutilisant le concept de symétrie locale,les
parametres (constantes de force) obtenus ont été utilisés pour la
prédiction des fréquences vibrationnelles des groupes amide engagés
dans des conformations proches du premier modéle peptidique.

Une comparaison entre fréquences prédites et fréquences
expérimentales obtenues 2 partir des travaux d'autres auteurs a été
effectuée.La propriété de transférabilité a été poussée 2 1'étude de
conformations s'éloignant du modéle primitif et appliquée a 1la
détermination de 1la conformation d'une hormone peptidique:l’

Angiotensine II humaine.

Mots clés: Peptides.Conformations. Spectroscopie de vibration-
Calculs de fréquences.
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