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Le f s i U  d'etablir des corr4lations entre la structure 

conformationnelle et l'activite des molécules biologiques est 

apparu,depuis de nombreuses 3nn6es comme une aide précieuse à la 

connaissance des mécanismes iapliqués dans le fonctionnement de ces 

molécules. 

Dans le domaine des mscromolécules biologiques, le groupe 

auquel j'appartiens s'intéresse aux glycoprot4ines (Dr Mme 

M . H . ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ - L E F E ~ V ~ ~ ) . E n p a r t i c u l i e r , i l y a é t é m o n t r é q u e l e  résidu 

aminoacide sur lequel était attachée la chaine glycannique était 

toujours situ6 dans un coude Béta(B-Turn)(ref.1,2). Cette 

propriétéaété exploitde lors de l'étude de M-Glycosylation IN-VITRO 

réalisGe par J.P AUBER'2(7,4) sur des peptides modèles contenant la 

séquence code ~sn-X-Ser(T!hr! à l'aide de Dolichylphosphate 

oligosaccharidique en présence de membranes contenant l'équipement 

enzymatique n4cessaire au transfert de la chaine oligosaccharidique 

sur le rxsidu Aspsraginyl. 

Cette ~lycosylation n'es* rralisable que si le peptide 

accepteur adopte une structure secondaire en coude Ebt - t .11  y a alors 

une interaction spicifique entre le peptide en coude et l'enzyno 

dolichglphosphate oliqosûccharide transférase(5). 

Ces rgsultats r e n d e r i t p a r f a i t e m e n t c o n p t e  decequise pasue 

I I I - V 1 V O : L a  1T-Glycosylation s '  effectue zu cours de 1 ' élongation de la 

chzine protéiqiie s u r 1 ~ ~ p o l g ç o m e s a t t a c h ~ s ~ u x m r m b r a n e s d u r 6 % i c u l u m  



endoslasnique; Le squelette peptidique se replie et adopte le 

configuration privil4giée qui permettra h la glycosylation de se 

faire par l'intermédiaire de lipides transportant une chaine 

oligonannosidique . 
L'orientation s p a t i a l e p r é c i s e d e s c h a i n e s g l y c a n n i q u e s d o n t  

la synthèse est achevèe au niveau de l'appareil de GOLG1,leur permet 

d'aquerir leurs fonctions spécifiques. 

Des études physicochimiques (Résonance Magnétique 

Nucléaire, dichroisrne circulaire) de peptides modèles prépar& dans 

le laboratoire par Melle N.HELBECQUE ont été également men6es:elles 

constituent un complément indispensable aux études de glycosyiation 
\. 

IN-VITRO ( 5 b ) . ., 

Mon travail s'est insére tout naturellement dans 

cette démarche scientifique par l'intermédiaire d'une collaboration 

avecleLaboratoire de Physique delaFaculté dePharmaciedeLILLE (Pr 

G.FLEURY) .Les activités de ce groupe sont axées essentiellement sur 

les spectrométries vibration nelles de Diffusion RA?IAN et 

d 'absorption Infrarouge. 

J'y ai bénéficié de la compétence scientifique de G.VERGOTEi? 

dans les domaines de ca.lculs de fréquences vibrationnelles 

(Programmes de 114quipe de TOKYO du Pr T.SHIFIANOUCHI). 

La thèse que je pr6sente est donc le résultat de la 

collaboration entre ces deux 1aboratoires;elle m'a permis de 

déterminer les fr4quences vibrationnelles de peptides adoptant une 

structure en coude Béta. 



A )  IlIPORTAliCB BIOLWIQOg DES COUD83 B 
A-1 )Qu'est-ce qu'un coude? 

........................... 
Les coudes(3everse Turns),sont des 

structures adoptées par des séquences peptidiques composées en 

gén8ral de quatre(coude 8 )  OU de trois (coude Gamma) résidus 

cons&cutifs (6,7)qui permettent à la chaine .peptidique de se replier 

sur elle-&me et de former des liaisons Hydrogène stabilisant la 

structure ( ~ n e r g i e  conformationnelle minimum). Un certain 



1 p- turns II 
Fig A, 

r e f  H.,\  K t i A L E D  ( 3 5  ) 

r c f  S . S C O T T  Z I M t l E R t l 3 N  ,11.4 S C I I E B R G A  Table A ,  
B i o p o l y m e r s  1 6  0 1 1 - 8 4 3  ( 1  9 7 7 )  

t 

Stnridard Bend Typesa 

Dihedral Angles, degreesh 

TY pe @i+ I 9i+ I di+ 2 * i+ 2 

1 -60 -30 -90 O 
I' 60 3 O 90 O 
II -60 120 80 O 
II' 60 -1 20 -80 O 
III -60 -30 -60 -30 
III' 60 30 60 30 
IV any of  hend types 1 through III' with two or more dihedral 

angles ai+ 1 , iLit 1 , $i+ 2 ,  or J/,+ 2 differing by at least 40" from 
typical dihedral angles given above 

V -80 8 0 8 O -80 
V ' 8 O -80 -8 O 80 
VI a cis peptide bond between residues i + 1 and i + 2 
VI1 a kink in the peptide chain created by IGit l l  > 140" and 

I * , + ~ I  < 60°, or i $ i + , I  < 60" and 1 4 , + ~ l  > 140" 
-- -------.-- .- - - . --. 
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nombre de facteurs favorisent la formation de telles structures:Par 

exemple,certains résidus d'acides amin6s prSsentent une probabilité 

&levée d'être localisds dans un  coude^.^ 'est le cas de la Proline,de la 
Glycine,de l'Asparagine et de la Sérine.Des interactions à 

courte,moyenne et longue distances peuvent stabiliser certains 

coudes,telles les forces d'interaction dipolaires(a),les liaisons 

en gènéral du côté des extrémités N et C terminales et les liaisons(b) 

au "coeurwde la protkine. 

Seuls les coudes ont fait jusqu'à ce jour l'objet d'un nombre 

d'études physicochimiques suffisant pour Btre b,ien définis.Lafigure 

Al schématise la structure générale des coudes les plus fréquemment 

rencontrés et la table A-l donne les valeurs des angles dièdraux des 

résidus en2éme et36mepositions(i+l,i+2) caractéristiques de chaque 

coude.La figure A2 définit le sens des angles dièdraux suivant la 

convention IUPAC-IUB COMMISSION ON BIOCHEriIICAL  NOMENCLATURE(^ ) .  

C'est C.M.VE~IKATACHALAM(~)~U~, le premier a défini les 

caractéristiques correspondantbtrois coudesp,etdepuis,un certain 

nombre d'autres types de coudes ont été identifiés(Tab1e A-1).Les 

coudes I,II,III ainsi que leur image dans un miroir(coudes 

I',II1,III')avaient identifiés par VENKATACHALAM. Dans les 

protéines,ce sont les coudes 8 de type 1 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,à partir d16tudes faites 

par diffraction des rayons X réalisées sur 29 protéines globulaires 

que lenombrede résidus engagésdans les coudes correspondaitenviron 



à un tiers de 1:ensemble des acides aminés favorisant la présence 

d'une structure compacte. 

Les coudes correspondent des zones hydrophiles qui sont 

localis6es à la surface de la protéine(i0 ) en contact avec le milieu 

extérieur (eau) alors que les résidus hydrophobes se trouvent de 

préférence au centre de la molécule où les contac ts ' ' r és idu- rés iduw 

l'emportent sur les contactst'résidu-solvantw (1 1 ). Ainsi ,les acides 

aminés localisés dans le coude pourront Qtre le siège de certaines 

modifications chimiques post-transcriptionnelles que subissent les 

protéines. Ceci est particulihrement important h considérer puisque 

120 dérivés d'acides aminés ont été identifiés & partir d'un grand 

nombre de protéines appartenant à des organismes différents ( 1 2 ) .  
En d'autrestermes,unefois biosynthéthisée,laprot4ine subit 

un certain nombre de modifications chimiques.IL semble logique,& 

priori,de penser que ces transformations ne peuvent se faire qu'en 

certains sites correspondant h une "présentation privilégiée" des 

chaines latérales des résidus impliqués.Dans l'évolution des 

protdines homologues,la grande majorité des mutations se font de 

manière telle que les coudes soient conservés. 

De plus en plus on relie l'activité biologiques des protéines à 

leur structure tertiaire ; C 1 e s t d o n c g r ~ c e à l ' e x i s t e n c e d e  coudes que 

peuvent être expliquées certaines réactions . 
C'est le cas par exemple de certains mécanismes de régulation 

(~hosphorylation-déphosphorylation) de l'action de différentes 

hormones ,des réactions de glycosylation etc. . .[q3 ) . 

Citons pour exemples quelques cas cas remarquables: 

a) les glycoprotéines et l'existence d'une relation 

E-GIycosylation- existence d'tan coude p au site de N- 

Glycosy1ation:Asn-X-Ser(Shr). 

Nous avons d4ja traité.ce problème dans l'intro- 
- a -  



b) Les neurotoxines et cardiotoxinea des venins de serpent 

(Asian Cobra)(14, 15,16 ,17,1~),dtanémones de mer (19)et 

d1abeilles(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@5,24,25,26,27) ,en dichro'isme circulaire et méthodes 

de prévisions de structures de CHOU et FASMAN (16 ,17 ,20,,21 ,29) ainsi 

que par Résonance Magnétique ~ucléaire(l8 ,22,28,29). 

Ces techniques ont montré l'existence dans ces peptides de 

coudes permettant le repliement de la molécule en trois boucles 

stabilisées à la fois par quatre ponts disulfures et par des 

interactions entregroupementsterminauxchargés.(FigA3). De plus,il 

a été montré qu'un résidu tyrosy1,un résidu tryptophanyl et un 

aspartyl,localis8s aux environs immédiats des coudes jouaientun rôle 

important dans l'activité biologique de ces peptides. 

On sait maintenant que 18activitd biologique des neurotoxines 

est reliée & leur organisation spatiale (structure tertiaire):Les 

neurotoxines se lient B un récepteur protéique au niveau post- 

synaptiqueetbloquentlatransmission del'acétylcholine en inhibant 

la transmission nerveuse à la jonction neuromusculaire. Les 

Cardiotoxines se lientàun récepteur de type lipidique et provoquent 

un réarrangement structural de la membrane en inactivant la Na+-K+ 

ATPase. 

Cesdifférencesdemécanisme ont été reliésàdes différencesde 

structure (17,). 

c)L'action hormonale de peptides poat-hypophysaires a également 

été 6tudiée.Ces peptides favorisent le transport actif du Na+.Citons 

plus spécialement l'Ocytocine qui stimule la contraction utérine et 

favorise l'expulsiondulaitmaternel,laVasopressine qui favorise la 

-9- 



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

II(octapeptide) où sont présents à la fois des coudes Béta(p) et 

Gamma(Y) est :ln 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 

ê* donnés comme par exemp1e:Les peptides stimulant la phagocytose 

dans les granulocytes tela la Wtsine (~hr-LYS-pro-Arg) (33',34). -La 

Tropoélastine (35)  B séquences répétitives (L-Val-L-Pro-Gly-Gly). 

*Les peptides montrant des activités antibiotiques comme la 

Gramicidine S dont l'activité dépend de deux chaines latérales 

Ornithine voisines,la Valinoigcine qui agit sur les membranes en 

causant une forte augmentation de la perméabilité des ions K+(36) et 

1 ' 1soleucinoqcine(3 7 )  (Fi gA4 ) . 
Dans tous ces exemples,l8 existence de coudes a été mise en 

6vidence.Ces recherches illustent bien la place accordée par les 

Biochimistes et les Physicochimistes au problème de la relation 

Structure- bctivité Biologique. 

Deux publications générales récentes résument parfaitement 

l'ensembledestravauxacquisdanscedomaine (J.A SMITH,L.GPEASE(~~) 

et C.T0~1OL0(39)). 

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

- ----y---- -- 

A-3a)~iffraction des rayons X: 

De nouvelles méthodes d'analyse parMphase directe" (37,404) 

permettentd'étudierlespeptidessansl'interventiond'atomeslourds 

(41,4a).~'estune méthode intéressante pour connaitre le pourcentage 



d'iadrie C i s - T r a m  autour d'une lfaison X-Pro(43,,4 4,45,46) .Elle a 

permis de montrer que l'isomère Cis était surtout présent dans les 

peptides cycliques. 

C'est B partir de la détermination par RX des structures 

secondaires des protéines que se -sont dégagées diverses méthodes de 

prévisions conformationnelles,principalement celle développée par 

CBOU et PASrUI(47.,48,,49).Cependantles résultatsdediffractionpar 

RX qui permettent d'obtenir la structure cristalline et les 

conformations de plus basse énergie engagées dans des liaisons 

intermo,léculaires ne donnent pas forcément la (ou les) 

conformation(s) en solution. 
"' Une corrélation entre angles dièdraux et type de coude a été 

formulée d'aprés l'analyse des résultats en RX d'abord par 

VEEKATACHIU;M (a) puis par d'autres auteurs à partir de 

protéines:LBUIS et AL (30)  ,DICKBRSOB et AL (s* ) .  

A-3b)Spectroscopie de Résonance 1Iagn6tique Bucléaire: 

Divers procédés sont utilisés en RMN du proton pour déterminer les 

différentes conformations en solution: 

*L'exposition ou la dissimulation des protons amide(C0NH) aux 

solvants (52,53;,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 
i 

variations de température permet également de mesurer 1 'état de 

liaison du proton considéré. 

*L ' effet OVERHAUSER (NoE) (52,,5&) homo et hétéronucléaire suit 
6 une loi de variation en 1 Ir. (r étant la distance entre les deux noyaux 

considérés) etpermetd'établirleurspositions relatives (57,,58.,59). 

*La mesure des temps de relaxation en 1'3~ (55)  permet de mesurer 



: Circular dichroism spectra of poly-L-lysine in the Q- 

helicai, 8, and randorn conformation. 

. '. Calculated CD curves for Venkatachalam's 4 turns ( 1  1). Type 1 (-1, 
type II I--), and type III (. . . .). These are al1 class-B spectra. The verticai 
d ~ t t e d  tines iqdicate the nlr* zotational strengths for the type-III conformation. 



la mobilitd du noyau considdré. 

*L'utilisation de la dépendance conformationnelle des 

constantes de couplage 53 NH-CH (56) en fonction des angles dièdraux . 
*L'utilisation des ~anthanides(60,~l ) . 

Les nombreux travaux qui découlent de ces expérimentations ont pu 

montrer que la RMN &ait une des techniques les plus efficaces 

d'analyse de la conformation des peptides possédant une structure en 

coude comme par exemple les unités répétitives de la Tropoélastine 

( 7  ,.59,,62 j ou en coude   am ma(^) (63 ) pour la Bradykinine et ses 

analogues ,ainsi que pour des peptides cycliques possédant B la fois 

des coudes f3 et Y (64). 

A-3c) Dichroïsme circulaire: 

Le dichroisme circulaire reflète les positions relatives des 

chromophores présents dans une structure peptidique engagée dans une 

conformation secondaire définie. 

R-V UOODT (65) a calculé les spectres théoriques de 

dichroysme circulaire d 'oligopeptides adoptant une structure en coude 

p. La fig A5 donne l'allure des spectres dichroiques pour les turns 

I,II,IIIetlatableA-2donneleclassementdestypesdecoudessuivant 

les domainesde longueur d'ondedumaximaetduminimadeladi f férence  

d'absorptionentrelacomposante gauche et lacomposante droite d'une 

lumière incidente polarisée circulairement. 

Ces données théoriques sont en accord avec les spectres 

expérimentaux déterminés depuis B partir de peptides adoptant une 

structure coudée (66,6f ,68,69 ) . 
*Dans les protéines ou les coudes 1 et II sont les plus 

fréquenta ,le spectre qésultant en dichroisme circulaire de la 

contribution des pturns peutgtre considéré comme étant constitué de 



deux bandes n6gatives à 225nm et 190nm environ et une bande positive 

vers 205nm. Le spectre dichroique résultant de l'ensemble des 

contributionsdes structures secondaires (Hélice alpha,chaine p / /  et 
flfistructure désorganisée R . C , f l  turns) peut &tre d6composé pour 

donner le pourcentage de contribution de chaque structure. 

Ceci nécessite de choisir de bonnes références et se fait à 

partir des contributions données par chacune des structures de 

polypeptides modèles (fig A5 poly-l-Lysine) ou encore à partir d'un - 

ensemble de protéines dont les structures sont connues(fig ~ 5 ' )  

( 7 0 ~ 7 1 )  

A chaque Longueur d a  onde ,la d i f f é r e n c e  des c o e f f i c i e n t s  

d'absorption E, - E, = A €  est une comblneison l i n é a i r e  des 

c o e f f f c i e n t s  d'absorption correspondant A chacune des structures 

prdsentea (1,72,75,66,74,75) 
f i  hel het O * A ç l f l Y + j c A g  A €  =X AEA:+XdS( +X 

min i i i 
ob I e a  X sont l e s  

f r a c t i o n s  de structures en prdsence e t  1 X =1 e t  CA. es t  
I 

l'absorption A di pour 1i structure en h e l i c o  s e u l s .  

A-3d )Spectrométries de vibration: 

Les spectrométries de diffusion RAllAB et d'absorption Inîraroolge 

ont été trés employées depuis de nombreuses années dans les étùdes de 

conformations de protéines ( 7 6 )  et plus récemment pour celles de 

peptides adoptant une structure en coude f3 (74., T7,78,79,80,81,82) 

L'application de ces spectrométries B l a  détermination des 

structures conforrnationnelles est possible puisqueles 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 d u s q u e l e t t e p e p t i d i q u e s o n t  

t r é s s e n s i b l e s à l e u r e n v i r o n n e m e n t .  LafigA6 donne ladescription et 
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Les figures A7 et A 8  donnent les spectres RAMAN 

caractéristiques de conformations secondaires pour la poly-L- 

Lysinetgo). 

FIG. 2 - Laser Raman s ectra of ionized orm of poly-L-lgsine ( top)  3 p. ccnt in R,O pH 3.7 
(bottom) 3 p. cent in D,O J J ~  3.7 bot* ut Z4L 

~ I G .  1. - Laser Raman spcctra of (top) a-helical pol -L-lqsine 3 p. ccnt H,O pH 11.8 T = 4°C and 
(bottom) B-slieet poly-l-lysine 3 p. cent H,O pH 11.8 # = 52.. -15 - 

f ia A n  ~ R F F  \ 



l e s  c o n t r i b u t i o n s  r e l a t i v e s  d e s  mouvements d e  v i b r a t i o n  d e s  d i v e r s e s  

bandes  amide e t  l e s  f r é q u e n c e s  moyennes d e s  v i b r a t i o n s  

c o r r e s p o n d a n t e s  s o n t  i n d i q u é e s  d a n s  l a  t a b l e  A-3 .  

Amide A 

Amide B 

Amidg 1 

A m i d e  II 

A m i a e  I II  

A m i d e  I V  

Amide 'V 

A m i d e  V I  

A n i d e  V I 1  

C 

3(Group5 l i b r e !  

(cm-1 > 

TABLE A-3 



Et ....................................................... 
LBPRaBOUGE : 

------- 
B-1 ) R a i a m n a  du choix: 

Des études en absorption Infrarouge de peptides 

modèles, (74 ,77,78,83) ,ou de peptides naturels (33,84) adoptant une 

structure coudée,ainsi que des études par diffusion RAMAN sur des 

peptidesnaturelsouisolés(commeletripeptideterminal Pro-Leu-~ly- 

NA2 de l'ocytocine qui adopte une structure en coude 8 2 )  ont montré 

qu'il y avait divergence des résultats quant h 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, laprésence d e l a v i b r a t i o n a m i d e I I I à u n e f r é q u e n c e p l u s  

basse que celle prévue par les caiculs.les travaux expérimentaux 

attribuent vers 1260-1285 cm-1 la fréquence de vibration pour la 

d é f o r m a t i o n d u N - H a m i d e d a n s l e p l a n ( e t é l o n g a t i o n d e l a l i a i s o n C - N )  

lorsque celui-ci est engagé dans une liaison Hydrogène refermant le 

coude (cycle en Cl0 . Ceci est un fait expérimental trés important 
car R-C UlBD (8 8) prévoit alors une relation entre la fr6quence de 

vibration aride III caractéristique de la structure et lvangle  

diedral qui lu i  est attaché: v(erlI1) = f ( f ) ,  positionnant ainsi 

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

1285 cm-1 . 

Notre travail a cons-isté à analyser la fréquence amide111 

particulière à l'existence d'un coude de m&me que les autres 



vibrations (amide 1 en particulier) dont les fréquences sont . 

caractéristiques du type de.repliement. Une étude expérimentale a 

dté menée sur le tripeptide ddprotégé +3HN-Glycyl-L- 

ProlylGlycylGlycine (GPGG) ainsi que sur le peptide protégé N-Cbe- 

Glycyl-L-ProlylGlycylGlycine-OMe (N-Cbe-GPGG-OMe) qui adoptent en 

totalit6 une conformation en coude f3 11(+2=-60' ,Y2=1 2OS,$3=- 

3O',y3=O0) . 
'B-2 ) Définition dea techniques: 

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

*La spectrométrie Infrarouge ,même avec des appareils de 

performancesmoyennes comme ceuxutilisésleplusfréquemmentdansles 

laboratoires de Biochimie,est d'une grande utilité pour l'analyse 

conformationnelle de peptides isolés(so1ides). Cependant 

l'obstacle majeur & l'utilisation de cette technique est l'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 

precieux de la RMN. \95,86,81) 

*Les échantillons (peptides et protéines sont rarement 

cristallisés et ne peuvent être analysés en diffraction des Rayons X. 

*L'avantage particulier (et trés marquant) de la diffusion RAMAN 

sur les spectroscopies RX et RMN est que celle-ci peut etre mise en 

oeuvre Blafois surl'échantillonsolideetensolutionaqueuse (l'eay 

milieu naturel biologique ne diffusant que trés peu). 

, , La diffusion RAMAN s'observe lorsqu'on éclaire un échantillon 

avec une lumière monochromatique de fréquence 90 (Faisceau L.A . S . E . R )  

et que l'on observe la lumière diffusée h90' (Intensité maximale) par 



M i c r o s o n d e  m o l e  R A M A N  

T r i p l e  m o n b c h r o m a t e u r  T 8 o o  





rapport à la direction incidente;cette lumière diffusée est 

décomposée par des réseaux (monochromateurs) en domaines de 

fréquences dont chacune est restituée à l'enregistreur sous forme de - a .- 

bande dont la fréquence v (déplacée de A?=~O+-9 par rapport à la raie 

exitatrice) est la fréquence propre de vibration des groupes de la 

molécule. 

La figure A 9  schématise un spectromètre RAMAN à triple 

monochromateur . 
Cependant, si la spectrométrie RAMAN apporte à priori un bon outil 

au biochimiste ou au physicochimiste,elle voit ses possibilités 

d'utilisation diminuées du fait de phénomènes annexes parmi lesquels 

il faut citer: 

*Lf apparition de la fluorescence comme lumière parasite. La 

figure A 10 schématise à, partir des courbes d'énergies potentielles 

l'originedelafluorescencequicommepourleRAMANestunprocessus de 

transition h deux photons. 
FIG AI0 

Cette fluorescence provient 

I ICIIRE Scltrmatic tontpatlwn nt  vatluus pruccsra: Raykqh. Stnke* Raman, anli.Stokci 
Rdtmn. inl'fa~rd. fesawnm P~ttun. a d  t l t ~ ~ ~ f ~ ~ ~ c n ~ w .  

souvent d'ions (charges des 



Cette fluorescence provient souvent d'ions (charges des 

récipients plastiques,graises à rodages,produits de 

dépolymérisation des gels utilisés dans la purification des 

échantillons,bact6ries qui se dégradentdans le faisceau LASER. 

* L e s f a i b l e s i n t e n s i t é s d e s  bandes obtenues sur des échantillons 

amorphes et difficulté de compromis entre ouverture des fentes et 

rdsolution spectrales quise traduit par un rapport Signal/~ruittrés 

faible. 

"L'augmentation de la puissance de la source lumineuse peut 

détruire l'échantillon quand le faisceau est trop focalisé. 

* Plusieurs moyens peuvent etre mis en oeuvre pour diminuer le 
phénomène de fluorescence: 

*Moyens chimiques: 

"Traitement sur colonne de charbon actif 

"Substances agissant par"quenchingw de f1uorescence;il s'agit 

en général d'ions lourds comme l'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(Phényla1anine ou Tyrosine). 

*Moyens physiques: 

"Diffusion cohérenteAnti-STOCKESRAMAN(CARS) dutypeRésonance 

RAMAN.CommelafluorescencesetrouveducotéSÂOCKES,on-observemieux 

les bandes du coté Anti-STOCKES mais elles restent néammoins assez 

faibles pour des peptides amorphes. 

"RAMAN rapide mult icanal ( $ 6 )  :L1exitation se fait par LASER 

pulsd et l'un des avantages techniques serait d'aller plus vite que le 

- 3  Ir - 



phGnomène de  f l u o r e s c e n c e .  C e p e n d a n t , l e s  e s s a i s  r é a l i s é s  e n b a l a y a g e  

r a p i d e  ( q u e l q u e s  s e c o n d e s )  s u r  d e s  p e p t i d e s  mont ren t  que  dans  c e s  

c o n d i t i o n s , o n  f a i t  d i s p a r a i t r e  l e s  bandes  d e  f a i b l e  i n t e n s i t é .  

* L a i s s e r  l a  f l u o r e s c e n c e  d e c r o i t r e  n a t u r e l l e m e n t  en  c o n s e r v a n t  
\rru\cs 

l f 6 c h a n t i l l o n d a n s l e  faisceaupendantplusieurs~vantenregistrement 4. 

du s p e c t r e . 1 1  s e  p o s e  a l o r s  l e  problème d e  l a  r e s i s t a n c e  d e  

l ' é c h a n t i l l o n  e t  du p r i x  d e  r e v i e n t .  

*Emploid'unelumièreexcitatriceàgrandelongueurd'onde,telle 

c e l l e  o b t e n u e  a v e c  un LASER au  Krypton (647 , lnm)  , l e  fond d e  

f l u o r e s c e n c e é t a n t  m o i n d r e q u e  pour l e s  r a i e s  v e r t e  (514,5nm) e t  b l e u e  

(488 nm) d ' u n  LASER à Argon. 

*Accumulations e n  b a l a y a g e  l e n t  , l e  r a p p o r t  S i g n a l / B r u i t  se 

t r a d u i s a n t c o m m e u n e f o n c t i o n d e ~ o u ~  e s t  l e  nombre d ' a c c u m u l a t i o n s .  

C ' e s t  c e t t e  d e r n i è r e  méthode que nous a v o n s u t i l i s é e l o r s q u e l e s  

é c h a n t i l l o n s  é t a i e n t  t r o p  f l u o r e s c e n t s  e t / o u  t r o p  f r a g i l e s .  

.............................. 



SIBLIOGRAPHIE CHAPITRE 1 

1 )  I1.H LOlJCliEUX-LEFEBVRE, Je!' 4U9ERT 
C.R.Acad S c i  2 8 2  585 -587  ( 1 9 7 6 )  
2 )  3 - P  AiJBERT,G.RISERTII,Il.H LOUCHEUX-LEFEBVRE 

A r c h . 3 i o c h e m . R i o p h y s  1 7 5  410 -418  ( 1 9 7 6 )  
3 )  3.P A1.13ERT,N. HELDECQIIE,rl.H LOUCHEUX-LEFEBVRE 

A r c h . i l i o c h e m . B i o p h y s  208  2 0 - 2 9  ( 1 9 8 1 )  
4 )  J.P AUBERT T h & s e  de  g o c t o r a t  d t E t a t  e s  S c i e n c e s  P h y s i q u e s  

L I L L E  ( 1 9 8 1 )  
5  a1J.P A l J 3 E R T , M . C H I R O i l T R E , J . P  KF_RCK4ERT,N,HELOECQ{JE ,!l.H LOIICHEUX 
LEFEBVRE Biochem.E3iophys.Res.Comm. s o u s  p r e s s e  
5  ~)N.HELSECQLJE T h è s e  de  D o c t o r a t  d t E t a t  e s  S c i e n c e s  P h y s i q u e s  
L I L L E  1 9  
6 )  P.N LEWIS,ç . A  '10'1411Y ,H.A SCHER9G4 P r o c . Y a t 1 . A c a d . Ç c i e n c e  ! lS4 69  
2 2 9 3  ( 1 9 7 1 )  
7 )  R.E LOUDOU 1 n t . P e p t i d e  P r o t e i n  Res  1 4  ( 1 9 7 9 )  3 7 7 - 3 8 7  
8 )  IiJP4C-1:JB S o m m i s s i o n  o n  S i o c h e m i c a l  n o m e n c l a t u r e  

S i o c h e m  ( 1 9 7 0 )  9  3 4 7 1  
9 )  C.! l  VEYY4TACH9LAU 3 i o p o l y m e r s  6  1 4 2 5 - 1 4 3 5  ( 1 9 6 8 )  
1 0 )  1.D Y U Y T Z  J .4m.Chem.50~ .  ( 1 9 7 2 )  9 4  4 0 0 9  
1 1 )  G.D ROSE N a t u r e  ( 1 9 7 8 )  2 7 2  5 8 6 -  
1 2 )  R.tJRRY,F.WOLD S c i e n c e  ( 1 9 7 7 )  1 9 8  8 9 0 -  
1 3 )  i1.H L0;JCHEIIX-LEFEBVRE L t 4 c t u a l i t é  C h i m i q u e  ( J a n v .  1 9 8 1 )  1 2 - 2 7  
1 4 )  D. TSER\JOGLOU,A. PETÇYO 'ebs  l e t t e r s  68  ( 1 )  1 - 4  ( 1 9 7 6 )  
1 5 )  1. HSRA94,T. TAK4'14TS1J, T .  S!iIt41n10'JCHI, T .  IIIYAZ4WA,U. T4'1IY4 

J.Phys.Chem 90 ( 1 1 )  1153 -1156  ( 1 9 7 6 )  
1 6 )  J,fOX,A.T. T IJ  4 r c h . 3 i o c h e m . 0 i o p h y s  1 9 3  ( 2 )  4 0 7 - 4 1 4  ( 1 9 7 9 )  
1 7 )  L.V:SSER,4.I LCl!l!i 3 i o c h e m . ! 3 i o p h y s . A c t a  5 3 3  BO-89 ( 1 9 7 8 )  
1 8 1 3 .  LAlITERWEIN,K. WiJTHRICH,H. SCHWEITZ,J.P VIYCEUT,Il.  LAZDLlnlSKI 

Biochem.Biophys.~es.Comm. 76 ( 4 )  1 0 7 1 - 1 0 7 8  ( 1 9 7 7 )  
1 9 )  t i .  I S H I Z A Y I , R . l l c  KAY,T.R YORTOU,K.T YAÇiJU03!J,J. LEE,A.T T I 1  

J .  R i o 1  Chem 2 5 4  ( 1 9 )  9551 -9656  ( 1 9 7 9 )  
2 0 )  R S HIDER,U. R4GUARSSCIU F e b s  L e t t e r s  111 ( 1 )  1 8 9 - 1 9 3  ( 1 9 8 0 )  
2 1 )  R.S HIDER,IJ. R4GNllRSÇOY B i o c h e m . ! 3 i o p h y s . , 4 c t a  6 6 7  ( 1 9 8 1 )  197-2Cl8 
2 2 )  P. WALDE,H.J JACKLE, P.L L I J I Ç I  ,C.J 9EI'IPSEY ,13.E.C D4Yi<S 

B i o p o l y m e r s  20  3 7 3 - 3 8 5  ( 1 9 8 1 )  
2 3 )  i3.W LOW,H.S PRESTOU,A.S4TO,L.S R O S E N , J . E . Ç E A R C , A . D . R ! J 3 K O ,  
J.S RIUtiARDSOU P r o c . U a t l . 4 c a d . S c i e n c e  7 3  ( 9 )  2991 -2994  ( 1 9 7 6 )  
2 4 )  T .H HSEiJ,H. CH4YG,D.l1 IiW4UG,C . C  Y 4WG O i o c h e m . 3 i o p h y s . A c t a  537  
2 8 4 - 2 9 2 ( 1 9 7 8 )  
2 5 )  T .  TAY4'.14TStJ, 1. HSR49A,T. St i I ! lS4~JOtJCHI ,'le OYTA,I<. H4YASHI 

F e b s  L e t t e r s  7 2  ( 3 )  291 -294  ( 1 9 7 6 )  
2 6 )  N.T YU,T.S L IN ,A .T  T'J 3 .  U i o l . C h e m  2 5 3  ( 5 )  1 7 8 2 - 1 7 8 5  ( 1 9 7 5 )  
2 7 )  T .  TAXArlATSU,I. ti4R:1DI\,K. IiAYAÇHI D i o c h e m . D i o p h y s . 4 c t a  6 2 2  1 8 9 -  
20.3 ( 1 9 8 0 )  
2 8 )  A .  4RSEYIEV,T.A 99LASHOVA,Y.N iJTI<IY,V. I  TSETLIU,V.F BYÇTROV 

V . T  I V S Y O V , Y . A  OVCHIUYII<OV C u r . J . B i o c h e m  7 1  595 -506  ( 1 9 7 6 )  
2 9 ) F .  IUAGAY1,T. !lIYAZAWA,H. HûR1,Y. T A t l I Y A  F u r . J . S i o c h e m  89 

433 -442  ( 1 9 7 8 )  
3O)V. J HR1l3Y ,K.K D E 3  , A . ?  SPATOLI\,D.A IJPSOU ,D. Y A ' l A ' t O T O  J .  A.C  . S  IfIl 
( 1 )  202 -212  ( 1 9 7 9 )  
3 1 )  A . T  Tl1,J.B OJARNI\SSIIU,V.J HRil3Y !3 i ochem. ;3 iophys .Ac ta  5 3 3  539 -  
5 3 3  ( 1 9 7 8 )  



3 2 )  J .ROY, IJ .  R O Y  ,D.C G i l Z I Ç ,  1 .L ÇCHW4RTZ P r o c . N a t l . A c a d . Ç c i e n c e  76  
( 7 )  3309-3313 ( 1 9 7 9 )  
3 3 )  A .  SIICHARDA-Ç9BCZYi(, 1 . Z  SIEIIIOU,D. KOUOPIYÇVA Eur .J .R iochem 9 6  
131-139  ( 1 9 7 9 )  
3 4 )  1.Z ÇIE!lIOU,!I. LISOWÇ!<I,D. KOVOPINÇi(9,E. N G W R O C K A  

Eur . J .B iochem 112 33ç -343  ( 1 9 8 0 )  
3 5 )  M.A  YHALED,C .M VENKATACH\LA:l,H. ÇlSG4Y0,D.W URRY 

I n t . J . P e p t i d e  P r o t e i n  Res. 1 7  23-33 ( 1 9 8 1 )  
3 6 )  W .L DtlA,H.W H4lJPTf19U,C . M  wEEK5,D.A YORTOU S c i e n c e  176  911-  
( 1 9 7 2 )  
3 7 )  V .Z  PLETNEV,N.i1 GALITÇYI1,G.D Ç : ~ l I T H , C . t I  WEEK5,W.L D U A X  

B i o p o l y m e r s  19 1517-1534 ( 1 9 8 0 )  
3 8 )  J.A ÇYITH,L.G PEAÇE C r i t . R e w . i n  3 i o c h e m  8 I s s u e  4 315-399 1 9 8 0  
3 9 )  C .  TOYOLIO C r i t . 8 e w . i n  n i o c h e m  1 - 4 4  ( 1 9 8 0 )  
4 0 )  1.L KARLE,J. KARLE A c t a  C r y s t  16 969-  ( 1 9 6 3 )  
4 1 )  T .  IJEKI , T .  AÇHIr.A,il. Yr\'<'IDO,Y. 5,4S4r)A,Y. Y A T S ' I O C  

A c t a  C r y s t .  B25 1840-1849 ( 1 9 6 9 )  
4 2 )  T .  4SHIDA,I.  TAYqY9,Y. Çti I : lONIÇHI,I l .  YAX'JDO 

A c t a  C r y s t  833 3054-3059 ( 1 9 7 7 )  
4 3 )  T .  4 H , !  YAX!JDO Sul l .Chem.Çoc.  JAP4Y 47 ( 5 )  1129-1133 
( 1 9 7 4 )  
4 4 )  T .  Y4'14YF,T. 1SHIDA,I<. Ç H I ~ I O U I S H I  , P l .  I<AYUDO,Y. S4S4QA 

A c t a  C r y s t  332 2071-2076 ( 1 9 7 6 )  
4 5 )  T .  ASHIDA,I.  T4Y4K9,T. YA114YE,'1. K4Y!lDO 
b i o m o l e c u l a r  structure,conformation,function a n d  e v o l u t i o n  

VOL 1 D i f f r a c t i o n  and r e l a t e d  s t u d i e s  R .  ÇRIYIV4SflY 
Pergamon P r e s s  O x f o r d  and N . Y  ( 1 9 9 0 )  

4 5 )  R .  i3L\L4S1J3~21'1~VI! lY , A . V  LAi(SH'lIV1\R4YAYt'lV ,i, i .Y SIqEÇAV,G. 
TEGûNI ,G .Y  R R 4 ~ l A C Y A U i ) R 4 V  I n t  . J . P e p t i d e  P r o t e i n  Res II 1 25-33 
( 1 9 7 1 )  
4 7 )  P.Y CHOU,G.D r4Çt14U 9 i o c h e m i s t r y  1 3  211-249 ( 1 9 7 4 )  
4 8 )  P .Y  CHOU,G.D r4Sf19Y J . ' l o l . B i o l  115  135-175  ( 1 9 7 7 )  
4 9 )  P .Y  CH3'J,G.D cASt19Y 4nn.Rev.n iochem 47 251-276  ( 1 9 7 8 )  
50) P . N  LEWI5,C . 9  '10i14!1Y ,H.A ÇCHERZG4 i 3 i o c h i m ; S i o p h y s  A c t a  

3  201- ( 1 9 7 3 )  
5 1 )  R.E DICi(ERSr3V,T.TtZIoW,D. EISErJSERG,D.R Y 4 L L A I  ,L. Sr\'.lÇON, 4 
CDOPER,E.YARCOLI4ÇH J . !3 io l .Chem ( 1 9 7 1 )  246 1 5 1 1 -  
5 2 )  M.  B4TAILLE Thèse de D o c t o r a t  D ' E t a t  e s  Ç c i e n c e s  P h y s i q u e s  

L I L L E  f e v r i e r  1 9 8 1  
5 3 )  V.F BYÇTROV,A.Ç ARÇENIEV,Y!J.D GAVRILOV J.t lag.Res 
30 151-184  ( 1 9 7 8 )  
5 4 )  K.D XOPPLE,A. Gg 3 i o p o l y m e r s  15 1701-1715  ( 1 9 7 6 )  
5 5 )  Y . V  VENYAT4CH4L9t1,P. 3ALARAil S i o p o l y m e r s  20 625-628 ( 1 9 8 1 )  
5 6 )  B. PERLY Th5se d ' E t a t  e s  Ç c i e n c e s  P h y s i q u e s  L I L L E  Uov 198Q 
5 7 )  l4 .A  YHALED,D.\.I I l R R Y  Biochem.'3iophys.Res.Comm. 70 485- 
( 1 9 7 6 )  
5 8 )  G . Y  RAM4CH4YDRAU,R. Cti4UDRAÇEK4RAY ,Y  .D XOPPLE 

R i o p o l y m e r s  10  2113-2132 ( 1 9 7 1 )  
5 9 )  D.W I J R R Y  LOUG C r i t . R e w . i n  R i o c h e m  I s s u e  ( 1 9 7 6 )  
6 0 )  I n t e r p r e t a t i o n  o f  C l 3  Y:1R s p e c t r a  F.W WEHRL1,T. WIRTHLIN 

E d i t i o n  HEYDEY ( 1 9 7 6 )  
6 1 )  G . A  ELGAVIÇH,J. REllBEY J  . t lagn.Res 42  242-254  ( 1 9 8 1 )  
6 2 )  V .  REN'JGOPALRKRIÇHYAY , Y . A  YHALED,R.S RAPRYA,D.W I J R R Y  

B i o c h e m . R i o p h y s . A c t a  536 ( 1 9 7 8 )  421-428 



5 3 )  R.E LOYgOV 1 n t . J . P e p t . P r o t . R e s  1 4  3 7 7 - 3 8 7  ( 1 9 7 9 )  
6 4 )  L.G PEASE ,C.  W R T S O U  3.Am.Chem.Soc. l O O ( 4 )  1 2 7 9 - 1 2 8 5  ( 1 9 7 8 )  
6 5 )  R.W WrJODY i n  P e p t i d e s , P o l y p e p t i d e s  a n d  P r o t e i n s  (BLOIJT E.R 3nVEY 
F.4,GOOD:lAY r1,LOTIY U E d i t i o n  J o h n  VILEY a n d  Sons  I n c  VEW-YORK 
( 1 9 7 4 )  p p  3 3 8 - 3 4 8  
6 5 )  S. BRAHblS,J. ORAHYS,C. SPACH,A. BRACK P r o c . Y a t 1 . A c a d . S c i e n c e  
7 4 ( 8 )  3 2 0 8 - 3 2 1 2  ( 1 9 7 7 )  
6 7 )  A .  AIJBRY ,J .  PROTAS,G. BtliJSS4RD,Il. 1,lARRRiJD A c t a  f r y s t .  333  ( 1 9 7 7 )  
2 3 9 9 - 2 4 0 6  
5 9 )  S. BRAH41,7CH4RI , V . S  4UAYTHAV9RAYAYAY ,S .  BRAHYS,J. QRAH:IS , R.S 
RAPAYA,R.S 3HATYAG4R Siochem.Siophys.Res.Somm ( 1 9 7 9 )  85  6 0 5 - 6 1 2  
6 9 )  S.BRAHt4S,J. DRAH'IS J . l l o l . B i o 1  ( 1 9 8 0 )  1 3 8  1 4 9 - 1 7 8  
7 0 )  V .  t lADISON,J. SCHELLl41Y O i o p o l y i n e r s  ( 1 9 7 2 )  1 4  1 0 1 1 - 1 0 7 6  
7 1 )  T.H HSEU,H. CHr\YG,D.!l HWAVG,C.C Y A Y C  ! l i o c h e m . B i o p h y s . A c t a  5 3 7  
( 1 9 7 8 )  2 8 4 - 2 9 2  
7 2 )  C.O1JSH,S.K SqRKAR,K.D XOPPLE J.Am.Chein.Soc. 17  ( 2 3 )  4 9 5 1 - 4 9 5 4  
( 1 9 7 8 )  
7 3 )  D.W [ J R R Y ,  1 . l . i - i  LOYG, T .  O V I S H I  ,Il. JACO35 13iochem.'3iophys.Res.Comm. 
6 1 ( 4 )  1 9 7 4  
7 4 )  M. K A W A 1 , G .  F4St14V 3.4m.Chem.Soc. 1 0 0 ( 1 1 )  3 6 3 0 - 3 6 3 2  ( 1 9 7 8 )  
7 5 )  D. GREFF ,S .  FER~14VI)JIAU,P. FR3'14GEOT,'l.C '<H!lSL.1,R.R St1Eï3Y ,F . i l  
BU:lPUS E u r .  J . 9 i o c h e m  6 1  2 9 7 - 3 3 5  ( 1 9 7 6 )  
7 6 )  V . T  Y I 1  C r i t . R e w . i n  S i o c h e m  I s s u e  ( 1 9 7 7 )  
7 7 )  4. 4!J3RY , J .  PROTAÇ,C. 30IJÇS4R0,"l. '14RRAlID 3 i o p o l y m e r s  17 1 6 9 3 -  
1 7 1 1  ( 1 9 7 8 )  
7 8 )  G .  3OiiSSARD,;1. F14RRtltlD, 4. 4!i3RY 3 i o p o l y m e r s  1!3 1 2 9 7 - 1 3 3 1  
( 1 9 7 9 )  
7 9 ) T  .Il HSEIJ,H. CH4WG 3 i o c h e m . n i o p h y s . A c t a  6 2 4  3 4 0 - 3 4 5  ( 1 9 8 0 )  
8 0 )  V. J  HRIJBY ,K.'< DER, J .  ?OX,J. 3JARYASSOI\J,A. T T!J J . n i o l . C h e m  2 5 3  
( 1 7 )  606Cl-5057 ( 1 9 7 8 )  
8 1 )  3 .ArOX,4.T TiJ,V.J HRiIgY,H.I  'ICIÇBERG 4 r c h . 9 i o c h e m . T J i o p h y s  2 1 1  ( 2 )  
6 2 8 - 6 3 1  ( 1 9 8 1 )  
8 2 )  S.L H4U,E.R STIIlÇOU,F.R i11YFIELD,H.A ÇCHERAG:1 

1 n t . J . P e p t i d e  P r o t e i n  Res .  1 7  ( 1 9 8 1 )  2 9 7 - 3 1 5  
8 3 )  C.P R90,R. V4GAR45,C.V.R RA0,P. 34LARA;l  J.. lm.Chem.Soc. 19  4 2 5 -  
4 3 1  ( 1 9 8 0 )  
8 4 )  S; FER'I IYDJIA!J,P. FRiIil4GEOT,A.:! TITÇCtiENY0,J.P LCICYUAf*l,: l .  LlJTZ 
E u r . J . 8 i o c h e m  28  174 -182  ( 1 9 7 2 )  
8 5 )  S .  KRIM:l,J. 04YDEKAR B i o p o l y m e r s  19  1 - 2 9  ( 1 9 8 0 )  
8 6 )  J .  ~~ I IUDI IYAR,  S .  < R I Y t 1  ~ 3 i o p o l y r n e r s  1 9  3 1 - 3 6  ( 1 9 8 0 )  
8 7 )  3 .  HAYDEI<AR ,S. K R I i l ' I  P r o c . U a t l . A c a d .  S c i e n c e  7 6 ( 2 )  7 7 4 - 7 7 7  
( 1 9 7 9 )  
8 8 )  R . C  LORD A p p l i e d  s p e c t r o s c o p y  3 1 ( 3 )  1 8 7 - 1 9 4  ( 1 9 7 7 )  
8 9 )  Il. rlRI301JX,A. DEFFONT4INE,i l .  DELHAYE,i3. ROSE,t .  0 4  S ILVA  J.RA!lAV 
S p e c t .  ( 6 )  5 1 5 - 5 1 6  ( 1 9 8 1 )  
9 0 )  W.L PETICOLAS Q i o c h i m i e  ( 1 9 7 5 )  57  4 1 7 - 4 2 8  



ElUDBS gQBKIEBWPm EI CdlLCülS DES CûûBDOBlCgES 

..................... 
- ~ t ~ d e s  en diffusion BMbB: 

Les spectres sont enregistrés h l'aide du spectromètre T800 h 

triple monochromateur au Laboratoire de la Faculté de Pharmacie de 

LILLE. Le fonctionnement d 'un tel appareil a été vu précédemment. Le 

principe de la diffusion RAMAN a été précédemment introduit. La 

lumièreutiliséeestissuedlunLaserBArgonionisé (Ar+) dontlesdeux 

longueurs d 'onde les plus utilisées pour leur intensité(1 h 1,3 W ) sont 

la raie verte à 514,s nm et 488 nm dans le domaine du visible. 

Un LASER au Krypton (647,lnm) a été utilisé lors des études de 

tripeptides en solution dans le Diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-d6) 

,ceci dans le butd'obtenirle spectre dediffusionRAMAN 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'esttoujours effectué enbalayagelent(5-25cm-1 et40cm- 

1 /mn) . 

-Btudes par spectrométrie dqabaorption Inirarouge: 

Les spectres ont été enregistrés soit à l'aide d'appareils à 

- 2 8 -  



monochromateurs (PERKIN ELMER 621 ) soit à l'aide d 'appareillage 

enregistrant les interférogrammes (Interféromètre du type M I C H E L  - 
- S O N  )auquel est associé un calculateur permettant de redonner le 

spectre d'absorption h partir de la Transformée de FOURIER de 

llinterférogramme. (NICOLET FT 7190 Centre Universitaire de mesures 

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

A-~)CALCULS DES PBEQUgllCBS DES MODES HOBMU'X DE VIBRATIOH: 

L e s p r i n c i p e s d e c a l c u l p o u r l e s m o l é c u l e s i s o l é e s  sontrappelda 

en annexe technique 1 et ceux relatifs à la molécule dans son contexte 

cristallin sont expliqués pour la Diglycine. 

*Les programmes N.C .S (Normal Coordinate ~reatment) qui 

s'appliquent aux calculs des fréquences de vibration pour des 

molécules isolées ainsi que le8 programmes C.V.0.A (Cristalline 

Vibrations Optically Active ) qui traitent le cristal en incluant les 

effets des liaisons Hydrogène intermoléculaires, les interactions 

non liantes entre paires d'atomes non liés ,les interactions de type 

d i p o l a i r e o u p l u s g é n é r a l e m e n t d e t y p e é l e c t r o s t a t i q u e p r o v i e n n e n t d e  

l'équipe du Pr?-SHIHMOUCBI (Université des science8 de TOKXO).Ces 

programmes ont Sté adapté8 en PiüitRCE au C-1-RICIB (Centre 

I n t e r é g i o n a l d e C a l c u l E l e c t r o n i q u e ) ~ l a f a ç u l t é  des sciences d'ORSAY 

par o. VERGOTEB. 

B) COBPORMTIOH8 ES COIJDE BETA:HODELBS PEPTIDIQWS CHOISIS: 

Le tripeptide Glycyl-L-Prolyl-GlycylGlycine (GPGG) ,dessiné 

ci-dessous dans sa forme en coude 7 II (fig 11-3) a été choisi comme 
modèle pour les raisons suivantes: 



F I G  11-3 

*La présence d a m  réaida Proline en position i+l du peptide 

estunélémentfavorable,dtaprés les calculs conformationnels de CHOU 

et FASMAN ( 1 ) ,h l'établissement d'un coude Béta. 

*Ltabecence (hormis le résidu iminoacide Prolyl) de chaines 

latérales. Seules seront observées les fréquences dues au squelette 

peptidique. 

Quelques auteurs ont réalisé plusieurs études h l'aide de bifférentes 

techniquesphysicochimiques sur des tripeptides comportant un résidu 

proline en position i+l. 
,. . 

En RKü du proton ,le tripeptide 

Gl;lql-EProlyl-L-Leiiql-GiJcine (GPLG) a été étudié par TOM et ILL 

( 2 ).Ces auteurs ont mis en évidence l'existence d'une structure en 

c m d e  B 1 en solution dans le DMSO-d6. On verra par la suite que, dans le 

cas de l'étude réalisée par R M N d u p r o t o n l e t r i p e p t i d e G P G G a d o p t e u n e  

structure en coude B II dans le DMSO-d6. 



type Alax-Pro-Ala à 1 Y 
utilises les techniques 

vibration Amide III de 

RAIIILaT ,RTaBCHARD ( 3) a étudié les peptides du 

'état solide.Cependant cet auteur n'a pas 

de N-deutération pour séparer les bandes de 

celles dues aux groupes méthylènes de la 

Proline. Des études complémentaires utilisant cette dernière 

technique étaient nécessaires et nous les avons réalisées sur nos 

ombreuses études sur des composés comprenant un résidu 

Proline en position i+l ont été réalisées comme par exemple celles 

t coll .  sur Val-Pro-Gly-Gly ( 4 ) .  

Avant de simuler lesspectres vibrationnels,nous avons devant 

leur complexité,tenté de les analyser par parties,ctest à dire 

d'étudier le8 deux dipeptides constituants du tripeptide ,l'un 

sous sa forme cristallisée (alpha GlycylGlycinej et l'autre sous sa 

forme trans de molécule isolée (Glyejl-L- kroline) . 
*Le tétrapeptide protég6 homologue N--Cbz-GPGG-OMe a été 

égalementétudiB.Lafacilité desonconditionnement sous forme de film 

transparent obtenu àpartir de llBvaporation du solvant chloroforme 

a grandement facilité l'analyse par dichroisme circulaire et 

spectrom6tries vibrationnelles. 

Enfin les résultats expérimentaux de ces deux dernières années 

sur d'autres peptides effectués par nombre d'auteurs cités dans le 

premier chapitre,nous ont confirmé dans l'utilité d'entreprendre de 

tels études. 

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

notres ant été publi6s par S.ERILIII et d. BAEDBUR ( Ej,G).Cependant 

dernièrement des auteurs contestent leurs attributions de bandes( 



**Cette thkse présente les résultats de nos calculs et la 

confrontationàl'exp~rimentation .Ilsontaussi permis dans certains 

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

C)BTUDES BE D W X  D I P ~ I D B S : A l p h a - G L T ~ L P C I à T B  et G L Y C T L L  

C - 1 )  Traitement des coordonnées n o m e s  de 

lmalpha-GïycylGlycine: 

La structure de la forme alpha du dipeptide GlycylGlycine a 

été obtenue àpartir de l'étude endiffraction des rayons X deBISYAS 

et Al.(7etarticle).Cedipeptidecristallisesousformemonoclinique 
5 

(P2 1 /a Groupe facteur C2h) avec quatre molécules par maille .Les fig 

II-4,II-5,114 donnent respectivement les schémas du cristal ,des 

molScules de la maille élémentaire ainsi que la table de données 

cristallogrüphiques pour les structures P 2 l/c transformées en P 2 

l i a .  La molécule de Diglycine (+)~HN-CHZ-CO-NH-CH~-CO~(-) n'a 

aucune symétrie mol&culaire (Groupe C l  n'ayant comme élément de 

sym4trie que l'identité E). 

Le groupe de site dans lequel est placée la molScule est 

également de symétrie C l  ,ce dernier groupe(sit;e) pouvant être 

considérd du point de vue de la molécule elle-m&me comme la façon dont 

elle voit sa situation par rapport au cristal. 

Lorsqu'on considkre l'ensemble des quatres molécules de la 

maille élementaire ,on se rend compte qu'ilexiste une symétrie locale 

et que certaines opérations de symétrie permettent d 'amener la 

rnolScule 1 sur les autres molécules. 

Les opt5rations de symétrle sont classdes par type de symètrie 

( E :  op6ration identité ,C2 axe autour duquel tourne la aolécule de 



Cn=2 In,icin=2),icentre d'inversion (mol1 mol~,mol2 mo14) et unplan 

9 .L'ensemble de ces quatres classes forment le groupe C2h appelé 
groupe facteur. 

L'ensemble des opérations de translation-rotation (axes 

hélicoidaux,plans deglissementquipermettentde passer delamaille 

élémentaire àl'ensemble du cristal plus le groupe facteur),constitue 

legroupe d'espace. On amontré que l'on peut décrire la &trie de 

l'ensemble de8 quatres molécules ( ~ r o u ~ e  facteur ) composant la 

maille élémentaire parquatre représentations différentes.Chacune de 

ces représentations est caractérisée par 4 termes (dus aux quatre 

classes ) quisont lestracea (somme des éléments diagonaux ) des plus 

petites matrices (ici unidimensionnelles) qui transforment ,par 

l'opération de symétrie considérée une molécule en son homologue. 

L'ensemBe de ces quatres représentations forment la table de 

caractères (C2h) qui se présente ainsi: 

nom du 
groupe 

E C2 i aT1 act I R  act RAMAI? --------------------------------------------------------- 

nom des 4 
représentations composantes composantes 

du moment du tenseur 
de transition de àiffusion 

dipolaire RAMAN 



E ,C2 ,i,6isontlesclaases(éléments de symétrie classés d'aprésleur 

genre). 

A,B symétrie ou antisymétrie par rapport B l'axe de rotation C2. 

g ,u symétrie ou antisymétrie par rapport àl'inversion. Les nombres 1 

,-1 sont les caractères (X) de la représentation et traàuisent 

l'effet de l'opération de symétrie. 

Comme consSquence,les bandes de vibration éclateront chacune en 

quatre composantes suivant les quatres reprssentations : 

Groupe moléculaire groupe de site groupe facteur C2h 

Suivant le mode g(gerade) ou ~(ungerade) les vibrations seront 

actives en RAMAN (modes Ag et Bg) et en Infrarouge(Au et Bu). 

Dans la maille référence,les phases vibrationnelles représenteront 
-1 

la façon dont la &me coordonnée normale des molécules II, III, IV se 

comporte vis à vis de la coordonnée normale correspondante de la 

molêcule 1. 

MODE MOLECULES 
-- - 

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

en phase avec 1 XBg = I  

opposit.de phase XBg=-1 ,-1 



III 

I I ,  I V  

en  phase  avec  1 XAu =1 

o p p o s i t . d e  p h a s e  XAu=-1 ,-1 

en phase  a v e c  1 XBu = 1  

o p p o s i t  . d e  p h a s e  XBu=-1 , -1 

C'est d e  c e t t e  c o n s t a t i o n  q u ' e s t  née  l a  théorie d e s  

pertubations d é v e l o p p é e  pour  l e s  p e p t i d e s  p a r  KiTAWVA ( 8 ) e t  

a p p l i q u é e  p r i n c i p a l e m e n t  aux v i b r a t i o n s  amide I , I I , I I I  d e s  p e p t i d e s  

engagésdansdesstructuressecondaireshélicoidalesouen c h a i n e B é t a  

, t r a v a i l r e p r i s p r i n c i p a l e r n e n t p a r S . ~ (  9 ) p o u r l e s c h a i n e s ~  

a n t i p a r a l l b l e s  (B#) e t  d e r n i è r e m e n t  pour  l o s  coudes  B é t a  ( 10 ) . 

La molécu le  de  G l y c y l g l y c i n e  ( D i g l y c i n e )  comprend 17 atomes.  I l  

e x i s t e  donc 3E-6 =45 degrés de l iber té s  d e  v i b r a t i o n s  i n t e r n e s ; l e s  

v i b r a t i o n s  i n t e r n e s  d e s  4 m o l é c u l e s  de  l a  m a i l l e  é l é m e n t a i r e  von t  se  

c o u p l e r  s u i v a n t  l e s  é l é m e n t s  d e  s y m é t r i e  du G.F e t  l a  r e p r é s e n t a t i o n  

t o t a l e  i r r é d u c t i b l e  s e r a d o n n é e p a r R v i b . i n t = 4 5 A g + 4 5 B g + 4 5 A u + 4 5 B u  

L a  r e p r é s e n t a t i o n  i r r é d u c t i b l e  d e s  v i b r a t i o n s  du r é s e a u  e s t  

d é t e r m i n é e  p a r  l ' a n a l y s e  de  l a  t a b l e  de  c a r a c t è r e s :  

Groupe d e  S i t e ( G ~ )  Groupe F a c t e u r ( G F )  

Rz 

Ra,Rb,Rc Rx, RY 

Tx,Ty,Tz A A; Tz 

\ Bu T x , l y  

Rvib r é s .  s e r a  composée d e  4 ( 3 N - ( 3 ~ 4 )  )=24 modes s u i v a n t  

:6Ag+6Bg+6Au+6Bu a u x q u e l s  il f a u t  r e t r a n c h e r  3 modes acoustiques de 



fr6quence nulle (activit6 optique nulle) e t  donc: 

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

La r e p r k s e n t a t i o n  t o t a l e  i r r é d u c t i b l e  du c r i s t a l  sera : 

R t o t  =Rvib i n t  +Rvib r e s  =51 Ag +51 B g  +50 Au+49 Bu 

CO~S'ZBUCTIOII DU CRïSTILL: 

----------------------- 
a )  Construction de la maille élémentaire: 

L e s c o o r d o n n é e s d e s a t o m e s d e l a m o l é c u l e I ( r é f ) o n t é t é d o n n é e s  

en  f o n c t i o n  d e s  p a r a m è t r e s  a tomiques  ( f r a c t i o n s  d e  a , b , c ) à p a r t i r  

d e s  r é s u l t a t s  d e  d i f f r a c t i o n  d e s  r ayons  X. 

On d é f i n i t  : 

A matrice d e s  p a r a m è t r e s  a tomiques  

V m a t r i c e  donnant  l ' e x p r e s s i o n  d e s  v e c t e u r s  a , b , c  d a n s  

l e  r e p è r e  c a r t é s i e n  c r i s t a l l i n  . 
Xc m a t r i c e  d e s  coordonnées  c a r t é s i e n n e s  d e s  atomes d a n s  

l e  sys tème c a r t é s i e n  c r i s t a l l i n .  

Xc = V.A 

W , T m a t r i c e d e t r a n s f o r m a t i o n e t v e c t e u r d e t r a n s l a t i o n  

p e r m e t t a n t  d e  p a s s e r  d e  l a m o l é c u l e  de  r é f é r e n c e  à l a m o l é c u l e  n d e  l a  

c e l l u l e  o r i g i n e  An = W.AI+S 

An m a t r i c e  d e s  p a r a m è t r e s  a tomiques  de  l a  molécule  n 

Xc,n m a t r i c e  d e s  coordonnées  c r i s t a l l i n e s  c a r t é s i e n n e s  

de l a  molécule  n 

on a : 



D=VWV matrice de transformation des coordonnées 

cristallines cartésiennes de lamoléculede référenceauxcoordonnées 

cristallines cartésiennes de la molécule n dans la cellule origine . 
La figure 11-7 schématise le processus suivi: 

"expression de la matrice V pour la diglycine. 

a O -c. COS p 7.7 O -5.380888 [ b 0 ]=Io 9 O 1 
O O c.sinf3 O O 7.804898 

O O 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  1-11 

O O -1  

molécule  1-$11 -1 O O t: : -0 
molécule 1-IV -; !> 
b  ) construction du cristal: 

A p a r t i r d e l a m a i l l e é l é m e n t a i r e , o n c o n s t r u i t l e  c r i s t a l .  Onse  

l i m i t e r a  i c i  aux m a i l l e s  ayan t  une f a c e  ou une a r e t e  commune avec l a  
3 

m a i l l e  é l é m e n t a i r e  , c e  q u i  d é f i n i t  un nombre de 3 =27 maillea , c e  q u i  

e s t  s u f f i s a n t  d a n s l a p l u p a r t  d e s c a s  pour r e n d r e  compte des  i n f l u e n c e s  

h longues  d i s t a n c e s  des  m a i l l e s  s u r  l a  m a i l l e  o r i g i n e  . 
C e r t a i n s  a u t e u r s  poussen t  l e  c a l c u l  j u s q u l à  125 m a i l l e s  (10) . 

L a  p o s i t i o n  des m a i l l e s  é l é m e n t a i r e s  ( q u i  s o n t  l e s  p l u s  p e t i t s  m o t i f s  

géométr iques  q u i , p a r  t r a n s l a t i o n  , r e p r o d u i s e n t  l e  c r i s t a l  e n t i e r  e t  

s e s  p r o p r i é t é s  v i b r a t i o n n e l l e s )  e s t  d é c r i t e  p a r  r a p p o r t  à l a  molécule 

o r i g i n e à l ' a i d e d e s i n d i c e s  ( k , l , m ) q u i  r e p r é s e n t e n t  l e s  t r a n s l a t i o n s  

s u i v a n t  l e s  axes  c r i s t a l l o g r a p h i q u e s  a, b ,  c  . Le t a b l e a u  11-1 donne 

l e s  i n d i c e s  ( k , l , m )  pour l e s  27 m a i l l e s .  







La partie théorique traitant de: 

*la construction de la matrice U de passage des coordonnées 

internes aux coordonnees de symgtrie intramoléculaires , 
* des calculs des Sléments de la matrice 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 l'équation séculaire L .F .L = I\ et du 

F, = C 

calcul des fréquences fi) à. partir de A, ,du calcul de la distribution 

d16nergie potentielle etduJACOBIEN est parfaitement décritedans la 

thèse de G- VEBGOTElil ( 1 1  cn.1). 

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 l'atone i 

de la molécule n et l'atome j de la molécule m. Le potentiel peut 

s'exprimer sous la forme : 

Unm =rr~.(r..). 
4, '-0 

Les dérivées secondes des V (mdyne/A) par rapport aux 

d é p l a c e r n e n t s c a r t é s i e n s X e t X d o n n e n t l e s  constantes de force pour les 

interactions i-j ,l'action des dérivées premigres étant considér6e 

comme négligeable. L'expression des potentiels Vij est de la forme: 

LescoefficientsA,B,C (tableau II de l'article) sontdonnés à 

partir de calculs d'énergie réticulaires de structures cristallines 

par A. KITAIGOROSKII (1 2) et D-E UILLIAXS (1 3.14) pour l e r ,  
*\:- ' 

l u - ,  
interactions entre atomes N , C  , 3 , H  . L'annexe technique IV donne les 
diffgrentes paires d'interactions prises en compte .L'dnergie 



c a l c u l é e  du r é s e a u  e s t  d e  -12 , l  KCAL/Mole. 

Potentiel du aiu interactions dipolaires: 

Les i n t e r a c t i o n s  d i p o l a i r e s  p r o v i e n n e n t  d ' i n t e r a c t i o n s  

é l e c t r o s t a t i q u e s  . E l l e s  s o n t  s u r t o u t  i m p o r t a n t e s  pour  l a  v i b r a t i o n  

Amide 1 $ ( c = o ) . L a  méthode de  c a l c u l  d e s  p e r t u b a t i o n s  p roposée  p a r  

t e l l e s  l e s  h e l i c e s  ou l e s  c h a i n e s  B// e t  ~ # ~ u i  p o s s è d e n t  une s g m è t r i e .  

A p a r t i r  d e s  f r é q u e n c e s  e x p é r i m e n t a l e s  ,on  d é f i n i t  pour  chaque 

v i b r a t i o n  une r e l a t i o n  d e  l a  forme - 
~ ( $ ) = v ' + ~ D s  c o s  8 

où e s t  l ' a n g l e  d e  p h a s e  e n t r e  l e s  mouvements d e s  o s c i l l a t e u r s  

a d j a c e n t s  ou r e l i é s  p a r  d e s  l i a i s o n s  H .Ces f r é q u e n c e s  s o n t  é c l a t é e s  

( s p l i  t t i n g s )  s u i v a n t  l e  groupe f a c t e u r  d e  l a  m a i l l e  é l é m e n t a i r e  

(5 ,6 ,7 ) .  HI TAKWCHI: et AL (15 )  d é f i n i s s e n t  l e  t e n s e u r :  

R, p o s i t i o n d u d i p o l e  d u s i t e B d e  l a c e l l u l e 1  p a r  r a p p o r t  a u d i p o l e  
P 

de r é f é r e n c e  .I t e n s e u r  i d e n t i t 6 , R  rayon d e  l a  s p h è r e  de LORENfZ,Vc 

volume de  l a  c e l l u l e  u n i t é  . D ne dépend que d e  l a  s t r u c t u r e  
dB 

c r i s t a l l i n e  e t  non de l a  forme du c r i s t a l .  

L ' é n e r g i e  d ' i n t e r a c t i o n  e s t  de l a  forme : 

.Le développement  p e u t  ê t r e  m i s  s o u s  l a  forme 

da O 

P =r' +zbmi + 1 / 2 r l ~ i ~ j  +. . . . . avec  =12,6 Debye / A  
; b~,- i d  &a, 

Po moment d i p o l a i r e  permanent . En n é g l i g e a n t  l e s  t e r m e s  a e  c o u p l a g e s  

e n t r e  modes normaux d i f f 6 r e n t s  i =j ,on  p e u t  expr imer  l e  p o t e n t i e l  

d ' i n t e r a c t i o n  d i p o l a i r e  s o u s  l a  forme: 



ou Sc ' e t  ~b s o n t  l e s  mêmes c o o r d o n n é e s  d e  s y m é t r i e  
a( 4 

i n t r a r n o l d c u l a i r e s  d e s  m o l é c u l e s  a e t  b .  Le t a b l e a u  I II  donne  l e s  

con:- : tantes  r .?  f o r c e  p o u r  l e s  i n t e r a c t i o n s  d i p o l a i r e s  d e s  modes amide 

1, ?a (C02- , e t  4s (NH3+). 

Liaisons Hya rogène: 

L ' e x p r e s s i o n  du p o t e n t i e l  du t y p e  mBEY-BRADLEY du aux  l i a i s o n s  

Hydrogène a i n s i  que  l e s  l i a i s o n s  p a r t i c i p a n t  à c e  p o t e n t i e l  o n t  é t é  

r é sumées  d a n s  l a  t a b l e  I d e  l ' a r t i c l e .  

Projections cartésiennes des iodes normaux: 

------------------------------------------- 
L e  moyen d  ' a t t e i n d r e  l a  v i s u a l i s a t i o n  d e s  modes normaux a é t 6  d é c r i t e  

d a n s  l ' a n n e x ?  V . E l l e  a é t é  r é a l i s é e  a u  l a b o r a t o i r e  de  P h y s i q u e  d e  l a  

f a c l i l t é  d e  Ph. i rmacie  p a r  G-VERGOTEB s u r  un  c a l c u l a t e u r  G r a p h i c  D i s p l a y  
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Synopsis 

We studied the Raman spectra of the Raitterionie glycylglgcine crystal (CC) and its N- 
deuterated anolog. A normal coordinate analmis on its a-crystalline form was perforrned 
and the effects of inm- and intcrmolecular c o u p b  are discussed. X mcdiied Urey-Bradley 
potential was used lu a mode1 of the intramolecular force field. Splitting of factor poups 
ia described by the use of intermolecuiar potentials consisting of nonbonded atom-atom in- 
teractions and dipolbdipole interactions. Effects of hydrogen bon& on the vibrational 
frequenQes of amino and carborylate poups are &O analyzd 

INTRODUCTION 

Knowledge of the intra- and intermolecular vibrations of dipeptides and 
the determination of intramoledar potentials are of great interest in 
conformational studies of proteins. This is particularly true when the ef- 
fects of lattice vibrations on atomic groups of the m o l e d e  must be ana- 
lyzed. Frequency calculations by Machida et dl3 on amino acid crystals 
have shown that bending frequencies of terminai groups increase signifi- 
cantly compared to those of the free molecule. 

Sirnilar increases are also observed in the study of the a-form of giycyl- 
glycine, which is the most stable crystal structure that this dipeptide 
ad0pts.a Its characteristics have been determined by Biswas et aL4 The 
glycylglycine crystaiiizes in the monoclinic system (space group P21/o or 
CL) with four molecules per unit ceii having the foilowing cell parameters: 
a = 7.7, b = 9.57, e = 9.48 A, 3 = 124O35'. Destrade et al.: performed a 
vibrationai anaiysis 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 conespondence should be addressed. 
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has been performed. In addition to a modified Urey-Bradley force field, 
atorn-atom nonbonded interactions, dipole-dipole interactions and hy- 
drogen bonds have been taken into account. 

Commercial glycylglycine (Fluka AG.) was used. The a-crys&e form 
was obtained by precipitation with acetone or by crystallization from an 
aqueous solution. The N-deuterated analog, prepared by exchange with 
D20 in an aqueous solution was obtained in the a-crystalline form in the 
same mnnner as the undeuterated sample. Totai deuteration has not been 
atbUied 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 m W  
power on the sample). The spectral slit width was 6 cm-' (for frequencies 
higher than 250 cm") and 4 cm'' 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 a l . T h e y  were slightly modiied (<IO-2 -4) to improve the crystal 
characteristics. Frequencies of opticdly -- -- active --- normal modes were cal- 
culated using à modified Urey-Bradley-type force field?$ The atom 
numbering system is that given by Biswas et d4 Pig. 1). Our initial values 
for the intramolecular force constants are those given by Dwivedi and 
Gupta.10 

The intermolecular potential consiçts of three terms VI + V2 + V3. The 
first is a potential VI due to hydrogen bonds (Fig. 1). Its actuai form is of 
the Urey-Bradley b-pe.11 The parameters of hydrogen bonds and the 
corresponding potentials are given in Table L These interctions account 
iOr the hydrogen-bond contribution except in two cases: the H:~l-O!,lg 
and Hi;-O&l bonds. The K value of and the torsion internai 
coordinates Y of HiJ-Oill were experimentally derived (K = 0.45 mdq-n/& 
Y 0.03,0.007,0.003, and 0). V2 represents the atom-atom nonbonded 
inkactions and the comsponding parameters are from the literature.12 
F e  &inimal and maximal values ' rmin and r&,,parametess \ are-ikorn- our- experimentd results=md their corraponding + 

parameten are given in Table iI. The calculated lattice energy is -12.13 
kcd mol-'. Unfortunately, no evperimental values are available for 

I 
comparison. V3 gives the dipoldipole interactions, which are responsible 
for the frequencl shifts and splittings (see Table III). This term may be I 
~xpr~çsed as Va = Z i , q  S<S'., where S: and S i  are the a-& intramolecdr 
symmetry coordinates for molecules i and j,.respectively.l Table IV gives 



RrLtIAN SPECTRA OF DIPEPTIDES. 1 

Fig. 1. Unit celi of a-glycylglycire (GG). O!,,,-. sH:'~ are the hydrogen bonds defined in 
Table L 

the obsëived mgs. 2-5,9) and calculated resdts for the intramolecdar 
frequencies. Observed (~ ig s .  6-9) and calculated lattice frequencies are 
given in Table V with the corresponding potentiai-energy distribution. 

DISCUSSION 

Intramolecular Vibrations 

From the mode1 of Biswas et aL4 one observes (Fig. 1) that one hydrogen 
bond from the peptidic nitrogen and two hydrogen bonds from the terminai 
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&\UN SPECTRA OF DIPEPTIDES. 1 

TABLE II 
Potentiai Parameten for Nonbondeci .\tom-Atom Interaction V? 

rmu r m b  
Atom Pair Li) 4) A B C . 
N-N 6 0 2s 76.200 4.063 402 
N-C 6 3.3 55,300 3.768 456 
N-O 6 3 86,100 4.194 374 
X-H 6 O 2.CJ 49.500 4.561 130 
C-0 6 3.6 63,700 3.S1 441 
C-H 6 3 8766 3.670 1% 
C-C 6 3.3 83.630 3.6 568 
0-H 6 29 57,500 4.72'7 122 
0 4  6 3.2 96.j00 4.333 346 
H-H 6 2.61 26% 3.74 27.3 

V? = A exp(-Br) - Cr-6. r,& andr d6iig 
lininimum distance. respegtively. L'niis 0b-d C are taken in order to express fi in 

nitrogen are formed between molecules in the same layer. The thiid hy- 
dxogen bond from the teminai 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 1 gives ali 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 crystdine molecule that are different from those given pre- 
vbusly in the literature7JO for the free molecule. 

k u s e  of dipolar interactions,lJ3Ja an important splitting of the amide 
1 band (consisting of 60% of C-O stretching and 40% of C-N stretching) 
is observed, as shown in Figs. 2 and 3. Table IIi gives interaction constants 
obtained from the Raman and ir frequencies. Using Miyazawa'sl5 per- 
turbation methoqthe unperturbated C=O stretching vibrationai fre- 
quency is obtained at vo = 1665 cm-' and is observed as a single band a t  
1665 cm'' in the ir for disorganized lyophilized glycylglycine N-do. De- 
termination of vibrational frequencies for the NH3 group (degenerate 
deformation and degenerate rocking) leads us to assign the bands a t  1503 
and 1430 cm'' to the NHC symmetric deformation. They shift to 1290 
cm-' in the deuterated analog (Fig. 3). Destrade et al.' attributed the 
1280-~m-~ band to the CaH2 twisting vibration. However, we observed 
the CaH2 twisting frequency at 1338 cm'' in glycyigiycine N-& and at 1348 
cm-' in glycylglycine N - 4  (Figs. 3,5, and 9). 

Table III presents the intermolecular interaction force constants re- 
sponsible for the splittings observed for the NH3+ symmetric deformation 
vibration. 



TABLE .IU; 
Fora Constants of NHf C*H2CONHCW?CO? 

hlodified Urey-Bradley Constants 
(mdyn/A) y 

Valence Type Constants 
(mdyn/A) 

t ( C 4 )  0.42 y(N-H) 0.17 ?(CO;) 0.54 
r(N+Cm) 0.M r(CaC) 0.03 r!C-N) 0.27 r ( N A 6 )  0.1 r(C02) 0.02 

lntermolecular Coupling Constanb 
(mdyn/A) 

W. (CO?') 
K l3 0.026 

A single band is obseked for the CH2 seissorinp vibration (Raman and 
ir). After PlHi deuterstion, the frequencies shift from 1399 to 1358 cm'l 
for the CaH2 wagging and from 1338 to 1348 cm'' for the C a H p  twisting 
vibrations. These resdts are weii confvmed by calculations in which an 
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Fig. 4. The u spectnim of a-glycylglycine N-do. 

3i00 2& 2- 2CCO %O0 1600 l&M IZW IOCQ &X 6b &b~d 
Fig. 5. The u spectxum of a-glycyiglycine N-d4. 

Fig. 6. Low-frequency Raman spectnun of GG N-Q 



Fig. 7. Lw-frequenq Roinan spectrum of CC N-d4. 



W W N  SPECTRX OF DIPEPTIDES. 1 

Fig. 8. Far-u spectnim of GC d* 

intermolecular interaction constant is introduced between the corre- 
sponding interna1 coordinates. 

'Ibo bands at about 1600 and 1550 cm'' are expected for the N-do and 
N& compo&ds. They are assigned to the CO2 antisymmetric stretching 
vibration. Interaction constants evplaining the g-u splitting for this vi- 
bration are given in Table m. These two CO2 antisymmetric stretching 
vibrations are observeci in ir spectra of both deuterated and undeuterated 

ri. 9. Etaman rpectra of CC N - 4  in the CAL wagging, twisting region and the CO2 out- 
of-plane ùending and amide VI region 

- s e -  
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RAMAN SPECTRA OF DTPEPTUDES. 1 
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GG, but only one band is seen experimentally in Raman studies, a t  1548 
and 1571 for the undeuterated and the deuterated samples, respectively. 
The assignment to the CO2 symmetric stretching vibration is more comple~ 
In the Raman spectnrm a band at 1408 cm'' and a shoulder a t  1390 cm'' 
are observed, while only one band at 1408 cm'' is observed in the ir (since 
the ir CaH2 wag*g band -- is broad). -.-- Caicuiation of the intermolecular 
interaction constant gives a very srnail sfiitting. SimiIar observations were 
made by Machida3 for the C-d;! and C-ds derivatives of a-glycine. The 
unperturbateci frequency uo in the case of a Fermi resonance, 

where I I ,  12, and I are the integrated intensities for each band, is obtained 
at 1404 cm'l. Thus, the splitting of the CO2 symmetric stretching fre- 
quency may be explained by a Fermi resonance between the band due to 
the CO2 spme t r i c  stretching and a combination band [1007 cm-1 (Cm2 
rocking) + 396 cm'' (CaCN deformation)). 

The amide VI vibration and CO2 out-of-plane bending vibration are 
assigned to bands observed at 588 and 598 cm-1, respectively. 

Lattice Vibrations 

Twentysne lattice modes are opticaiiy active (6 Af + 6 Bg + 5 A., + 4 BU). 
Observed spectra are shown in Figs. W, and the calculated frequencies 
are displayed in Table V with the corresponding potentiai-energy distri- 
bution. The results in TabIe IV show a discrepancy between the observed 
and calculatecl frequencies for the CO2 torsion. It  must be pointed out that 
this vibration is strongly coupled with the Ca-C torsion and the lattice 
vibrations. The N-CB and CGC torsions have been assigned to the 
bands at  167 and 156 cm-', respectively. 

We an pateful b the antre  Universitaire de Mesures et d'Analyses de l'Université de 
Lille II for the use of ir faciiities. C.V. would iike to acknowledge NATO for its vant 1743 
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thin work. We gmatly appreciate our discussions with h. Sam Krimm and thaak him for 
hia suggestion conceming the study of glycyiglycina in the a e e  fonn. We thank John 
Eggert for assistance 6 t h  the English texi. 
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alpha alycylglycine ll 

FREQUENCE : 22.32 cm- 1 

AMPLIFICATION: 5 



alpha glycylglycine A# 

FREQUENCE: 28.67 cm-1 

AMPLIFICATION: 5 







ALPHA GLYCYLGLYCINE AU 

FREQUENCE: 65.59 cm-1 

AMPLIFICATION : 5 



CBAPI?RE III 

III- 1 ) Isomérie C i s - T r a m  

L'htude du dipeptide Glycyl-L-Proline (GP) permet de 

caract4riser le cycle iminoacide .Les dipeptides X-Pro (ici X=Gly ) 

ont fait l'objet de nombreuses études physicochimiques ( 1  ,2 et ref 

article),particuli&rement en RSsonance Magnétique ~ u c l é a i r e  et en 

diffraction des Rayons X. Ces études ont montré l'existence d'une 

i s o m é r i e c i s - Y r a n s a u t o u r d e  laliaisonpeptidique .Le pourcentage de 

la Îorme Cis peut atteindre de IO0/, à 40°/, . 



III-2)Eliiination des redondances du cycle: 

La l i t t é r a t u r e  n e  donne  aucune  donnée  c r i s t a l l o g r a p h i q u e  

c o n c e r n a n t  l e  d i p e p t i d e  Gly-L-Pro s o u s  sa f o r m e  z w i t t e r i o n .  P a r  

c o n s é q u e n t  l e s  c a l c u l s  d e  f r é q u e n c e  o n t  é t é  réa l i sés  s u r  l a  molScu le  

i s o l é e  ( f o r m e  T r a n s ) .  

Le c y c l e  i m i n o a c i d e  n ' e s t  p a s  p l a n  e t  n e  p o s s S d e  aucun  é l é m e n t  

d e  s y m é t r i e . D e  c e  f a i t ,  l a  d i f f i c u l t é  d a n s  l e  c a l c u l  d e s  c o o r d o n n é e s  

n o r m a l e s ,  p r o v i e n t  d e  l a  n é c e s s i t d  d ' é l i m i n e r  l e s  c o o r d o n n é e s  

r e d o n d a n t e s  p o u r  o b t e n i r  une  b a s e  r S d u i t e  d e  c o o r d o n n é e s  d e  s y m é t r i e  

l o c a l e  n o r m a l i s é e s  .L1 i n t é r e t  t h é o r i q u e  d  ' un  t e l  p r o c e s s u s  a é t é  

d é c r i t  d a n s  l ' a n n e x e  t e c h n i q u e  2 .  

J ' a i c h o i s i d e t r a v a i l l e r  n o n s u r l e m o t i f p r o l i n e s e u l , m a i s s u r  

l e  m o t i f  P r o l y l  (8  a tomes  ) 

TRANS CIS 

Cec i  a é t é  f a i t  d a n s  l e  b u t  , u n e  f o i s  l a  b a s e  r é d u i t e  d e s  

c o o r d o n n é e s d e  s y m é t r i e l o c a l e o b t e n u e ,  d e p o u v o i r  t r a n s f é r e r  c e m o t i f  

à d e s  t é t r a p e p t i d e s  p o s s é d a n t  ce r é s i d u  e n  2 ième ( i + l  ) p o s i t i o n  e t  

a d o p t a n t  u n e  c o n f o r m a t i o n  e n  coude  B é t a  ( l ' a n g l e  d i è d r a l  O s e  

c o n s e r v a n t  p o u r  t o u s  l e s  p e p t i d e s  é t u d i é s )  . 
v 

L e s  g r o u p e s  m é t h y l è n e s  du c y c l e  o n t  é t é  traitus s é p a r é m e n t  

, l 1 6 l i m i n a t i o n d e s  r edondances  s e Z a i s a n t p a r l a m 4 t h o d e  d'OGAWA ( 1  ) .  



S e u l  a S t é  c o n s e r v é  avec  l e  c y c l e  p r o l y l  l e  p r o t o n  H, .Une f o i s  l a  

redondance arbre du C a l p h a  a l i m i n é e  ,on  d é t e r m i n e  3N=24 coordonn6es  

de s y m é t r i e  l o c a l e  ,chacune d t a n t  une combinaison l i n S a i r e  de  25 

coordonnées  i n t e r n e s  r e p r é s e n t a n t l e s 8 é l o n g a t i o n s  d e s  l i a i s o n s  , l e s  

1 2  d é f o r m a t i o n s  d e s  a n g l e s  e t  l e s  c i n q  t o r s i o n s  du m o t i f .  

Pu i sque  l ' e s p a c e  d e  d é p a r t  c h o i s i  e s t  c e l u i  d e s  coordonnées  

i n t e r n e s  ,on  a u r a  3IJ-6=18 modes normaux d e  v i b r a t i o n  c e  q u i  s i g n i f i e  

que 6  cooràonnées  d e  s y m é t r i e  l o c a l e s  s e r o n t  i d e n t i q u e m e n t  n u l l e s  e t  

p o u r r o n t  ê t r e  expr imées  , p o u r  chacune d * e l l e  , s o u s  l a  forme S;=f (A2 , 
hqi,Ar;)  r O 0( =1 , 6  où Ar; , , A t ;  s o n t  l e s  coordonnées  i n x e r n e s  

e n t r a n t  en  jeu .  Les  s i x  coordonnées  d e  s y m é t r i e  l o c a l e s  du 

c y c l e  i d e n t i q u e m e n t  n u l l e s  s o n t  l e s  redondances .  J ' a i  u t i l i s é  l e  

programmeREDOND d e V  . TABACIKpour c e  c a l c u l .  A p a r t i r d e l a m a t r i c e  

B s  q u i  permet  d e  p a s s e r  d e  l ' e s p a c e  d e s  coordonnées  c a r t é s i e n n e s  à 

c e l u i  d e s  coordonnées  de  s y m é t r i e  S=Bs*X ,on  d i a g o n a l i s e  l e  p r o d u i t  
h 

Bs+Bs (Bs  m a t r i c e  t r a n s p o s é e )  . Lez v a l e u r s  p r o p r e s  n u l l e s  m e t t e n t  e n  

é v i d e n c e  l e s  redondances  e t  l e s  v e c t e u r s  p r o p r e s a s s o c i ~ s d o n n e n t l e s  

e x p r e s s i o n s  d e s  r edondances  .Les 18 coordonnées  de  s y m é t r i e  l o c a l e  d e  

l a  base  r é d u i t e  s o n t  ' l r e n o r m a l i s é e s "  e t  forment  d e s  combinaisons  

l i n é a i r e s d e s  coordonnées  d e  s y m é t r i e  d e  d é p a r t  q u i s e  c o n f o n d e n t d a n s  

l e  c a s  p r é s e n t  a v e c  l e s  coordonnées  i n t e r n e s .  

I l  f a u t  cependan t  , a u  d é p a r t  , p r é c i s e r  l e s  coordonnSes d e  

s y m é t r i e  q u i  p a r t i c i p e n t  à l a  redondance e t  a u s s i  l a  m e i l l e u r e  b a s e  d e  

coordonnées  c a r t é s i e n n e s  i n d é p e n d a n t e s .  J ' a i  u t i l i s é  pour  c e l a  l e  

programme RAIJSET ( a d a p t é  s u r  l e  PDP 1 1  d e  l a  f a c u l t é  d e  Pharmacie  ) pour 

g é n é r e r  l a  b a s e  d e s  coordonnSes c a r t g s i e n n e s  i n d é p e n d a n t e s  q u i  

d d f i n i s s e n t  l e s  b a s e s  d e  t r a v a i l  d e  REDOND . 
E n f i n  dans  un d e r n i e r  temps , l a  d i s t r i b u t i o n  d ' é n e r g i e  

p o t e n t i e l l e  du nouveau sys teme (combina i son  de coordonnées  d e  

s ~ m a t r i e )  e s t  d 6 c r i t e  dans  l ' a n c i e n  sys tème  (coordonn6es  i n t e r n e s  



q u i  v i s u a l i s e  mieux pour l e  c h i m i s t e  l e s  v i b r a t i o n s  mises  e n  j eu .  

L a m a t r i c e F s  d e s  c o n s t a n t e s  de  f o r c e  d a n s  l a b a s e  r é d u i t e  d e s  

n o u v e i l e s  coordonnées  de  s y m é t r i e  e s t  r é t a b l i e  d a n s  l ' a n c i e n  sys tème  

.Cependant ,uniquement  pour  l e  m o t i f  P r o l y l  c h o i s i  , on  o b t i e n t  

c o n s t a n t e s  d e  f o r c e  ( d i a g o n a l e s  e t  non d i a g o n a l e s  ) .  Le t r o p  grand 
- 

nombrede c o n s t a n t e s  d e  f o r c e  d e  s y m é t r i e  l o c a l e  o b t e n u m ' a e m p 6 c h é  d e  

t r a n s f é r e r  c e  champde f o r c e  de  symétrielocaleauxtétrapeptides . Ja i  

donc c o n s e r v é  l e s  c o n s t a n t e s  d e  f o r c e  d é f i n i e s  s u r  l e s  coordonnées  

i n t e r n e s  dans  l e  champ UBEY-BRADLEIaprès a v o i r  t r a d u i t  l a m a t r i c e  d e s  

c o n t r a i n t e s  Zr. 

J ' a i  d ' a u t r e  p a r t  n S g l i g é  l e s  c o n t r a i n t e s  e n t r e  l e s  g r o u p e s  

méthylhne du c y c l e  p r o l i n e  ( g , g l , t , t ' ) (  2 ) mais c o n s e r v é  l e s  K CH2 ,L 

, e t  P CH-CH .De p l u s  n ' a y a n t  pu u t i l i s e r  l e  champ d e  f o r c e  d e  s y m 6 t r i e  

l o c a l e  du c y c l e  je ne s u i s  p a s  a r r i v é  non p l u s  à d d t e r m i n e r  

numériquement l e s  c o n t r a i n t e s  d u e s  à l a  t e n s i o n  du  c y c l e .  On p e u t  

d é t e r m i n e r  theor iquement  c e s  c o n t r a i n t e s  ( q u i  a p p a r a i s s e n t  l o r s  d e  

l ' é l i m i n a t i o n  d e s  r edondances  du c y c l e  ) e n i n t r o d u i s a n t p o u r  chacune  

d e s  s i x  r edondances  une c o n t r a i n t e  Kappa Cyc le  .Ce problème e s t  

e x p l i q u é  a u  p a r a g r a p h e  s u i v a n t .  

III-3)Héthode de détermination des relations de redondance 

.................................................... 
du cycle proline: 

L ' i n t r o d u c t i o n  de  6 c o n t r a i n t e s  Kappa C y c l e  i n h é r e n t e s  a u  

c y c l e  s e u l  d é r i v e n t  d e  l ' é l i m i n a t i o n  d e s  s i x  r e l a t i o n s  de redondance  

d e  t y p e  f (hri,t&,ATz ) =  O d =1 ,6 . A f i n  d ' é l i m i n e r  l e s  t e rmes  l i n é a i r e s  
4 

du champ d e  f o r c e  d e  t y p e  UREY-BRADLEY ,à p a r t i r  d e s  r e l a t i o n s  e n t r e  

p a r a m è t r e s  m o l ~ c u l a i r e s  du t y p e  f (Ar.. ,A$*k ,ATi~)=O on i n t r o d u i t  (3) 

l a  fonction de redondance : 
"b 

W = Id' + 



\ 

ou i l '  =laq Ap; 
b 

f o n c t i o n  de  p r e m i è r e  r edondance  
i 

Pi i p a r a m è t r e  

d 
"2f;("nif)-- ih~j)~p.,r{o (dp .  dp4[) 

a Abql A b  p. PL{ Y 
'4 ' b  

est  l a  f o n c t i o n  d e  s e c o n d e  r edondance  . 
L ' é l i m i n a t i o n  d e s  termes l i n é a i r e s  d a n s  l e  champ d e  f o r c e  

UREI-BRADW p o u r  u n  c y c l e  s e  t r a d u i t  p a r  l ' i n t r o d u c t i o n  d e  l a  

c o n s t a n t e  d e t e n s i o n x c y c l e  e t  l a f o n c t i o n  p o t e n t i e l l e  a s s o c i é e  e s t  d e  

l a  fo rme  / 

Vcyc le=1 /2  t c y c l e  W'cycle 

On o b t i e n t  3 r e l a t i o n s  d e  r e d o n d a n c e s  à p a r t i r  d e  l a  r e l a t i o n  

v e c t o r i e l l e  ( f i g  111-1 ) 

I i g  111-1 

d i r e c t  

X s u i v a n t  N-C 
Y I X  e t  d a n s  l e  p l a n  C 14 C 
Z 1, ( X , Y )  s e n s  du  t r i è d r e  

D I R E C T  

X4 s u i v a n t  (& C p  
Y4 d a n s  l e  p l a n  14 C C 

-73-  24 1 (X4,Y4) e t c . . .  . . 





Les p o s i t i o n s  d e s  a t o n e s  du c y c l e  s o n t  r e p é r 2 e s  e n  f o n c t i o n  du 

r d i 2 r e : i t i i i  Y ,  e t  f o r i c t i o n  d e s  p a r a m è t r e s  3. , c3;, . L a  f i g u r e  
4 

iïi-2 .oriric l e s  u a z r i c e s  d e  p a s s a g e  pou r  c n a c u n e  d e s  r o t a t i o n s  a u t o u r  

d e s  a:c2s. 

L a - i g u r s  111-3 àonne  l e s p a r a m & t r e s  e t  l e s m a t r i c e s  d e p a s s a g e  

d e  che.{ue i 6 f a r e n t i e l  a u  r é f é r e n t i e l  p r é c a d e n t  . 

a tome m a t r i c e  d e  p a s s a g e  au  

1 ( i d e n t i t é )  

W R3,R4,4 ,X2 e,s 
R-=I  R4,R5,@ ,X3 

I,* 
( f i g  111-3) 

Les vec teurc :  R s ' e x p r i m e n t  d a n s  1î b a s e  X,Y,I p a r :  



E n d S c o m p o s a n t s u i v a n t l e s v e c t e u r s u n i t a i r e s p o r t é s  p a r X , Y , 2  

on o b t i e n t  3 r e l a t i o n s  e n  f o n c t i o n  d e s  p a r a m è t r e s  : 

Détermination des autres redondances: 

A p a r t i r  de  l a  r e l a t i o n f i e @ ;  =O e t  d e  l a  r e l a t i o n  : 
2. '2. 2 

q+i =ri + d b *O - 2 r; r. c o s  B- , o n  p e u t  o b t e n i r  l e s  r e l a t i o n s  de 

r edondances  r e c h e r c h é e s .  

L ' a p p l i c a t i o n  p o u r  un  c y c l e  non p l a n  e s t  t r o p  complexe e t  n ' a  pu 

e t r e  menée à b i e n  ( d é t e r a i n a t i o n  d e s  d é r i v r e s  p a r t i e l l e s  s e c o n d e s  

e t  m i x t e s  2- a* '- 



LadGtermination numérique desconstantesKappaCyclentapu~tre 

effectuéeàcausedesacomplexité donc il faudra conserver en mémoire 

. l ' a s p e c t  approchg de la détermination des frkquences de vibration du 

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

Ce problème ne se pose plus anjourd'hui lorsqu'on travaille 

dans l'espace des coordonnées cartésiennes ,la dimension des 

matrices (6 dimensions en plus ) n'&tant plus un obstacle majeur au 

traitement des cooràonn6es normales (mémoire des ordinateurs 

"pratiquement " infinie. 

L'article qui suit résume l'essentieldes calculs effectués sur 

la Glycyl-L-Proline . 
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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 modüied 
Urey-Bradley force field (MUBFF). Cyclic redundancies were eliminated, and those due 
to the ring methylene groups, particuiarly distorted in regard to the tetrahedral conformation, 
were treated. An assignment of the experimentai frequencies is proposed on the basis of the 
normal treatment. 

INTRODUCTION 

The purpose of the our study is t o  caiculate 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 calcuiated the simplest dipeptide, i.e., glycylglycine (GG).' In 
this paper, we will consider the glycyl proline (GP) dipeptide (al1 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 e t  in ir studies 
on X-Pro containing peptides (X = Gly or Aia) and by Fermandjian et  al.? 
who have determined by 13C-nmr the relative amount of cis and trans 
conformations in the zu~itterionic 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 mode1 for the pyrrolidine ring 
the configuration adopted by the prolyl residue in the glycyl prolyl leucyl 
glycine tetrûpeptide (GPLG), whose the geometry was determined by x-ray 
study by Balasubramanian e t  al.4 

To whom correspondence should be addressed. 

Biopol>mers, Vol. 22, XXS-YYY (1983) 
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RAMAN SPECTRA OF DIPEPTIDES. II 

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 D20 and precipitated with pure acetone. 

Raman spect.ra were recorded on a Coderg T 800 triple monochromator. 
The 514.5-nm line of an argon-ion laser waç used as the exciting source. 
Power on the sample was approximately 200 mW; the spectral resolution, 
4 cm-'. The ir spectra were recorded in the solid state (KBr disk) on a 621 
P.E. spectrometer. 

EXPERIhlENTAL 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-~m'~ amide 
1 region. 

2. The weak 1587-cm-] Raman band of the stretching antisymmetric 
deformation v,(CO;) is observed in ir a t  1382 cm-l with a higher inten- 
sity. 

3. The depenerate deformation of the NH; group dd(NH3+) is observed 
a t  1623 cm-' in Raman and a t  1605 cm'' in the ir spectra. 
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Fig. 4 Schematic representation of the prolyl group whose symmetry coordinates are liçted 
in Table II. 

4. In the 1500-1400-cm-' region, where the methylene group deforma- 
tions [&(CH2)] are expected, Raman and ir spectra frequencies are sim- 
ilar. 

5. In the complex peak a t  about 1410 cm-', we expected the wagging 
deformation of the glycyl methylene g o u p  w(CH2), in accordance with our 
earlier work on GG.1 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 a t  1361 cm-' for the wagging de- 
formation w(CaH2).and a t  1324 cm-' for the twisting deformation tw(CFH2) 
(see Fig. 4 for the localization of Ca, CD . CC). 

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 1 and II (PPI and PPII)586 and the 
p5~rolidine ring.7 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 a t  1109 and 1093 cm-' in our spectra, and 
these assumptions are supported by our calcillations. 

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 a t  946 and 935 cm-'. Unfor- 
tunately, we were unable to do a theoretical assignment of them. I t  is in- 
teresting to observe that  previous theoretical and experimental studiesS7 
did not point out the 946- nor the 935-cm-' frequency. However, Koenig8 
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 p ~ l y p r o l i n e s ~ ~ ~  assigned a 
919-cm-' (PPI) band to a ring stretching, a 917-cm-' band (PPII) to  a ring 
deformation, while Evans and Wahrï assigned a 908-cm'' (PPI) band to 
a ring mode. In Our spectra, these bands are observed a t  928 cm-' (Raman) 
and 922 cm-' (ir). However, theoretical analysis gives a combination of 
stretching mode v(CQ and ring vibration mode for the glycyl residue. 
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TABLE 1 
Raman Experimental Frequencies in Solution and for Deuterated Solid. 

Tentative 
Hz0  (20% wlw) D20 (20% w/w) Deuterated (solid) Assignments 

2939 vs 29% vs 
2962 sh 2960 vs. sh v,(CHz) 
2934 m, sh 2937 S. sh 
2879 m 2886 m p. (CH3 
1652 m, b 1648 m 1653 m, b Amide 1 
1620 w 
1598 vw 1594 w v a ( c o a  

1578 vw 
1542 vw 
1505 w 

1484 vs - 1484 vs 1489 vs 
1456 s, sh 1454 s, sh 1469 vs &CH3 
1437 m 1441 rn, sh 

1428 a., sh 
1399 m 1402 s , 1391 s vs(Coc) 
1361 w w(CHz0 
1348 w 1350 a. 1348 rn 
1324 w, sh 1325 vw t(CH2.9 
1316 m, b 1304 m 1298 m 6(CCaH) 
1-88 m 

1268 s 1264 s v(CrC7) + ring stretch 
1246 m 1245 m 1241 m 
1193 m 1192 s, b 1193 
1184 m,sh 1163 m, sh 1179 t(CHzS,yJ) 
1164 w, sh 1160 

1127 vw 
1098 w 1100 m 1096 rn v(CrCr) + v(CBCf) 
1067 
1C43 m 1053 m 1040 vs v(Nf C 9  + 6(NCaC) 

1028 rn 
956 m. b 993 m. b 985m - 

975 m., sh 960 w r(CHz6) 
. 930 s, sh 

918 s 906 s 912 s u(cIc) 
873 m, ~n 875 m r(CHz0 
862 s, b ô55 s 863 s, b wo,) 

596 w 
77E m 77s m, b 

770 rn 
715w,b 717 \a8 r(CHzy) - 

fi96 tn. 

665 s (large) ~ ( c c ~ c ?  
561 w, b 573 ur 547 w, b Y (Co;) 
540 m 539 m, b 490 w 6(C=0) Arnide IV 
426 m, b 42s m, b 430 m 
363 s 372 s 385 s 

324 vw 

Ahbreviations: s, m,  r: strong. medium, and weak intensity; v: very; sh: shoulder; b: 
broad, 6, cid, y: in-plane, degenerate, a ~ ~ d  out-of-plane deformation; ar wagpng; tu: twisting 
II., 1; .  syrnmctric, antisymrnetric stretching; r: rocling; T ,  torsion. 
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Fig. 5 Interna1 coordinates of CP. 

In the 1000-700-cm-' domain, two ir intense bands a t  879 and 819 cm-' 
and a shoulder a t  792 cm" are also present in the Raman spectra. They 
were observed by Koenig e t  al. a t  867,824, and 783 cm-' for proline and 
a t  671 and 836 cm'' for PPII in s o l ~ t i o n . ~  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 a t  819 
cm-'. The higher-frequency band at  879 cm-' is partially due to the glycyl 
methylene group rocking vibration r(CtH2). 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(CyH2) vibration espected by calculation a t  710 cm'' 
is observed a t  734 cm-' (Raman) and Tl5 cm-' (ir). Vibration is observed 
at 730 cm-' (Raman) in the solid PPII and was assigned to  skeletal defor- 
mations.6 

10. In the 700-200-cm-' frequency range, Ive espected to observe the 
out-of-plane vibrations of the carbonyl groups and the deformation of the 
peptidic skeleton. The particular band a t  686 cm-' (weak in Raman, very 
strong in ir at 667 cm-') has not found by Evans and Wahr7 for the pyrro- 
lidine ring but \vas described for PPII a t  641 cm-' by Koen ib  and a t  678 
cm-' by Gupta et  211.~~~ 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 [o(C=O) vibrations as observed by Dwivedi and GuptaIo for 
GG]. 

The intense 447-cm-' band does not shift by deuteration as espected 
for the torsion of the ammonium group r(NH3). Therefore, in accordance 
with the 449-cm-' band on the proline observed by Deveney et  al.," we 
assign this band to  the CO: in plane bending mode O(C07). 
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TABLE II 
Cartesian Coordinates for the Prolvl and Methvlene Grou~s 

Raman bands a t  403 and 393 cm-i on proline were not reported by De- 
veney et al." Dwivedi and Gupta5 report such a band a t  400 cm" for a 
ring deformation. Our calculations are in fair agreement with this as- 
sumption for the 403-cm-' band, while the band a t  393 cm'' was assigned 
to the torsion r(NH3) mode. 

In general, lower frequencies are typical of skeletal deformations and 
torsions. The amide VI1 frequency r(C=N) occurs a t  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 molecuie, their 
frequencies were not calculated. 

Table 1 shows the vibrational frequencies in aqueous and D20 solutions 
as well as in the dueterated solid state and gives their tentative assign- 
ments. 

XORMAL-COORDINATE TREATMENT AND DISCUSSION 

Cartesian coordinates for the glycyl-~lproline dipeptide have been taken 
from crystallographic data given by Balasubramanian e t  al.4 for several 
prolyl ring conformations obtained from various peptides. In Our work 
the prolyl part of GPLG tetrapeptide was used. This prolyl residue is 
characterized by a nonplanar ring with its C Y  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 e t  a1.I2 and h,lachida 
et al.I3 for a-glycine. 

Interna1 coordinates were obtained by Wilson's method.14 Normal 
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TABLE III 
Symmeiry Coordi~les for the Glvcvl and C~rboiylalt Croup 

l n  P l a n *  - A s s i e n m e n t i  

SI . #Pl *;c2 stn«ns"r '(i.t,l 

$5 IF. 11-m. ~,itc-IIl 

(9- s r .  i t n t n .  r s ( r q - ]  

Out of P l a n #  

VI IWl2 - a.llll'2 

' - b.11"'2 

SI - (a.ll - b.,,ll'l 

S, . ib.], - b*ml/'2 

ss . - b*221/d2 

VL - larz1 - ArzLllf2 

sl 1-10.1.11 - ~ 1 0 . 1 . ~ ~ ~ ~ ~  

sa . 1-z.1.11 - -2.1.u11'2 

iwl.~.ll -Ml.2.14 - -3.2.13 - 1 . 2 . 1 b ~ ~ ~  

CL? ..t<s,.. i t n t n .  r , ( t ~ i )  

ri). ..S. .."al", 1,1i*;1 

m; 9 .  q .(rn1*1 
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TABLE IV 
New Svmmetry Coordinatet of the Prolyl Gioug 

s; . 'a . Y, 

'a- - 111 . @a1 

1: . s, . u, 

i . i, . 0.m- u, . r.enin a,, . O.II~IJI a., - o .mm r - 0 .mnt  r, .,., 
o.iumtr,,,., . ~.MML ,.,. 

+ 0.0>1.0r . 0 . m M I r  ,.,. , 
. o.anmi 1 a.,.U - 0.0.~- r, .,., . o.am9 r ,.,. ,, - o. imn~ r,, , . . 
. b.ImrJ1 r, , , . .*.mlW rl , , . *.MW1 a?,., . 0.Wm a*,,, . . . . 
. 0.olW1 n,, . O.nila> a,,., - o.o%l* a-,., 

< . i, . o.- a., . o.mw~s i, .,., . ,.atm r, .,., - o.im*. t e  ,.,., 
. O..DLJII r ,.,. ,, - O.O~.(IO I. o.won: r, , , - a.oi*mi r ,,,.,, . . 
. I..DO?U r ,.,., . I.o~>I~? r,.,.,, . o . n m  r, , , . 0.1inn r ,,,,, . . 
. O.?WI r . O.~IIW a,., . o.wator a:,.] - O.WW n,, 

. ..DYYI n,., - 0.101n1 .',,, 



RAMAN SPECTRA OF DIPEPTIDES. II 

TA RLE IV .  (Cotirinircdjrot~i preuious puge.) 

1,: . Ln - # . > ) > P I  I )  - 0 . 0 1 2 1 Y  Y.,(,I( . O.><DYI . O.>'>Cv U..).I 

. o.m.1» ..,.,.#' . O.W..,l Y ,,,,' . O.W.S% t.),,.,, . 0 . i lb l t l  L>,>,( 

. O . O Y ~ D I  - O.IUIM ,,.. . i . > ~ m ~ r  a.,., . o.m.>r ..,,, 

. O.<UYlI.<,.) . O . . l U I I  .le., - 0.2-1n.i  9.4 

slb' - %,, . 0,631191 I )  ,,,,, - O . m X 5  a - C.xl!:e :A :,,,* . G.C>:f?! At ,.,., 
. :.u- tr e,,,, - c . 7 n ' n  a-,,, . C.C:+IC. ::. , . c.>*r,o :.,,. 
. C.0;6211 . C.>I.lll a.,,, 

treatments were performed for an isolated molecule lacking s~mmet ry  (Fig. 
4). Certain symmetry coordinates for the NH;, CH2, CO:, and CONH 
groups are already well defmed.l5 We have constructed the local syrnmetry 
coordinates for the prolyl group constituted by the proline ring with its three 
CH2 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. 



TARLE V 
Symmetry Coordinetes of the Ring Mcthylene Croups 

Assignmenta 

S31) 0.195769 A419.7.20 - 0.047383 A45,7,20 - 0.047487 A@s,t,zo - 0.047777 b$6,7,19 - 0.047691 A68.7,1s &(CH& BCH2 scissoring 
S39 = 0.219658 A66.7.20 - 0.249905 A1fi8.7.2" + 0.250048 A , P S , ~ , I ~  - 0.249704 A&8,7,1g w ( C H d )  BCH2 wogging 
Si1 = 0.250074 A$6.7,20 + 0.216534 Ads.t.20 + 0.249471 Ad>a.7,1g - 0.246946 A6e,7,19 t ( C H 9 )  BCH2 twisting 
S i 2  = 0.246939 A&a,7,20 + 0.240671 i(14,8.7.20 - 0.245094 A&6,7,ie - 0.248412 A@8,ï,,o r(CH$) @CH2 rocking 

b(CH2y) y C H 2  sciasoring 
w ( C H 2 r )  YCHZ wagging 
t ( C H 2 y )  y C H 2  twisting 
r(CH2y) yCHz rocking 

S43 0.202310 A<bz~,9.2~ - 0.052081 AJ>s.9.24 - 0.051982 A&4.9,24 - 0.51701 A68.9.23 - 0.051807 AJ>4,g,23 6(CI-12b) bCH2 scissoring 
S44 0.250014 A,bs.g.z~ - 0.249908 A</>~ .D,z~  + 0.249889 A$B.IJ.z~ - 0.219966 Ad4.0.2~ ' w(CH26) dCH2 wagging 
Sis ' 0.249477 Ada.j.24 + 0.246819 6<114,9.24 + 0.250011 A<b8,~.2~ - 0.246354 AQ4.g,z3 t (CH2d) dCH2 twisting 
Sie 0.245401 A<be,o,z4 + 0.248644 A J > ~ , ~ , z ~  - 0.216814 A1ba.9~23 - 0.249876 A<b4,9,z3 r(CH2à) E H 2  rocking 
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TABLE V I .  (Conrirrircdjrot~i prrc:ioits page.) 

in .. sa i 8 1  . 
411 .s UI s 

41 1. sa 

lm , 111 1 

l m .  in. 

YI. lm. 

ns. ni . 
2 0 .  

A modified Urey-Bradley-type force field was used,16 in which were in- 
cluded intrarnolecular 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 Gupta5 and Gupta e t  a1.6 

S>-mmetry 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." "Tree" redundancies for the distorted methylene 
groups of the ring have been determined (Y. Ogawa, persona1 communi- 
cation), and Table V displays the normalized symmetry coordinates for 
the p, 7, and 6CH2 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 a t  1567 
cm-', which is observed a t  1574 cm-' in Raman spectroscopy with DCl, 
GP. However, the mode1 for the prolyl group was taken from a tetrapeptide 
and does not necessarily correspond geornetrically to  the dipeptide. At 
lower frequencies, where overall vibrations of the ring occur, a good cor- 



T:ll3LE VI1 
X,cic:il 11i;i;niinl S!-riinictry Forrr  Con5i~i:is for Glycyl-L-Proline (in mdyn!A and  mdyn A) 
- .. ~~ ~ -. 

F ç, S, 
. -. -- - -. . -----p. - F S, S,  

-- - 
1 1  4.:6 23 23 0.58 
2 2 4.1 24 24 0.83 
3 3 6.1.1 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 
7 7 4.09 29 29 0.86 
8 8  4.23 30 30 0.84 
9 9 6.18 31  31 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 
1S 1s 4.95 40 40 0.213 
19 19 O.ii2 41 41 0.56 
?O 20 0.6 12 12 0.71 
21 21 O 62 43 13 0.57 
2' 22 0.87 

. . . -. -- - .- -- 44 41 0.75 

rtll:itio-- appcnrs for the-403-cm-' (calc. 407-cm-'), 326-cm-' (calc. 327- 
crii--'), and ?55-(.m-' (calc. 2'77-c1n-~) bands. 

'I'al,it. VI1 g i ~ e s  the diagonal loc.al synirnetry force constants for tlie prolyl 
rrorip. 

111 coriclusiori, tht> objective of c)iir stiidy \vas to apply the transferability 
px'perty of force constants for different groups such as  the prolyl ring to 
riiore cclrnplex striictiires siich as tetrapeptides. Ive are currently involved 
i r i  frirt iier explorations in this doinain. 

\l'e :Ir., yrüttfiil 1 0  Centris 11ni\er\it:iire de hlesiirrs e t  d'An:ilyies d e  I'Uriivrrsiti. d e  
I.illr I I  tisr t h e  (isc :)f ir i.i<~ilities. G.V. ~ i , u l d  like to  aclinowledgc NATO grarit 1743 and the 

\ 1. ,iridiiti , r ?  d e  la Ilt,i~ficrt,che hl ; t i i<. .~ fur ils finnnci;il s~ij)poTf d(~ririfi the  course of this rvork. 
\'t.i. ih;,!::: .T<ihii I';::c,rt i'iir assist:irice u i ~ h  the Eiiglish test .  
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I#TROOUCTIOI AUX -TURIS B 

L e  champ d e  f o r c e  U R E Y - B R A D L E Y  a f  F i n é  p a r  les c a l c u l s  p r é l i m i n a i r e s  

s u r  Les d i p e p t i d e s  e s t  transposé à d e s B d i f i c e s p l u s c o m p l e x e s t e l s l e s  

t r i  e t  t é t r a p e p t i d e s  a d a p t a n t  des c o n f o r m a t i o n s  repliées. 

A p a l t t i r  d e s  f r é q u e n c e s  e x p é r i m e n t a l e s  o b t e n u e s  s u r  l e  t r i p e p t i d e  

Glycyl-L-ProlylClycylGlycine ( e t  s u r  s o n  h o m o l o g u e  N e t  C p r o t é g b  

ZGPGGOtIe) a d o p t a n t  u n e  s t r u c t u r e  en c o u d e  B I I  B l ' é t a t  s o l i d e  o u  en  

s o l u t i o n  dens l e  DHSO ou  l e  C h l o r o f o r m e ,  un  c a l c u l  d e  f r e q u e n c e a  a é t é  

réalisé. La  b o n n e  c o n c o r d a n c e  des f r é q u e n c e s  c a l c u l é e s  e t  

e x p b r i r n e n  t a l e s  n o u s  p e r m e t  d a n s  u n  p r e m i e r  t e m p s  d '  analyser l a  

c o m p o s i t i o n  d e s  v i b r a t i o n s  a m i d e  e t  d e  c o m p r e n d r e  les e f f e t s  

s p e c i f i q u e s  de l a  c o n f o r m a t i o n , d e s  i n t e r a c t i o n s  d i p a l a i r e a , d e s  

e f f e t s  r é p u l s i f s  e n t r e  e t o m e e  non l i e s  p a r t i c u l i 6 r e m e n t  i m p o r t a n t s  

d e n s  d e  t e l l e s  s t r u c t u r e s  r e p l i e e s -  

Ce t r a v a i l  e s t  r a p p o r t é  en d d t a i l  d a n s  l e  c h a p i t r e  a y a n t  t r a i t  au  

t u r n  a I I .  

S i  le champ d e  f o r c e  e s t  r g e l l e m e n t  t r a n s f é r a b l e  a d e s  s t r u c t u r e s  

s i m i l e i r e s , l e s  c a l c u l s  t h d o r i q u e s  n e  p a r t a n t  q u e  d e s  p a r a m e t r e s  

obtenus grace au 8 t u r n  I I , d a i v e n t  nous d o n n e r  d e s  p r s d i c t i o n s  d e  

f r é q u e n c e s  d e  v i b r a t i o n  amide  r e l e t i v e m e n t  c o r r e c t e s .  

Ce t r a v a i l  e s t  r a p p o r t é  d a n s  l e  c h a p i t r e  t r a i t a n t  des €3-turns 1,111 

e t  1 ' ,11' ,1111 (G-0-PCC 0 é t a n t  l e  D r d s i d u  a m i n o  a c i d e ) .  

A ce stade,la c o m p a s v i s o n  de  n o s  p r e d i c t i o n s  t h d o r i q u e s  a u x  

r o s u l t a t s  e x p é r i m e n t a u x  o b t e n u s  p a r  d i ~ e r s  a u t e u r s  e s t  

d 6 t e r m i n a n t e . L e  s e c o n d  c h a p i t r e  n o u s  m o n t r e r a  q u e  l a  t r a n s p o s i t i o n  du 

chemp de f o r c e  est t o u t  à f a i t  justifiée. 



S i  d o n c , i l  e s t  p o s s i b l e  d e  s i m u l e r  d e s  s p e c t r e s  d e  v i b r a t i o n  on l 
p e u t  a t t e n d r e  d e  d e g a g e r  d e s  c o r r é l a t i o n s  e n t r e  f r d q u e n c e s  

v i b r a t i o n n e l l e s  e t  c o n f o r m a t i o n s .  

Ceci est o é a l i s c !  d a n a  l e  c h a p i t r e  t r a i t a n t  d e  l a  r e l a t i o n  du t y p e  

z f ( ~ )  ou U e s t  l ' a n g l e  d i b d r e l  d e  l a  l i a i s o n  CC . 
L s v l b r a t i o n a m i d e I I I  e s t u n m o d e t r é s c o m p l e x e d e v i b r a t i o n e t e l l e  

e s t  O ce t i t r e  p a r t i c u L i b r e a e n t  i m p o r t a n t e  c a r  ne d e p e n d a n t  q u e  d e  l a  

c o n f  o rme t i o n  l o c a l e .  

. . ' .  . .  

Enfin, dans un d e r n i e r  t e a p s , n o u s  t e n t e r o n s  d e  v o i r  J u s q u ' o u  l a  

t r a n s f é r a h i l i t 6  du c h e r p  d e  f o r c e  s 8 e x a r c e . C e c i  e s t  f a i t  d a n s  l e  

d e r n i e r  c h a p i t r e  ou nous a n a l y s a n s  une s t r u c t u r e  appelde C7C5 ( l a  

kart ie ~7 g t k n t  e n c o r e  a p p e l 6 0  Y t u r n ) .  c e t t e  s t r u c t u r e  a v a i t  ~ 
e n v i s a g e e  ru d d b u t  d e  nos e x p d r i m e n t e t i o n s  c a r  e l l e  nous s e m b l a i t  

l 

p r o b a b l e  p o u r  l e  t r i p e p t i d e  GPCG. 

L e s  c e l c u l s t h 6 o r i q u e s  p r e n a n t  lesmeaies p a r a a i e t r e s  ( c o n s t a n t e s  d e  

f o r c e )  q u e p o u r  l e s B t u r n s , n o u s o n t c o n d u i t B d e s  p r d d i c t i o n s  q u e  n o u s  

a v o n s  ecraayd d e  dégager  d e  r d s u l t a t s  e x p i r i n e n t a u x  r a p p o r t e s  p a r  

d ' a u t r e s  auteura,particulibresent s u r  l ' o c t a p e p t i d e  ANCLCTENSINE I I  

Hu ie fne .La  t e c h n i q u e  d e  s p e c t r o m b t r i e  RAHAN a p p e r a i t r a  B ce  moment 

comme un t r d s  u t i l e  compldment  ( e t  meme p a r f o i s  B l 1 6 f f i c a c i t é  

s u p d r i a u r e )  B l e  m6thade p h y s i q u e  d e  RBsonenca M a g n é t i q u e  

N u c l B a i r e . C e p e n d e n t  ces  deux t b c h n i q u t ? ~  n ' a n a l y s e n t  p a s  l e s  memes 

d o n n é e s ,  a u s s i  il a p p a r a i t  & v i d e n t  que deux méthodes d'analyse v a l e n t  

m i e u x  q u ' u n e .  

A l a  l u m i a r e  des Btudes RAMAN e t  RMN,nous p r o p o s e r o n s  e t  

discuterons d e  l a  c o n f o r m a t i o n  d e  c e t t e  Hsrmone. 



D'autres ~ t u d e s p h y s i c o c h i m i q u e s s u r l a c o n f o r m a t i o n  de peptides 

N-Glycosylables s o n t e c t u e l l e m e n t  en cours.ÇesBtudes experimentales 

sont en s y m b i o s e  a v e c  nos études théoriques; Elles constituent la 

finalit2 du t r a v a i l  qui est maintenant exposé. 



T n t r o d u c t i o n  au coude y de t y p e  I I  

C e  chzFi t ;e  t r a i t e  d e  l a  s i m u l a t i o n  d e s  f r é q u e n c e s  d e  v i b r a t i o n  

( ~ r i n c i p a l e n e n t  c e l l e s  p r o v e n a n t  d e s  g r o u p e s  amide)  p o u r  un  

t r i p e p t i d e  Glycyl-L-Prolyl-Glycylglycine (GPGG) qui a d o p t e  u n e  

c o n f o r m a t i o n  e n  coude  p X I  d a n s  l e  s o l v a n t  DYSO. 

A p a r t i r  d e  1 ' i d e n t i f i c a t i o n  e x p é r i m e n t a l e  d e 8  b a n d e s  amide ,  

o b t e n u e s  e n  s ' a i d a n t  d e s  d é p l a c e m e n t s  d e  f r é q u e n c e  l o r s  d e s  77 e t  C 

d e u t e r a t i o n s , n o u s  a v o n s  s i m u l é  l e  s p e c t r e  e x p é r i m e n t a l  d e  GPGG e n  

u t i l i s a n t  au d e p a r t  l e s  c o n s t a n t e s  d e  f o r c e  o b t e n u e s  i~ p a r t i r  d e  

1 ' é t u d e  d e s  deux d i p e p t i d e a  précédemment d é c r i t s .  

Le champ d e  f o r c e  ( c o n s t a n t e e  d e  f o r c e )  a é t é a f f i n é  p o u r  o b t e n i r  l e  

m e i l l e u r  . a c c o r d  p o s s i b l e  e n t r e  f r é q u e n c e s  e x p e r i m e n t a l e s  e t  

f r é q u e n c e s  c a l c u l é e s .  

Le t r a i t e m e n t  d e s  c o o r d o n n é e s  normales  nous  pe rmet  d ' u n e  p a r t :  

"D'examiner l a  d i s t r i b u t i o n  d ' é n e r g i e  p o t e n t i e l l e  (PFD) e t  d e  

c o n n a i t r e  l a  c o m p o s i t i o n  d e s  v i b r a t i o n s  

*De f a i r e  l a  p a r t  d e  l ' o r i g i n e  d e s  d é p l a c e m e n t s  d e s  f r é q u e n c e s  d e s  

c r o u p e s  a m i d e  eneaEés  d a n s  une  c o n f o r m a t i o n  p a r t i c u l i è r e ,  p l u s  

exa.ctement  d e  d o n n e r  l e s  c o n t r i b u t i o n s  a u  p o t e n t i e l  t o t a l  d e s  

p o t e n t i e l s  p r o v e n a n t  d e s  i n t e r a c t i o n s  d i p o l a i r e s  ( amide  'I) , d e s  

i n t e r a c t i o n s  non l i a n t e s  e n t r e  pa j  res d 'atomes, e t  du p o t e n t i e l  dû aux  

l i a i s o n s  i n t r a  ou i n t e r r n o l é c u l a i r e s .  

DV:-iutre p a r t  : 

* n t a f f i n e r l e s  constantes d e f o r c e q u i s e r o n t t r a n s f ~ r e / e s à d ' û u t r e s  

. c o n f o r n e t i o n s  s imilaires pour  un c a l c u l  t o t a l e m e n t  t h é o r i q u e .  



R A M A I  SPECTROSCOPY AND IOBHAL VIGRATIOIS OF PEPTIDES 

CHARACTERISTIC NORMAL MODES O f  A TYPE I I  p-TURY 

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

i n s t i t u t  de r e c h e r c h e  s u r  l e  c a n c e r  U124 INSERH 

B P  3 1 1  5 9 3 2 0  L I L L E  c e d e x  F R A N C E  

L a b o r a t o i r e  d e  P h y s i q u e  F a c u l t é  d e  P h a r m a c i e  d e  L I L L E  

3 r u e  du  P r  LACUESSE 59045 LILLE c e d e x  

C e n t r e  d e  t e c h n o l o g i e  B i o m d d i c a l e  LNSERM s n c 4  

13,17 r u e  C.GUERIN 59800 L I L L E  c e d e x  F R A N C E  

Raman a n d i n f r a r e d  s p e c t r a  h a v e  b e e n  r e c o r d e d o n  t h e  peptide Cly-L- 

Pro-GlyGly i n  i t s  z w i t t e r i o n i c  f o r m  e n d o n i t s  p r o t e c t e d h o m o l o g  Z G l y -  

L-Pro-Gly-Gly-OMe (Z= N - B e n z y l o x y c a r b o n y l a n d  OMe M e t h y l e s t e r j . B o t h  

p e p t i d e s  a d o p t  e t y p e  I I  /3 - tu rn  11 c o n f o r m a t i o n  i n t o  a p p r o p r i a t e  

s o l v e n t s ,  t h a t  is i n  DMSO-d6 a n d  CHC13 r e s p e c t i v e l y .  

A .n,ortn.al c o o r d i n a t e  t r e a t m e n t  h a s  b e e n  p e r f o r m e d  on  Gly-L-Pro-  

C l y - C i y  u s i n g  a m o d i f i e d  U R E Y - B R A D L E Y  f o r c e  f i e l d  end t h e  

c h a r a c t e r i s t i c  no rma l  modes o f  v i b r a t i o n s . T h e i r  c o r r e s p o n d i n y  

f r e q u e n c i e s  h a v e  been e x t r s c t e d  f r o m  e x p e r i m e n t a l  i n v e s t i g a t i o n s .  

- 9 9 -  



/ 3 - t u r n s  s r e  i m p o r t a n t  c c n f a r m a t i o n a l  f e a t u r c . ~  o f  p r o t c i n s  a n d  

p e p t i d e s . S u c h  s t r u c t u r a l  o c c u r 2 e n c e s  w o u l d  h e l p  t o  e x p L ~ i i n  i m p o r t a n t  

b i o l o g i c a l  m e c h a n i s m s  , e s  f o r  e x a m p l e  i n  t h e  N- g l y c o s y l o t i o n  

phenornenon (1) i n  w h i c h  t h e  r e v e r s e  t u r n  c o u l d  p l a y  the r o l e  o f  a 

r e c o g n i t i o n  s i t e  ( 2 ) .  

C o n s i d e r e b l e  work h o s  b e e n  d e v o t e d  t o  t h e  s t u d y  o f  p - t u r n s  

(3,4).Morerecently,differentpaperswere p u b l i s h e d  c o n c e r n i n g  t h e i r  

s t u d y  by NHU ( 5 , 6 , 7 , 8 )  , c i r c u l a r  d i c h r o i s m  (9,101 , i n f r e r e d  a n d  Rzman 

s p e c t r o s c o p y  ( l l , l 2 ) , a n d  n o r m a l  modes  c a l c u l a t i o n s  (13,14,15j. 

I n  t h e  p r e s e n t  w o r k , w e  r e p o r t  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n d  t h e o r e t i c a l  

i n v e s t i g a t i o n s  we c a r r i e d o u t o n a ~  t u r n c o n s i s t i n g  o f  f o u r  amino a c i d  

residues n u m b e r e d  s e q u e n t i a l l y  i t o  i + 3  a n d  t e k i n g  up  a Clo 

c o n f o r m a t i o n  c h a r a c t e r i z e d  by t h e  e x i s t e n c e  o f  a n  i n t e r n a 1  h y d r o g e n  

bond b e t w e e n  the  i and  i+3  r z s i d u e s  a n d  s p e c i f i c  v a l u e s  o f  4 a n d  Y a n g l e s  

( F i g i ) . O u r  p u r p o s e  i s  t o  r e l a t e  v i b r a t i o n a l  g r o u p  frequencies t o  e 

p a r t i c u l a r  s e t  o f  (+,Y) d i h e d r s l  a n g l e s .  

T h e r e f o r e , w e  s t u d i e d  t h e G l y - L - P r o - C l y - G l y  z w i t t e r i o n  p e p t i d e  end 

i t s  p r o t e c t e d  e s t e r  homolog  2-Gly-L-Pro-Cly-GLY-OHe w h i c h  a d o p t s  a 

t y p e  I I  f 3 - t u r n ( 1 7 )  c o n f o r m a t i o n i n t o D i m e t h y 1  s u l f o x y d e  (DMS0-d6)  and 

CDC13 r e s p e c t i v e l y  ( 5 ) ( f i g  1). T h i s  is w e l l  j u s t i f i e d  b y  the  h i g h  

f r e q u e n c y  o f  o c c u r e n c e  o f  P r o  i n  t h e  i+l p o s i t i o n  o f  t u r n s  i n  p r o t e i n s  B 
( 3 , 1 8 )  a n d  because  the s e q u e n c e  L-Pro-Gly  l e a d s  to t u r n  o f  t y p e  I I  

( 8 1 ,  



G P G G  -00"  .lÉOO CG250  ? 2 o 0  16St5O -143= I 4 5 O  

75 O 

S t a n d a r d  

v a l u e s  -60' 

r e f ( l 6 )  

TABLE 1 

I n  t h i s  p a p e r ,  t h e  i n f r a r e d  a n d  Raman spectra a f  t h e s e  t w o  p e p t i d e s  

w e r e  r e c o r d e d '  a n d  t h e  a s s i g n m e n t s  o f  t h e  d i f f e r e n t  b a n d s  were 

a c c o m p l i s h e d  u s i n g  t h e  N a n d  C s p e c i f i c a l l y  d e u t e r e t e d  p e p t i d e s .  

T h e n o r m a l m o d e s  frequencieswerecalculatedusing a m o d i f i e d  UREY- 

B R A D L E Y  f o r c e  f i e l d  , t h e  f a r c e  c o n s t a n t s  o f  w h i c h  were r e f i n e d  u s i n g  

t h e  e x p e r i m e n t a l  f r e q u e n c i e s .  

S u c h a  r e v e r s e t u r n w a s  alsopreviouslyobservedfor a p e p t i d e i n i t s  

z w i t t e r i o n  f o r m f o r C P L C w h i c h w a s s t u d i e d b y  TOHA e t  A l  ( 6 )  b y  NPIR.This 

p e p t i d e  e x h i b i t s  i n t o  DHSO-d6 a t y p e  1 8 - t u r n  c o n f o r m a t i o n  s t ü b i l i z e d  

b y  a e n d  t o  end i n t e r a c t i o n  o f  t h e  c h a r g e s .  

Ranan spectra ha v e  b e e n  r e c o r d e d  u s i n g  2 T 9i10 t r i p l s  i n o n o c h r o m a t o r  

C0DERC.A 5 0 0 n i w p o w e r o f t h e 5 1 4 . 5  nm l i n e  o f  e n  A r g o n  ionLASER was  used 

o s  t h e  e x c i t i n a  s o u r c e .  



s o l u t i o n  s a m p l e s  r r s p e c t i v e l y .  

I n f r a r c d  spect rc i  wcrc a b t i i i n e a  n i t h  a FT 1 2  7190 N I C O L E T  u s i n g  K2r 

disks f o r  s o l i d  s a m p l o s  3 n d  d i f f e r c n t i a l  s p e c t r a  f rom DI-150-d6 w e r z  

o b t a i n e d  u s i n g  e n  1 m m  l a n g t h  NaCl t e l l .  

P e p t i d e s  ~ e r e  p u r c h a s e d  f r o m  SIGMA a n d  p u r i t y  w6s c h e c k e d  u s i n g  13c 

e n d  H' NHR ( 5 ) .  

N - d e u t e r a t i o n  o f  G l y - L - P r o - C l y - G l y  was o b t a i n e d  by  s u c c e s s i v e  ( 4  

t o  5 )  d i s s o l u t i o n s  a n d  l y o p h i l i z a t i o n s  f r o m  020 s o l u t i o n s .  

S e l e c t i v e  C d e u t a r a t i o n s  o f  t h e  t h i r d  a n d  f o u r t h  G l y c i n e  r e s i d u e s  

o f  2-Gly-L-Pro-Gly-Gly-OMe was p e r f o r m e d  as d e s c r i b e d  by  B .  PERLY 

f o l l o w i n g  a m e t h o d  p r e u i o u s l y  d e s c r i b e d  ( 5 ) .  

F o r  t h e  N - d e u t e r a t i o n  , Z - G l y - L - P r o - G l y - C l y - O 3 1 e  w a s  f i r s t l y  

d i s s o l v e d  i n  a CHSOD-NH40D s o l u t i o n  , t h e n  the s o l v e n t  was c o m p l e t e l y  

e v a p o r a t e d  u n d e r  vacuum.  T h i s  process was r e p e e t e d  s e v e r e l  t imes 

( 4 t o 5 )  b e f o r e  ' t h e  p e p t i d e  d i s s o l u t i o n  i n t o  C D C l 3 .  

Solid s t a t e  s p e c t r a  a l w a y s  d i s p l a y s  t h e  sane  v i b r a t i o n a l  

f r e q u e n c i e s  w h a t e v e r  t h e  way u s e d  t o  o b t a i n  t h e  s a m p l e , e i t h e r  b y  

p r e c i p i t a t i o n  ( a c e t o n e )  o r  b y c r i s t a l l i z a t i o n  f r o m H 2 0  ( D Z O )  andDMS0-  

d 6  s o l u t i o n s .  

DMSO-d6 e x h i b i t s n o  s t r o n g v i b r a t i o n a l b a n d s i n t o  t h e 1 1 5 0 - 1 7 5 0  cm- 

1 r e g i o n .  

N o r m a l c o o r d i n a t e  t r e a t m e n t s  were p e r f o r m e d u s i n g  t h e C V O A  p r o g r a m  

( P r  T.SHIF . !ANOUCHI  , T O K Y - O )  . A  m o d i f i e d  UREY-BRADLEY t y p e  f o r c e  f i e l d  

w e s  u s e d . P r i m i  t i v e  f o r c e  c o n a t a n  ts a n d  t h e  new r e d u c e d  s y m m e t r y  

c o o r d i n a t e  s e t  f o r  t h e  p r o l y l  r i n g  were o b t a i n e d  f r o m  p r e v i o u s  works 

T h e  p e p t i d e  mode1 used i n  t h e s e  c a l c u ? a t i o n s  i a  shown F i g  1. 



The d i h e d r a l  a n g l e s  a t  residues 2 and  3 a r e  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  

' s t a n d a r d "  v a l u e s  g i v e n  b y  VENKATACHALAH (17) ( & , Y  ) =  -60' ,12O0 d n d  ( i3 
2 

,i+i ) =  8Q0,Q0 in f a i r  a g r e e m e n t  w i t h  the v a l u e s  f o u n d  b y  N I i R  ( 5 ) . A t  t h e  
3 

residues 1  and 4 ,  t h e  d i h e d r a l  a n g l e s  a r e  t h o s e  c o r r e s p o n d i n g  t o  a n  

a n t i p a r a l l e l  p l s a t e c l  sheet t h o t  i s  ( $  , y  )= ($ ,y4 )  r -139',13S0. I n  t h e  

c a l c u l a t i a n s , t h e  NH g r o u p  o f  t h e  i + 3  t h  residue was c o n s i d e r e d  a s  

i n c l u d e d  in a h y d r o g e n b o n d  ( F i g l )  w h i l e t ~ e F ( H g r o u p o f t h e r e s i d u e i + 2  

i s  c o n s i d e r e d  e s  b e i n g  f r e e .  

A d d i t i o n a l  p o t e n t i a l s  were t a k e n  i n t o  a c c o u n t  , i n c l u d i n g  dipolar 

e f f e c t s  ( V l ) , n o n  b o n d e d  e t o m  p a i r s  (V2) and t e r m i n a l  group '  

e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  ( V 3 ) .  



RAiiA:4 a n d  I R  s p e c t r a  o f  t h e  ' s o l i d  CLy-L-Pro-Cly-Cly (CPGU) 

t r i p e p t i d e  end t h e  c r y s t c l l i t e d  C P C ~  N-d5 a r e  shown i n  F i g 2 - 4  

I n  t h e  a m i d e  A r e g i o n  (NH s t r e t c h i n g ) ,  the  IR s p e c t r u m  o f  t h e  

u n d e u t e r û t e d  s a m p l e  e x n i b i t s  a s h a r p  b a n d  a t  3236 and a b r o e d  o n e  t o  

3460 cm-l.They a r e  a s s i g n e d  t o  t h e  h y d r o g e n  b o n d e d  and f r e e  N H  a m i d e  

g r o u p  r e s p e c t i v e l y  (Fig 1) .The s h o u l d e r  a t 3260 cm-1 i s  d u e  t o  t h e  Nll3+ 

g r o u p  stretctiing v i b r a t i o n  a n d  is shifted t o  2450 cm-l by N- 

d e u t e r a t i o o . C o a p l e t e  N - d e u t e r a t i o n  o f  the h y d r o g e n  b o n d e d  NH w a s  

u n s u c e a s f u l l -  

I n  t h e  amide I r e g i o n  (1600-1700  cm-1) , n h i c h  is e s s e n t i a l l  y d u e  t o  

the C = O  s t s e t c h i n g  v i b r o t i o n s , t h e  I R  s o l i d  s t a t e  s p e c t r e  ( F i g  2 ) 

e x h i b i t s  r e l o t i v e l y  c o m p l e x  f r e q u e n c i e s  i . d  t h e r e  a r e m o r e  b a n d s  t h a n  

c a r b o n y l  g r o u p s  p r e s e n t  i n  t h e  m o l e c u l e  . 
These b a n d s  a p p e a r  ( IR)  a t  1685,1677,1660 und 1 6 4 7  cm-1.The two 

b a n d s  a t  lower f r e q u e n c i e s  e x h i b i t  a twice h i g h e r  intensity t h a n  t h e  

o t h e r s . T h e  c o r r c s p o n d i n g  RAHAN frequencies a r e  o b s e r v e d  a t  

1 6 9 7 , 1 6 7 4 , l b 5 5  a n d  1647  cm-1, t h e '  f i r s t  a n d  t h i r d  o f  t h e m  b e i n g  n o i  

e a s i l y  s e e n .  S u c h  al i g h t  s h i f t s  b e t n e e n  t h e  IR a n d  Reman f r e q u e n c i e s  

w o u l d  b e  c x p l a i n e d i n  a P i r s t  a p p r o x i m a t i o n  by t h e  D r e s a n c e  o f  d i p o l a r  

i n t e r a c t i o n s  d u e  t o  t h e c r y s t a l n e t u r e o f  t h e p e p t i d c . H o w e v e r , P L E T N E V  

e t  a l  (Z1,22) c o n s i d e r  t h e  1 6 7 9  cm-1 b a n d  t h e y  o b s e r v e d  f o r  

I s o l e u c y n o m y c i n  as d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  d i m e t h y l f o r m a m i d e  

i m p u r i t i e s  a r i s i n g  f r o m  peptidic s y n t h e s i s .  30 such f a c t  was  s e e n  by 

N M R  s t u d i e s  ( S ) . ~ e w  a r g u m e n t a t i o n  w i l l  b e  given b e l o w .  

The 1 6 3 5  a n d  1615-1820 cm-1 IR bdnds ( F i g  2 ) w e r e  ü s s i y n e d  t o  t h e  Nt?3+ 

d e f o r m o t i o n  and , a s  e x p e c t e d ,  t h o y  d i ç e u p p c a r  o n  N - d e u t c r ~ t i o n .  



i n  t h e  a m i d e  I I I  r e g i o n  two b a n d s  d i s e a p p e a r  u p o n  N - d e u t e r a t i o n  a t  

1 2 0 5  a n d 1 2 5 5  cm-1 ( I R )  ( f i g 2  ) a n d  e t 1 2 8 7  a n d 1 2 5 5  cm-1 (Ri iman) .The 

l o v r e s t  f r e q u e n c y  band d i s e a p p e a r s  q u i c k l y  while t h e  h i g h c s t  f r e q u e n c y  

o n e  n a e d s  s e v e r a l  s t e p s  i n t o  N - d e u t e r a t i o n .  

I n t o  DHSO-d6,where t h e  GPCC t r i p e p t i d e .  a d o p t a  a t y p e  I I  p t u r n  

c o n f o r m a t i o n  ( 5 ) , a  s t r o n g  a n d  b r o a d  b a n d  a p p e e r s  a t  1 6 6 3  cm-1 a s  

o b s e r v e d  i n  t h e  d i f f e r e n t i a i  IR spectrun  ( f i g  S a )  w i t h  s h o u l d e r s  a t  

1 6 4 7 , 1 6 S 4 , a n d 1 6 9 7  cm-1.The R A H A N  s p e c t r u m  d i s p l a y s  a s i m i l a r  f e e t u r e  

w i t h  b a n d s  a t  1 6 4 5 , 1 6 6 6 , 1 6 7 8  a n d  1695  cm-1 ( f i g  6 ) 

NNR a t u d i e s  h o n e v e r  h a v e  shown t h e  p a r t i c i p a t i o n  o f  a v e r y  l i t t l e  

e f f e c t  o f  the Cly,-Pro2and Pro,-Cly3 f i s - t r a n s  i s o a e r i s m s  ( < l O Q )  i n t o  

OHSO-d6 w h i c h  car\ not Be r e s p o n s i b l e  o f  t h e  1678 'cm-1 p e a k .  

C o r n p a r i s o n  n i t h  t h e  ZGPGGOMe a m i d e  1 f r e q u e n c i e s  l e e d  u s  t o  d o  t h e  

f o l l o w i n g  a s s i g n m e n t s  f o r  t h e  CPGC a m i d e  1 m o d e s  , t h a t  a r e  1 6 8 7  cm-1 f o r  

cO(2) ,1657 cm-1 f o r  CO ( 1 )  a n d  1 6 4 7  cm-1 f o r  CO ( 3 ) .  

F i g 5 b  s h o w s  t h e  I R d i f f e r e n t i o l  s p e c t r u m  o f  CPGG intaOMSI3-d6 i n  the 

a m i d e  A r e g i o n  a n d  F i g ( 6  ) t h e  Reman amide111 r s g i o n  i n  t h e  same 

' s o 1 v e n t . A ~  i n  t h e  s o l i d  s t a t e , t h e  3286 c m - l ( a r n i d e ~ )  a n d  1 2 8 8  cm-1 

( a m i d e  I I I )  baqds d i s e a p p e e r  s l o w l y  by N- d e u t e r a t i o n .  So,we c a n  

a s s i g n  t h e s e  v i b r a t i o n s  t o  e h y d r o g e n  b o n d e d  N H  a m i d e  g r o u p . A t  t h e  

o p p o a i t e , t h e  3460 a n d  1 2 5 5  cm-1 f r e q u e n c i e s  were a s s i g n e d  t o  t h e  

a n e l o g o u s  v i b r a t i o n s  o f  a f r e e  ( o r  s o l v a t e d )  N H  a m i d e  g r o u p  (23). 

T h e s e  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  d i s a g r e e  r e g a r d i n g  t h e  h i g h  p r e d i c t e d  

a m i d e  I I I  f r e q u e n c i e s  p r e v i o u s l y  made by d i f f e r e n t  a u t h o r s  ( 1 3 , 1 4 1  i n  

t h e  13J0-1300  cm-l r a n g e .  

No s u c h  h i g h  a m i d e  I I 1  f r e q u e n c i e s  were o b s e r v e d  f o r  GPCG ; t h e  1 3 1 5  

t o  13Ci3 cm-1- sh~ i f ' t  u&sar-ved by-N. -deuteret ion  ( f i g 6  ) has been r e l a t e d  to 

a t e r m i n a l  m e t h y l e n e  g r o u p  t w i s t i n g  v i b r a  t i o n . S u c h  ûn e f  f c c t  h a s  

a i r e a d y  been o b a e r v e d  by u s  on d i p e p t i d e s  ( 1 9 - 2 0 ) .  



tlowever our colculations wiil p r e d i c t  a contribution o f  t h a  a m i d e  

111 vibration of N H ( I I )  ( f i g  1; to t h e  t e r m i n a l  methylcne group 

vlbrationwag(2 HZ) d t 1 3 4 0  cm-1 (observediit134Ucm-l T o r G P C S h - d 5  in 

i L s  cryçtdlline f o r m ) .  

50 a relationship betncen t h e c d l c u l a t e d a m i d e  I I I  frequencies ( p u r e  

or principal contribution) and the dihedrûl anglehtis been found (23). 

Caution must be t u k e n  to determine the free NH charecter in the a m i d e  

A region; Indeed, the GPGC tripeptide i s  only soiubilized i n  O M S 0  w h e n  

lyophilized previously ,so,the presence of residual water can b e  

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

+As w r l l  known, N-deuteration ia a powerful method t o  make sure t h e  

assignments on the NH amide modes o f  vibration and their relative 

contributions in mixed modes. 

More especially, the examination of the  I R  amide A' r e g i o n  for t h e  

GPGG 3-d5 solid somple ( f  ig 2 ) shows two kinds o f  bands near 2580 cm-1 

and in the 2460-2420 cm-l region-These bands would correspond t o  the 

"freen and bound a m i d e  ND stretching vibrations respectively. 

I.loreover,in this last range and in the2260-2220 cm-1 region,specific 

vibrations of the ND3+ group occur. 

F o r  the N-deuterated GPGG zwitterion,only one intense dissymmetric 

band at 975 cm-l in R A M A N  ( f i g 4 a )  or at 9 6 5  cm-1 ( I R )  ( f i g 2 )  appears 

upon q-deuteration.fxamination of the 975 cm-l RAHAN band in t h e  

crystal f o r m o f C P G G  N-d5 shows e w e a k  shoulder in t h e l o w e s t  frequency 

side a t  9 5 5 - 9 5 7  cm-1 (fig4j. 

I n  o r d e r  to moke sure the amide I I I  assignments to 1285 cm-? for 

~ ~ ( 1 1 )  a n d 1 2 5 5  cm-1 for N H ( I )  qroups,the experimental s h i f t s  upon X-  

deuteretion  WOU?^ h a v e  to be u s e f u i l y  corroboratsd to t h e  normal 

coordinate t r e a t m e n t .  



tdormitl c o o r d i n a t e  t r e a t m o n t  g i v e  t h e  c a l c u l o t e ü  a m i d e  I I I '  e i t  3 8 3  

cm-1 f o r  N D ( 1 I )  and û t  954  cm-1 f o r  34 D ( I ) .  A n o t h e r  c o n t r i b u t i o n  is  

c a l c u i c r t e d  a t  1 0 8 5  cm-1 (observed a t  1093 cm-1 i n  R A F I A S ) .  T h i s  last 

c o m p l e x  c o n t r i b u t i o n i s p u r t i a l l y  d u c t o e r n i x i n g  o f  C S,s t r c t ch ing ,CNC,  

b e n d i n g  and ?i O b e n d i n g  v i b r a t i o n s .  

? 

Amide V ( a n d  V t )  o r i g i n a t e s  f r o m  t h e  o u t  o f  p l a n e  N-H ( N - 0 )  b e n d i n ç  

T h e s e  v i b r a t i o n s  a r e  o f  i n t e r e s t  t o  r e l a t e  f r e q u e n c i e s  t o  p a r t i c u l a r  

c o n f o r m a t i o n s .  ' 

IR s p e c t r a  o f  s o l i d  N - d e u t e r a t e d  GPCG s h o w s  p a r t i  a l  d i s s a p p e a r a n c e  

o f t h e 7 5 7 , 7 3 0 , e n d 6 8 0  c m - l p e a k s  a n d e p p e a r a n c e o f t h e 4 9 5 c m - l b a n d  (am 

V '  ) . C a l c u l o t e d  f r e q u e n c i e s  w o u l d  e s s i g n  t h e  723cm-1 f r e q u e n c y  t o  t h e  

NH(I1) a m i d e V  a o d e  ( c a l c u l a t e d a t 5 0 2 c m - 1  f o r  A m V '  e n d o b s e r v e d  a t 4 9 5  

cm-11, w i t h  c a l c u l a t e d  c o n t r i b u t i o n s  a t  6 8 5  and 70 lcm-1 .  The ~ N H ( I )  o u t  

o f  p l a n e  b e n d i n g  is h o w e v e r  c a l c u l a t e d  t o  a h i g h e r  f r e q u e n c y  i . d ,  7 7 1  

cm-1 ( A m  V '  c a l c u l a t e d  a t  596 c m - l ) . T h i s  o u t  o f  p l a n e  v i b r a t i o n  o f  t h e  

nPreen N H ( 1 )  g r o u p  i s  s o a e w h a t  c o m p l i c e t e d  by a n  o u t  o f  p l a n e  3 ( C  = O )  

b e n d i n g  mode ( A m  VI m o d e ) .  

Normal  c o o r d i n a t e  a n a l y s i s  o f  t h e  o b s e r v e d  7 5 7  cm-1 f r e q u e n c y  mode 

( c a l c u l û t e d  a t  7 6 0  cm-1) g i v e s  c o n t r i b u t i o n  o f  e k e l e t o n  b e n d i n g  

v i b r a t i o n s  ( C N C )  and  (CNC,) whicharepertubetedwhenN-deuteration 

o c c u r s  ( d e c r e n s e  i n  i n t e n s i t y ) .  

A m i d e  IV a n d V I  p r i n c i p o l l y  o r i g i n e t e  f r o m  t h e C s O i n p l a n e a n d o u t o f  

p l a n e  b e n d i r i g s  respectively.Colculatednormelmodes1ead u a  t o  a s s i ç n  

t h e  follnwing f  r e q u e n c i e s  : A m  IV 8 (C130)  662  cm-1, S (C3=0) 624 cm-1 , 

6(C6 = O )  604cn-1 a n d  5 3 8 , 6 1 4 , 5 3 2  cm-1 t o  y ( C 1 2 = 0 ) ,  f ( c 3  = O ) ,  $(Cs = O ;  

r e s p e c t i v e l y .  



I n f r d r e d  e n d  RAt !AN spectre o f  t h e  s o l i d  2-Cly-L-Pro-Gly-Cly-  Oliie 

(ZGPGYOHe)  are s h o n n  i n t o  f i g  7 , 8  . T h e d e  spectra n e r e  r e c o r d e d  o n t o  

f i l m s  c a s t  f r o m  s o l u t i o n  i n t o  C O C L 3  where t h e  p e p t i d e  a d o p t s  a l G O O / O  

t y p e  11 t u r n  (SI. 

S p e c t r a o f  s p e c i f i c a l l y  - d c u t e r a t e d  a n a l o g s i n p o s i t i o n 3  a n d 4 o f  

ZGPCCOI. l e  ,Z-Gly-Pro-( 2H)Gly-Gly-OMe a n d  2-Cly-Pro-Gly ( 2H)Cly -  

OMe,were a l s o  r e c o r d e d  e n d  f i g  9-10 d i s p l a y  t h e i r  IR and RAHAN 

s p e c t r a .  

I n  t h e  amide  1 r a n g e ,  ZCPGCOHe e x h i b i t s  f i v e  b a n d s  et 

1 7 4 0 , 1 7 2 0 , 1 6 9 5 , 1 6 5 9 , 1 6 4 2  cm-1 (IR) and a t 1 7 3 1 , 1 7 1 6 , 1 6 9 5 , 1 6 5 6 , 1 6 3 9  

cm-l (Raman) are a s s i g n e d  t o  t h e  c a r b o n y l  m e t h y l  e s t e r ,  u r e t h a n e , a n d  

t h e  t h r e e  a m i d e  g r o u p s  c a r b o n y l s t r e t c h i n g s  c e s p e c t i v e l y .  A n a l y s i s o f  

t h e  p e r t u b a t i o n  i n  i n t e n s i t y  u n d e r g o n e  by t h e  c a r b o n y l  q r o u p s  by 

s p e c i f i c a l l y c , - d e u t e r a t e d  t e t r a p e p t i d e ( P i g l 0 , l l )  l e a d  u s  t o  

e t t r i b u t e  t h e  1694,1656 a n d  1636 cm-1 f r e q u e n c i e s  t o  t h e  Pro2Gly3 , G l y ,  

P ro2  a n d  Cly2Cly3 amide I v i b r a t i o n s  r e a p e c t i v e l y .  These b a n d s  s h i f  t 

t o  1 6 8 5 , 1 6 5 2 , 1 6 4 2  cm-1 (Raman) e n d  t o  1 6 8 0 ,  1 6 5 0  and 1640 cm-1 ( i R )  

' a f t e r  N - d e u t e r a t i o n .  

The a m i d e  If regioq d i s p l a y s  two b a n d s  in t h e  1540-1560 cm-1 r a n g e  

whose  i n t e n s i t i e s  d e c r e a s e  s t r o n g l y  upon  N - d e u t e r e t i o n  while t h e  

a m i d e  II' r e g i o n  d i s p l a y s  a p p e a r e n c e  o f  s t r o n g  IR b a n d s  i n  t h e  1 4 4 0 -  

1 4 8 0  cm-1 r a n g e . S u c h  a n  increose i n  i n t e n s i  t y  is n o t  u n u s u t i l  . B a n d s  e t  

3290-00 , 1259  and 1 2 1 7  cm-1 (IR F i g  7 )  a n d 1 2 8 5 , 1 2 5 5 , f 2 3 0  cm-1 (Ramon) 

( f i g  8 )  d i s e a p p ~ e r  a n t o  . I - d e u t e r a t i o n  a n d  t h e y  may b e  a s s i g n e d  t o  the 

a m i d e  I I I  v i b r a t i o n s .  These b a n d s  are d L f f i c u L t t o ~ u t  i n e v i d e n c e f r o m  

t h e p r o l y l m e t h y l e n e  g r o l j p s  v i b r e t i o n s . N o r m a 1  treatments o n t 0  GPCC N- 

d 5  !ive p r e d i c t i o n  o f  a m i d e  i I I '  v i b r a t i o n o ?  ( ? 4 H ) G l y ,  b o t h a t 1 0 8 5 e n d  

9 7 4  cm-1; - 1 0 8 -  



The f i r s t b n n d a p p e a r s e x p e r i m e n t a l l y  a s  ~ s h ü r p p e s k t o 1 û 3 0 c m - l  i n  

ZGPGGOMe ( I R )  b u t  t h e  l o w e s t  f r e q u e n c y  o n e  i s  n o t  e a s i l i  s e e n  i n t o  t h e  

t e t r a p e p t i d e  s p e c t r u m  ( 9 7 5  cm-1 f o r  G P C G  z w i t t e r i o n ) . T h c  1 0 9 0  cm-1 

b a n d  i s  i n  p a r t  d u c  t o  a r n i x i n g  o f  t h e  t e r m i n a l  m e t h y l e n e  g r o u p  

v i b r a t i o n  w i t h  t h e  a m i d e  I I I '  mode. 

So P r o m o u r t h e o r e t i c a l  t r e a t m e n t s w e  c a n  a s a i g n  t h e 1 2 9 0 ,  1 2 5 5  a n d  

1 2 1 7  (1230 cm-l Raman) f r e q u e n c i e s  t o  t h e  a m i d e  I I I  modes  o f  N f t ( G 1 ~ ) ~  

, N H ( G ~ Y ) ~  a n d  t o  t h e  h y d r o g e n  b o n d e d  N H  u r e t h e n e  r e a p e c t i v e l y .  

C o m p l e t e  N - d e u t e r o t i o n  (ses t h e  e x p e r i m e n t a l  p a r t )  was 

u n s u c c e s s f u l l  e s  w e  c a n  see i n  t h e  e m i d e  A r e g i o n  . T h e  3 4 6 0 , 3 3 4 0 , 3 2 9 0  

cm-1 ( I R  f i g ? )  e n d  3 3 6 2 , 3 3 1 6  (RAMAN Q i g B b )  b e n d s  s h i f t  i n t o  t h e  2420- 

2480  c m - l r e g i o n  ( A ~ A ' )  onN-  d e u t e r a t i o n .  The a m i d e  B ( 3 1 0 0  -3080) a n d  

t h e  a m i d e  V ( 6 8 0 - 7 3 0 )  cm-1 r e g i o n s  do n o t  mark  g r e a t  c h a n g e s  i n  

i n t e n s i t y  u p o n  N - d e u t e r s t i o n .  

When d i s s o l v e d  i n t o  DHSO-d6 ,ZCPCGOMe s h o w s  p r i n c i p a l l y  two k i n d s  

o f  s p e c t r o  i n  the  a m i d e  1 r a n g e . . A b o u t  30 mn a r e  s p e n t  b e t w e e n  t h e  two  

r e c o r d i n g s  a a n d  b  ( f i 9 1 2 1  . N M R  s t u d i e s  ( 5 )  h a v e  p u t  i n  e v i d e n c e  t h e  

d e s t a b i l i z a t i o n  o f  t h e  t y p e  I I  f3 t u r n  x h e n  d i s s o l u t i o n  i n  DMSû-d6 

As e x p e c t e d ,  t h e  a p e c t r u m  r e c o r d e d  J u s t  a f  t e r  t h e  d i s s o l u t i o n  ( F i g  

1 2 a ) i s  r e m i n i s c e n t o f t h e o n e o b t a i n e d i n  t h e  s o l i d  s t a t e  ( F i g B )  a n d  i s  

c h a r n c t e r i s t i c  o f  a t y p e  I I  8 t u r n . T h e  s p e c t r u m  r e c o r d e d  30  m i n u t e s  

l a t e r  shows i m p o r t a n t  p e r t u b a t i o n s  i n  b o t h  t h e  a m i d e  1 e n d  I I I  modes  

( F i g  1 2  b ) , t h e  f r e q u e n c i e s  o f  w h i c h  a r e  now c h a r a c t e r i s t i c  o f  a 

d e s o r g a n i z e d  s t r u c t u r e .  

B a n d s  erising f r o m  t h e  m e t h y l  e s t e r  c a r b o x y l a t e  e n d  w o u l d  g i v e  

c o n t r i b u t i o n s  i n  t h e  1260-12JO cm-1 r e g i o n  (Y(C-O) a n d  Ya(C-O-C) 

, 1 0 5 0  cm-1 f o r  Y s ( ~ - ~ - ~ )  and  i n  t h e  6 4 5 - 6 3 0  cm-1 f o r  S ( C 0  ) . A n o t h e r  
2 

band  a t  1 4 8 0 - 7 0  cm-1 w o u l d  S e  d u e  t o  t h e  b(flMe) v i b r a t i o n .  

- -109-  



* E f f o c t s  o f  s p e c i f i c a l l y  C - d e u t e r e t i o n s  o f  ZGPCCONe on t h e  Raman 
4 

s p e c t r a  h a v e  t o  Se c o m p a r e d  n i t h  t h e  u n l e b s l l e d  p e p t i d e  f r e q u c n c i e s  

f i g  l O . F o c  t h e  G I Y ~  l a b e l l e d  s û t n p l r  ( F i g  10 ) t h e  b a n d s  a t  

1 4 2 7 , 9 5 8 , 8 8 3 , 8 2 6 , 5 7 0  a n d 5 3 9  c m - l  d i s e a p p e a r  o n t 0  d e u t e r û t i o n  w h i l e  

bands a t  904,804 (weak)  appear  . I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  compare t h e s e  

r e s u l t s  with t h e  c n l c u l a t i o n s  ne c a r r i e d  o u t  f o r  t h e  G P C C  z w i t t e r i o n  

and w h i c h  . a lLou u s  t o  d o  t h e  f o l l o u l n g  a s s i g i e n t a :  6 (CH2) g1y3a t  1 4 8 5  

e t  843cm-1 ( o b a e r v e d  a t 8 8 8 c i a - l w h e r e  there is a s m o l l c o n t r i b u t i o n o f  

8(C6=O) pro . 
For t h e  C ~ ~ ~ l a b e l l e d  semple ( f  i g l l  ) bands a t  1344,1302,11413-25 

8 5 9 , 5 2 7  cm-1 d i s e a p p e a r  w h i l e  e strong band e t  871cm-1 a p p e a r s  

. C a l c u l a t e d  v a l u e s  f o r  CPGG would g i v e  t h e  f a l l o w i n g  a s s i g m e n t s :  

1337cm-1 . f o r  w a g ( C H 2 ~ g l y 4  ,1311 Con tw(C~Z)gly, ,942 ca-l f o r  

r(CH2)g1y4 and 1 4 8 0  c m - l  f o r  & ( C H 2 ) q 1 y 4  . 
I n  t h e  case o f  a F E R H I  r e s a n a n c e  i n v o l v i n q  t h e  8 5 9  a n d  883cm-1 

f r e q u e n c i e s  ( i n t e n s i t i e s  a r e  1 and 2 r e s p e c t i v e l y  ) the f r e q u e n c y  o f  

t h e  u n p e r t u b e t e d  f ~ e q u e n c y  n o u l d  b e  c a l c u l a t e d  a t  a b o u t  u0=857 c m - 1  

~r(CH2),)~FarGPGGzwitterianwherethismethylenegrouphesagreater 
1 

degree a f * l i b e r t y , t h i s  normal mode is c a l c u l a t e d  t o  9 4 2  cm-1. 

T a b l e  1 q i v e j  t h e  colculated f r e q u e n c i e s  f o r  t h e  GPCC z w i t t e r i o n  

p e p t i d e  a n d  t h e i r  c o r r e s p o n d i n g  PED.These n o r m a l  mode c a l c u l a t i o n s  

h a v e b e e n p e r f o r m e d u s i n g  e x p e r i m e n t c i l f r e q u e n c i e s o b t a i n e d f r o m  Û S ~ / ~  

s o J u  t i o n  i n  DMSO-d6. -110- 



-, . . 
N M R  s t u d i e s  ( 5 )  have p u t i n e v i d e n c e  t h e  p r e s e n c e  o f  a h y d r o g e n b o n d  

b e t w e e n  t h e  i a n d  i + 3  r e s i d u e a  t o  f o r m  a t y p e  I I  0 - t u r n  s t r u c t u r e  ( C  m 

c o n f o r m a t i o n  f i ç  1)  .The NH g r o u p  o f  t h e  t h i r d  r e s i d u e  hes b e e n  shown 

a s  b . s i n g  " f r e e H  b u t  the N H  g r o u p  o f  t h e  f a u r t h  r e s i d u e  is i n c l u d e d  i n  a n  

i n  t r e m o l e c u l a r  h y d r o g e n  bond .  

I n  o r d e r  t o  draw m o r e  e d u c a t e d  c o n c l u s i o n s  f r o m  t h e s e  r e s u l t s , l e t  

u s  now c o n s i d e r  some v f b r a t i o n s ;  c o n c e r n i n g  t h e  a m i d e  I I I  m o d e s ,  F i g  6 

a l l o w s  t o  o b s e r v e  a  d e c r s a s e  i n  i n t e n s i t y  o f  t h e  1 2 4 4 - 1 2 5 5  cm-1 a n d  1 2 8 8  

cm-1 Raman f  r e q u e n c i e s  b y  N - d e u t e r e  t i o n  o f  ZGPCGOHe. The n o r m a l  

c o o r d i n a t e  t r e e t m e n t  d o e s  n o t  give s u c h  a l o w  f r e q u e n c y  c o n t r i b u t i o n  

e t  1 2 4 0  cm-1 t o  t h e  a m i d e  I I  1 mode f o r  t h e  1255 cm-1 b a n d  i n  d e s p i t e  o f  

t h e  T a c t  t h a t  t h f s  c o n t r i b u t i o n  e x i s t s  f o r  o t h e r s  t u r n a  ( a s  t y p e  I a n d  

I L I  a n d  f o r  C-0-PGG)(24) .However  DMSO is w e l l  known t o  s o l v a t e  

e t r o n g l y  t h e  f ree a m i d e  N H  g r o u p s . 0 u r  c e l c u l a t i o n s  h a v e  b e e n  c e r r i e d  

o u t  i n  o r d e r t o  c a l c u l a t e  t h e  Pree N H  a m i d e  I I I  mode a t l 2 5 7  cm-1 t o  T i x  

i n  t h e  same t ime t h e  1288 cm-1 f r e q u e n c y  o f  t h e  i n t r a m o l e c u l e r l y  

h y d r o g e n  b o n d e d  g r o u p  PJH(Cly),. S o , i n  o u r  m i n d ,  t h e  1 2 4 0 - 4 4  cm-1 b a n d  

d e c r e a a e  i n  i n t e n s i t y  ( p u t  i n  e v i d e n c e  u p o n  N - d e u t e r a t i o n )  c o u l d  b e  

r e l e t e d t o t h e e x i s t e n c e o f a n e q u f l i b r i u m b e t w e e n t w o  s t a t e s  o f  t h e  NH 

g r o u p  o f  t h e t h i r d c l y  r e s i d u e , f r e e  a n d s o l v a t e d , s i n c e i t i s w e l L k n o w n  

t h e t  D H S O  a t r o n g l y  s o l v a t e s  t h e  f r e e  a m i d e  N H  g r o u p s .  

P r e v i o u s  w o r k s , p r i n c i p a l l y  t h o s e  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  C - t e r m i n a l  

p a r t  o f  o c y t o c i n  Pro-Leu-Gly-NH2 ( t y p e  I I  /3 t u r n )  by HSEU and C H A N G  

(11) ,FOX & a l  ( 1 2 )  ,and N A I K  e t  s l ( 1 3 )  r e l a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  b a n d s  a t  

1235 ,1255-65  , 1 2 8 5  cm-l  ( a n d  132Ocm-1 f o r  r e f  13 ) w h i c h  w o u l d  b e  

a s s i g n e d  t o  t h e  a m i d e  III modes.  

T h e r e f o r e  we raust  c o n s i d e r  t h e  c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  t h e  a p e c t r u m  was  

. . r e c o r d e d , i . d t h e  s t a t e o f  t h e s û m p l e  ( s o l i d ,  c r y s t a 1 , s o l u t i o n )  o s  w e l l  
a . 1 .  

i .. + \  : - a s  t h e  s p e c t r a l  r e s o l u t i o n  t o  o b t a i n  t h e  S e s t  û s s i g n m e n t s  o f  t h e  
.,( :* 
- .--* . -  . , .. P r e q u e n c i e s .  
i 1 



The I R  experimcntol values of t h e  amide 1 mode in the solid s t a t r  

( f i g  ) are observed at 1685,1677,1660 and 1647 cm-l . The 

calculations were performed f r o m  these values considering thet o 

F E R H I  resononce can exist in DMSO-d6. (see below). Oipolar 

interactions between carbonyl groupa end the non-bonded a tom p a i r  

potential h a v e  been included. The value of the dipolar moment ( & / O S  

r12.6 D e b y a / A  nhere p i s  the dipolar moment) was taken from a previous 

work (19). The fRpj force COnStants ( R i  ,RI ers the internai coordinates 

of the C r 0  a m i d e  1 vibration) were  included into our calculations 

eccording the KRIWM's rnethod (15,161. 

Analysis o f  the JacobLan contributions allons us to distinguish 

betneen the dipolar end non-bonded interaction e f  fects onto the 

frequencies values. Table 1 1  gives these calculated contributions. 

Calc. 1684 1654 1646 

Assign. (C=O )Pro2 (C=O)Gly, , (C=O)Cly, 

calculated 

dipolar a +10 

affects (cm-1) 

calc. non bonded 

interactions 

effects (cm-1) 

* w i t h  f c=o, c=02 = - O  .O31 
1 

f csq,c=o = - 0 . 0 9 5  D / A  a n d  bpb s ~ 1 2 . 6  DIX 
3 

f C=O,C=O = 0.21 
2 3 

TABLE I I  



I n t o  Dt.iSG-d6,the R A M A N  a n d  I R  a m i d e  i b a n d s  o f  GPGC a r e  o b s o r v e d  e t  

1 6 9 5 , 1 6 6 6 - 1 6 7 8  ,1645-50 cm-1 a n d  a t 1 6 9 5 , 1 6 6 5 , 1 6 5 4  cm-l r e s p e c t i v e l y  

( f i g  5 , 6 ) .  C o m p e r i n g  w i t h  t h e  s o l i d  s t a t e  s p e c t r u m  ( F i g  5 a n d  2 )  o f  

CPGG,one c a n  o b s e r v e  t h a t  t h e  1677  cm-l b a n d  d i s e a p p e a r s  i n  t h e  IR 

s p e c t r u m  o f  CPGC i n  D M S O - d 6 . A ~  the c i s - t r a n s i s o m e r i s m  a r o u n d  t h e G l y ,  

P r o l  ( o r i n P r o $ l y 3 )  b o n d i n a w e a k p r o p o r t i o n  ( 5 )  t h i s l a s t e f f e c t d o e s  

n o t e x p l a i n  t h e  s t r o n g 1 6 7 7  c m - l s h o u l d e r  o f  t h e 1 6 8 7  I R c m - l b e n d w h o s e  

i n t e n s i t i e s a r e c o n r p o r a b l e w h i l e t h e 1 6 5 7  a n d  1 6 4 7  C R - l o n e a  a r e  t u i c e  

i n  i n t e n s i t y .  From t h e  1 6 7 7  cm-1 ( i n t e n s i t y  1) a n d  t h e  1 6 5 7  cm-1 b a n d  

( i n t e n a i t y  2 I ) , t h e  e f f e c t  o f  a  FERMI  P e s o n a n c e  w o u l d  p o s i t i o n n e  t h e  

non p e r t u b e t e d  f r e q u e n c y  t o  a b o u t  1 6 6 4  cm-1. 

S u c h a n e f f e c t i s n o t a s t o n i s h i n g t o c o n s i d e r  f o r  t h e C = O  s t r e t c h i n g  

mode i n t o  e m o l e c u l e  h a v i n g  n o  s y m m e t r y . 0 f t e n  a r e  i r n p l i e d  h e r m o n i c s  

f o r  t h e  p e r t u b a t i n g b a n d w h i c h w o u l d p o s i t i o n n e  a p p r o x i r n a t i v e l y  t o  832  

cm-1 i n  t h e  r e g i o n  o f  t h e  r(CH2) v i b r a t i o n s .  

C r i s t a l  s t a t e  e f f e c t o  w o u l d  n o t  e x p l a i n  t h e  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  t h e  

R A M A N  a n d  IR f r e q u e n c i e s  ( e n d  i n t e n s i t i e s )  o f C P G C w h e n w e c o m p e r e w i t h  

t h e  c o r r e s p o n d i n g  a m i d e  1 v i b r e t i o n  o r  ZGPCCOHe.Such an e f f e c t  c a n  b e  

e a s i l y  seen n h e n  we o b s e r v e  ZCPGGONe i n t o  DMSO-d6 ( f i g  1 2 ) .  

As a e e n  by NHR s t u d i e s  ( S ) ,  t h e  8 - t u r n  I I  s t r u c t u r e  i s  n o t  r e t a i n e d  

i n t o  DMSO-d6.f  i g  1 2  d i s p l a y s  t h e  a m i d e  1 a n d  I I I  r e g i o n  O P  ZGPGCOMe j u s t  

e f t e r  d i s s o l u t i o n i n t o D H S 0  ( p a r t a )  a n d  p a r t  b  d i s p l e y s  t h e  s a m e  r e g i o n  

t h i r t y  m i n u t e s  a f  t e r .  C o m p e r i s o n  o f  t h e  two k i n d s  o f s p e c t r a  s h o w s  

a  s l o w  d e s o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  p - t u r n  s t r u c t u r e  i n t o  DMSO-d6. 

The e f f e c t s  of the v a r i o u s  p o t e n t i e l s  s u c h  a s  h y d r o g e n  b o n d ,  Cr0 

d i p o l a r  i n t e r a c t i o n s , n o n  b o n d e d  a t o m s  p a i r  i n t e r e c t i o n  a n d  t e r m i n a l  

g r o u p  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  a r e  o f  i n t e r e s t  t o  d i e c u s s  i n  m o r e  

d e  t a i l s  t o  e x a m i n e  t h e  d i  f  f e r e n t s  s h i f t a  i n  f r e q u e n c i e s  a c c o m p a n y i n q  

t h e  d i s o p p e a r a n c e  o f  t h e  8 - t u r n  s t r u c t u r e .  
- 1 1  3 -  



F a r  t h e  a n i d e  I v i b r a t i o n s ,  ch2 y ( C # U )  P r o  L 6 S 9  cm-? f r r q u e n c y  n o u I d  

shif t a t  1 6 6 3  cm-1 upon tlie p-Lurn d e s t r u c t i o n  (ioss o f  contacts - 3 c n - l  

and l o s s  o f  d i p o l a r  i n t e r a c t i o n s  -13c tn-1)  Csee t d b l ~ ?  III.Tne1556 cin-l 

f r e q u e n c y w o u l d  s h i f t o t 1 6 5 6  c m - i a n d  t h e 1 0 4 7  c m - l o n e  i s  d o w n s h i f t e d  

F o r Z S P G G S M e i n t o D M S Q , t h e l ~ 3 t c m - l b a n d  ( f i g 1 2 )  may e r i s e  f r o m t h e  

u r e t h a n e  g r o u p . C l t h e r  c a l c u l a t e d  e f f e c t s  s u c h  as  h y d r o g e n  b o n d s  a r e  

somewha t  r n t h e r  weok (-Sto-5cm-1 p e r  H b o n d ) .  

AnrideII :  vibrationsareverysensitiveto t h e  s t a t e  o f  h y d r o g e n  bond 

a n d  t o  t h e  c o n t a c t  e f f e c t s  o f  t h e  non -bonded  a t o m s . F o r  t h e  ( N H I G l y ,  

g r o u p  , d i s a p p e a r a n c e  o f  the i n  t r a m o i e c u l e r  h y d r o g e n  bond wou ld  s h i f  t 

by a b o u t  -40cm-1 t h e  amide I I  f r e q u e n c y . I n  a n o t h e r  p a r t , i f  t h e '  

c o n t a c t s  a r e  l o s t , a  -17 cm-l s h i f t  o c c u r s  w h i l e  t h e  t e r m i n a l  

e l e c t r o s t a t i c  p e r t  w o u l d  a r i s e  t h e  l r e q u e n c y  by 9 cm-1 end  t h e  C l y ,  

e m i d e n f  r e q u e n c y  w o u l d  P e c r e a s e  t o  1529 cm-1. 

The 1546 c m - 1  ( IR)  f r e q u e n c y  o f  t h e  ( G l y I 3  a m i d e  11 i o d e  r o u l d  

i n c r e a s e  b y  1 0  t u  20 cm-L ( H  (NH---O) +O -02 to 0 .05  ndyn/i) '  upon  

f o r m a t i o n  o f  a r r e x t e r n e l h y d r o g e n  b o n d w h i l e  f o s s o f c o n t a c t s  ( l o s s o f  

the p - t u r n  s t r u c t u r e  ) w o u l d  d e c r e a s e  b y  -10 cm-1 t h i s  f r e q u e n c y ;  t h e  

e l e c t r o s t a t i c  p a r t  g i v e s  a  c l  c o n t r i b u t i o n  whsn t h e  - t u r n  B 
s t r u c t u r e  is l o s t . S o ,  t h e  N H  Gly3 a m i d e  I I  f r e q u e n c y  n o u l d  be i n  t h e  

1545-1550 cm-1 range when e x t e r n a l  h y d r o g e n  b o n d s  ( s o l v a t a t i o n )  w o u l d  

d e s t r o y  t h e  f o l d e d  s t r u c t u r e .  

The a m i d e  I I I  r e g i o n  d i s p l a y s  a g r e a t  s e n s i t i v i t y  t o  t h e  s t a t e  o f  

h y d r o g e n b o n d i . d l o s s  o f  t h e C I O  c o n f o r m a t i o n w o u l d  d e c r e û s e t h e  a m i d e  

I I I  ~ I i ( G l y ) ,  f r e q u e n c y  by  -13 cm-1 ( h y d r o g e n  b o n d )  , by -24 cm-l ( l a s s  

o f  c o n t a c t s )  a n d  by -3 cm-1 f o r  the e l e c t r o s t a t i c  c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  

t e r m i n a l  g r o u p s . S o  108s o f  t h e  f3 - tu rn  c o n f o r m a t i o n r o u l d d e c r e a s e  t h e  

G ly ,  a m i d e  I I I  f r e q u e n c y  i n  t h e  1245-1250 cm-1 r a n g e . E x t e r n a 1  

h y d r o g e n  bond on t h e  NH(GLyI3 w o u l d  i n c r e a s e  the a m i d e  I l l  by i3 t o  15 

c m - l . l f  t h e  1240-44 cm-1 band  o f  G T G C  i n t o  D H S û - d l  is d u e  t o  t h e  NH 

" f r e e "  g r o u p , t h e  c o r r e s p o n d i n g  " s o l v e t e d n  g r o u p  w o u l d  b e i n  t h e 1 2 5 0 -  

1259  cm-1 r a n g e , b u t  t h e  p - t u r n  s t r u c t u r e  d e s t r u c t i o n  would d e c r e a s e  

this f r e q u e n c y  by 1 0  t o  15 cm-1. -- 
. - I l 4  - 

-..-- - - 



f o r  t h e  c o r r e s p o n d i n g  IR a m i d e  II! '  v i b r a t i o n s , e x t e r n a i  h y d r o g e n  

bond w o u l d  arisa t h e  954  crn-1 f r e q u e n c y  ( N H  G 1 y  ) 3 t o  970  cm-1. T h i s  f ; c  t 

may b e  r e l o  t e d  n i  t h  t h e  d i s s y m m e t r i c  a m i d e  1 I I  ' b a n d  o b s e r v e d  i n  t h e  

c r i s t a l  f o r m  o f  C P G G  N-d5 ( f i g 4  ) .  

T h e l o w  f r e q u e n c y  r e g i o n i s o f i n t e r e s t t o  c 0 n s i d e r . A  p u r e  h y d r o g e n  

bond  v i b r a t i o n  o n t a  N H ( C l y ) , i s  c a l c u l e t e d  a t  1 2 6  cm-1 ( a n d  a t  2 1  cm- 

l ) . F o r  t h e  N H ( G ~ ~ &  , e x t e r n a 1  h y d r o g e n  bond  w o u l d  b e  p r e d i c t e d  e t  1 4 3  

m -  ( l i n e a s  b e n d ) * S u c h  e f f e c t s  o f  e x t e r n a l  h y d r o g e n  b o n d s  

( o r i g i n e t i n g  f r o m  cristal s t r u c t u r e  o r  f r o m  t h e  s o l v e n t )  a r e  o f  

i n t e r e s t  , d e s p i t e  t h e i r  v a r i o u s  s t r e n g t h s  a n d  have b e e n  s t u d i e d  b y  

AUBRY e t  a l ( 2 5 k  f o r  t h e  s o l v a t a t i o n  o f  B - t u r n s  a n d  by GENEST e t  e l ( 2 6 )  

i n  t h e i r  e m p i r i c a l  c a l c u l a t i o n s  o n t 0  t h e  w a t e r - p e p t i d e  i n t e r a c t i o n s .  

C o n f o r m a t i o n e l  d e p e n d e n t  f r e q u e n c i e s  o f  a B t u r n  I I  a t r u c t u r e  h a v e  

been p r e d i c t e d  - a n d  e x a m i n a t i o n  o f  the P o t e n t i e l  E n e r g y  D i a t r i b u t i o n  

and  t h e  c o r r e s p o n d i n g  J a c o b i a n  e x p l a i n e d  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

o b s e r v e d  a m i d e  f r e q u e n c i c s . S o , o u r  c a l c u l a t i o n s  were p e r f t l r m e d  u s i n g  

a n  w i s o l a t e d "  p e p t i d e  mode1 w i t h  no s i d e  c h a i n  ( e p a r t  t h e  i m i n o  

r e s i d u e )  t o  g i v e  t h e  p r i n c i p a l  c o n t r i b u t i o n s  o f  t h e  s k e l e t o n  

v i b r a t i o n s . F u r t h e r  w o r k s  ( 2 2 )  w i l l  û t t e m p t  t o  t r a n s f e r t  t h e  f o r c e  

f i e l d  t o  a i m i l a r  c o n f o r m a t i o n s . I n  t h i s  c a s e  Raman s p e c t r o s c o p y  moy b e  

on  u a e f w l l  cornpleinent  o f  o . t h e r  t e c h n i c a l  w a y s  o f  i n v e s t i g a t i o n s  on to 

p e p t i d e  structures. 
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F I G  1 :Interna1 coordinates of GPGG 
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F I G  6 : RAHAN s p e c t r a  o f  CPGG and CPCC N-d5 i n  DHSO-d6 

6 8 )  Amide 1 end 6 b )  Amide I I I  r a n g e s  

FIC 7. : I R  s p e c t r a  o f  ZGPCGOH~ ( a )  and N - d e u t e r a t e d  ZGPGCOHe ( b )  . ( F i l m s  

c a s t  €rom CHê13) 

F I G 8  : R A H A N  spectrumofso l idZGPGGOMe (fromCHC13) 8 e )  H i g h  f r e q u e n c y  

end amide A r e g i o n s  b) The 1200-1350 cm-L range o f  N- d e u t e r a t e d  

ZCPGCEIMe - 
FIC 9 : IR spectra of the C - d e u t e r a t e d  ZGPCGOHe .O3 and 04  are  t h e  

c o r r e s p o n d i n c ~  I= deu  tera ted methyleme gruups  ( G l y )  and ( ~ 1 ~ )  

F I G l O :  R A M A N  s p e c t r u m o f t h e s p e c i f i c a l l y  ( C l y )  C-deutera ted  Z C P G G O M e  
3 

(salid f r o m  C ~ C 1 3 ) . 0 3 ~ 4  

T I C  1 1 :  R A M A N  s p e c t r u m  o f  H3D4 

F TG 12 : R A M A N  s p e c t r v m  o f  ZGPGGOMe end N-deutere t e d  ZGPGCOHe in DP1S0- 

d 6  

L2a)  Amide 1 range 

1 2 b )  Amide 111  range 
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TA3LE I I :  E f  f e c t s  o f  dipolar i n t e r a c t i o n s  and  non bonded  atom p a i r s  

i n t e r a c t i o n s  Far the c a l c u l a t e c i  a m i d e  1 mode o f  C P C C .  
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COORD~BI~BS DE ~ R I Z  DBS p r m s  

STRETCH INGS 

= A R I  
= AR2 
= p R 3  =SI nouv 
 AR^ =S2 nouv 
= A  R5 =S4 nouv 
= a R 6  
= a R 7  
= a R 8  
= AR9 
= a R l  O 
= AR1-1  

= ( A R I  2+AR13) / K T  Vs(C02-) 
=(hR14+hR15)/VVs(CHZ) 
= A R 1  6 
= A R 1 7  

318 = AR21 
319 = AR22  = S3 nouv 
320 = A R23 = S5 nouv 
321 = A R24 = S6 nouv 
322 = A R25 = 57 nouv 
S23 = A R26 = S8 nouv 
924 = ( A R 2 7 + & 2 8 ) / ~  Vs(CH2) 
S25 = (AR29+&30)/= Vs(CH2) 
326 = (AR31+&32)/VT Vs(CH2) 
327 = AR33 

BENDINGS B-TURUS 

(-Ab136-d$~>~-A$~~38+A6*q+i+b&~~+~~)~/Y6 $s(NH3+) 
( ~ A ~ ~ - A & + + - A @ S , W )  /e b d ( ~ ~ 3 + ) / l  
(2A@+--d&,3+-($--t,18) IV6 r II( NH3+) 
( 5 A @ ~ ~  - i$~ ,u-A@~,~r-d$~+,s -d&~ -A$w)/m 4 (N1C2C3) 
( ~ A @ ~ W - A ~ , ~ ~ - A @ A , ~ , ~ - L Q * - A Q ~ , ~ S )  / V ï U    CH^ 14 
( A ~ ~ , ~ ~ + ~ @ ~ , I S - A ~ Z , ~ ~ - A @ ~ I S ) / ~  Wag( CH2 )4 
( 2 Ah -A 0 2 3  - A 83.33) /& (C2C3N4) 
( -AOs33) /v 
S9 nouv 

.6 (C3=0) 

SI 0 nouv 
s (C3N4C5) 

STI nouv 
S (C3fJ4C9) 

SI 2 nouv 
313 nouv 
S I 4  nouv 
SI 5 nouv 
S I 6  nouv 
SI 7 nouv 
0 -  1 95769AGp-0 -0473836&,rt-0.047487~4r~,ni 4 (CH2 )r 

0*24965db&?~ 
-0 .047777~$~~-0 .047691  A b r , »  
-0 -24990564 +O. 250048AQqz7 ~ a g ( ~ ~ 2  ) 

""'-0.249704A@rs,r;r p 



= SI8 nouv 
= O. 191 470Aj$>~-0.045849b 

= 

= ( 2 A@q6 -A $ 5 ~ 4  - h06,r.t) IVb 
= ( h@slw-&bt~.))/Vf &(C6=0) 
= ( 2 ~ 0 ~  -6d<;m-A0td (C6N1 OC1 1 ) 
= ( AQ)~~-AOI~~)/V~ S(N10-EI) 
= ( 5 - ~ U I T , ~ S  - h QI,% - db4,,- bb4r - AOi,i9) / V ~ D  $(NI OC1 1 Cl 2 
= ( ~ A & n - A $ t l 8 - A d t 9 - h @ t . ~ 8 - ~ O t , ~ / ~   CH^ ) r d  

= ( A Q , I ~  + A ~ ~ ~ ~ - A ~ ~ ~ ~ - A o ~ , % ) / ~  Wag(CH2 )r.c 

= (2A;O8,3 -@tIr)- Ao~rr)) /vb d(C1 lC12N13 
= ( A &Ji?- A @ ~ , I + )  /= b(C12=0) 
= ( 2 - A&,iC- A@e,*b) /n b(C12N13C14 
= ( d&,i6-h@1q16)/r &(NI 3-H) 
= ( 5 A&,,,\ - ~ @ ~ + , i ~ -  A&,K- A S(N13C14C15 
= (4A&\+,ir-A$r,l~- A@&ic- A d(CH2 )-14 

= ( A @IO,I,+ b \s,\s-d@n,~cr - A Wag(CH2 )44 

= ( 2 h @\alb- b@u,lt- A@ 11,\3) / Vb s(c02-) 
= ( A Qq\z -A@ul13) / r  CO^-) 
= 4 0)33,35 s( c~=O--H) 
= A 9 ~ 6 , 3 9  $(NI 3-"--O) 

= ( b - Ab,,,) / V2 N H ~ +  ) 
r L( NH3+ ) 
Tw (CH2 )t 

= ( 4 h, ,~ - 4@4,35+b h% - bcP1,3c) / 2 r (CH2 )L 
= 0.250074~&,~+0 .246534A&U+0.249471A$s,~3 Tw (CH2 

-0.246946 Q)u,z+ 
= 0.2469~9A~~~+0.249671A~~,,-0.21509466a~,~+ r (CH2 ) p  

-0.2484 1 2 h$u,,i.) 
=-0.2486876$~+0. 244787A4r13Q+0. 2501 41 A @ U / ~  Tw (CH2 ) g 

l -0.24375060rs,q 
= 0.2401 896~,+0.2459606@ -0.244742Ap~,29 r (CH2 1 

I s'-0.249205 b(Iyy 
=-0.2494776$,+0.2468196&,,,+0.250011 A 2s134 Tw (CH2 ) g  8 -0.246354 6 26,34 
= 0.245401 d e  +O .248644d# -0.24681 4 ~ 4 r 5 , ~ ~  r  CH^ ) 6 

25,32 U13z-~. 249876A$~4,~4 
= ( A 0 7 , ~  - - A ~ t , l g  + A$~,I~) / 2 Tw (CH2 ) A +  

= ( bOfle +dbl4l8-A$f,y)  /2 r  CH^ 
= ( ~ @ ~ , ~ , - & i ~ , i ~ - d @ ~ u ,  +d$li,is) /2 Tw (CH2 ) 
= (A $IC A q e , ~ y f  A$l\4 O ~~II,IF) l2 r (CH2 ) 



LINEAR BEI'TDS -TURUS B 

I n  p l ane  LB 

Out of' p lane  

GU!! OF PLANE WAGGING 

REDUNDANCY SYMMETRY COORDINATES 

Scyc le  = d d q a  
Scyc le  = b t ,  
Scyc le  =  AT^, 
S c y c l e  = b~~~ 
Scyc le  = berg. 
Scyc le  = atz6 
S c ~ c l e  

TORSIONS 

SI10 = A T 4  
S111 = A r t  
SI12 = A T 3  
3113 = ATr 
SI14 = A T 6  
3115 = Alt 
SI16 = A':* 
SI17 = AT1)  
SI18  = AT.,, 
3119 = 4 T 4 4  
SI20 = AT33 
3121 = AT33 
51-22 = AT46 
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f c-o,c=o =-0.095 D I X  and d r / b ~  =12.6 D/A 
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FREQUENCIES OF GPGG B-Turn 2 

C a l c .  PED 

( 2 5 8 0 )  1 0 0  ? ( N I O H )  
( 2 4 6 0 )  9 3  V(N13H) + 7 3 ( 0 - - ~ )  
( 2 4 2 0 )  90 Vd (NH3+) + 10vd (NH3+) 
( 2 4 0 9 )  1 û  Vd (NIi3+) + 903d ( f J H 3 + )  
(2229) LOO Us (NH3+) 

9 b  3a (CgH) 
1 0 0  Va (NH3+) 
i 0 0  Va (C2H) 
1 0 0  Va (Clliii 

45 d a  (CpHj + 55  32  (CyH) 
5 5  Va (CpHj + 45 3a (CyH) 

1 0 0  Va ( C M )  
95 JS  (CgH) + 4 Y S  (CyH) 
9 9  3s (C H) 

1 0 0  VS (C H )  
4 8  V S  (C2H) + 4 8  V S  (C?HJ 
5 1  Y s @ ( c ~ H )  + 48 IS (CyH) 

1 0 0  vs ( k n )  
649  ( ~ b = 0 )  +24 6 (NH--O) +11 ( C ~ N )  
529  (C3=0)  +333  (C3N4) +13  d ( ~ 2 ~ 3 ~ 4 )  
4SV (C12=0)  +Li33 (C12N) + ~ I ~ ( C C I Z N )  +10d  ( ~ ~ 1 3 ~ 1  

+iO ~ ( sH- -o )  + g 6 ( ~ 1 3 ~ )  
80 Slr(NH3+) +12 SL(NH3+) +6 K (NH3+)  
1 3  sL(NH3+) +76 S,,(NH~+) +5 r (NH3+) 
9 1  *a (CO ) 
50 6 (N13H) +45 6  (NH--O) +23  ( C 1 2 ~ )  +2V ( ~ 1 3 ~ )  
4 2  S2  c y c l e  
49 S ( ~ 1 0 ~ )  +253  ( ~ 6 ~ 1 0 )  + 9 3  ( N L O C ~ ) + ~ V  ( C 3 ~ 4 )  
+Ci S2 c y c l e  
936, (NH3+) +29 (N+Ca) +2 S2 c y c l e  
1 6  S 2  c y c l e + 4 0  S(C2H2 ) +39 6(CH2 P L 2  S8 c y c l e  
3 5  S2 c y c l e + 3 8 S ( C g H 2 ) + 2 2  S15  c y c l e + 2 0  S14  cyc l e  
8 4  S (C11H2 ) +lO CJag (G1H2) +Su ( N 1 0 G )  
7 2  6 ( c d  ) +12waq (Cd-ï2) +9 6  ( N H - - 0 )  +61 (N13C 
4 0  6 (Cg%)  +39  6 (C2H2) +11 6 (CpH2) +8 S8 c y c l e  
43 S 1 3  c y c l e + 3 9  S15 c y c l e t 1 7  S8 c y c l e  
77  6 (C ~ 2 ) + ~ 5  6  ( C  ~ 2 )  +3  S6  c y l e  
8 3  6 (CpH ) +17 6 (CyH ) 
3 8  Wag (C,B2 ) +19 6(NH--0) +L5 S(NI3H) +12  S(C2H2 

+ 8 Wag(C,%) 

1 3 6 7  87  Tw (C11H2 ) +3 Tw (C2H2 + 3  ( N l O H )  
1 3 6 4  5 2  Wag (C2H2) +44 TW (C2H2) 
1346 5 2  wag (CuH2 ) +22 6  (NH--O) +15 6  (C14H2 +12 6  (N13H) 
1331 4 5  wag (C7H2) +18 S15  c y c l e + l 3  ~ 1 6  c y c l e +  

1 2  S12 c y c l e t 7 .  S i 3  c y c l e + 5  V (C3N4) 
1328 3 4  wag (CgH2) +30 8 (Cas2 )  f i 4  S6 c y c l e + 8  S8  cycle  

+6v (C3N4) +SV (C,C 3) - 



i3 iï 8 5  Tw (C,H2) +;2 r (CuH2)  + 3 J  tCaN13)  
1 3 0 2  2 7  Nag ( C g H 2 )  +28  S7 c y c l e + l b  S 5  c y c l e + i 3  ~ a g  ( C P H ~  ) 
1283 X.1 I I I  48 6  (NH--0) +21 G ( N d H )  +LU 3 ( ~ 1 2 ~ )  +53 ( ~ 1 3 ~ a )  

+Sv (CcrCI2) 
ii7 5 35 Tw (CgH2) +34SiNE--0)  + 1 b  a ( N i 3 H )  + 7 ? ( C i 2 ~ )  + 5  S j  c y c l e  
1 2 5 5  AiV I I I  26 ( C b ~ 1 0 )  +22 S(CoNiUC ) +15 6  ( C 6 = 0 )  +23 TW (C6H2 ) 

+ y V(C,Cs) 
1 2 4 6  30 Fiag (CgH2) + 2 3  Tw (CgH2 ) + l 5  S16 c y c l e i l 2  Sb c y c l e  

+ 1 1  S 7  c y c l e + 8  Tw(CjH2)  
12ï .8  6 5  Tw (CPH2) + 2 0  S 5  c y c l e + 9  Slb c y c l e + 6  9 ( ~ 3 ~ 4 )  
1207 9 2  TW (CyH2) + 4  Ss5 cycle 
i i t l . 5  2 5  S 1 6  c y c l e + l 6  S i 2  c y c i e + i ~  Si5 c y c l e + 2 5  T w ( C  H 2 )  P + I l  Tw ( C y H 2 )  
1 1 7 7  2 8  r , / (NH3+)  +29 3 ( ~ 1 0 ~  j +15 8 ( C 3 = 0 )  + 1 3  iJ ( C 3 ~ 4 )  

+ 1 2  r (C2H2 
1155 5 6  r (NH3+) + 3 2  r ( C  2ii2 ) +y \) (NlOC ) 
il47 53 V ( ~ 1 3 C , )  + 2 2  6 ( N L ~ C , C )  +ll S ( C N ~ ~ C , )  + l L  \) 1CaC12) 

+4 S (C,Ci2N) 
L 1 3 L  4 2  r ( N H 3 + )  +L7 J (NiOC,) + 2 3  r (C , ,H2)  +Li ( N 1 3 G C )  

+t5 J ( C G N 1 0 )  
1 1 2 3  $1 r ( N H 3 t )  +33 r ( C , , H ~ )  +14 Wag ( C  H a )  +C) Wag ( C y H 2 )  
i l 0 7  26 r ( C j  M 2 )  + ~ î  r (CgH2)  *22 r*(NHj+! + 2 2  v ( N + C d  
1 0 9 9  35 Wag ( C  H' ) + 3 2  r (CnH2)  + 3 2  ~ 7  c y c l e  
.lof35 26 S ( c o 2 r + 2 5  9s i ~ 0 ~ )  +16 (CaC) + 1 5  ( C N 1 3 C a )  

+ 1 3  ( N i 3 C a C )  
i U 7 2  33 3 (N+c,) +29 S 5  c y c l e + 2 0  S 7  c y c l e + 0  3 ( ~ 2 ~ 3 )  

+12 \I(C,C12) 
i O 4 i  50 \) ( N + C ~ )  +LO S b  c y c l e + Î 4 .  r (Cg Hn j +? Wag (CpH2 1 
1 0  2 7  35 (CNUC,) + 3 i  r ( G H 2  +9 Tor (N+Ca)  + 7  9 ( caCl2)  

+6 (Ciz=O) 

9 7 4  A'! I I I '  
9 5 5  
4 5 4  AM III '  
942 
9 2 7  



3 6  d (C2C3 N 4 )  +3U S<J c y c l e + 3 4  Y(c6.0) 
8 5  T o t  (N+C ) +9 K (C2H2) +6 TOT (C3N4 ) 
58 J ( ~ ~ $ 1 4 ~ )  + l 3  d (%H) +iZr  ( ~ 0 2  1 +11r ( c ~ = o )  + 8  6 ( N ~ ~ H )  
8 4  (CiJ1-&)+9 d (NlocdC)+7 T O r ( N l g < < )  
55 4 (C2C3 N, j +15 Tor ( W C d )  ci2 d (C6NCq ) +l T o r  (C4CJ 

+ 7  g c6=0) 6 29 S 1 7  c y c l e + 2 6  ,518 c y c l e + l 8  6 ( N + c ~ c )  + 1 4  ( ~ ~ 1 6 4 )  
+13 4 (NH--O) 

29 d ( N U $ ~ ) + ~ 9  S 1 8  c y c l e + i 7  S 1 7  c y c l e + l l  ~ ( c N ~ c , )  
+9 d (NH--O) +6 6 (N+CdC) 

38 6 (CN&) + 3 2  & (N+CdC) ci.2 (CgPiC4) 5 1 6  c y c l e  
+8 T o r  (C3N4) 

7 4  6 ( N ~ Q C )  +8  c ! ( c N & ~ ) + ~  (NH--0 )  + 7  Y(N,#) 
45) 6 ( c ~ c ~ N )  + 3 5  6 (r ';t3QC)+lb 518 c y c l e  
3 1  d ( c d C $ l ) + 2 6  T o r ( C ~ C 1 5 ) + 1 8  d (N,3cclC,+15 d ( h & d C )  

6 
+13 d (CNaC4) 

49 S 1 7  c y c l e + 2 5  T o r  (c3N4) + 1 5  (NH--O) +LO S 1 4 c y c l e  
43  ~4 c y c l e + 3 0  6 (NH--O) + i 7  TOK (CaC6)  + l u  T o r  (C4C3)  
b l  3 (0,--H) + 1 7  T o r  (C3M4) +iZ T o r  (cdc3) +IO S ~ i c y c l e  
8 1  LB Ca=0+19 T o r  (Nt3C4) 
4 2  T o r  ( N & )  +30 & ( NH--O) +8 TOC ( G < c ~ ~ )  +ti 6 ( C ~ J C ~  
49 T o r  ) +ib T o r  (C4C3) +LL TOI. (C3=O)  + 

11 T o r  (CdCla  +LI LB (-1 
66 T o r  (Md) i 2 O  d ( N o q C )  +7  LB G O  c6 r ( % H )  
4 7  LB C6=O+26 V (*WH) +13 TOI ( I $ ~ C ~ ( )  + 1 L  SIL c y c l e  
65   oc iNuCd) +17  r (NUHI + 1 7  6 (Ni&C) 
76 TOK (NuC~)  +24 6 i~ ) i - -0 )  
3 0  T o r  ( N S d )  + l b   or ( Q C 6 )  +41 3 (.*-Hl i-13 LB 
6 6  T o r  (Wq)  ci6 6 (NH--0) +9 J (o=--H) 

1 0 0  L B l l h H  
4 9  6 (NH--0) + 3 i  T o r  ( H a H )  + 2 0  6 ( C 3 0 - - ~ )  
51 LB NmH+13 S L 1  c y c l e + l 3  T o r  (C4C6) +'3 Tor  (N,3C4) 



( C r 0 1  0 . 6 5  K (C3=0)  7 .88 ( p r o )  
(NC,) 4.19 K (CO--H)0.19 
(C,C) 1 .92  K (C=N) 5.13 
(CaCN) 0 .3  F (C,CN) 0.7 
(CaC=0)0.46 F (C,CrO)O.S 
(NC=O) 0.4 F (NC=O) 1.76 
(CNC,) 0 .37 F (CNC,) 0.79 
(CNH) 0 .296 F (CNH) 0.24 
(C NH) 0.233 F (C,NH) 0.20) 
C N C ~ C )  0.16 F (NC,C) 0.5 
(NCaH) 0 . 3 3  F (NCaH) 0 - 4 8  
(CG--11)0.02 . H (.un--0)o .@2  
CO--ti 0.05 t  CO--H 0.02 
iuli--0 0.02 H Nli--0 0.02 

Kappa NH3 -0 .05 
P CH-CH -0 .11  

Kappa CH2 -0.02 
P NH-RH -0.11 

Ta bls I V  







Conclusion:  

Les f r 6 u e n c e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  p r i n c i p a l e s  l i a i s o n s  amide 

i n c l u s e s  dans  un coude de t y p e  II o n t  été é t u d i e e s  expér imentalement  

e t  d e  façon t h é o r i q u e .  

C e r t a i n e s  f r é q u e n c e s  comme c e l l e s  r e l i é e s  mix v i b r a t i o n s  amide III 

d i f f e r e n t  d e s  r é s u l t a t s  ob tenus  p a r  d ' a u t r e s  a u t e u r s .  Ces a u t e u r s  

p roposent  l a  r eg ion  1300-1 350 cm-1 comme é t a n t  c a r a c t é r i s t i q u e  de  l a  

v i b r a t i o n  amide I I I  pure.770~ c a l c u l s  prévoicnkcette v i b r g t i o n  à des 

f r équences  i n f é r i e u r e s  1255-1 285 cm-1 avec d e s  c o n t r i b u t i o n s  du mode 

amide I I I  aux v i b r a t i o n s  d e s  g roupes  méthylène v e r a  1320-1 340 cm-  

1 .Trous v e r r o n s  au c h a p i t r e  s u i v z n t  l l i m p o r t a n c e  de  l ' é t u d e  d e  c e t t e  

v i b r a t i o n  p a r t i c u l i è r e .  

L e s  c o n s t a n t e s  de f o r c e  f inales  peüvent main tenant  Q t r e  

t r a n s f e r e e s  à d e s  c o n f o r n z t i o n s  p roches  du modèle p r é c i s  é t u d i é  i c i .  



. 
Introduction aux coudes B 

Les constantes de force obtenues &I partir de la simulation par 

traitement des coordonnées normales eur un peptide modèle (GPGG) 

adoptant une conformation en coude II sont transférées au même 

peptide dansles diversesconformations t t s t a n d a r d " d e s c o u d e s ~ ( ~ , ~ ~ ~  

pour G-L-PGG et It,ITf,IIIt pour G-D-PGG) . 1 
\ 

Les fréquences vibrntionnelles des Croupes amide ont été ca.lculées 

pour chaaue type de coude p. 
Les effets des différents potentiels ont été dép,aeés. 

Des relations dièdrales liant les fréquences de vibration amide ITT 

et amide Y en fonction des eneles y (angle de torsion des liaison NC,Cll) 

ont été mises en évidente. 

ilne con~araison est faite entre nos de f:équence de 

vibration et les fréquences obtenues expérimentalement par plusieurs 

auteurs siir des peptidea adoptant des conformations repliées . 
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Resonence, normal mode o f  vibretion,P.E.D s Potential fnergy 

Distribution 

Normal mode anelysis o f  stsndard p-Turns h a v e  been performed 

using the refined force field obtained from e t y p e  II 0 Turn like 

conformation frequencies. 

Effec ts o f  various potentiels are discussed and t h e o ~ e t i c e l  

predictions a r e  c o m pared t o  t h e  experimentol r e s u l t s  o f  various 



R a m a n  a n d  i n f r n r e d  s p e c t r a  a r e  o f  g r e a t  h e l p  t o  

d e t e r m i n e  f o l d e d  s t r u c t u r e s  i r l  c o m p l e x  e d i f i c e s  e a  

g l o b u l a r  p r 0 t e i n s . h  8 p r e v i o u s  w o r k , w e  d e t e r a i n a t e d  

t h e  r e f i n e d  f o r c e  f i e l d  ( 1 )  g b t e j n e d  f ~ o m  n o r m a l  mode 
. 

u a l c u l a t i o n s  o f  i t y p e  I I  p t u r n  ( 2 , 3 , 4 )  l i k e  atrueture 

u s i n g  t h e  p e p t i d e  Cly-L-Pro-Gly-Cly ( C P C G )  w h i c h  a d o p t s  

t y p e  I I  t u r n  c o n f o r m a t i o n  ( 3 )  as iodel.~oreover ue 

a n a l y a e  t h e  c o n f o r m a t i o n  e m i d e  I I  n o r m a l  ' m o d e  

In t h e  p r e s e n t  w o r k  d i f f e r e n t  s t a n d a r d  8 t u r n s  ( 2 )  

c h a r a c t e r i z e d  by r set o f  d i h e d r a l  a n g l e s  , werc 

conaidered; M o r e  e o p e c i a l l y  t h e i r  a m i d e  f ' requenc . i e s  

were c a ~ c u l a t s d  u s i n g  t h e  r e a u l t s  p r e v i o u s l y  o b t a i n a d  

w i  t h  t h e  t y p e  I I  t u r n  z e f  i n e d  f o r c e  f i e l d  d e t e r m i n a t . i o n  

( 4 )  - A  c a l c u l e t c d  e m i d e  Ç r c q u e n c i e 8 - d i h e d r a l  angles 

r e l a t i o n s h i p  wes e s t s b 1 i s h c d  f o r  t h e  t y p e  1 a n d  t y p c . 1 1 1  

fl t u r n  as r a i l  a f o r  t h e i r  c o r r e s p o n d i n g  mirror 

s r r e n g e a e n i a ,  t h e  n o - c a l l e 6  p-turns of  t y p e  1' , I I b  and 

III' t h e  d i h e d r a l  a n g l e s  o f  w h i c h  w e r e  g i v a n  by 

V E N K A f  A C H A L A W  ( 2 ) .  

T h i s  u s y  i s  a g o o d  o p p o r t u n q t y  t o  r e l a t e  a m i d e  g r o u p  

o n  t h c i r  ( $ , Y )  d i h e d r a l  a n g l e s  a s  p r @ v i o u s I y  d o n e  b y  

K R I M H  a n d  B A N D E K A R  ( 5 , 6 )  a n d  L O R D  ( 7 ) .  



T h e  t h e o r e t i c a !  n o r m a l  m o d e s  h a v e  b e e n  c n l c u ~ a t e d  

u s i n g  a m o d i f i e d  U R E Y - B R A D L E Y  f o r c e  f i e l d .  A d d i t i o n a l  

p o t e n t i a l s  w e r e  t a k e n  i n t o  a c c o u n t  i n c l u d i n q  d i p o l a r  

e f f e c t s  ( V  i t e r m ) ,  n o n  b o n d e d  a t o m  p g i r s  ( Y . 2  t e r m l  8n.d  

* 

t e r m i n a l  g r o u p  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  ( V  trrm). 

T h e  f o r c e  c o n s t a n t s  s e t o b t a i n e d  f r o i n t h e  t y p e  I I  8 t u r n  

n o r m a l  m o d e  c e 1 c u l r t i o n s  ( 1 )  ras used w i t h 0 u . t  

m o d i f i c a t i o n .  

T h e s c h e n r a t f c  r e p r e s e n t a t f o n  o f  a - t u r n w a a  d r a w n  i n  B 
T i g  1 a n d  t h e  d i h e d r a l  a n g l e s  o f  the d i f f e r e n t  t y p e a  . o f  

turn we c o n s i d e r  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  1 . T h e  r o u r  r e s i d u l e s  

0 7  t h e  p e p t i d e  G l y - t - P r o - G l y - G . l y  w e r e  n u m h s r e d  . 
b e q u e n t i e l ~ y  i t o  i + 3  . T h e  t h r e e  d i s t i n c t  c a r b o n y l  

w r i t t e n  ( C O ) ,  , ( C O I 2  a n d ( C O ) ,  r e s p e e t i v e l y  e n d  t h e  two 

i+Z e n d  i + f , N H  g r o u p a  NH(1) e n d  N H ( I 1 )  r e s p e c t i v e l y .  

T a b l e  1 d i s p l a y s  t h e  c a l c u l a t e d  a m i d e  g r o u p  

f r e q u e n c i e s  f o r  e a c h  s t a n d a r d  B t u r n  a c c o r d i n g  t o  t h e  

V E N K A T A C H A L A H  n o t e t f o n  ( 2 ) . P o r  t h i s  c a l c u l a t i o n , t h e  

( N H I I  g r o u p w . a a  c o n s i d e r e d  e s  b e i n g  f r e e , t h a t  i s  w i t h o u t  

e x t e r n a l  h y d r o g e n  b o n d  , w h i l e  t h e  ( ~ ~ 1 1 1  g r o u p  w a s  

i n c l u d e d i n  a n  i n t r 8 m o l e c u l e r  h y d r o g e n  b o n d  i n  o r d e r  t a  

a t a b i l i z e  t h e  C,,  truct turc ( p  t u r n ) .  - 1 5 0 ' .  



S i n c e  i t  i s  w e i l  k n o w  t h e t  t h e  p r e s e n c e o r  l a c k i n g  O '  

h y d r o g e n  b o n d s  h a s  a s i g n i f i c a n t  e f f c c t  o n  t h e  a m i d e  1 .  

a n d  a m i d e  I I I  f r e q u e n c i e s  ( 5 )  ( i n c r e a s i n g  t h e  f r e q u e n c :  

w h e n  t h e  N-H g r o u p s  e r e  h y d r o g e n  b o n d c d 3  , t h e  f r e q u e n c i e :  

were  a l s o  c a l c u l a t e d  f o r  t h e  N H ( 1 )  g r o u p  i n c l u d e d  i n  i . 
h y d r o g i n  'bond a n d  f o r  t h e  W H ( 1 1 )  r h e n  i t s  i n t r . i m o l e c u l a :  

b o n d  i r  d i s r u p t e d - O n e  o b r e r v + a  t h a t  t h e  r e s u l t i n !  

c a l c u l a t e d  f r e q u e n c y  a h i f t s  a r e  n o t  s f m i l a r  Tor t h e  t w ~ !  

N H  g r o u p a  a n d  t h f s  r t n u l t  i o  r t  v a r i a n c e  w i t h  p r e v i o u :  

T a b l e  2 g i v e r  t h e  r e l a t i v e  c o n t r i b u t i u n s  t a  t h t 1  

i n t e r a c t i o n 8  ( Y 2 )  i n d  h y d r o - g e n  b o n d  ( V 3 ) .  

T h e  a r i d e  1 m o d e s  a r s o c i n t e d  w i t h  t h e  C s 0  s t r e c h i n l  

, v i b r a t i o n  i v e r y  r e n a f t i v e  t a  b o t h  t h e  V ,  a n d  \I 

p o t e n t i a l n , b u t t h e  c o n t r i b u t i n n s t o  t h e  f r t q u e n c i e r  of  

t h e  V 3  p , o t e n t i a l  c a n  b e  n e g l e e t c d . A t  t h e  o p p o a i t e , t h t  

8 m l d d  1 1 , f f I  e n d  a m i d e  V m o d e 8  a r e  h i g h l y  s e n s i t i v e  t e  

b o t h  t h e  * Y ,  a n d  VJ p ~ t e n t i  a l r . U n f o r t u n e t 1 y ,  t h e  IF 

r a i d e  I I  b r n d s , t h e  i n t e n e f t i c 8  o f  w h i c h  a r e  v e r ?  

i m p o r t a n t , a r e  o v e r l a p p i n g  t o  t h e  b a n d s  o r i s i n g  f r o m t h c  

p r o l y l  r i n g  v i b r a t i o n s  i n  t h e  1 5 4 0 - 1 5 8 0  cm-l. r a n g e  e n c  

t h e r e f o r e  , i n  o u r  c a u e ,  c a n  n o t b e  u s e d t o  i d e n t i f y  t h e E  

t u r n  s t r u c t u r e . O n  t h e  o t h e r  h e n d , i t m u s t  b e  r e m e n b e r e c  

t h a t  t h e  a r a i d e  I I I  i 8  s e n s i t i v e  t o  t h e  b a c k b o n e  

- 1 5 1 -  c o n f o r m a t i o n  a n d  t o  t h e  s i d e  c h a i n  c o m p o s i t i o n .  



T h i s  f e c t  is s h o w n  i n  t a b l e  3 w h e r e  t h e  P o t e n t i  

E n e r g y  D i s t r i b u t i o n  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  a m i d e  1 

m o d e s  i s  g i v e n .  

O n e  c e n  o b s . e r v e s  t h . a t  t h e s e  f r e q u e n c i e s  a r e  h i g h  

d e p e n d e n t o f t h e  (Vp) g r o u p  f o r t h e N H ( I 1 )  g r o u p a n d  

t h e  p r o l y l  r i n g  v i b r a t i o n s  f o r  ~ ~ ( 1 1 .  

S o  it 1s p o a s i b l e  t a  o b t a i n  a T ( a m i d e  1 1 1 )  = f (  

r e l a t i o n s h i p  f o r  t h e  m o d e 1  p e p t i d e  w e  n t u d y  i.d,GPGC e v  

. . 
i n  d i s t i n g u i  s h i n g  b a t w e . n  t h e  d i l f e r e n t  typ 'ea  o f  

t u r n s -  H o w c v r r ,  f o r  a l 1  t h e  t y p e 8  o f  t u r n  we e x a a i n t d , o t  

b e n d  l o c a t e d  a t  b e t w e e n  1 2 8 . 4  a n d  1 2 9 1  c m - 1  h a  t a  1 
* 

considerad a t t e n t i v e l y  s i n c e  t h e  N H  d e f o r m a t i l  

c o n t r i b u t i o n  t o  i t s  frequeney i h i g h e r  t h a n  5 0 '  

( T a b l e  2 ) . T h e r s f o r e  t h i a  b e n d  c o u l d  b e  c h e r a c t e r i s t i  

o f  a p t u r n  f o l d e d  s t r u c t u r e  b u t  w i t h v u t  p o 8 a f b i X f f y  i 

d i s t i n g u i a h  b e t w e e n  t h e  d i f f e r e n t  t y p e a  o f  t u r n a .  

T h e  a m i b e  Y r o d e s , w h i c h a r e  e 8 r e n t i a l l y  a r i s f n g f r r  

t h e  N H  d e f o r m e t i o n s  h a v e  b a e n  s h o w n  t o  b e  p e r t i c u l a r l  

s e n n i t i v e  t o  t h e  t o n f o r m a t i o n  ( 8 )  - f i 9  2 d i s p l o y a  t h  

Y ( a m i d e  Y = f ( y )  r e l a t i o n a h i p  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  YH(l 

g r o u p  e i t h e r  f r e e  o r  i n c l u d e d  i n t o  a h y d r o g e n  b o n d . f h  
b 

s h e p e  o f  t h i a  c u r v e  f s  r e m i n i s c e n t  o f  t h i s  o n e  w 

p r e v i o u s l y  o b t a i n e d  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  a m i d e  I I I  b e n  

(4).Such d e p e n d e n c e s  s u g q e s t e d  t o  u s  a ( 7 a m i d  

a " I i n e a r "  r e p r e s e n t a t i o n .  -152-  



T h i s  f e c t  i s  s h o w n  i n  t a b l e  3 w h e r e  t h e  P o t e n t i 3 1  

E n e r g y  D i s t r i b u t i o n  c o f = e s p o n d i n g  t a  t h e  a m i d e  I i l  

m o d e s  is g i v t n .  

O n e  f a n  o b s e r v e s  t h a t  t h e s e  f r e q u e n c i e s  a r e  h i g h l y  

d e p e n d e n t o f t h e  (Cg2) g r o u p  f o r  t h e N f l ( I 1 )  g r o u p e n d o f  

t h e  p r o l y l  r i n g  vibrations f o r  RH(1)- 

S o  it is p o a s i b l e  to obtein a Y ( a m i d e  I I I )  = f ( y ]  

r e l e t i o n s h i p  f o r  t h e  m o d e 1  p e p t i d e  we s t u d y  i.d,CPCG e v e n  

i n  d i a t i n g u i s h i n g  b e t w e e n  t h e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  

t u r n s .  H o w e v t r ,  f o r  a l 1  t h e  t y p e s  o f  turn w e  exemined,onr 

b a n d  l o c a t e d  a t  b e t w e e n  128.4 a n d  1291 c m - 1  h e s  t o  b e  
# 

considertd a t  t e n t i v e l y  s i n t e  t h e  N H  deToraet3 o n  

c o n t r i b u t i o n  t o  i t s  f r e q u e n c y  is h i g h e r  t h a n  S08 /c  

( f a b l e  2 ) . T h e r e f o r e  t h i s  b a n d  cauld b e  chezacteristic 

o f  a 0 t u r n  f o l d e d  s t r u c t u r e  b u t  w i t h a u t  p o 8 a i b i l i f y  to 

d i ~ t i n g u i ~ h  b e t r e e n  t h e  different t y p e s  o f  turna. 

The a n i d e V r o d e s , r h i c h a r e e 8 s e n t i a 1 ~ y  ariaingfroa 

t h e  N H  d e f o r m e t i o n s  h a v e  b c e n  s h o w n  t o  b e  p a r t i e u l a r l y  

s e n s i t i v e  t a  t h e  c o n f o r m a t i o n  ( 8 )  ,Fiq 2 d i s p r a y s  t h e  

g r o u p  e i t h e r  f r e e  o r  i n c l u d e d  i n t o  a h y d r o g e n  bond.7he 

s h e p e  o f  t h i s  c u r v e  is r e m i n i s c e n t  o f  t h i s  o n e  w e  

p r e v i o u s l y  o b t e i n e d  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  e m i d e  I I I  b a n d  

( 4 ) . ~ u c h  d e p e n d e n c e s  s u g g e s t e d  : O  u a  8 ( P a m i d e  

1 1 1 / r ; a m i d e V ) =  f ( V )  r e l a t i o n s h i p ( F i g 3 )  c h a ~ a c t e r i z e d b y  
.L 



DISCUSSION: 

L e t  u s  n o n  t o  d o  o c o r n p a r i s o n  b e t w e e n  o u r  c a l c u l a t e  

f r e q u e n c i e s  e n d  t h e  n u m e r o u 8  e x p e r i r n e n t a l  Raman  o 

i n f r a r e d  s t u d i e s  w h i c h  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  o n  f o l d e  

p e p t i d e s - T h e s e  e x p e r f n e n t a l  s t u d i e s  p r i n c i p a l 1  

c o n s i d e r  t h e  a m i d e  A a n d  a m i d e  1 f r e q u e n c i e 8  t a  i d e n t i f  

t h e  c o n f o r m e t i o n e l  f e a t u r e s ~ M o r e o v e r , o n l y  f e u  o f  t h e  

were c a r r f e d  o u t  u s i n g  N - d e u t e r a t i o n  t o  c o r r e l a t e  t h  

a m i d e  m o d e  f r e q u e n c i e s  t o  t h e  l o c a l  c o n f o r m a t f o n . W  

w i l l  s u c c e s s i v e l y  c o n s i d e r  t h e  e x p e r i m c n t e l  r e s u l t i  

w i t h  t h e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  Lurns.  

T y p e  1 t u r n a s  

K A W A I  a n d F A S H A N  ( 9 )  h e v e p e r f o r m e d  e s t u d y  o f  2 - C l y -  

1-Str (0tBu)-L- S e r - G l y - O - S t t a r y l  e s t e r  b y  c i r c - u l a r  

d i c h r o i s a  a n d  i n f r e r e d  s p e c t r o s c a p y  a n d  they c o n c l u d e d  

t o t h e  p r e s e n c e  o f  a t y p e 1  f t u rn .Th i .h i .  r e s u l t  w a a  j u d g e d  

a s  e q u i v o c e l  b y  S M I T H  a n d  P E A S E  ( l D ) . H o n e v e r , i t  is 

i n t e r e s t i n g  t o  o b s e r v e  t h a t  t h e i r  a m i d e  1 mode 

f r e q u e n c i e s  ( 1 6 9 5 , 1 6 3 5  cm-1 w i t h  a  1 6 6 5  cm-1 s h o u l d e r )  

o b t e i n e d  o n t o  e f i l m  c a s t  f r o m  c y c l o h e x e n  a r e  i n  f a i r  

a g r e e m e n t  w i t h  t h e  f r e q u e n c i e s  n e  c e l c u l a t e d  ( T a b l e  1 )  

(1695,1663 a n d  1643 c m - 1 ) .  



ÿ AN e t  a 1  (111 s t u d i e d  t h e  p e p t i d e  Z - C ? y - P r o - L e u - C ! y  

i n  t h e  c r y s t a l  f o r m , t h e  X - r s y  d e t e r m i n a t i o n  o f w h i c h w a s  

r a r r i e d  o u t - T h i a  p e p t - i d e  c x h i b i t s  a t y p e  1 t u r n - T h e  

e u t h o r s  r e p o r t e d  t h e  1 6 8 3 , 1 6 5 1  a n d  1 5 3 7  cm-1 b a n d s  a s  

e r i s i n g  f r o m  t h e  a m i c f e  I m o d e s  t h e t  is e t  l o w e r  

f r e q u e n c i e s  t h a n  expected f o r  our c e l c u l a t e d  t y p e  f 
. 

t u r n . T h i 8  d i  e c r e p e n c y  c o u l d  be d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e i r  

e x p e r i m e n t a l  s p e c t r u n i  w a s  r e c o r d e d  o n  e c r y s t a l .  The 

e x a m i n a t i o n  o f  t h e  f r e q u e n c i e s  o f  t h e  b a n d s  arising f r o m  

o t h e r  e ~ i d e m o d e a w o u ~ d e l ~ o w t o g a i n s o r a e  i n f o r m a t i o n  i n  
1 .  

t h i s  case .  U n f o r t u n a t e l y ,  t h e  1336-1349 cm-1 b a n d s  t h 8 t  

t h e y  attri b u t c d  a s  a r i s i n g  f r o m  t h e  a m i d e  I I I  m o d e  were 

not c o r r o b o r a t e d .  u s i n g  N d e u t e r e t i o n .  F r o m  a n o t h e r  

p e p t f d e  o b t a i n e d  i n  e c r y n t e l  O ,  S-Benzyl-Cys-Pro- 

Leu-61y-WH2 ,FOX e t  a 1  ( 1 2 )  i d e n t i f i e d  a t y p e  X f t u r n  

( c r y s t a l l o g r a p h i c  d a t e  (13)) a n d  ' t h e y  o b s e r v e d  the 

a m i d e  1 mode f r e q u e n c i c s  a t ' 1 6 6 4  cm-1 a n d  t h e  a m i d e  3 11 

f r e q u e n t i e s  a t  1 2 3 5 , 1 2 6 1  a n d  1 2 9 4  cn-1. T h e s e  v a l u e s  

h a v e  t o  b e  c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  w e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  

n o r m a l  c c o r d i n e t e  t r e a t m e n t s  o.n G P C C  f o r  a t y p e  I /3 t u r n  

i . d  f o r  t h e  a m i d e  I I I  m o d e s  1 2 7 4  a n d  1 2 8 4  cm-1 w i t h  

c o n t r i b u t i o n s  a t  1 2 3 6  e n d  1 3 3 9  cm-1. 

T y p e  XI B t u r n s :  

S e v e r a l  e x p e r i m e n t a l  s t u d i e s  w e r e  a l s o  p e r f o r m e d  o n  . 
t u r n s  o f  t y p e  I I .  



\ 

I S H X Z A K I  e t  a 1  ( 1 4 )  h a v ' e  r e p o r t e d  t h e  1 6 6 8  c m - 1  ( a m i d e  

1) a n d  1286 cm-1  ( a m i d e  111) b a n d s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  

p e p t i d e  t 8 o c - C y  s - P r o - V a l - C y s - C O - N H - C H J  t h e  s e c o n d a r y  
1 I 

s h 

s t r u c t u r c ' o f  w h i t h  * a s  d i s t i n g u i s h e a  e s  a t y p e  I I  B t u r n !  
4 J 

by N n R  s p e c t r o s c o p y ~  F O X  e t  a l  (12) o b s e r v e d  f o r  P r o - L e u -  . 
C l y - N U 2  ( c r y s t a l )  w h i c h  e d o p t s  a t y p e  I I  f3 t u r n  

structure ( % - R a y  d a t a ( & S ) )  t h e  a m i d e  1 b a n d s  s t l 6 8 8  a n d  

1 6 4 9  cm-1 e n d  t h e  a m i d e  I I I  b a n d s  a t  1 2 3 8 , 1 2 6 6  a n d  1 2 8 3  

-cm-1.HSEU e n d  C H A N G  (16) c a r r i e d  o u t  a a t u d y  o n  t h e  some 
ti - - 

. - 
p e p t i d e P r o - L e u - C l y - N H 2  s f t h e r  i n  t h e  s p l f d  r r t s t e  o r  i n  

a o l u t i o , n  (H,0 a n d  0HS0).Thei~ r a s u l t s  e r s  s i 1 ~ ~ 1 1 a r  t o  

t h o n e  o b t a i n e d  b y  F O X  e t  a l  ? o r  t h l a  t y p e  I f  p tu'" 

s t r u c t u r e  t t h e  a m i d e  1 f r e q u e n c i e a  a r e  o b s e r v e d  et1687 
L R I  

e n d  16513 cm-1 (uolid s t a t e )  and  a t  1 6 6 9  cm-1 i n  O M S 0  a n d  

th.u a m i d e  1 x 1  b a n d s  crt 1259 c m - l  (pH 2 )  a n d  1242 cm-1 (pH 

1 2 )  i n  a q u s o u s  s a l u t i o n .  

An e x p a r i m e n t a l  work  c a r r i e d  o u t  b y  I S H T Z A K X  e t  81 
8 

( 1 7 )  o n  A n t h o p l . e u r l n  A r e p o r t e d  t h e  1 6 7 7  cm-1 ( a i b i d e  1) 

and12!54,1260 a n d  1272 cm-l ( a m i d e  I I I )  b a n d s  a 8  r t i s i n g  

f rom 8 r i x i n g  o f  t y p e  I I  t u r n  e n d  a n t f p a r a l l e l  B *""" 
, a t r u c t u r e a  a s  d e t e r m i n a t e d  b y  C ' 3 ~ ~ ~  r t u d i e a .  

B A N O C K A R  e t  a l  ( 1 8 )  a t u d i a d  t h e  c y c l o ( L - A l e - O - A l r -  

a m i n o c e p r o y l )  w h o s e  t h e  s t r u c t u r e  w a s  i d e n t i f i e d  r s  

b e f n g  e t u r n  o f  t y p e  I I  by N H R  a n d  c i r e u l a r  dichraia. 

s t u d t e s . T h e y  o b s e r v e d  t h e  a m i d e  1 b o n d  r t  1 6 6 9  cm-l 

-15s- 
( ~ a m r n )  a n d  1641 c m - 1  ( I R ) .  - --- -- -. .- . - . - 



T h e y  r e p o r t e d  t h e  c a 1 c u I a t e d  a m i d e  1 e t  1 6 5 6  c m - P  a s  

a r i s i n g  f r o m  a i i x e d  s t a t e  o F  il t u r n s  o f  t y p e s  I I  a n d  1 ' .  

N A I N  e t  a l  ( 1 9 )  s t u d i e d  P r o - L e u - G l y - N H 2  . T h e y  

, r e p o r t e d t h e  a m i d e i b a n d s  a t l 6 9 8 , 1 6 8 8  a n d 1 6 5 5  cm-1 a n d  

t 'ht  a m i d e  I I I  n o d e  b a n d s  i n  t h e  1290-1330 cm-1  r a n g e .  

T y p e  I f 1  p t u r n :  

ISHIZAKI e t  a l  ( 1 4 )  a n d  R A 0  e t  a l ( 2 0 )  i n t h e i r  s t u d i o s  

1 

f o u n d  t h e t y p f c a l e m i d e  1 e n d  I I I  b a n d s  e t 1 6 7 7 , l 2 8 6  C U - &  

a n d  1 6 5 8 , 1 6 4 6  c i - l  t e s p e c t i v e 1 y . T h e s e  v a l u e u  a r e  i n  . 
feir a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  w e c a l c u l a t e d  f o r  t h e  t y p e f . f X  

t u r n  ( T a b l e  1 )  a s  expe-cted i n  t h i s  c a s e  s i n c e  t l l a  

s t r u c t u r e  e x h f b f t e d  b y  t h e s e  p e p t i d e s  a n d  d e t e r a f n s t a s d  

b y  X-ray f a  a f3 t u r n  o f  t y p e  I I I  (21). . 

S U C H A R D A - S O B C Z Y K  e t  a l  ( 2 2 )  s t u d i e d  ~ ' u f t s î n ,  a 

t e t r a p e p . t i d e  w f  t h  t h e  s e q u e n c e  thr-Lys-Pro-Arg a n d  3 ts 
- .  

aneloqr.They a t t r i b u t e d  the b e n d s  e t  3 6 8 5 , 1 6 5 5  

C d i t f u r r e )  a n d 1 6 3 0  C R - 1  a s  e r i s f n g  Croa t h e  a m i d e  110t!t 

-The>.  c h e r a c t e r i z c d  t h i s  f o l d a 9  s t r u c t u r e  u s i n g  '% N I ; R  

a n d  c f r c u l a r  d i c h r o i a m  e n d  r o u n d  a. T u r n  1 I I  s t r u c t u r e  B 

I n  c o n c l u s i o n  o f  t h i s  c o m p i l a t i o n ,  ( t a b l e  3 )  t h e  

- 1 5 6 -  
f o l l o w i n g  r e m a s k s  h a v e  t o  b e  d o n e :  



* D e s p i t e  t h e  s l i g h t  d i f f e r e n c e s  . b e t w e e n  our 

p r e d f c t e d  a m i d e  f r e q u e n c i e s  a n d  t h o a e  p r e v i o u s l y  d o n e  
\ 

( 5 )  , a  f a i r l y  g o o d  a g r e e m e n t  i s  o b s e r v e d .  C o m p a r i s o n  

b e t w e e n o u r  c a l c u l a t e d  v a l u e s  a n d  t h e  e x p e r i m e n t a l o n e s  

o b t a i n e d  f r o m  IR a n d  R e m a n  s p e c t r e  r e c o r d e d  o n  p e p t i d e s  

t a k i n g u p  a f o l d e d s t r u c t u r e  a r e  r e l a t i v e l y  s a t i s f y i n g .  

The a m i d e  I m o d e  d o e s  n o t  a p p e a r  a s  t h e  b e s t  o n e  t o  

i d e n t i f y  w h a t e v e r  t h e  t y p e  o f  t u r n . I n  p a r t i c u l a r , w e  

d i $  n o t  f i n d  o n y  b e n d  c h a r a c t e r i s t i c  o f n e i t h e r  e t y p e  I 

n o r  a t y p e  I I  t u r n .  

* N o a m i d e I I I a o d e  ? r e q u e n c l e s w e r e c a l c u l e t e d  i n  t h e  

1308-1330 cm-1 r a n g e m H o w e v e r , h f g h  f r e q u e n c y  

c a r i t r i b u t i o n s w e r e  p r e d i c t e d b y  u s  i n  t h e 1 3 3 5 - 1 3 5 0 c m - 1  

r e g f o n  r s  w e l l  e s  e t  l o u e r  f r e q u e n c i e s  i n  t h e  1240-1253 

cm-l r e g i o n  , 

tast,but r r o t  t h e  l e e s t , f t  L a  i m p o r t a n t  t o  p o i n t  o u t  

t h a t  t h e  f r e g u e n c f e s  s r +  sensitive t o  t h e  s k e l e t o n  

c o n ? o r a a t i o n , c r f  c o u r s e , b u t  el80 t o  t h e  s i d e  c h e i n  

c o m p o a i t i a n  o f  t h e  p e p t i d e  c o n s i d e r e d - I n  o t h e r  
. 

w o r d s , t h e  e i l e u i a t e d  f r c g u s n e i e a  a r c  d c p e n d i n g  o f  t h e  

p s p t f  d i e  l a o d e 1  u s e d  f o r  t h e  c a ' l c u l e  t i o n s . A s  a n  e x e m p l e  

o f  t h i s  o b s e r v e t i o n ,  t h e  r o t e  p l a y e d  b y  t h e  n o n - b o n d e d  

e t o m p a i r i n t e r a c t i o n s  w e h e v b  t a k e n i n t o  a c c o u n t i n  o u r  

c a l c u l a t i o n s  is w e l l  i l l u s t r a t e d  b y  t h e  f o l l o w i n g  



T h e  G l y - P r o - L e u - G l y  i n  i t s  r w i t t e r i o n i c  f o r m  a d o p t a  

i n  s o l u t i o n  i n  D M S O - d 6  a t y p e  1 t u r n  s t r u c t u r e  a s  

e v i d e n c e d  b y  N N R  s t u d y  ( 2 4 )  w h c n  t h e  p e p t i d e  C l y - P r o -  

- G l y - G l y i n  t h e  s o i e  c o n d i t i o n s  e x h i b i t s  a  t y p e  I I  p t u r n  

( 3 ) . S o  n o n - b o n d e d  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  L e u  r e s i d u e  s i d e  

c h a i n  d e t e r m i n e s  t h e  t y p e  o f  f o l d i n g  p r e s e n t  i n  t h e  

m o l e c u l e  a n d  h a v e  n o t  t o  b e  n e g l e c t e d -  

A m i d e  f r e q u e n c i e a  w e r e  e l s o  c e l c u l a t e d  f o r  t h e  
. - 

m i r r ' o r  a r r a n g e m e n t s  o f  t h e  t y p e  1.11 a n d  I I I  t u r n s  i . d  
. - 

t h e  8 0 - c a f l e d t y p e s  I ' , I I r  e n d  I f I '  ( 2 )  u r i n g  t h e  C l y - 0 -  

P r o - G l y - C l y  m o d e l . T h e  c e l c u l a t i o n u  w e r e  c a r r f e d  o u t  

u b i n g  t h e  8ame f o r c e  c o n s t a n t s  t h e t  t h o r e  u s c d  f u r  the 
.. .-. - \ 

t y p e s  1,lI a n d  I I I *  T h e r e f o r e , t h e  d i f f a r s n c e s  b e t w e e n  

t h e f t e q u e n c i e s c a 1 c u l a t e d  f o r o n e t y p e o f  - t u r n  a n d  i t r  B 
. . 

i i r r o r  e r r e n g t a e n t s  c o u l d  b e  e s s e n t i a l l y  a t t r l b u t e d  t o  

t h e d i p o l a r  a n d n a n - b o n d e d  i n t e r a c t i o n  p o t e n t i a ~ s .  T h e  

w o r k  of .HAN e t  a l  ( 2 5 )  w h i c h  r e c o r d e d  a R a m a n  s p e c t r e  o n  

(LeuS)  E n C e p h e l i n  w h i c h  e d o p t i a  t y p e  1 '  r t u r n  a l l o w s t o  

d o  a c o m p a r i  s o n  w i t h  o u r  c e l c u l a t e d  v a l u e a . T h e s e  . 
a u t h o r s  r o u n d  a  b r o e d  b a n d  l o c a t e d  a t  1 6 7 4  cm-1 t h e y  

a s s i g n e d  t o  t h e  a m i d e  1 m o d e  f r e q u e n c y .  O u r  

c o r r e s p o n d i n g  p r e d i c t e d  a m i d e  1 . f r e q u e n c i e s  a r e  

1 6 6 3 , 1 6 6 1  e n d  1 6 5 6  c m - l . 0 n  t h e o t h e r  h a n d , t h e y  o b s e r v e d  

t h e  a m i d e  X I I  m o d e s  a t  1 2 5 5 , 1 2 7 1 , 1 2 8 2  e n d  1325 c m - l  

( c a l c u l a t e d  v e l u e s  e t  1 2 8 4 , 1 2 9 3  cm-1 a n d  c o n t r i b u t i o n  



T h i s  d i s c r e p e n c y  b e t w e e n  t h e  c a l c u l e t e d a n d o b s e r v e d  

a m i d e  1 a n d  I I I  f r e q u e n c i e s  msy  b e  e x p l a i n e d  a s  a r i s i n g  

f r o m  t h e  s i d e  c h a i n  e f f e c t s .  
\ 

M 3 n y e x p e r i m e n t a l  w o r k s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  p r o t e i n s  

h a v i n g  e  f o l d e d  s t r u c t u r e .  P L E T N E Y  e t  a l  ( 2 6 )  a t u d i e d  

I s o l e u c i n o m y c i n a n d t h e y o b s e r v e d b a n d s  e t 1 6 5 5  a n d 1 6 6 3  

( 2 9 )  s t u d i e d  n e u r a t o x i n s  e n d  8 n e k e  v e n o m  c o m p o n e n t s . ï n  

a l 1  c a s e s  t h e  r e s u l t s  c a n b e  i n t e r p r e t e d  a s  a r i s i n g f r o m  
. -  . 

, a  m i x t u r e  o f  d f f f e r e n t  s t r u c t u r e s  i n  w h i c h  t h e  

p e r c e n t a g e  o f '  a n t i p a r a l l e l  p l e a t e d  a h e e t  e t r u c t u r e  

w o u l d  b e  v e r y  i ~ p o r t a n t . S o m e t i m e s , t h e  p r e s e n c e  o ? . t h e  

a m i d e  I I I  f r e q u e n c i e s  i n  t - h e 1 2 5 0 - 1 2 6 6  cm- l  r a n g e  w o u l d  

s u g g e s t  p r e s e n c e  o f  f o l d e d  c o n f o r m a t i o n s .  ISHIZAKI e t  

a l  ( 1 7 )  when a t u d y i n g  A n t h o p l e u r i n  A o b s e r v e d  t h e  

p r e e e n c e  o f  b a n d e  a t 1 6 7 7 , 1 2 5 4 , 1 2 6 0  a n d 1 2 7 2  cm-1 u s i n g  

N - d e u t e r a t i o n  ; h i c h  w e r e  t e n t a t i v e l y  a s s i g n e d  t o  t h e  

p r e s e n c e  a ?  a t y p e  I I  t u r n  s t r u c t u r e .  

T h e  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  p r e d i c t e d  f r e q u e n c i e s  

c a l e u l a t e d  f r o m  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  o n t 0  a 1 t u r n  I I  

c o n f o r m a t i o n  a n d  f r e q u e n c i e s  o b t û i n e d  b y  o t h e r  w o r k e r s  

l e a d  u s  t o  b e  c o n f i d e n t  o f  Raman  s p e c t r o s c o p y .  

- 1 5 9 -  



P r e v i o u s  w o r k  ( 4 )  h e s  s h o w n  a L O R D ' s  l i k e  

r e l a t i o n s h i p  f o r  t h e  a m i d e  I I I  ( a n d  I I I ' )  m o d e s - M u c h  

a t t e n t i o n  n i 1 1  b e  f u r t h e r  c a r r i e d  o n  s u c h  r e l a t i o n s  a n d  

e x p e r i m e n t s w o u l d  be o f  t h e  b e s t p o s s i b l e  r e s o l u t i o n . 1 n  

a n o t h e r  p a r t  N - d e u t e r a t i o n  i s  n e c e s a e r y  to m a k e  s u r e  

e s s i g n m e n t s  o f  t h e  N H  a m i d e  g r o u p  v i b r a t i o n s  w h i c h  s e e m  

v e r y  c o n f o r m a t i o n a l  d e p e n d e n t  

O u r  a t u d i e a  n e r e  p e r f o r m e d  o n  a p r o l y l  c o n t a i n i n g  

p e p t i d e  e n d  t h i s  Q a c t  m a y  e x p l e i n  t h a t  o u r  c e l c u l a t e d  

f r q q u e n c i e s  w o u l d  d i f f e r e  s 1 i g h t l y  f r o m  p r e v i o u s  

s u t h o r s '  o n e s  (S).However,their r e a u l t s  a n d  ours n o u l d  

b e  t a k e n  as t h e o r e t i c a l  p r e d i c t i o n s  f o r  e x p e r i m e n t a l  

d e t e r m i n a t i o n s  o ' f  f o l d e d  conformations.' 

' l o t h a  p r e s e n t w o r k , e  V('smide Y ) =  f ( Y )  r e l a t i o n s h i p  

w a a  d e v e l o p p e d  a s  w e l l  a e  a a m  I I /  V )  = f ( Y )  

v a r i e t i o n . # u c h  a t t e n t i o n  w o u l d  b e  f u r t h e r  c a r r i e d  o u t  

' t o  d e t e r m i n e  e x p e r i m e n t a l  f r e q u e n c i e s  w i t h  t h e  & e s t  

p o a a i b l e  r e s o l u t i o n . E a p e c i e l l y  , t h e  e s s i g n m e n t s  o f  t h e  

N H  a m i d e  g r o u p  v i b r a t i o n s  w h i c h  seem v e r y  

c o n f o r m a t i o n e l  d e p e n d e n t  n i 1 1  h a v e  t o  be s u r e  u s i n g  N- 

d e u t e r a t i o n s ,  
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EYPERT!IENTAL fREQUEVC!ES FOR FOLDED P E P T I D E S  

A m i d e  ! Amide !II  
1695,1663,1543 " 12V4,1274,1275 a 
1 6 9 5 , 1 6 3 5 , 1 6 6 5 ( ~ h ) ~  

8 i 1683,1651,1637 
1664 d 1235,1261,129k 

1697,1658,1630' 1289,1277 a 
1677)1658~1646-1632"' 1286 ' 

B I I I  l685,1655,1630(XR)n 

a )  calculated frequencies:this work and r e f  2 
b)KAWAI & a 1 ( 9 )  ZGly-1-Ser(0But)-L-Ses-Cly-05tearylester(film from 
CHC13) - 
c )  HAN cil (11) ZCly-1-Pro-L-Leu-CIy (crystel) 
d )  FOX & el (12) SBenryl-L-Cys-L-Pro-L-Leu-GlyNH2 (crystal) 
e )  our work ( 2 )  ZCly-L-Pro-GlyGlyOMe ( f i l m  from CHC13) 
f )  I S H I Z A K I & e l  ( 1 4 )  tBoc-L-Cys-L-Pro-1-Val-L-Cys-COYHCH3 (solid a n d  
into D20) 
g)our work (2) Gly-L-Pro-GlyGly into DIiSO-d, 
h) BhNDEK4R & al (19) cyclo(L-Ala-D-Ala- reminocaproyl)(solid and in 
so1ution.A calculated frequency at 1656 cm-1 was obtained f o r a 0 t u r n  
11-8 turn 1 '  mixture.) 

N A I k  h al(12) L-Pro-L-Leu-Gly-TH2 (solid) 
ISHIZAKI b al (10) 2-Aib-L-Pro-CONHCH3 (solid) 
R A 0  et a l  (20) (solid end solution) 
SUCHARDA-SOBCZYK et al (22) Tuftsin and i t s  analogs ( I R )  
F OX et el (12) H-Pro-Leu-Gly-NH2 (crystel) 
HSEU,CHANG ( 1 6 )  H-Pro-Leu-Cly-NH2 (solid and H O) 
HSEU,CHANG ( 1 6 )  H-Pro-Leu-Gly-WH2 ( i n  DHSO) 
H A N  et al Leu -Enkephalin (25)(crystal),s) in DMSO, t )  in D20 

Table 4 



.%! PLETNEV et a l  ( 2 6 )  Isoleucinonycin 
' b!TAKWM4TSUet.eZ ( 2 7 ) , H A R A D A c t a l ( 2 8 ) , Y U e t a l ( 2 9 ) o n s n a k e v e n o m  

neurotoxins 
c )  ISHIZAKI et al (17) Anthopleurin A 
d )  TU a l  (30) O x y t o c i n  a n d  derivatives 

-',' + 
2 8  - 
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CORRESP¶lüDIRG PROLYL RIWG SY?î?îETIY COORDflATES 

BETUEEU CP ABD GP66 (8-TURU) 

Table 5 
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TABLE CAPTIONS 

Table 1: Calculated v a l u e s  o f  t h e  a m i d e  f r e q u e n c i e s  e x p r e a s e d  i n  cm- 
l a T h e s e  f r e q u e n c i e s  we re  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  r e f i n e d  f o r c e  f i e l d  of a 
t y p e  I I  B t u r n  ( l ) . N H ( I )  is c o n s i d e r e d  w i t h o u t  e x t e r n a l  h y d r o g e n  bond  
a n d ~ H ( I 1 )  f a  i n c l u d e d i n  a n  i n t r a m o l e c u l a r  h y d r o g e n b o n d t o  f o r m t h e 0  . 

t u r n  s t r u c t u r e .  

T a b l e  2: C a l c u l a t e d  c o n t r i b u t i o n s o f  t h e  V1 ,V2 end V3 p o t e n t i a l s  
e x p r e s s e d  i n  cm-1 t o  t h e  a m i d e  g r o u p  f r e q u e n c i e s .  

T a b l e  3: C a i c u l e t e d  ornide III f r e q u e n c i e s  f o r  trie various s t a n d a r d  
turns and c o r r e s p o n d i n g  P.E.0 B 
T a b l e  4:  C x p e r i m e n t a l f r e q u e n c i e s  Tor  T o l d e d  p e p t i d e s .  

f a b l e 5 : C o r r e a p o n d i n g P r o l y l r i n g s y r a m e t r y c o o r d i n a t e s b e t w e e n G P  a n d  
CPGC * 

FIGURE CAPTIONS 

F i g  1: f h e  CIO c o n f o r m a t i o n  f o r  GPCG as t a k e n  f o r  a mode1 f o r  s t a n d a r d  
t u r n s .  -. B 
F i g 2 :   amide Y )  = f ( Y  ) r e l a t i o n s h i p o f  t h e N H ( 1 )  g r o u p  f o r  s t a n d a r d  

! turns.ThecalculatedamideV f r e q u e n c i e s w e r e  g i v e n i n  t a b l e  1 . O n t h e  
i g u r e ,  the eut ide  V f r e q u e n c y  c o r r e ~ p o n d i n g  t o  e n  entiparellel 

p l e s t e d  sheet s t r u c t u r e  (Y=14Z0) is a l s o  shown. f' 
F i g  3 :  ? ( a m  I I I ) /  ? ( a m  V )  = ? ( y )  



Conclusion: 

La comparaison entre nos prédictions de fréquence de vibration des 

groupements amide pour chaque conformation en coude et les 

fréquences expérimenteles prises dans la littérature pour des 

confor~ations analogues s'avère bonne. 

~asimulationdesfr~quencessemble~treefficacepourl~analysede 

peptides coudée. 

Les modes amide 1 (C-O stretching) , jusqulici trés enployés pour 
l'identification de la présence et du type de coude 7 donnent 

comparativement moins d ' informations que les fréquences amide 

III .Xn effet les fréquences des modes amide ? pour les turns sont dans 

le même domaine que celles obtenues pour les chaines antiparallèles 

et les régions amide 1 peuvent se recouvrir s'il existe plusieurs types 

de coudes 7 en même temps.Pnr contre la vibration amide III (et amide 
III ' )  semble plus liée au type de coude y et dépend moins de la nnture de 
la chaine latérale que la vibration amide T. 

Ceci nous conduit B étudier particulièrement la vibration amide 

III. 
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3 1'04. ' "ir Introduction à llsmide TI1 

Les fréquences calculées noi i r  pllic<leliro types de couries noue oat 

aene à considerer les possibles relations dièdrsles reliant les angles 

ou $ h la fréquence caractéristique des groupes amine engagés dans une 

conformation particulière. 

Ce chapitre décrit la relation dièdrale entre les fréquences 

preditea et l'angle dièdral particulier y, . 

Le mode amide TTT (et TTT ' ) app~rait comme une plus sure mise en 

évidence de la présence de coudes que ne le fait le mode amide 1. Ce 

mode anide TTT a en effet un domaine de fréquence situa dans ln region 

1250-1 300 cm-1 h 1 '6cart des bandes correspondantes des structures 

ord~niades telles que 11h81ice d ,les chainea f3 parallèles ou 

antiparellèles ouencorehors du domaine ntg~iquew des structures non 

organisées. 
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* T O  whom cohfiehpondence 4 h o d d  be addnedsed. 

synops- 

A c o r r e l a t i o n  c o n n e c t i n g  t h e  w e l i  known amide III band f r e -  

quency o f  t h e  p e p t i d e  bond w i t h  t h e  t o r s i o n a l  a n g l e  $ i s  

p r o p o s e d .  



Introduction 

The de te rmina t i  o n  o f  the  secondary s t r u c t u r e  o f  p r o t e i  ns 

i s  g e n e r a l l y  based on t h e  assomption of a t h r e e - s t a t e  mode1 

cons i  s t i n g  of a-hel  i  x ,  6-sheet  and unordered s t r u c t u r e s .  Th i s  

l a s t  component, usua l ly  r e f e r r e d  t o  as  a  "random c o i l "  i n c l u -  

des t h e  6- turn s t r u c t u r e .  

However, g - tu rns  a r e  a  r e l  a t i v e l y  spec i  f i  c  s t r u c t u r e  w h i  ch 

c o n s t i t u t e s  a s i g n i f i c a n t  po r t i on  of  t he  p r o t e i n ,  and t h e r e -  

f o r e  i t s  de te rmina t ion  has not t o  be neg lec ted .  Raman s p e c t r o s -  

copy seems t o  be a  power tool  t o  s tudy  such a  s t r u c t u r e  and we 

w i l l  s e e  i n  t h i s  paper t h a t  i t  a l lows t o  observe and t o  i d e n t i -  

f y  t h e  pep t ide  fo ld ing  type.  

We r e p o r t  here  the  r e s u l t  we ob ta ined  from Raman s p e c t r o s -  

copy s  t u d i  e s  of the  f r e e  pep t ide  H-Gly-L-Pro-Gly-Gly-OH (GPGG) 

i n  DMSO-d6 and i t s  p ro t ec t ed  form Z-Gly-L-Pro-Gly-Gly-OMe 

(ZGPGGOMe) in  CDC13. Both pep t ides  adopt a  r eve r se  t u r n  con fo r -  

mation which was i d e n t i f i e d  as a type I I  B-turn'  accord ing  t o  

t h e  Venkatachalarn's cl a s s i f i c a t i o n 2 .  

This type  I I  B- tu rn  corresponds t o  one ou t  the  t h r e e  main 

types  of  6 - tu rns  p r e s e n t  in p r o t e i n s  and descr ibed  as  B-turns  

o f  types  1 ,  I I  a n d  I I I  ( F i g .  1) by t h i s  au tho r .  T h e i r  c o r r e s -  

pondi n g  mi r r o r  arrangements,  t h e  so-ca l  l e d  6 - tu rns  of  types 1 '  

I I '  and I I I '  were a l s o  descr ibed .  
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- Resuïts and Discussion 

I n  a  p r e v i o u s  w o r k 3 ,  t h e  t y p e  II B - t u r n  normal  modes o f  

v i b r a t i o n s  were c a l c u l a t e d ,  f r o m  e x p e r i m e n t a l  r e s u l  t s ,  u s i n g  

a  m o d i f i e d  UREY-BRADLEY t y p e  f o r c e  f i e l d .  

P r i m i t i v e  f o r c e  c o n s t a n t s  were o b t a i  ned f r o m  Our p r e v i o u s  

works on di peptide^"'^. E f f e c t s  due t o  hyd rogen  bonds, d i p o l  a r  

and non-bonded atoms p a i r  i n t e r a c t i o n s  were t a k e n  i n t o  account. 

A good agreement was o b t a i n e d  between e x p e r i m e n t a l  and 

s i m u l a t e d  s p e c t r a  o f  GPGG and t h e  r e f i n e d  f o r c e  f i e l d  was 

t r a n s p o s e d  t o  o t h e r  f o l d e d  c o n f o r m a t i o n s  t y p e  1, III, Il, II' 

and III' B - t u r n s .  

The r e g i o n  o f  amide III v i b r a t i o n  p r o v i d e s  a  good o p p o r t u -  

n i t y  t o  i d e n t i f y  secondary  s t r u c t u r e s .  T h i s  mode o f  v i b r a t i o n  

g i v e s  medium Raman i n t e n s i t y  f r e q u e n c i e s  a r i s i n g  f rom a  m ixed  

mode i n v o l v i n g  t h e  N-H bond bend ing  and t h e  C - N  bond s t r e t -  

c h i n g  amide group v i b r a t i o n s .  I t s  f r e q u e n c y  i s  env i ronmen t  

dependent ,  so L o r d  b u i l t  up a ,v (amide  I I I )  = f (JI) r e l a t i o n -  

s h i p 6 ,  $ b e i n g  d e f i n e d  as t h e  C - C  bond r o t a t i o n a l  a n g l e .  

D i f f e r e n t  $ v a l u e s  were t a k e n  i n t o  a c c o u n t  by L o r d  b u t  t h e y  

~ w e r e  c e n t e r e d  a t  - 57 '  ( a - h e l i x )  and 1 4 2 "  ( 6 - a n t i p a r a l l e l  

p l e a t e d  s h e e t )  f o r  t h e  i d e a l  va lues  o f  t h e s e  s t r u c t u r e s .  

Our a im was t o  e s t a b l i s h  t h i s  r e l a t i o n  v (amide I I I )  = f (JI) 

f o r  t h e  B - t u r n  s t r u c t u r e s .  F i g u r e  2 d i s p l a y s  t h e  amide III 

r e g i o n  s p e c t r a  o f  GPGG and N - d e u t e r a t e d  GPGG (GPGG N-dg) i n  

DMSO-d6 (no  s o l v e n t  bands appear  i n  t h i s  r e g i o n ) .  



F r e q u e n c i e s  o f  t h e  ma in  c o n t r i b u t i o n s  t o  t h e  c a l  c u l a t e d  

amide  III v i b r a t i o n s  a r e  g i v e n  T a b l e  1. I n d e e d  o u r  n o r m a l  

c o o r d i n a t e  t r e a t m e n t s  l e a d  us t o  c a l c u l a t e  h i g h e r  and  l o w e r  

f r e q u e n c y  c o n t r i b u t i o n s  t o  t h e  amide III v i b r a t i o n  as i n  t h e  

1330-1350 cm-' and  1230-1250 cm-' r a n g e s  where  m i x i n g  o f  ami -  

de I I I - n e ~ i g h b o u r  m e t h y l e n e  g roup  v i b r a t i o n s  o c c u r .  

I n  t h e  1330-1300 c m  range ,  t h e  f r e q u e n c i e s  m a i n l y  o r i -  

g i n a t e  f r o m  t h e  C - t e r m i n a l  m e t h y l e n e  v i b r a t i o n s  whose s h i f t s  

i n  f r e q u e n c i e s  upon  N - d e u t e r a t i o n  r e f l e c t  change i n  h y d r o g e n  

bond  f o r c e s  o f  t h e  c a r b o x y l  g roup .  

T h i s  f a c t  l e à d  us t o  be i n  o p p o s i t i o n  w i  t h  t h e  8 - t u r n  

amide III f r e q u e n c i e s  p r e v i o u s l y  p r e d i c t e d  by K r i m m  and  

Bandeka r7  . 
T h e r e f o r e ,  appea rance  ( o r  d i s a p p e a r a n c e ) o f  t h e  amide  NH 

h y d r o g e n  bond  c h a r a c t e r  l e a d  t o  an i n c r e a s e  ( o r  d e c r e a s e )  o f  

t h e  amide III f r e q u e n c y .  T h i s  e f f e c t  r e s u l t s  f r o m  two  comp le -  

m e n t a r y  f a c t s  : 

- a  f r e q u e n c y  s h i f t  due t o  t h e  l o s s  o f  t h e  h y d r o g e n  

b o n d i n g  ; 

- a  f r e q u e n c y  s h i f t  due t o  t h e  d i f f e r e n c e  i n t o  t h e  

'V2  t e r m 3  a r i s i n g  f r o m  t h e  d e s t r u c t i o n  o f  non-bonded p a i r  a tom 

i n t e r a c t i o n s .  

Exami n a t i o n  o f  p o s s i b l e  c o r r e l a t i o n s  be tween  t h e  c a l  c u l a -  

t e d  amide III f r e q u e n c i e s  f o r  s i x  t y p e s  o f  t u r n s  ( T a b l e  1) 

a n d  t h e i r  r e s p e c t i v e  $ and  4 d i h e d r a l  a n g l e s  was c a r r i e d  o u t  

and t h e  f o l l o w i n g  o b s e r v a t i o n s  have  t o  b e  done : 



- C o n c e r n i n g  t h e  N H ( i + 3 )  f r e q u e n c y ,  t h a t  i s  t h e  b a n d  

c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  h y d r o g e n  bonded  NH ( F i g .  l ) ,  i t i s  i n t e -  

r e s t i n g  t o  obse rve  t h a t  t h i s  v a l u e  i s  c o n s t a n t  w h a t e v e r  t h e  
4 

(O, Q) a n g l e s  ( T a b l e  1 ) .  

- No c o r r e l a t i o n  e x i s t s  be tween t h e  amide III f r e q u e n -  

c i e s  and  +. T h i s  was e x p e c t e d  s i n c e  L o r d  m e n t i o n e d  t h a t  f o r  

t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  d e t e r m i n a t i o n  ( f o r  a and  6 s t r u c t u r e s )  

t h e  JI d i h e d r a l  a n g l e  i s  t h e  s i n g l e  p a r a m e t e r  t o  c o n s i d e r .  

- A  v a r i a t i o n  o f  t h e  N H ( i + 2 )  f r e q u e n c i e s  v e r s u s  JI i s  

d i f f i c u l t  t o  e s t a b l i s h  s i n c e  f o u r  o u t  o f  t h e  s i x  v a l u e s  o f  g 

a r e  n u l .  However i t  has t o  p o i n t  o u t  t h a t  t h i s  v i b r a t i o n  i s  

v e r y  s e n s i t i v e  t o  t h e  t y p e  o f  B - t u r n  c o n s i d e r e d .  

- A p l o t  v ( N H ( i + 2 ) )  = f ( $ )  was d rawn as shown f i g .  3 .  

From t h i s  r e p r e s e n t a t i  on one o b s e r v e s  t h a t  t h i  s  N H ( i + 2 )  f r e q u e n  

c y  a l l o w s  t o  d i s c r i m i n a t e  be tween 1 )  t y p e  1 and III B - t u r n  

amide III bands o b s e r v e d  a t  a b o u t  1275 c m 1  and  2 )  t y p e  II 

The normal  modes f r e q u e n c i e s  we re  a l s o  c a l c u l a t e d  f o r  

t h e  amide 1, 11, III', V and  Y' v i b r a t i o n s  o f  t h e  s i x  s t a n d a r d  

t y p e s  o f  B - t u r n s  . These n o r m a l  c o o r d i  n a t e  t r e a t m e n t s  were  p e r -  

f o r m e d  u s i n g  t h e  i n t r a m o l e c u l a r  h y d r o g e n  b o n d  e f f e c t  (YI p o t e n -  

t i a l )  non-bonded atom p a i r  i n t e r a c t i o n s  ( V 2 )  and  d i p o l  a r  i n t e r -  

a c t i o n s  be tween c a r b o n y l  ami de g roups  ( V 3 ) .  

F o r  amide 1 v i b r a t i o n  ( e s s e n t i a l l y  due t o  t h e  C=O 

s t r e t c h i n g )  o u r  c a l c u l a t i o n s  l e a d  t o  c o n c l u d e  t h a t  t h e  amide 1  

s h i f t s  a r i s e  m a i n l y  f r o m  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  

s t a t e s  a n d / o r  Fhe V2 p o t e n t i a l .  A t  t h e  o p p o s i t e ,  d i p o l a r  i n t e r -  

a c t i o n s  ( V 3 )  have r e l a t i v e l y  s m a l l e r  e f f e c t s  t h a n  p r e d i c t e d  i n  

p r e v i o u s  works.  - 1 7  7 -  



Conclusion 

Raman spectroscopy a n d  normal coordi nate treatment of 

folded peptides provide good informations on ami de group 

frequency conformati onal dependence. Further experiments 

are in progress to invest i  gate more complex s tructures .  



F i g u r e  1. Schemat i  c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  f 3 - t u r n  o f  Gly-Pro-  

Gly-Gly (GPGG) i n  i  t s  z w i t t e r i o n i c  form.  The +, Ji v a l u e s  

co r re spond ing  to  the types 1 ,  I I  and 1  I I  o f  f3-turns a r e  i  ndi c a -  

t e d .  

F i g u r e  2 .  Raman s p e c t r a  o f  Gly-Pro-Gly-Gly (GPGG) 

- A -  and i t s  N - d e u t e r a t e d  homolog (GPGG N-dg) -B- i n  DMSO-d6 

( C  = 5 % ) .  Amide I I I  f r equency  r a n g e .  

F i g u r e  3 .  The v ( a m i d e  I I I )  = f  ( J I )  r e l a t i o n s h i p  f o r  t h e  

B-turns o f  t y p e s  1 ,  I I ,  I I I ,  1  I I  and I I I ' .  

Table 1. C a l c u l a t e d  amide I I I  f r e q u e n c y  o f  t y p e  1 ,  I I ,  I I I ,  

1  , I I ' ,  I I I '  B - t u r n s .  Only f r e q u e n c i e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  

main c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  amide I I I  band a r e  g i v e n .  

NH(i+2) i s  f r e é  ; NH(i+3) i s  hydrogen bonded ( F i g .  1 ) .  

@ and $ v a l u e s  ( F i g .  1) a r e  t aken  from r e f e r e n c e  2 .  



Table 1  

Type o f  B-turn $2 $2 <NH(i +2) ) 43 $3 < ( N ~ ( i + 3 )  ) 
in wn'l in an'l 

I I I  

1' 

I I '  

I I I '  

., .. 
from reference  3 .  
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I n t r o d u c t i o n  au coude C7C5 

La bonne concordance e n t r e  nos  p r é d i c t i o n s  e t  l e s  t r a v a u x  

expar imentaux d  ' a u t r e s  a u t e u r s  noua a mené à pousse r  l e s  p r o p r i é t é s  d e  

transférabilitéduchampde s y m é t r i e  l o c a l e à u n e c o n f o r m a t i o n d e ~ ? ~ ~  

un peu d i f f e r e n t e  (~7~5). 

C e  modele. a v a i t  été c h o i s i  p r imi t ivemen t  comme é t a n t  une  

c o n f o r m a t i o n p o s s i b l e  ( s o u s  f o r m e d e  d i m e r e a d o p t a n t u n e  con fo rma t ion  

p a r t i e l l e  en cha ine  #) , c a r  les f r é q u e n c e s  d e s  nodes a m i d e  1 d e s  

t u r n s  s o n t  comparables  aux modes co r re spondan t  a c e s  c h a i n e s  Sf 

.Aussi, l a  v i b r a t i o n  amide III semble t ' e l l e  a u s s i  i n t é r e s s a n t e  à 

é t u d i e r .  

s e t r a i t e m e n t  d e s  coordonnées  n o r m a l e s p o u r ~ 7 ~ 5  à p a r t i r d e s ~ ê m e s  

c o n s t a n t e s  d e  f o r c e  d e s  t u r n s  nous permet  de p r é d i r e  d e s  f r é q u e n c e s  

anide h o r s  du domaine des  7 t u r n s .  

Une comparaison d e  nos  f r é q u e n c e s  p r é d i t e s  avec  c e l l e s  , 
e x p é r i m e n t a l e s  , d  'un p e p t i d e  c y c l i q u e  c ~ c l o ( P r o l y l G l y c y l ) ~  e t  a v e c  

les f r é q u e n c e s  d 'un  p e p t i d e  hormonal pour  l e q u e l  la Rm ~ u ~ & r e  l n  

p ré sence  d 'une  conformat ion  e n  coride ou en C7C5 ,a été e f f e c t u é e .  
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P .  L A G A N T  ,G. V E R G O T E N , G  FLEURY , H . H  LOUCHEUX-LEFEEVRE 

I n s t i t u t  de R e c h e r c h e  s u r  l e  c a n c e r  d e  L I L L E  

U 1 2 4  I N S E R M  B P  3 1 1  5 3 0 2 0  L I L L E  c e d e x  FRANCE 

L a b o r a t o i r e  d e  P h y s i q u e , F a c u i t G  d e  P h a r m a c i e  

Rue du Pr  LACUESSE 5 9 0 4 5  L I L L E  c e d e x  FRANCE 

C e n t r e  de T e c h n o l o g i e  E ) i o m B d i c e l e  INSERM s n c 4  

Rue C .  GUERIN 59000  L I L L E  c e d e x  FRANCE 

A n o r m a l  c o o r d i n a t e  t r e e t m e n t  h a s  b e e n  performed a n t o  t h e  

C7C5 c o n f o r m a t i o n  u s i n g  a m o c l i f i e d  UREY-BRADLEY f o r c e  f i e l d  r e f i n e d  

from p r e v i o u s  s t u d i c s  o n t o  6 - 7 u r n s . P r e d i c t e d  f r e q u e n  cies a r e  
l 

compared  t o  t h e  e x p e r i m e n t a l  o n e s  o n t o  t h e  p e p t i d e  hormone Human 

A n g i o t e n s i n  I I . T h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  i i p - t u r n o n d a C 7 C S  ç o n f o r m o t i o n i n  

s o l f d  and o q u e o u s  s o l u t i o n  is d i s c u s s e d  h e r e  . 



S e v e r s r  L u r n s  c i re  ;r m d j o r  componcnt c-f Lhe s e ç o n d o r y  

s t r u c t u r e o f  g l o b u l a r p r o t e i n s .  T h e m o s t c o m m o n a r e t h e / 3 - t u r n s  ( 1 )  a n d  

nsny w o r k s  h a v e  b e e n  d e v o t e a  t o  t h e i r  s t u d i c s  ( 2 ) .  M o r e o v o r  t h e i r  

c h a r s c t e r i s t i c  f r e q u e n c i e s  h a v e  b e e n  r e c o r d e d  o r  p r e d i c t e d  ( 3 - 5 ) .  

O t h e r  k i n d s  o f  t u r n s  t h a n  t h e  o n e s  h a v e  t o  be s t u  d i e d  and 

t h e i r o c c u r e n c e  a r e  n o t  - aiways r e c o g n i z a b l e  from t h e  N s t a n d a r d w  o n e s .  

Our  p u r p o s e  i s  t o  c a l c u l a t e  t h e  n o r m a l  modes o f  a mode1 t a k i n g  

the s o - c a l l e d  C7C5 c o n f o r m e  t i o n  (Y2 = 7 5 O  i n v e r s e  I/ turn F i g  1 )  to f i n d  

i t s  onn c o n f o r m o t i o n a l  d e p e n d e n t  a m i d e  g r o u p  f r e q u e n c i e s  and  t o  

i d e n t i f y  t h e  p r e s e n c e  o f  s u c h  a folded s t r u c t u r e  nrnonq ri w i ~ o l e  range o f  

o t h e r  c o n f o r m a t i o n s .  

R A M A N  s p e c t r a  h a v e  been r e c o r d e d  u s i n g t b e 5 1 4 , S  nm l i n e o f a n  

Argon i o n  L A S E R  . P o w e r  was a b o u t  300 m w  a t  t h e  s a m p l e  a n d  s p e c t r a l  

r o s o l u t i o n  w a s  5 c m - 1 .  

The H u m o n  A n g i o t e n s i n  I I  s a m p l e  w a s  p u r c h e s e d  f r o m  SIGMA 

Chem.Somp. u n d e r  i t s  a c e t e t e  s a l t .  

D e u t e r a t e d  s o l u t i o n s  w e r e  o b t e i n e d  by  d i r e c t  d i s s o l u t i o n  

i n t o  D20. 

The p e p t i d e  c h o o s e n  t o  r e p r e s e n t  a C7C5 c o n f o r m a t i o n i s G L y -  

L - P r o - G i y - G l y  t h n t  i s  t t i i s  o n e  we u s e d t o  c ~ l c u l é t e  t h e  no rma l  modes o f  

a t y p e  I I  f 3 - t u r n .  
f 
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Such a folded structure i s  çcnematicnlly represented i n F i g  

1, in which the üton numerotation is intlicated. 

The norme1 coordinote trcatment K a s  done csing 3 modifie6 

LIREY-BRADLEY type force fisld ( 3 , 5 )  and t h e  force c o n s t ~ n t s  a r e  

corresponding to t h c  refined force constants we obtained for the type 

II U-turns.Oniy the K ( O - - H )  force constant for the N H ( 1 )  group w e s  

taken half its value since this group is inplicsted in a bifurcated 

hydrogen bond (Fig 1) 

Lastly the potentials V 1 , V 2  clnd V 3  were taken into 

account.They correspond to the contributions o f  the dipolar 

interactions,non bonded ntom pair interactions snd hydrogen bond 

respectively ( 3 ) .  

RESULTS : 

Tsble 1 gives the celculated frequencies for the C7C5 

structure. As previously observed (3) it seems that the a m i d e  1 

frequencies are relutiveiy characteristicof this kind o f  folding . In 
the present case, they are calculûted to 1711 ,1671 and 1665 cm-1. The 

a m i d e  I I  frequencies are predicted û t  1574 cm-1 for N H ( 1 )  & n d  st 1 5 5 8  

cm-1 For NH(i1).~o effects O F  the dipolar interactions wcre seen for 

the nmide I I  mode but a relatively high contribution of the V3 

potentia1 is predicted:the1574 cm-1 frequency i s l o w e r e d t o 1 5 5 6  cm-1 

for the C 7  conformetion elone end t o 1 5 6 7  c m - l f o r t h e C 5  structure. The 

1558 cm-1 NH (II) frequency would downshift to 1533 cm-1 upon 

destruction o f  t > e  extcrnô? hydrogen b o n d .  

Amide II! vibrôtions c i r e  predicted e t 1 3 1 3  cm-1 for NH ( 1 )  and 

ût 1 2 8 1  cm-1 for t h e  externally hydrogen bonded K H ( 1 : :  group. 



C d l c u l ~ t t ? d  @ t  i 3 3 7  C m - 1  f o r  N l ? ( I )  und  ijt ,1261 ci:)-: 0 1 )  ~ n d  

c o r r e s p o n d  t o  ü m i x i n l ;  w i t h  m c t h y l e n e  q r o u p  v i b r d t i o n s .  

Gne o b s e r v e s  f r o n  t a b l e  1 t h c i t  i n  S o t h  c a s e s  t h e  c o n t r i b u c i o n  o f  t h e  & f i  

b e n ' c i n q  v i b r a t i o n - t o  k h z  s r n i d e  111 mode i s  l o i ~ . i l o r c  s s p ~ c i u i l y  f o r  t h e  

N H ( I )  g r o u p ,  t h e  1312 cm-1 a m i d e  i I I  p r e d i c t e d  f r e q u e n c y  i s  c o m p o s e d  

d l m o s t  e x c l u s i v e l y  b y  t h e  3(VW)+ J ( C , C )  c o n t r i b u t i o n s .  

The a m i d e  V r e g i o n  q i v e s  a s o n e w h e t  r e l a t i v e l y  h i g t ~  

c a l c u l o t e d  f r e q u e n c y  a t  7 6 7  cm-1  f o r  NH(1)  a n d  j t  7 1 2  cm-1 f o r  t h e  

c o r r e s p o n d i n g  NH(I1) m o d e . T h i s  l e s t  f r e q u e n c y  i s  l o w e r e d  t o 6 8 8  cm-1 

u p o n  t h e  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  e x t e r n o l  h y d r o g e n  b o n d  w h i i e  t h e  NH(I) 

a m i d e V  f o r c i C 7  s t r u c t u r e a l ~ n e  i s  p r e d i c t e d  to743 cm-l (1 t u r n )  r i n d t o  

7 2 4  c m - 1  f o r  t h e  C5 s t r u c t u r e .  

The  a m i d e  I I : '  modes a r e  p r e d i c t e d  a t  l O C l  cm-1 f o r  ND(I) 

g r o u p  ( a n d  c o n t r i b u t i o n s  i n  t h e  1 1 3 8 - 1 0 9 5  c m - 1  r a n g e )  a n d  s t  958 cm-1 

f o r  t h e  N D ( I 1 )  g r o u p  ( 9 4 5  cm-1 when no e x t e r n a l h y d r o g e n  b o n d  o c c u r s ) .  

The  a m i d e  V '  m o d e s  g i v e  t h e  p r e d i c t e d  f r e q u e n c i e s a t S 5 9  c m - 1  

f o r  t h e  N D ( I )  ( 5 5 1  cm-1 f o r  C7 rjnd 5 3 3  cm-1 f o r  C5) ond  Si6 cm-1 f o r  

N D ( I I )  ( 4 8 5  cm-1 f o r  t h e  c o r r e s p o n d i n q  f r e e  g r o u p ) .  

Few Raman e x p e f r i r n e n i ~ l ~ z r o r k s h a v e b e e n d e v o t e d ,  t o t h e s t u d y  

o f  t h e  t u r n  ( C 7 )  ( r e f  6 )  a n d  t h e  C 7 C 5  s t r u c t u r e .  BOUSSARD e t  a l  ( 7 )  

c a r r i e d  o u t  IR s t u d i e s  o b o u t a  s a r i e  o f m o d e !  p e p t i d e s , t h e s t r u c t u r e o f  

w ! i i c t >  w c r r  establishcd b y  N ! 4 R b  



9 n  t h e  other h ~ n d  ,msny investigations have focusea their 

efforts on the importantvariety o f  rnethcds used to study this ho~rnone 

,such a r  Potentia! Energy Calculatrons (3,9),C1reular dichroism 

73 
(10, Il), H'NI.~R (12-15), C N t i R  !16,17) infrôrej und 3 a m t i n  spectroscopy 

( i b , i Y ; , r ) O  consensus on its solution conformation has been r e ~ c h e d . W e  

present below our contribution to this problem doinq a cornparison 

between observed am i d e  frequencies and their calculated vslues. 

A S H E R  et al ( 6 )  have reported the Raman spectra of the cyclic 

hexapep t ide cyclo-(L-ProlylClycyl) and its N o + , K +  and Ca++ 

complexes.This peptide exhibits in SHC13 the p r e s e n c e  o f  3 

intramolrculer i + 3 a i h y d r o g e n  bonds (3 turns) (C3 structure). For the 

N a S C N  complexe into C H C l 3 - C H 3 O H  solutions, they n o t e d  the 1706,1674 

nnd 1655-1639 cm-1 frequencies for the amide 1 mode ~ n d  t h e  1288 cm-1 

(solid) and 1264 cm-1 (aqueous solution) f ~ r  the a m i d e  I I I  rnodes.These 

l n s t b a n d s  are unchenged upon cetion complexation.At t h e  opposite,the 

prolyl cnrbonyl vibrations are rnodified by complexation and are 

upshiftcd by 20-30 cm-1 (in the 690-17C0 cm-l ronge).The Glycyl 

c ~ r b o n y l b a n d i s u n a f f e c t e d b y  No+cornplexetion a n d  u p s h i f t e d  b y 1 5  c m -  

1 upon K I  complexstion and downshifted to 1619 cm-1 by Ca++ 

c o m p l e x e  tion. 

E30USSARD et el ( 7 )  h a v e  o b s e r v e d  und predicted t h e  1665 and 

1635-16-U cm-1 bands in t i i e i r  s t u d i e s  unto t h e  C715 and p-turn 

structures. 

AYCIOTEWSIM I I  CûNFORNATIOI: 

Vôrious rnodtls were proposed ( a , ? )  f o r  the conformation of 

the Humcn t i a g i o t e n s i n  1 1  in s3luticn.This peptide is a 1 F n e ~ r  

octapeptide hormone whose the prim;ry structure is Asp-Arg-Val-Tyr- 
1 2 3 4 

! 1 e ; H i s - P r o - ? h e 8  . 
6 7 



The  m o r e  r e c e n t  r e r i i l t s  i n c l u d e  t h e  c r o s s  c o n f o r m e r s  ( l C )  

, O  L L u r n s , y t u r n  u n d S 7 C 4 s t r u c t u r s s  ( 1 3 - 1 5 ) . A n i o n g t h e s e  r i o J e l s , ! h c  k c y  

f e ~ t u r c  i s  t h e  e x i s k a n c e  o f  o n e  o r  more  i n t r a m o l e c u ? d r  h y d r o ç e n  b o n d s  

w n l c h  s t a b i l i x e  t h e  t h r e e  d i m e n s i o n d l  s t r u c t u r e  o f  t h e  h o r m o n e .  

F rom t n e i r w o r k , L E N K I S K i e t r i l h a v e  s t u d i e d  t h e  c o n f o r m u t i o n  

o f  Human i i n g i o t e n s i n  11 ( 1 3 - 1 5 )  a n d c o n c i u d e d  t o  t h e  p r e s e n c c  o f  a C 7 C 5  

c o n f o r m a t i o n  r a t h e r  t h a n  a d i s t o r d e d  t y p e  1 -turri  . H o w e v e r  F O X  e t  B 
û l ( 1 9 )  s h o w e d  t h e  p r e s e n c e  o f  s u c h  e 8 - t u r n  c o n f o r m s t i o n  i n v o l v i n g  an 

i n t r u m o l e c u l a r  h y d r o g e n  bond  b c t w e e n  Va13 C O  a n d  H i s G  R H .  O t h t l r  

e x p e r i m e n t a l  w o r k  made by  F E R M A N D J I A N  e t  a l ( l 8 )  w o u l d  s u g g e s t  t h e  

p r e s e n c e  o f  BU s t r u c t u r e . F i g 2 s h o w ~ t h e s p e c t r u m o f h u m a n A n g i o t e n s i n  

I I  ( o c e t a t e  s e l t )  i n  t h e  s o l f d s t a t e  a n d F i g  3 a n d F i g 4  d i s p l s y  t h e  a m i d e  

I I I ( o n d  I I I ' )  r e g i o n  i n  t h e  s o l i d  s t a t e  a n d  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n  

r e s p e c t i v e l y .  

In t h e  s o l i d  s t a t e  ( F i g  3 )  , b a n d s  a t  1 2 3 3 , 1 2 5 3  end 1 3 2 0  cm-1 

d i s r a p p e a r u p o n N - d e u t e r a t i o n w h i l e i n H 2 0  ( F i g 4 1 , b a n d s  a t 1 2 6 2 , 1 2 8 3 -  

1 2 7 0  a n d  1 3 1 3  cm-1 d e c r e a s e  s t r o n g l y  w h e n  d i s s o l u t i o n  i n t o  020 

o c c u r s . T h e 1 2 3 3  c m - l b a n d w a s  f i r s t  r e p o r t e d  b y  F E R M A N D J i A N  e t  of (18) 

but not by F O X  and  TU (13) . T h i s  band may b e  d u c  t o  the 6(OH) of the 

t y r o s i n e  g r o u p  (20) r r h i l e  the 1 2 5 3  cm-1 o n e  c o u l d  t e  r e l e t e d  t o  t h e  - 

H i s t i d i n e  N H  a r i s i n q  f r o m  a p a r t i a l  n e u t r a l i z a t i o n  o f  t h e  i r n i d a z o l i u m  

g r o u p  ( 2 3 1 .  E x o r n i n e t i o n  o f  o u r  - x p e r i m e n t t i l  r e s u l t s  o f  t h e  a m i d e  I I I  

r e g i o n  ( p r e s e n c e  o f  a 1 3 1 2 - 1 3 2 0  cm-l b e n d l  w o u l d  o t  f i r s t  time be 

c o n s i s t e n t  w i t h  a C7C5 s t r u c t u r e  a s  p r e d i c t e d  by L E N K I N S K I  e t  a l ( 1 3 )  

i n v o i v i n g h y d r o q e n  b o n d s  b e t w e e n  t h e N H  o f  H i s 6  a n d  t h e  CU of  T y r 4  , a n d  

t h e  H i s  6 hH a n d  t h e  H i s 6  C O  c e r b o n y ?  g r o u p .  

The 1270-75 cm-l orn ide  111 r e g i o n  d e c r e a s o s  i n  i n t c n v i t y  

( n q u e o u s  s o l u t i o n )  u p o n  t - d e u t e r n t i o n  s n d  s u c h  3 F r e q u e n c y  may b e  

r r l a t e d  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  a f l - t u r n  ( d i s t o r d e d  t y p e  1 i l s  d e c c r i b e d  b y  

F O X  a n d  T U ) .  
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Howrver,:he c m i d e  I region dlçpi-ys oniy a stroi;g and broalj 

b ~ n d  6 t 1663 cm-1 (with shouiiliers ei t 1 6 7 3 , 1 6 5 6  cn-1) a n d  would b e  ~ i s o  

consistent w i  th r n e  prrszncc of a Lurn  1 ?ikc conformâtion u s  

itiscussedbyFOX andTU i l Y ) . T h e p r e s c n c e o f a ~ m ; i l l L 7 i 3 S  cm-1:soLid) or 

1702 on- l  (solu~i-on) ainid? 1 uünc could Se inciic3tivc of 8 srnsll ilmount 

of C7C5 structure;the 1724 cm-1 b a n d  being due l o  a parti01 

neutralization of t t i e  c ~ r b o x y l a t e e n d . T t ~ e o b s e r v e d 1 3 2 O  cm-lomide I I I  

band mdy only be a qualitative estimation of the emount of the C7C5 

structure, the smdll intensity being the rcsult o f  the small 

contribution of the NH in plhne bending vibration t o  thc a m i d e  1 1 i  

vibration.Ho~ever ttiis contribution is not calculnted for p-  turns i n  

our previous studies ( 5 )  despite theoretical calculetions made by 

other au'. 3rs ( 4 ) .  

Non b o n d e d  etom ~nteraction contributions to t h e  calculated 

1 3 3 9  cm-1 frequency ore about12 cm-l f o r  the skeleton, and t h e  presence 

of side cheins nould perhaps a f f e c t s  and down-shifts the observed 

f requency. 

The f E R M I  resonance of the tyrosine residue gives rise t o  the 

853 and 828 cm-1 bcnds. According to t h e i r  relative intensities and 

comparing to the S i A W H i Z A ' s  work (21) dnd FCX et al(l9), t h e  tyrosine 

hydroxyle group would be exempt from any hydrogen bond. 

According the 17c H A L E ' S  nork(22j ,we found a polarizebility 

ratio value K t0.01 indiceting the lacking of hydrogen bond on the 

tyrosine hydroxy1e.The 417 cm-; Raman frcquency would be the non zero 

.out o f  plcsrie ring vibration nhose ttte first overtone would pertube the 

totnlly synmetric ring breathing mode calculatea a t  343 cm-1. 



t h e  s i d e  c h e i n  u s i n g  N H R  e x p e r i m e n t s  o n  t h e  Hunan A n g i o t e n s i n  I I  

. D e s p i t e  a c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  c h e r n i c a l  s h i f t s  o f  T y r  4 u p o n  

t i t r c t i o n  o f  As p l  a n d  t h e  c e r b o x y l û t e  e n d ,  rio h y d r o g e n  b e n d c h a r o c t e r  

b e t w e e n  t h e s e  t w o  s i d s  c h e i n s  w a s  f o u n d  a c c o r d i n g  t h e  R e n a n  

i n v e s t i g a t i o n s  o f  F O X  e t  al (19). 

S o  t h e  p o s s i b i l i t y  f o r  t h e  p e p t i d e  t o  a d o p t  ~r folded 

c o n f o r m a t i o n  ( w i t h o u t  i n t e r n h l  h y d r o g e n  b o n d )  i n  t h e  N - t e r m i n a l  p a r t  

i s  d i s c e r d e d  t o  p l a c e  t h e  T y r o s i n e 4  a n d  Asp, a i d e  c h a i n s  i n  

c o n t s c t . t i o w e v e r  S C H I L L E R  e t  a l  ( 2 5 )  u s i n g  A n g i o t e n s i n  h o m o l o g s  by  

f l u o r e s c e n c e  t r a n s f e r t  e x p é r i r n e n t s  f o u n d  a v e r a g e  d i s t a n c e s  o f  8 A f o r  
O 

T r p l - T y r 4  a n d  1 2  A f o r  T y r 4 -  T r p 8  .They  c o n c l u d e d  t h a t  n o  e n d  t o  e n d  

i n t e r a c t i o n  o c c u r s  a n d  p c t  i n  e v i d e n c e  t h e  p r e s e n c e  o f  a f o l d e d  

c o n f o r m a t i o n  i n t o  t h e  Y t e r m i n a l  p o r t  e n d  t o  a l e s s  e x t e n t  i n  t h e  C 

t e r m i n a l  p a r t  o f  t h e  p e p t i d e .  

The  o b s e r v e d  l o i r  i n t e n s i t i e s  o f  t h e  1 3 1 5  cm-1 ( s o l u t i o n )  o r  

1320 cm-1 ( s o l i d )  a m i d e  I I I  b a n d s  w o u l d  n o t  g i v e  a q u a n t i t a t i v e  

e s t i m a t i o n  o f  t h e  C7C5 s t r u c t u r e  a c c o r d i n g  t h e  v e r y  weük h y d r o g e n  

c h a r a c t e r  o f  t h i s  v i b r a t i o n  ( T a b l e  1 ) .  H o w e v e r  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  

1704 cm-1 ( s o l i d )  o r  1702 cm-1 ( s o l u t i o n )  b a n d s  w o u l d  be m o r e  

i n d i c a t i v e o f  t h e  r e l a t i v ~ a m o u n t o f s u ~ h  a s t r u c t u r e . T h e  p r e s e n c e  o f  s 

1 2 8 3 - 7 0  cm-l a m i d e  I I I  a n d  1668-57 cm-1 b c t i v i t i e s  n o u l d  b e  m o r e  

i n d i c a t i v e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  a p - t u r n  b u t  d i s t o r s i o n  o f  s u c h  e 

s t r u c t u r e  w o u l d  d o w n s h i f t  t h e  a m i d e  I I I  f r e q u e n c y  by  5-19 cm-1 t h e  

c a l c u l e t e d c o r r e s p o n d i n g 1 2 8 4  c m - l v a l u e  f o r  a - t u r n  I(5). I n  a n o t h e r  P 
w n y , n o  t y p i c a l  Raman 1695-1690  cm-1 b a n d  i s  s e e n  b u t  o n l y  a 1678 o n e  

i n d i c a t i v e  o f  4 C7 structure a s  discussed by A S t i E R  e t  a l . H o n e v c r  

I n f r ü r s d  s p e c t r a  s h o w  ;A v e r y  week  s h o u l d e r  i n  t h e  169C-1630 cm-1 

r e g i o n .  



I t  i s  w e l l  known t t i a t  a N - m c t h y l a t i o n  i n  p o s i t i o n  5 w o u l d  

p e r t u b e  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  h o r m o n e  ( o c c u r e n c e  o f  ü r i s - t r a n s  

isomerisn)andsubstitutionof t h e  I l e u 5  r e s i d u e b y  c ? P r o o n e w o u l d k e ~ p  

a g r e s t  p o r t  o f  t h e  b c t i v i t y .  

The  p r e s e n c e  o f  a C 7 C 5  c o n f o r m a t i o n  ( o r  C7 c o n f o r  m a t i o n  

a l o n e )  w o u l d  s t a b i l i z e  t h e  l o c a l  c o n f o r m a t i o n  i n  a b e t t e r  way t h e n  a 

d i s t o r d e d  fl t u r n .  

The  s i m u l t a n e o u s  p r e s e n c e  o f  t h e  two s t r u c t u r e s  w o u l d  be 

r e l a t e d  t o  t h e  p r o p e r  h o r m o n e  o c t i v i t y  . T h i s  d y n e m i c a l  b e h a  v i o u r  mey 

b e  h o w e v e r  d e p e n d e n t  o f  meny f a c t o r s  s u c h  a s  t e m p e  r a t u r e  a n d  P H .  

S t u d i e s  o n  t h e  i n f l u e n c e o f  t h e  PH o n  t h e  T r y p  t o p h e n  f l u o r e s c e n c e m a d e  

by SCHlLLER ( 2 5 )  o r  k i n e t i c s  s t u d i e s  made  byDEGAN1 e t a l ( 1 4 )  i n d i c a t a  

t h a t t h e A n g i o t e n s i n I 1  o p t i m a l  t r a n s p o r t s p e e d  o f  t h e  Mn++ i o n s  o c c u r s  

i n  t h e .  r a n g e  o f  PH 7 - 8 . I n  t h e s e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s , s o m e  

c o n f o r m a t i o n e l  c h s n g e s m a y o c c u r t o s t a b i l i z e t h e  N o n d C  t e r m i n a l  e n d s  

o f  t h e  h o r m o n e  a n d  t o  c h a n g e  t h e  r e l a t i v e  e m o u n t s  o f  C7C5 a n d  - t u r n  B 
s t r u c t u r e s  i n  t h e  c o r e  s t r u c t u r e  ( F i g 5  ) .  

P r e d i c t e d  f r e q u e n c i e s  o b t o i n e d  from n o r m a l  c o o r d i n ~ t e  

t r e a t m e n t s  a l l o w  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  s e v e r a l  t y p e s  o f  f o l d i n g  f r o m  

t h e i r  e x p e r i m e n t o l  f r e q u e n c i e s . S u c h  a f c i c t  w o u l d  p r o v i d e  a new 

c o n f o r m a t i o n o l  p r o b e  f o r  b i c l o g i c û l  p r o d u c t s .  
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Stretchings 

S1 = dR1 523 = S8 nouv 
S2 = 4R2 S24 = (ARZ~+AR~~)/VZ \Is(cH~ ) 
S3 = Slnouv =AR3 S25 = ( A R ~ ~ + A R ~ O )  /V;' VS(CH~ ) 
$4 = S2nouv S26 = (AR~I+AR~~)/VZ JS(CH~ ) 
S5 = S4nouv =AR5 S27 =a~33 
56 = dR6 328 = (A~34+m35) / V 7  YS(CH~ ) 
S7 = dR7 S29 = (AR36+~37+&38) /V Vs ( N H ~ + )  
S8 = AR8 S30 = (ZAR36-&?37-&38) /m Yd ( N H 3 + )  
39 = AR9 S31 =AR39 
S10= AR10 S32 =AR40 
SI 1 = AR1 1 S33 =AR41 
SI ~ =(ARI ~ + A R I  ~ ) / = V S  C02 S34 =,A R42 
SI 3=(dR1 4 + ~ ~ 1  5) /K? V s  CH2 S35 = AR43 
S14= ~ R 1 6  S83 = ( ~ ~ 1 2 d R 1 3 ) / V  \la(~02-) 
SI 5= ~ R 1 7  384 = (aR14-DR15)/lT Ve(c~2 ) 
sl6= (AR1 8 + ~ ~ 1 g )  /v J s  CH2 S85 =   RI 8-L!.R19) /- Va(c~2 ) 
~ 1 7 =  dR20 Sa6 = @~27-&328)/n ~ ~ ( C H Z  ) 
S18= ~R21 S87 = (h~29-&?30)/VZ v a ( ~ ~ 2  ) 
S 1 9 =  S3nouv S88 = (m31-A~32)/IT v a ( ~ ~ 2  ) 
S20= S5nouv S89 = (OR34-nR35) 1- W C H 2  ) 
S21= S6nouv S90 = (aR37-nR38)/Q Vd (NEf3+)  
S22= S7nouv 



COORDO- DE SYHERlE DDE C7C5 BD 

B a n d  ings 





in plane: 
S81 =a@ S(C~=O--H) 
S 8 2 =  aQ & ( B I  31i-0 1 

o u t  of p l a n e :  
S 1 0 5 =  A Y [ c 6 = 0 - - ~ )  
SI 06= A y (1i1 :II--0) 
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Conc lus ion :  

L a  s t r u c t u r e  C7C5 a d e s  f r é q u e n c e s  d e  v i b r a t i o n  amide tre'e 

d i f f é r e n t e s  d e  ce l l es  d e s  fl t u r n s .  

L ' a n a l y s e  v i b r a t i o n n e l l e  d e  l a  s t r u c t u r e  C?C5 p r é d i t  u n e  m a j o r i t é  

d e  c o n f o r m a t i o n  C7C5 pour  l ' A n g i o t e n s i n e  I f  humaine l o r s q u e  l ' o n  

c o n s i d è r e  l e s  f r é q u e n c e s  d e s  modes a m i d e  IIT a l o r s  q u e  l e s  b a n d e s  amide  

1 s e r a i e n t p l u s  e n f a v e u r  p o u r u n e s t r u c t u r e e n c o u d e  . n o u s r e t r o u v o n s  p, 
ici les  prob lèmes  amenés par l e s  é t u d e s  en  Resonance  Magnet ique  

N u c l é a i r e .  



A partir de rnodbles simples ,on peut simuler !es spectres de 

vibration d e  peptides adoptant une s t r u c t u r e  r e p i i & e .  

L a  diff2rcnciation entre l e s  d i f f 4 r r n t e s  structuras coudses n'est 
s 

c ependant pas toujours évidente. 

Conjointement B la R M N ,  la spectrométrie Raman iipparaitcommeétant 

unetechniquephysicochimiqueinteressante.En effet en RHN o n  obtient 

facilement des informations sur l'angle dikdral $ alors qu'en Raman 

c'est l'angle diedrel compl6mentsire Y que l'on atteint assez 

facilement. 

Des relations empiriques V amide III,V = f ( y )  ont d t d  mises en 

évidence par les calculs de fréquences de vibration. 

Les calculs de frdquences d e  vibration apparaissent comme un guide 

précieux pour l'attribution expdrimentale des fr6quences et permet 

souvent d'éviter des interpretationa erronries.La mise en Bvidence de 

fréquences c a l c u l 6 e s m a i s  non observdes prouve que l'exploitetiondes 

spectres experimentaux n'est pas toujours optimum. 

L e s  calculs d e  frdquences d e  l a  moldcule dans son contexte 

cristallin ( A  partir des donnees R X )  seront toujours souheitsbles 

quand cela s'avsre possible.Ceci permet de prendre en compte tous les - 
parametres et d'en abandonner lorsqu'on p a s s e  B l e  mol6cule isolée. 

Les peptides sont particuliérement difficiles B Btudier (systimes 

amorphe3,intensités trés faibles,fluorescence forte parfois). 

cependant, il faut maintenant considérer que la vibration c'est la 

vie.En effet,une moldcule biologique n'a pas une conformation 

stütique.Les mouvements d e  vibration participent a l'activitd 

biologique et ne sont p a s  seulement une propriété de la mol6cule .Cet 

aspect dynamique de voir les choses doit etre approfondi . 



L e  dofildine d e s  b d s s c 3  f c ~ q ~ ~ ( ? n c e ~ ' d c ~ c r i v ü n t  s u r t o u t  l e s  v i b r a t i o n s  

d'ensemble e s t  u n  d o m a i n e  t r é s  peu & t u d i 3  d n n s  l e  d o m a i n e  des pegtides. 

L a  spectronc'rtrie de v i b r a t i o n  R ? ? i , l U  a s t  un d o m a i n e  à o u v r i r  

i d r ç z m e n t  aux  b i o c h i m i s t e s  p r i n c i p a i l e n e n t  d ~ n s  le d o m a i n e  de 

r é s o n a n c e  R a m a n  . A u x  p h y s i c o c h i m i s t e s  de F a i r e  l'effort d e  toujours 

g a r d e r  e n  vue l'aspect b i o l o g i q u e  des p h g n o m è n e s  ,de c o n s i d é r e r  l a  

m o l é c u l e  i s o l é e  qu'il é t u d i e  c o m m e  f a i s a n t  p a r t i e  i n t é g r a n t e  d'un 

sy st2me. 



Dans l ' s p p r o x i m a t i o n  d e  BûRH-OPPENilEI!+IEH où l a  s é p a r a t i o n  S e s  
d é p l a c e m e n t s  é l e c t r o n i q u e s  e t  n u c l G a i r e s  dépend d e  l a  g r a n d e  
d i f f é r e n c e  e n t r e  m a s s e s  d e s  é l e c t r o n s  e t  d e s  noyaux , l e s  mouvements 
d e s  noyaux d ' u n e  m o l é c u l e  a p p a r a i s s e n t  comme l e  r é s u l t a t  d e  l a  
superposition d e  t r a n s l a t i o n s ,  d e  r o t a t i o n s  e t  d e  v i b r a t i o n s  
s i m u l t a n G e s .  

Examinons l ' e x p r e s s i o n  d e  l ' e n e r g i e  c i n e t i q u e  d ' u n e  m o l 6 c u l e  
d o n t  l e  c e n t r e  d e  masse  O d e  coo rdonndes  ( X O  , Y 0  ,Zo) p a r  r a p p o r t  à u n  
s y s t e n e  d e  r é f é r e n c e  f i x e  (X,Y,Z) e s t l l o r i g i n e  d '  u n s y s t t " m e d l a x e s  
t o u r n a n t s  ( x , y , z ) .  

S i  l e  v e c t e u r $ ( x 4 , &  ,z,) r e p t r e  l a  p o s i t i o n  & u n  moment d o n n i  
a u  noyau d a n s  l e  sys i ;ne  t o u r n a n t  ei si?); (x: ,y: , z i  ) r e p h r e  l a  



position du m2me noyau à sa position u'6quilibre , le aépiacement 
iristantan8 du diame noyau àe sa positio_n d ' Gquiiibre est dans le 
S Y S ~ ~ I D ~  tourna~t a o f i n i  par le vecteur p, . 

p = r q  - <  (Axd=& -xt ,A& ,Azw ) 
La vitessz*totale de ce noyau est alors 

3 
4 

+ ? 
V4 = R +UAr, + Q, 

U &tant la vitesse angulaire au systgme tournant 
L'énergie cinétique s'exprime ôlors par 

+~ZOL<@A& (i.( 
Les trois premiersq termes représentent les énergies 

cinéziques pures transiationnelle ,rotationneile et 
vibrationnelles. Les trois termes restants représentent les 
énergies d'interaction correspondantes ;celles ci peuvent etre 
é1iminéesparl'interm~dia&re~esdeuxcopditions deSAYVETZ-ECKART. 

l6re condition: m* q =O et nW =O 
O( 

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

-* -+ 3 + d  -? + 
2ième condition: m r'hr, =O et mM $ A t  =O 

M .( 4 
O( 

Lorsque les déplacements atomiques produits lors d'une 
vibration moléculaire tendent à produire une rotation de la molécule 
,le système tournant se réoriente alors afind'éliminerlacomposante 
du mouvement rotatif. L'énergie cinétique est alors: 

3 

Le dernier terme de cette équation représente l'énergie de 
CORIOLIS et représente le couplage Energie vibrationnelle - Energie 
rotationnelle . Sa faible contribution compar6e .h celle de 1' lnergie 
vibrationnelle sera ignorke. 

'+ ' 2  
ainsi 2 ~ = W ~ g n , +  S m  (wA~, ) +F mdPM représentelasomrne des énergies 
cinétiques translationnelle, rotationnelle ,et vibrationnelle 
pures. 

BTiJDB DES VIBRATIOBS D 'Ut433 ROLECULB: 

Les vibrations d 'une molécule peuvent etre traitées 
séparément des mouvements translationnels et rotationneis en 
utilisant un système de coordonnées lié à la ciolScule et satisfaisant 
aux conditions de SAPVBfZ . 

En prenant les vecteurs des 3Ii déplacements cartdsiens par 
rapportàlapositiond'~qui1ibre (vecteurs O de composantes x , y , z 
) ,  l'énergie cinétique prend la forme : 

.2  * Z  
2 =Z'$(AX,+A~* +ozd ) 

atone de la nol%cule . m <tant la masse du diène d 



Zn n o t a n t  p a r  A i l e s  d 6 p l a c e n e n t s  c à r t d s i e n s  c e t t e  é q u k t i o n  
d e v i e n z  : 

3 r( . Z 2:'=2 mi ~i so i :  sous I c r c e  c a t r i c i e l l e  
+,= 4 
P t  

2": X XI ? 0% ? e s t  l a  3 6 r i v d e  de  X p a r  r a p p o r t  
au t e n 2 s  hi 

X sa  m a t r i c e  t ~ a n s p o s é e  
:.I m a t r i c e  d i a g o n a l e  d ' o r d r e  3IJ a o n t  
l e s  é i é n e n t s  s o n t  l e s  masses  
a tomiques  d e s  N a tomes .  

En u t i l i s a  t l e s  coordonndes  c a r t 6 s i e n n e s  p o n a é r é e s  f - * .  q i = =  X i  on a 2'2=,J,qi . L 1 4 n e r g i e  c i n é t i q u e  du s y s t k n e  e s t  une  
f o n c t i o n  d e s  v i t e s s e s  uniquement  . L ' é n e r g i e  p o t e n t i e l l e  du s y s t k m e  
q u a n t  à e l l e  ne possGde p a s  de  forme a n a l y t i q u e  s i m p l e .  Cepenàant  
q u e l q u e s  remarques s o n t  n é c e s s a i r e s :  

L ' é n e r g i e  p o t e n t i e l l e  V e s t  une f o n c t i o n  d e s  d S p l a c e n e n t s  
a t o m i q u e s  s e u l s  . 

Pour de  f a i b l e s  dgp lacemen t s ,on  p e u t  e x p r i m e r  V p a r  un 
d 6 v e l o p p e n e n t  e n  s S r i e  au  v o i s i n a g e  de  l a  c o n i i g u r a t i o n  d ' é q u i l i b r e  
d e s  coordonn6es  de  d é p l a c e m e n t s :  - 

N N 3 

U = + i  +i 1 2  z ( h l q i q j  +i / 6 < i b ~  ) q i q j q k  +. . . . . . . . 
iz4 bq; ~ , f =  A ~ ? : > Q O  .,a, 9;"iaqe 

q i  ( i = 1  , 2 , .  . . . . X )  r e p r g s e n t a n t  dans  n ' i m p o r t e  q u e l  s y s t è m e  de  
coordonnées  i n d é p e n d a n t e s  l ' é c a r t  à l a  p o s i t i o n  d ' é q u i l i b r e .  

L a v a l e u r  a b s o l u e  d ? l f é n e r g i e  e s t  i nconnue  mais on c o n n a i t  s a  
v a r i a t i o n  avec  l a  coordonr 'ée q i  , a i n s i  on p r e n d r a  pour  o r i g i n e  du 
p o t e n t i e l  V o = O  . 

La c o n Î i , ~ u r a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  é t a n t  p r i s e  p a r  d é f i n i t i o n  au 
mininun d ' g n e r g i e  p o t e n t i e l l e  , o n  a  : 

Pour de t ;6s f a i b l e s  c i ép lacenen t s  a t o m i q u e s ,  l e s  t e r m e s  
c u b i q u e s  e t  s u p d r i e u r s  peuvent  ê t r e  n d g l i g 6 s  (approxination 
Harmonique) e t  N M î~=r(&)~~i q j  =pij q i  q j  

i,p4 Jq;]!, 1 'JJ' ' 
a v e c  dFij =(Jh) = F j i  c o n s t a n t e  d e  f o r c e  

a s s o c i G e  r e p r é s e n t a n t  l e  f a c t e ~ ? ' ~ a k  p r o p o r t i o n n a l i t é  e n t r e  l e s  
dop lacemen t s  n u c l é a i r e s  e t  l e s  f o r c e s  q u i  r r m > n e n t l a  c o n f i g u r a t i o n  à. 
son  Ztat d 1 ; q u i l i b r e  . 

Le sys t2me ngcan ique  que c o n s t i t u e  l a  m o l é c u l s  o b é i t  .b l a  
f o n c t i o n  de  LAGRAUGB L=T-V e t  à 1 ' G q u a t i o n  du nouvement:  



Si on utilise las expressions de ': et V obtenues précéaenment 
pour cilaque qi, on obtient un systgme de 31i équations de la forme: . qi +tPij qj =3 

d 
dont les solutions sont les fonctions des oscillateurs narnoniques: 

qi = Ai cos(2~c3t+$) 

V fréquence de vibration en cm-1 ,$ facteur de phase et Ai deplacement 
(amplitude ) maximal de l'atome. 

En remplaçantqidansl'équationdiff6rentielle ,on obtientun 
système ae 3N équations lingaires de la forme : 

soit 

4eJZc - bij = I  si i=j 
=O si i = j  

si on élimine la solution triviale A j = O  ,on obtient le 
déterminant séculaire : 

Il y a donc 3 1 valeurs de h ,c'est à dire 3Pi fréquences 
harmoniques $k . 

LtStablissement de l'iquation amène à plusieurs réflexions: 
a)Si la matrice F était diagonale ,le problème de la 

dStermination des fréquences vibrationnelles serait trés simple 
.Nous aurions alors 3N équations de mouvement s6parées (Fii-1)~i =O 
i=l,2. .... 31J .Le fait que cettematrice ne soitpas diagonale entraine 
qu'il n'est pas possible de séparer le problème vibrationnel en 314 
problhmes séparés. 

+On ne peut employer les coordonnées qi car l'équation de 
SCHHODIEIGBH pour lloscillateur harmonique ne peut être résolue que si 
les énergies cinktique et potentielle forment des termes séparés 
,chacun étant une Îonction d'une sinple coordonnée. Ce problème sera 
évoquS 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 
il n'y apasde c o n t r i b ~ - t ; i o n à l ' é n e r g i e p o t e n t i e l l e d e s 6  coordonn4es 
de translation et de rotation . Ceci se traduira dans l'équation 
séculaire par la pr6sence de six racines nulles. 

c) On definit alors une nouvel le  base de coordonnées 
appelées  coordonnées normales qui r4pondent aux conditions 



s u i v a n t e s  : 
* Les  n a t r i c e s  6 n e r g i e  p o t e n t i e l l e  c i n Z t i q u e  s o n t  

d i a g o n z l e s  a t  s a t i s f o n t  aux  c o n d i t i o n s  d e  SAYVlEZ. 
* 7 e t V p r e n r , e n t ~ s , i o r m e s m a t r i c i e l l e s s i n p l e s s u i v a n t e s :  

2 ! ? = 4 . ~  

A e s t  u n e  n a t r i c e  L i a g o n a l e  d o n t  l e s  p a r a m è t r e s  s o n t  l e s  f r t q u e n c e s  
n o r m a l e s  Xk=4lTZc2 ) ~ k  

* Le p a s s a g e  d e s  31i c o o r à o n n é e s  c a r t é s i e n n e s  q i  aux  Ti?-6 
c o o r à o n n 6 e s  n o r m a l e s  p o u r  u n e  m o l 4 c u l e  à ii a t o a e s  s ' o p k r e  p a r  l z  
m a t r i c e  u n i t a i r e  L -4 

Q =Lq 

*Pour cnaque  s o l u t i o n  de  l ' é q u a t i o n  s e c u l a i r e  (hk)  c ' e s t  à 
d i r e  p o u r  cnaque  coo rdonnSe  no rma le  Q k ,  t o u s  l e s  a t o m e s  i r n  l i q u 6 s  p a r  
c e t t e  c o o r a o n n é e  s e  meuvent e n  p h a s e  à l a  f r é q u e n c e  k a v e c  d e s  
a m p l i t u d e s  d i f f é r e n t e s  A ik .  

3 
Ce mode d e  v i b r a t i o n  e s t  a p p e l 4  mode nor& d e v i b r a t i o n e t  

l a  f r d q u e n c e  a s s o c i a e  e s t  l a  f r g q u e n c e  n o r m a l e  ou e n c o r e  f r a q u e n c e  
f o n d a m e n t a l e .  

* L a  m a t r i c e  F d e s  c o n q t a n t e s  d e  f o r c e  e s t  a l o r s  d i a g o n a l e .  

REUTIOIPS EHTRB COORDOHHBXS H O R H A U S  ET OSCIUlATEmZ HARXOMIQW: ............................................................... 
L 1 o p é r a t e u r H a m i l t o n i e n  v i b r t + t i o n n e l i i v p e u t  e t r e  d d f i n i  à 

p a r t i r  d e s  c o o r d o n n é e s  n o r m a l e s  Qi e t  d e  s o n  moment a s s o c i é  P i  . 
P i  =(Q) = U i  

a ~ ;  ~ u - L  
H =  T+V = 1 / 2  z ( ~ i  +x;Q\ ) 

Comme l e s  c o o r d o n n é e s  n o r n a l e s  Qi f o r n e n t  une  b a s e  d e  3i.i-6 
v a r i a k l e s  i n d é p e n d a n t e s  , l a  f o n c t i o n  d ' o n d e  v i b r a t i o n n e l l e  t o t a l e  
p e u t  e t r e  mise s o u s  l a  f o r n e  d ' u n  p r o d u i t  d e  TM-6 f o n c t i o n s  d ' o n d e  
i n d 6 p e n d a n t e s  y vi ( Q i )  

JU-C 

yv (Ul , . . . ,Q3II-6) =Ty vi ( Q i )  

3~1.6 
4: 4 

L'~nergievibrationnelleestalorssSparablean~R-6t~rnes 
: Ev =q a i  , a l o r s  1 ' a p p l i c a t i o n  de  HVEV = E v p  c o n d u i t  a u  s y s t è m e  d e  38-  
6 é q u a t i o n s  i n d é p e n d a n t e s  du t y p e  : 

'L L 
-tL - spi + & p i  yvi = E v i  pi 
z $  t 

c e t t e  r e l a t i o n  e s t  1 ' t q u a t i o n  d e  SCHR~DIXGER pour  u n  
o s c i l l a t e u r  narmonique  ü n i d i m e n s i o n n e l  ( v i b r a t i o n  non 
dégénGr&e)  

Les v a l e u r s  p r o p r e s  s e r o n t  o b t e n u e s  p o u r  
E i  =hc\) i  (vi+1/2) Vi nombre q u a n t i q u e  v i b r a t i o n n e l  (3,1 . . . . . ) 



Les  f o n c v i o n s  p r o p r e s  d e  l ' o p d r a u e x r  r é p o n a e n t  2ux 
c o r . ~ i t i o n s  d ' o r t n o g o n a l i ; d  q v i  /yvj> = S i j e t  l e s  &l6ne!:ts 
i a a t r i c i e l s  ( Q l ) v i  uj =(Yui lS i \Yv j>  s e r o n " i i i ' 3 r i n t s  O ?  zdro  pour  l e 3  
,;hl2aïs j = i T j  - - 

C 

( a i  )vi ,.\ri-1 =l'i-''' (vi  - ) A / z  

2 
* S i  t o u t e s  l e s  c o o r d o n n i e s  normales  o n t  i e u î  nombre q u a n t i q u e  

v i = ~  a i o r s  i ' t i n e r g i e  du sys tkme  d a n s  l ' é t a t  f o n d a m e n t a l  e s t  E o  = 1 / 2  hc';irY: 
v i  A 

* S i  t o u s  l e s  nombres q u a n t i q u e s  vi =3 s a u f V J = l  , l e  n i v e a u  E J  
e s t  un n iveau  r ' ondanen ta i .  I L  y a  311-6 n iveaux  f o n d a n e n t a u x  
c o r r e s p o n d a n t  chacun à l ' e x c i t a t i o n  d ' u n  mode s i ~ p l e .  

* d i  t o u s  l e s  Y i = O  saur '  Vj e t  ~ & ) l  , l e s  n iveaux  d t 6 n e r g i e  
c o r r e s p o n d a n t s  s o n t  l e s  n iveaux  narmoniques  . 

* S i  2 nombres q u a n t i q u e s  s o n t  d i f f é r e n t s  d e  O , l e s  n i v e a u x  
c o r r e s p o n d a n t s  s o n t  d e s  n iveaux  d e  combinaison  . 

* S i  deux nodes normaux de  v i b r a t i o n s  Ui e t  Q j  o n t  l a  même 
f r S q u e n c e  in$'me é n e r g i e  v i b r a t i o n n e l i e  ) ,  l e s  v i b r a t i o n s  s o n t  d i t e s  
dG&<nér&es . C e c i  e s t  r e l i s  au f a i t  de  l a  p r é s e n c e  d ' é l é n e n t s  d e  
s y m é t r i e  dans l a m o l é c u l e  . L ' & q u a t i o n s é c u l a i r e a 2  r a ~ i n e s 6 ~ a l e s  A i l  
= i 2 ; ; e s  v a l e u r s  p r o p r e s  de 1 1 6 n e r g i e  s e r o n t  a l o r s  données  p a r  W; 
=nc$ (v;+i ) a v e c  Yi  = V i  + vi 

* Les t r a n s i t i o n s  2 n t r e  l e s  n iveaux  d ' é n e r g i e  fondamenta l  e t  
s i n p l e m e n t  e x c i  t é  s o n t  rep4rGes  p a r  l e u r  nombre q u a n t i q u e  r e s p e c t i f  
e t  q e t  donnaes pa r  9% u; qv, -m) / n c  . 



BASES Dl3 L'UALYSE DES VIBRA'ZIOIS NORHAUS: 

Les j u s t i f i c a t i o n s  d e  l ' e m p l o i  d e s  v i b r a t i o n s  no rmales  
pour  d é c r i r e  l e s  modes de  v i b r a t i o n s  d ' u n e n o l é c u l e  o n t é t ;  donnses  e n  
A n n e x r t e c h n i q u z  1 . Cependant, s i  c e  c n o i x  a p p a r a i t  J u d i c i e u x  d e  pr ime  
a b o r d ,  i l e s t e n f a i t d i i f i c i l e à u t i l i s e r d a n s l a p r a t i q u e ~ c a u s e a e  l a  
c o n p l e x i t d  d e s  e x p r e s s i o n s  mene d e s  coordonnées  normales  . 

an  d o i t  s e  r a p p e l e r  p a r  a i l l e u r s  que  l a  s t r u c t u r e  d e  l a  
m a t r i c e  3' Ues c o n s t a n t e s  d e  f o r c e  d6pend du c h o i x  du sys t ème  d e  
coordonnées  . 

Le systèrne de  coordonnees  c h o i s i  d o i t  p e r m e t t r e  d e  
t r a n s f G r e r  l e s  c o n s t a n t e s  d e  f o r c e  c b t e n u e s  pour  une rnoidcule à 
d  ' a u t r e s  é d i f i c e s  n o l 6 c u l a i r e s  s i n i l a i r e s .  Or ,  l e s  c o o î d o n n ~ e s  
n o r n a l e s n e d é c r i v e n t q u e l e c a s a p é c i f l q u e é t u d i é  e t  l e s  c o n s t a n t e s  d e  
f o r c e  ne s o n t  p a s  a d a p t a b l e s  à d ' a u t r e s  s i t u a t i o n s .  

P l u s i e u r s  b a s e s  d e  coordonnees  s o n t  p o s s i b l e s  p o u r  
a p p r o c h e r  1 ' Z t u d e  en  a n a l y s e  normale e t  l e s  d i v e r s e s  p r o p r i é t é s  q u e  
l ' o n v e u t c o n f 6 r e r à c e t t e  a n a l y s e c o ~ l m e p a r  s x e n p l e  l a s i m p l i f i c a t i o n  
d e  l ' e x p r e s s i o n  d e  1 ' S q u a t i o n  s e c u l a i r e  , l a  t r a n s Î é r c b i l i t <  d e s  
c o n s t a n t e s  de  f o r c e  e x i g g r  p l u s  hüut. 

Cependant l ' u t i l i s a t i o n  d e  nouveaux e s p a c e s  d e  
coordonn6es  a u r a  pour  e l f e t  d'asaujeec; , b , r  c e s  n o u v e l l e s  coordonnées  à 
d e s  c o n t r a i n t e s  pour  q u e l ' u t i l i s a t i o n  de  l ' a p p r o x i n a t i o n h a r n o n i q u e  
d e  l ' é n e r g i e  p o t e n t i e l l e  r e s t e  v a l a b l e  ( i n t r o d u c t i o n  de  coordonnées  
r e d o n d a n t e s ) .  

Examinons l e s  e x p r e s s i o n s  à e s  é n e r g i e s  c i n é t i q u e  e t  
p o t e n t i e l l e  à a n s  l e s  e s p a c e s  de  coordonn6es  s u i v a n t s :  

*Système d e  coordonnées cartésiennes : ------------------------------------- 
S o i t  A u n v e c t e u r  f o r n Z à e s  3 I i c o n p o s a n t e s  c a r t e s i e n n e s  d e s  

ii atomes d ' u n e  n o i d c u l e  + L 1 é ? e r g i e  c i n a t i q u e  e s t  a l o r s  : 
2'= = h ;a1 x . 

A m a t r i c e  à o n t  l e s  S l S n e n t s  s o n t  l e s  déri'vrt4es d e s  6 l é n e n t s  de  la 
rnbt r ice  A p a r  r appGr t  a u  t e n p s  

c- 
X m a t r i c e  t r a n s p o s é e  

;-1 mat r i c e  d i a g o n a l e  a o s  :i mîssos  a t o s i q u e s  cx.i ~ l ~ n e n t s )  . 



*Systène des coordonnées internes: ---------------------------------- 
L e s  c o o r d o n n é e s  i n t e r n e s  d s c r i v s n t  l e s  c n â n ~ e n e n t s  t e s  

l o n g u e u r s  a e  l i a i s o n s  ou a e s  s n g i 2 s  e n t r e  l e s  l i ; z i s o n s  c h i a i q u e s .  Ces 
coorûonr iSes  sont ;  a p p e l g e s  i n t e r n e s  c a r  e l l e s  n e s o n t p a s a f i ' e c t 2 e s p a r  
lès ~ r a n s l a t i o r i s  e t  l e s  r o t a t i o n s  à e  l a m o l é c u l e  e n t i & r e .  L ' e s p a c e  d e s  
c o o r d o n n 4 e s  i n t e r n e s  a l o r s  s e  r é d u i t  à 3i i -o c o n p o s a n t e s .  

L a  n a t u r e  à e  ces  c o o r d o n n g e s  e s t  d e  l a  I o r n e :  
* Z l o n g a t i o n  c e s  l i a i s o n s  (Bond s t r e c h i n g )  
" V a r i a t i o n  d e s  a n g l e s  d a n s  l e  p l a n  ( i n  p l a n e  

B e n d i n g  
" V a r i a t i o n  d e s  a n g l e s  h o r s  d u  p i a n  p e p t i à i q u e  

( o u t  o f  p l a n e  b e n d i n g )  
* L o r s i o n  d e s  l i a i s o n s  ( v a r i a t i o n  d e  l ' a n g l e  a i k d r e  e n t r e  

lesplanscontenanttrolsliaisons consécutivesliantquatreatomes). 
C e s v a r i a t i o n s p e u v e n t e t r e  d é c r i t e s  e n t e r m e s d e v a r i a t i o n  

d e s  c o o r d o n n 6 e s  d e  d é p l a c e m e n t s  c a r t é s i e n s  . 
S o i e n t :  
R v e c t e u r  d e s  c o o r d o n n l e s  i n t e r n e s  
B m a t r i c e  d e  p a s s a g e  d e s  c o o r d o n n e e s  c a r t é s i e n n e s  

R a u x  c o o r d o n n 6 e s  i n t e r n e s  

On a e n  n o t a t i o n  m a t r i c i e l l e  
-4 

R =B,X X =BR R 
L a  m a t r i c e  B n ' e s t  p a s  e n  g 6 n é r a l  u n e  m a t r i c e  c a r r é e  e t  n e  

p e u t  e t r e  i n v e r s é e .  La t r a n s f o r m a t i o n  i r i v e r s e  e s t  d é c r i t e  
c o n j o i n t e m e n t  a u  p r o c e s s u s  d ' o b t e n t i o n  d e s  p r o j e c t i o n s  c a r t é s i e r i n e s  
d e s  modes à l ' a n n e x e  t e c h n i q u e  V . 

CU 
-4 .-1 v - 4  @ 

A l o r s  - 2 ~ 4 i '  H) i1i(a, R) = H i;, H 
a v e c  SR =BR m a t r i c e  c a r r e e  s y m 2 t r i q u e  

Dansl'approximationharmoniqu~ ( v o i r  a n n e x e l )  , l ' e r i e r g i e  
p o t e n t i e l l e  e s t  

P m a t r i c e  c a r r S e  s y m é t r i q u e  d o n t  l e s  é l S r n e n t s  F i j  s o n t  l e s  
c o n s t a n t e s  d e  f o r c e  P i j  = YV 

b ~ :  b~~ 
A p a r t i r  d e  l ' é q u a t i o n  d e  LAGRANGE ( a n n e x e  1 )  

on  o b t i e n t  l t S q u a t i o n  s é c u l a i r e :  

a v e c  Amat r i c e  d i a g o n a l e  d e s  v a l e u r s  p r o p r e s X  i 

L m a t r i c e  d e s  v e c t e u r s  p r o p r e s  
L a c o n s t r u c t i o n  d e l a n a t r i c e B  e s t e i ' f e c t u 6 e à l '  a i d e  d e s  

v e c t e u r s  3 d e  3ILSûli  ( r e f .  G . V Z R G 2 O E N  L h & s e  d ' é t a t  
e s  s c i e n c e s  p h y s i q u e s  L I L L E  1977 



Le 3 ~ 0 5 ~ l i t  ù21r , ians l ' t 3 s g a c e  l e s  eoordonn<es  i ~ t r r r . 3 ~  e s t  
u n e  m a t r i z ?  :ion s y a é t r i q ü e  . c e t z e  i i a s o n a l i s a t i o n  s ' e f f e c z u e  en deux 
temps: 

*ULagor4&l i sa t ion  de  S,ce q ü i  donne l a  n a t r i c e  d e s  v a l e u r s  
p r o p r e s  e t  d e s  v e c t s u r s  p r o p r e s  a s s o c i é s  L, 

GR . e s t  a l o r s  t r a n s f o r n s e  en  une  m a t r i c e  u n i t é  p a r  
l f i n t e r c 2 d i a l r e  de l a  m a i r i c e  de  t r a n s f o r m a t i o n  L:= L,A-;~' 

L a  m a t r i c e  % e s t  d a n s  un d e u x i h n e  i e a p s  t r a n s f o r a s e  p a r  CG 
en une  m a t r i c e  s y m 6 t r i q u e  Fc . 

Fc e s t  e n s u i t e  d i a g c ~ r i a l i s é e  .On o b t i e n t  l e s  v a l s u r s  p r o p r e s  
A c  t e l s  que : 

Les  t r a n s f o r m a t i o n s  de  F e t  G c o n à u i s e n t  aux  v a l e u r s  
p r o p r e s  e t  v e c t e u r s  p r o p r e s  du p r o d u i t  G.F  t e i l e s  que : 

L a  mcitrice d e s  v e c t e u r s  p r o p r e s  L d é f i n i t , &  p a r t i r  d e  
l ' e s p a c e  d e s  coordonnées  i n t e r r i e s  R (711-6 d i m e n s i o n s )  , l e  v e c t e u ~  Q 
d o n t  l e s  composantes  s o n t  l e s  321-6 coordonnees  normales  . 

R = L  Q 

Remarque : 
Dans 1 ' e s p a c e  c a r t é s i e n  (311 d i m e n s i o n s )  l a  m s t r i c e  GE' e s t  a u  

d é p a r t s y m G t r i q u e  .Une s e u l e  é t a p e  s u f f i t  pour  s z d i a g o n a l i s a t i o n  .Lie 
p l u s  , l e  problSme d e s  redondances  t r a i t é  au p r o c h a i n  c h a p i t r e  
n ' a p p a r a i t  p l u s .  Cependant  i l  a f a l l u  a t t e n d r e  l e  dGveloppenent  d e s  
g r o s s e s  c a p s c i t s s  d e s  mgmoires des c a l c u l a t e u r s  a c ~ u e l s  pour  p o u v o i r  
t r a v a i l l e r  d a n s  l ' e s p a c e  a e s  coordonnSes  c a r t é s i e n n e s  . 

APPROCHE D E S  COORDOHIi2BS HORWIILES: 

Les coordonnees  norinales  ne s o n t  pas  e x p l o i t a b l e s  
a i r e c t e c i e ~ t  pour  l e s  r a i s o n s  Gnoncies  e u  d6bu t  a e  c e t t e  annexe  . L a  
d S f i n i t i o n ù ' ü n  e s p a c e  i n t e r n 2 u i a i r e e r 1 t r e  l e s  cocrdonnSes  i n t e r n e s  et 
normales  d e v i e n t  nc ;cessa i re  e t  d o i t  r 6 p a n d r e  à p l u s i e u r s  c o r i d i t i o n s  ( 



C e t  e s p u c e  e s t  c e l g i  d e s  coordonnées 
de symétrie Si 

*Les c o o r o o n ~ ~ e s  a o i % f e n t  ê t r e  i n d g p e n d a n t e s  l e s  u n e s  d e s  
a u t r e s .  

* E x p r e s s i o n s  s i m p l e s  e n t r e  c o o r u o n n i e s  d e  s y n é t r i e  e t  
c o o r d o n n & e s  i n t e r n e s  . 

* B x p r e s s i o n s  r a p p r o c h G e s  d e s  c o o r d o n n é e s  n o r n a l e s ;  
Dans ce c a s ,  l e s  c o n s t a n t e s  d e  l o r c e  non d i a g o n a l e s  F i j  s o n t  trGs 
p e t i t e s  ( r i a i s  n o n  n u l l e s  cornne a a n s  l e  c a s  d e s  c o o r d o n n 6 e s  n o r a a l e s  ) 
p a r  r a p p o r t  a u x  c o n s t a n t z s  d i a q o n a i e s  . 

*Cnacuné  d e s  c o o r a o n n e e s  d e  s y m l t r i e  e s t  u n  v e c t e u r  p r o p r e  
d e  i ' l q u a t i o n  s S c u l a i r e  , d o n t  l a  v a l e u r  p r o p r e  c o r r e s p o n d a n t e  e s t  
a s s o c i é e  à l a f r g q u e n c e  d e  l a  v i b r a t i o n a s s o c i ~ e à c e t t e  c o o r d o n n é e  d e  
s y m e t r i e .  

+Ces c o o r à o n n & e s  d o i v e n t  ê t r e  s y m é t r i q u e s  , a n t i s y m i  
t r i q u e s  ou  d é g é n G r é e s  p a r  r a p p o r t  a u x  o p S r a t i o n s  a e  s y m G t r i 5  l o c a l e  
(rnouvecients  des g r o u p e m e n t s  r n o l & c u l a i r e s )  n a i s  p a s  Î o r c & m e n t  p a r  
r a p p o r t  a u x  o p é r a t i o n s  d e  s y m é t r i e  d e  l a  n o l é c u l e  e n t i è r e .  

Une c o n o i n a i s o n  l i n 6 a i r e  d e s  c o o r a o n n a e s  i n t e r n e s  s e l o r ;  
l e s  p r o p r i é t é s  d e  s y m G t ~ i e  l o c a l e s  & v o q u é e s  d G f i n i t  l e  v e c t e u r  S 
a p p e l & :  coordonnée d e  symétrie 

La n s t r i c e  d e  p a s s a g e  à e s  c o o r d o n n 6 e s  i n t e r n e s  at lx 
c o o r d o n n l e s  d e  s y m d t r i e  e s t  u n e  m a t r i c e  o r t n o n o r m 2 e  

C 

c e c i  e n t r a i n e :  H = iJ S 

La i2me  l i g n e  d e  U r e p r g s e n t e  l e s  c o e f f i c i e n t s  a e s  
c o o r d o n n d e s  i n t e r n e s  i m p l i q u 6 e s  d a n s  l a  c o o r d o n n & e  d e  s y m S t r i e  Y i  
. L e s  é n e r g i e s  c i n & t i q u e  e t  p o t e n t i e l l e  d e v i e n n e n t  : 

La m a t r i c e  G s F s  s e  r e l i e  a l o r s  à G F p a r  

L e s  v a l e u r s  p r o p r e s  s o n t  c o n s e r v é e s  
- 4 

Ls  GsFs  Ls  = A 

Les  v e c t e u r s  p r o p r e s  a s s o c i 6 s  s o n t  a l o r s  

L ' e i n p l o i a e s  c o o r d o n n é e s  d e s y m G t r i e  , o u t r e l a d 4 f i n i t i o n  
d ' i n  b o n  2 h ~ l a p  d e  f o r c e  mane à u n s  f a c t o r i s a t i o n  d e  Y e t  V s u i v a n t  l e s  



? r o p t i 2 t G s  d e  s y c t 3 t r i e  d e  12 a o l - < z u i e  . L e s  t e r n e s  non d i a g o n ô x x  
s u b s i s t a n t s  n 1 a p p a r a i s s e n + ,  p l a a  q . ~ ' e n t r e  c a o r d o n ~ é e s  de s y n é t r i e  d r  
mens e s p t c e  . 

Le nombre d ' S l S m e n x s  d e  G eT F e s t  a l o r s  t r & s  
r k d u i t p a r  r a p p o r t  a u x  n o m b r e i ' G l i a e n t s  d e s m e m e s m a t r i c e s  e x p r i m é e s  

d a n s  l e  s y s t & n e  c a r t é s i e n  . 

A)Coordomées redondantes: .......................... 
Le p a s s a g e  d e  l a  d e s c r i p t i o n  d e s  v i b r a t i o n s  m o l é c a l a i r e s  

d ' u n e  n o l Z c u l e  9 N a t o n e s  d a n s  u n  r 6 f é r e n t i e l  c a r t s s i e n  a u  s y s t è n e  d e  
c o o r d o n n e e s  n o r m a l e s  ou d e  s y m 4 t r i e  a b a i s s e  l e  nombre  d e  d e g r g s  d e  
l i b e r t g  d e  v i b r a t i o n s d e  jd  à 3i.i'-6 . En p a r t a n t  d u  p r e m i e r  s y s t è m e  
p o u r  a b o u t i r  a u  s e c o n d  , on d d f i n i t t r o p d e  c o o r d o n n S e s q u i  , d e  c e  f a i t  
, n e s o n t p a s i n d k p e n d a n t e s .  C e s c o n d i t i o n s  s e  r e g r o u p e n t e n u n  s y s t è m e  
d e  6 r e l a t i o n s  d u  t y q -  : 

 ai X i  =d 
i a 4  

Ces c o n d i t i o n s  s o n t  a p p e 2 i e s  C O ~ I E I O B S  DB REDOHDAaCE 

Dans l e  cas a ' u n  c y c l e  , l a  f o r m e  g l o b a l e  d e s  s i x  
r e d o n à a n c e s  s ' e x p r i m e  s o u s  l a  Zorme d  ' u n e  c o m b i n a i s o n  l i n k a i r e  d e  
v e c t e u r s  o r i e n t e s  s u i v a n t  l e s  l i a i s o n s .  L a  r e l a t i o n  

N $  4 
Y Ri zL, 

A 4 ( R e d o n d a n c e  p r i m a i r e )  
t r a d u i t  l a  f e r m e t u r e  d u  c y c l e  . 

L ' a p p r o x i m ~ t i o n  n s r n o n i q u e  q u i  e s t  à l a  b a s e  d e  n o t r e  
m6:hode d e  c a l c u l s t i p u l a  q u e l e s  d g r i v é e s  p r e m i e r e s  du p o t e n t i e l  s o n t  
n u l l e s  . ( i 4 0 u v e m e n t s  d e  v i b r a t i o n  a e  f a i b l e  a m p l i t u d e  a u t o u r  d e  l a  
p o s i t i o n  d 1 6 q u i l i b r e ) .  

q i  q j  + ....... 

i: 4 
V = Y'+: F i  q i  + 1 / 2  Y S i j  q i  q j  

4 ' : 4  c 

a p p r o x i m a t i o n  h a r m o n i q u e  

i J 0  =O r é f S r e n c e  d e  l ' é n e r g i e  p o t e n t i e l l e  

X i l l s  a m o n t r é  ( ) q u e  d a n s  u n  s y s t é m e  d e  c o o r a a n n 6 e s  d e  
c o o r d o n n s e s  i i r i k a i r e s  H i  , l a  p r s s e n c c  a ' u n e  r e l a t i o n  d e  r e d o n d a n c e  ~ l i o i  S'i n ' a  p a s  d ' e f f e t  s u r  l ' e a p r e a s i o n  d u  p o t e n t i e l  h a r m o n i q u e  . 

C e p e n d a n t  l o r s q u e  l e s  d g p l a c e m e n t s  n e  s o n t  p l u s  
i n f i n i  t & s i m a u x  p a r  r a p p o r t  aux  d i n o n s i o n s  a x o m i q u e s  , l e s  
d & p l a c e m e n t s  d o i v e n t  e t r e  e x p r i n é s  d a n s  un  s y s t S n e  d e  c o o r d o n n é e s  
c u r v i l i g n v s  Qs . 

Ce s y s t i m e  e s ;  r e l i t $  aux  c o o r ~ o n n i z s  i i n é s i r e s  p a r :  



S i  l a  b a s e  n ' e s t  p a s  r e d o n i i a n t e  ( s ' i l  n ' y  a pas  p l ~ s  Ce jii-6 
c o o r d o n n 4 e s )  a l o r s  

V - 1  /ZZf,,, pspt e t  ia c o n s t a n t e  d e  i ' o r c s  es: 
S,t 

S ' i l  e x i s t e  une r e l a t i o n  d e  r e d o n à a n c e , a l o r s  

Le p a r a a s t r e  e s t  a p p e l é  tens ion interne 
I l  r e p r é s e n t e  l a  t e n s i o n  à l ' b q u i l i ~ r e  r d s u l t a n t  d e  l a  

c o n t r a i n t e .  I l  i n t e r v i e n t  d a n s  l a  p a r t i e  q u a d r a t i q u e  d e  i ' 6 n e r g i e  
p o t e n t i e l l e  e t  e s t  a o n c  d G t e r m i n a c l 2 .  

L ' a p p r o x i m a t i o n  h a r m o n i q u e  i m p o s e  a l o r s  : 

f s - h  s =O s=1,2 .....? N-5 

Les c o n s t a n t e s  d e  f o r c e  P i j  s e r o n t  du t y p z  

i 
s i  l e s  c o e f i i c i e n t s  ts  s o n t  c e u x  d e  l a  m a t r i c e  i d e n t i t é .  

Une redondance dans les  coordonnées curv i l ignes  introduit  une 
tens ion intramoléculaire dans l e  champ d e  f o r c e  harmonique. 

A f i n  d ' o b z e n i r  u n e  d e s c r i p t i o n  c o n p l a t e  ae  l ' é n e r g i e  
p o t e n t i e l l e  p e r m e t t a n t  d ' e m p l o y e r  un  minimum à e  p a r a m S t r e s l o r s q u l o n  
v e u t  u t i l i s e r  d e  g r o s s e s  r n o l 6 c u l e s  d e  s y n G t r i e  r é d u i t e  , n o u s  a v o n s  
c h o i s i d ' u t i l i s e r l e  champdeforced13REY-BilADLEY ( 3 ) . C e c h a m p t i e n t  
compted'interactionsdutypeVA~~DER'dAALS e n t r e  a t o m e s  non  r e l i 4 s  p e r  
d e s  l i a i s o n s  c h i m i q u e s  .L' e n p l o i  d e  ces  i n t e r a c t i o n s  p e r m e t  
d l & l i m i n e r  l e s  t s r r n e s  non d i a g o n a u x  d e  ia m a t r i c e  F. 

L ' e x p r e s s i o n  d e  c e  p o t e n t i e l  e n  f o n c t i o n  d e s  c o o r d o n n 4 e s  
i n t e r n e s  a l a  f o r m e  g & n é r a l e  s u i v a n t e :  

L 1 6 i i m i n a t i o n  d e s  t e r n e s  l i ~ é a i r e s  ( p r G s e n c e  a e  t e n s i o n s  
i n t e r n e s )  e s t  e i f e c t u G e  p a r  l ' i n t r o d u c t i o n  d e  f o n c t i o n s  d e  
r e d o n d a n c e .  L e s  r s f é r e n c e s  ( 2 , 3 )  à s c r i v e n t  les : ' onc t ions  d e  
r e d o n a a n c e  p a r t i c u l i è r e s  a u  cnsmp d l  U'REY-BRADLEY- S H I M O U C H I  e t  d e  
l e u r  a p p l i c a t i o n  à l a  s u p - r e s s i o n  a e s  c o o r d o n n 6 e s  r e d o n d a n t e s  
q i j . L 1 é n e r g i e  y o t e c t i e l l e  d e T ~ i e ï . t  a l o r s  u n e  f o r m e  q u a a r a t i q u e  d e s  
c o o r d o n n é e s  i n t e r n e s  H t e l l e s  que 

2 V = H F R  

L e s  d l é m r n t s  d e  l a  m a t r i c e  P s o n t  d e s  f o n c t i o n s  l i n G a i r e s  
a e s  c o n s t a n t e s  u t  i o r c e  d1UR3X-BRADLEY $k t e l l e s  q u e :  



soit sous forme mutricielle 

? = Z g  2 mûtrice des contraintes 

La contribution de chaque constante ae force du chsmp a '  
UHZY-BRADLEYàunnode normalestexprimdepar la relation matricielle 

- 39: J jacobien par rapport à lf&lément Fij Jij - 
pmatrice diagonale des constantes de force. 

Les él6ments du produit matriciel reprssentent les 
contributionsfractionnairesàecnaquecoordonn~edônsle clianpd' U.B 
à la fr6quence A i=4-rrZcZ Fi' . 

Les nkthodes de raffinement àes constantes de force a Gté 
parfaitement décrite par G.FLEUHY ( 4  ) et 'i'.SiIIMANOUCHI(S). 

C O O R D O H ~ S  DE SYIlgTRIX LOCALE, 
\ 

TWSFERABILITB DU CBB#P DE FORCE 

Mon principal travail a 4té de trouver un cnanp de force 
correctetd'éprouver satransférabilité comme nous leverrons dans le 
chapitreexperimentalconsacr~à1'étudededipeptides et du transfert 
du champ de force à des tétrapeptides. 

Le manque de symétrie mol2culaire ainsi que la volont2 
d 'obtenir une base fiable de constantes àe force transfSrables n'ont 
pousséàutiliserlanotiondechômpdeforcedesymétrielocale(LS~F). 
En génera1,las constantes de force de groupes nol6culaires tels que 
!TH3 ( c ~ v )  ou CH2 (C2v) ne sorit inlluencés que par les atomes 
immédiatements voisins. ConsidGrons par exemple un groupement de 
sym4trie C2v 

Y1 ,Y2 et XI ,X2 sont de n;me 
~ a t u r e  
cooràonnées internes 

A 
(Y XI A X2 

rnoditication de Y1 A Y2 
. l'ij 

Xi A Yj 

3n cornDinant linGairement ces coordonn6es suivant les 
opérations de synztrie du groupe C2v ( 3  ,C2 ,2(T-vj, on obtient les 
coordonnGes de symdtrie suivaites (ici normalisées) 

=I(q + p +6,,+0,,+k+t1,)i~ 

bending XI AX2 
bending P1AY2 



o r  l e s  f o f i c t i o n s  d e  r edondance  e x p r i n e n t  ia r e i a t i o n  d e  r e à o n a a n c e  
s o u s  l a  f o r n e :  

t a n ~ ( n  = 3 d n  coo rdonnée  i n t e r n e  
n: 4 

ae  d g f o r m a t i o n  d e  l ' a n g l e  8ij 

P r e n d r e l î c o o r d o n n 6 e  d e s y n e t r i e S 1  c o r n a e c o o r d o n ~ ~ ~ a e  
r edondance  i m p l i q u e  qu?  l e s  c o e f Î i c i e n t s  .de l a  r e l a t i o n  hikt =cj 
s o i e n t  6gaux . C e c i  n ' e s t  v r a i  q u e  s i  a n g l e s  s o n t  egaux  
( t é t r a G a r e  a r f a i t )  , o r , s i  l e s  a t o m e s  X e t  Y s o n t  d i f f d r e n t s  ( C  e t  B 
p a r  exernpie 7 l a c o o r d o n n é e S I  n ' e s t p a s l a c o o r d o n n é e  r e d o n d a n t e .  En 
s y m é t r i e  C2v l a  r e l a t i o n  de  r e d o n d a n c e  s e r a  de  la fo rme  : 

Ad + B P  + ~ ( l r 4  +Ylq+&r + a r r )  =O 
o r  l a  r e l a t i o n m a t r i c i e l l e  q u i  l i e  l e  p a s s a g e  d e s  c o o r d o n n é e s  i n t e r n e s  
aux  c o o r d o n n é e s  Ce s y m 6 t r i e  S =U H a e  f a i t  p a r  l a m a t r i c e  U o r t h o g o n a l e  , 
c ' e s t  à d i r e  q u e  l e s  c o o r d o n n é e s  d e  s y n é t r i e  s o n t  o r t h o g o n a l e s  
e n t r ' e l l e s .  

A i n s i  l ' e x c l u s i o n  d ' u n e  c o o r d o n n j e  d e  
s y m é t r i e  r e d o n d a n t e  ( q u i  e s t  s o u v e n t  une  c o m b i n a i s o n  l i n é a i r e  a e s  
a u t r e s  c o o r d o n n é e s  d e  s y n é t r i e  ) a f f e c t e  t ' e l l e  1 ' e x p r e s s i o n  d e s  

\ z u t r e s  coo rdonn4es  q u i  l u i  s o n t  o r t h o g o n a l e s .  

I l  s e r a d o n c  n g c e s s a i r e  d e  p r o c é d e r  h u n e  r e n o r n a l i s a t i o n  
d a n s  l a  base réduite des coordonnées de symétrie ( b a s e  n e  
compor t an t  p l u s  d e  coo rdonn4es  d e  s y n S t r i e  r e d o n d a n t e s ) .  

L ' e x p r e s s i o n  m a t r i c i e l l e  d e  l 1 6 n e r g i e  p o t e n t i e l l e  d a n s  
l ' e s p a c e  d e s  c o o r d o n n k e s  d e  s y m g t r i e  

mon t r e  q u ' u n e  mauva i se  d é t e r m i n a t i o n  d e  1 ' e x p r e s s i o n  d e s  c o o r d o n n 6 e s  
r e d o n d a n t e s i n f l u e s u r  l e  champde  f o r c e e t q u l i l n e f a u d r ü i t a l o r s n l y  
a c c o r d e r  aucun  c r 6 d i t e t a u c ü n e p r o p r i S t é  d e t r z n s f 2 r a b i l i t é  . De p l u s  
, l a  d e s c r i p t i o n  d e s  c o o r d o n n é e s  m i s e s  e n  j e u  l o r s  d ' u n e  v i b r a t i o n  
no rma le  (PzD P o t e n t i a l  Energy D i s t r i b u t i o n )  s e r a i t  a l o r s  e r r o n é e  e t  
l ' a t t r i b u t i o n  d e s  b a n a e s  Î a u s s 6 e .  

Notions de symétrie locale d'un cycle: ..................................... 
L e s  n o t i o n s  pr6cédemnent  i n t r o d u i t e s  s o n t  v a l a b l e s  p o u r  

d e s  m o l é c u l e s  " o u v e r t e s " .  E s t - i l  p o s s i b l e  d ' a t t a c h e r  u n e  n o t i o n  d e  
s y m 4 t r i e l o c a l e à u n  c y c i e ? E s t - i l  p o s s i b l e d e d 6 l i n i r p o u r  c e  c y c l e  un 
cnamp d e f o r c e t r a n s i ' d r o b l e à t o u t e m o l é c u l e  q u i c o n t i e n d r a i t u n c y c l e  
d e  meme gGom6tr ie  e t  q u e  l e s  g r a n a e u r s  q u i  c a r a c t c i r i s e n t  c e  c y c l e  ne  
d é p e n d r a i e n t  q u e  d e s  Gléments  p r o p r e s  a u  c y c l e  i naépendanmen t  Ces  
s u b s t i t u a n t s ' ?  

J.P.HWENEFiC ( 6  j a m o n t r i  d a n s  d e s  t r a v a u x  s u r  l e s  



redonüünces d e  cycles comme I v  Cycionexane , du Glucosé st 
d'ndtGrocycies ninÈraux , q u ' u n  cycle à :i atones 2ossGcie bien jii-o 
cooràonnGes de symetrie caractGristiquss du groupement qu'il 
constitue et transfGrables avec lui . Cependant l e  treiteaent ? e s  
reàondances au cycle est possiolz,nais beaucoup plus complexe que 
dans le cas àes redondances urDre .311s est toutefois faciiitd si le 
cycle comporte des èléments d* synétrie. 

~ious verrons dans ie cas d'un cycle PROLiiiE non plan que 
l'expression de la base réduite est d'une grande complexité 



MXEXB TECIWIQW III 

IIITRODUCTIOH: 
Les résultats des nombreux travaux tant exp4rimentaux que 

théoriques en Résonance ]gagnétique Iiucléaire nous ont permis de 
déterminer la structure de nos peptides modèles et de montrer qu'ils 
a d o p t a i e n t u n e s t r u c t u r e c o u d é e d a n s c e r t a i n e s c o n d i t i o n s d e s o l v a n t  . 

J'aitenu i c i à d o n n e r l e s p r i n c i p a u x r S s u l t a t s o b t e n u s e n R M ~ ~ s u r  
le tripeptide Glycyl-L-Prolyl-Glycylglycine (SPGG) et son homologue 
protégéZGPGGOMe (~:Benzyloxycarbonyi)afind'apporterunecohérence 
àl'ensemble des études effectuées en spectrométrie vibrationnelle. 

Ces travaux en RMM ont 6té effectués par l'équipe de Mme M.i-Ï 
LOUCHEUX en collaboration avec B.PERLY (Equipe du Pr C. CHACHATY au 
C.E.N de SACLAY)(I). 
ISOKERIE CIS--S: 

L'Isomérie Cis-Trans autour de la liaison peptidique X-PitO a ét2 
~articulièrement bien mise en évidence par de nombreux travaux ( 
t 

Une telle isomérie a été observie sur le tripeptide GPLG (Glycyl- 
L-ProlylGlycylGlycine sous forme zwit terion ) dans le DIISO-d6 par '13P.IA 
et Al ( 2 ) .  

A-1 )Utilisation du solvant DIIISi)-aG: ................................... 
Ce solvant a été utilisé pour plusieurs raisons: 
* Il n'a pas de réactions ci 'échange avec les protons mobiles (NH 

amide ou OS). 
* C ' e s t u n s o l v a n t a s s e z p o l a i r e q u i s o l v a t e l e s p r o t o n s a r n i d e N H e t  

n'_entraine pas d'agrégation notable jusqu'àune concentration élevde 
de 0,2Pi. 

* Ce solvant S e  caractarise par une auto-association due à son 
moment dipolaire élevge et à l'encombrement des molécules ( 3 ) .  



T a b l e  I I I  - 1 

r 

Déplacements Chimiques de GPGG (zvitterion) dans le 
D14SO-d6. Rel: TFIS conc .  Srng/nl DiiSû-ù6 

1 il RI4IJ 2 50 f.IIiz 

l e s  r a i e s  ??1 -ii son2 à b a s  cnamp ( q u a a r u s l e t ) .  

T " C  17 30 40 50 60 70 80 p e n t e  
X 10 ppn/"C .............................................................. 

d iilH c i s  8,64 8,57 d ,51  8 , 4 6  8,41 8 ,34  5 ,28  -5968 

diilli f r a n s  8 , 4 j  8 , 3 7  8 , 3 2  8 , 2 8  8 , 2 4  3,18 8,1> -4 ,73  

d ii2H c i s  7 , 4 2  7 , 4 3  7 , 4 4  7 , 4 6  7 , 4 8  7 , 4 9  7 , 5 0  +1 , 2 8  

d î i 2 ~  T r a n s  7 , 0 7  7 , 1 2  7 ,14  7 , 1 7  7 , 2 2  '7,24 7 , 2 8  +3,27  

c i s  -------- 710 0 , 1 1  0 , 1 3  O , l 5  a,16 Q , 1 9  0 ,21  
c i s + l ' r a n s  

L i  1 :ii au r h s i d u  9 
ii 2:l i  du r 6 s i d u  4 

J 1 =8,0 +/- 0 , 4  Hz 6 =  -80" ou 40' 
J3Ziil-H =S,U +/- U,2 Hz 

J31iii2-ii = 6 , 0  +/- 0 , 2  ; i ~  a= -165 '  
J3Hii2-H = 1 , 7  +/- 0 , 2  iiz 



A - 2 ) A p p a r e i l l a g e :  ----------------- 
Les s p e c t r e s 3 ? l N  à u p r o t o n H o n t 6 t S  e n r e g i s t r é s  s u r  CAfilECA TSN25G 

( 2 5 0 ~ H z ) à 2 0 ' e t e n " ~  S U ~ V A R I A N C P T ~ ~  ( 2 0 ~ H z ) à 3 2 ' . L e s m e s u r e s  d e s  
temps de r e l a x a t i o n  l o n g i t u d i n a u x  T o n t  été e f Î e c t u é e s  s u r  BRUCKZR dii 
(30 ( 2 7  OC e t  T+_1 OC) à 2 2 , 6  j biiiz. 

Les r a i s o n s  au  c h o i x  de c e  p e p t i d e  modèle o n t  é t é  évoquées  d a n s  l e  
c h a p i t r e  1, La f o r m u l e  d6veloppée  d e  c e  t r i p e p t i d e  a i n s i  que  l a  
n o t a t i o n  d e s  r B s i d u s  e s t  montrée  d a n s  l a  f i g u r e  1 

G l y c y l l  L -Pro ly l2  G l y c y l ?  Glycy l4  

FIG 1 
* Dans l l e a u , c e  t r i p e p t i d e  e x i s t e  s imul t anémen t  s o u s  p l u s i e u r s  

c o n f o r m a t i o n s  ( i s o m é r i e  C i s - T r a n s ) .  
* Dans l e  DMSO-à6 , l e  t r i p e p t i d e  N H ~ + G P G G  C O S  ( z v i t t e r i o n )  p o s s è d e  

une  s t r u c t u r e  f o r t e m e n t  o r g a n i s 6 e . C e  f a i t  e s t  m i s  e n  S v i d e n c e  p a r  
p l u s i e u r s  r e s u l t a t s  expér imentaux:  

- F a i b l e  p o u r c e n t a g e  d e f o r n e c i s  a u t o u r d e l a l i a i s o n G l y 1 - P r o 2  ( 
< l  O°/, ) . 

-11 e x i s t e  une  t r é s  f o r t e  i n é q u i v a l e n c e  d e s  deux p r o t o n s  p o u r  
chacun d e s  g r o u p e s  mé thy lènes  Gly3 e t  Gly4. 

-Le c o e f f i c i e n t  d e  t e m p a r a t u r e  d d / ~ T  e s t  p o s i t i f  p o u r  l ' u n  d e s  NH 
amide (dd/dT : v a r i a t i o n  du dép lacemen t  ch imique  en  f o n c t i o n  d e  l a  
t e m p é r a t u r e ) .  

B-1 )Ana lyse  du s p e c t r e  en RMN H d e  GPGG dans  l e  DPISO-d6: -------------------------------------------------------- 
Les  s p e c t r e s ' ~  o n t  é t &  e n r e g i s t r é s  à 250 MHz à 2 0 e C (  r é f k r e n c e :  

TMS). 
L'examen de  l a  f i g u r e  111-1 permet  d e  m o n t r e r  que: 
* Les s i g n s ~ x  d e s  p r o t o n s  d e  Glyl  s o n t  p a r t i e l l e m e n t  masqués p a r  

HDO r é s i d u e l l e .  
* Les v a l e u r s  d e s  dép lacemen t s  ch imiques  d e s  p r o t o n s  NH e t  CH ( e t  

l e s  c o n s t a n t e s  d e  c o u p l a g e )  o n t 6 t é o b t e n u e s p a r s i m u l a t i o n d u s p e c t r e  
de  l a  forme T r a n s  s e u l e .  

Ces v a l e u r s  o n t  é t é  c o n Î i r m é e s p a r l a a e u t é r a t i o n s é l e c t i v e C D 2  du 
r o s i d u  G l y c y l 3  ( T a b l e  III-1 ) .  

B-2)Analyse d e s  c o e f f i c i e n t s  de  tvmpSra tu re :  

On sa i t  q u ' u n e  for te  dépendance des déplacements chimiques des 
protons amide EH en fonction d e  la température e s t  t y p i q u e  , s o i t  
d ' u n e  exposition de ce proton aa solvant ,  s o i t  à sa participation 
dans  une l i a i s o n  Hydrogene. 

Le dép lacemen t s  du b a s  champ à une  p o s i t i o n  à champ p l u s  f o r t  s e  
p r o d u i t  en  augmentant  l a  T O  A d / d t  < O  . 

A l t o p p o s 6 ,  un f a i b l e  coef f ic ient  d e  T' caractérise une f o r t e  
l i a i s o n  Hydrogène intramoléculaire J d / ~  T >O . 



La t a b l e  111-2 donne l e s  v a l e u r s  d e s  c o e f f i c i e n t s  d e  T *  pour l e s  
g r o u p e s  NE amide  de GPGG. 

C i s  

T r a n s  

T a b l e  111-2 

EH GIy4 est protégé du solvant. 
Remarque : 

L e s  r a i e s  s ' é l a r g i s s e n t  l o r s  d e  l ' a u g m e n t a t i o n  d e  T e  . Ceci  p e u t  
S t r e  du à u n e  i n t e r c o n v e r s i o n  e n t r e  c o n f o r m a t i o n s .  

B-3)Déte rmina t ion  de l ' a n g l e  d i è d r e  y2 ( p r o )  p a r  RMN 13C: 
- - 

SIEMiûNetAL(;1 ) o n t  m i s  en  é v i d e n c e u n e  r e l a t i o n  l i n é a i r e  e n t r e  l e s  
d é p l a c e m e n t s  ch imiques  d e s  C e t  C e t  l ' a n g l e  d i è d r e  C C C f  . 

Ces  a u t e u r s  p r o p o s e n t  l a  r e l a t i o n  s u i v a n t e  p o u r  l e s  i s o m è r e s  C i s  e t  
Trans :  

a& = 0 ,081  10) + 2,47 i somère  C i s  

46 = 0 , 0 3 6  181 + 0 , 7 3  i somère  T r a n s  

Pour chacun d e s  2 i s o m è r e s ,  l e s  v a l e u r s  e x p e r i m e n t a l e s  RMN s o n t  

i! r o c h e s d e s  v a l e u r s t h é o r i q u e s  a c c o r d é e s  h u n e  c o n f o r m a t i o n e n c o u d e B  
U =+Ibo' OU -40'). 

Remarque : 
l e s  r é s u l t a t s  s o n t  a s s u j e t t i s  à deux c o n t r a i n t e s  

-Les mesures  s o n t  e f f e c t u é e s  à 32' 
-La p r é c i s i o n  d e  l a  l o i  d e  SIEMON q u i  r e s t e  t r é s  e m p i r i q u e .  

t t 3 p p l i c î t  i o n  i j ~  c e s  d e u x  r e l c J t  i o n s  a u  t r i o e p t i d c  
V!-i;, C P C G  C 2 2 -  donne  3 T = 3 l 0  

A S ~ ~ : C ~ S )  = 7 , & 2  p p a  d 'n ;  111 = 8 6 '  e t  = ? 4 5 O  f i l  - 2 5 '  

a 
h 6 8 6 ( t r 2 1 s :  = i , 4 ?  pan d ' o ù  ( 5 1  r ; e t  Y =16!1° Oi, -4;. 



B-4)Détermination du type de repliement: ........................................ 
La détersination des angles dièdre $ est assujettie à 1 ' hypothèse 

suivante 
Le proton CH Gly situé a bas champ est de configuration S. 

(Travaux de KAIiJOSHO et AL ( 5 )  ,:-IABBxGD et AL (6). 
De nombreuses observations permettent d'étayer ce SZMKB 
Le diagramme des déplacements et couplages des protons C H des 

groupes Gly3 et Gly4 de GPGG peut être alors schématisé comme suit: 

La table 111-3 donne les valeurs des constantes de couplage NH-C H (S 
R): 

Table I t 1-3 

Les valeurs expérimentales des J NH-CH pour chacun des résidus 
mènent alors aux propositions suivantes: 

L'utilisation de la relation de CUNG et AL ( 7 ) :  B =($-581 donne pour 
les deux types de coude les plus fréquemment rencontrés: 

9, = 150' J ' I H - C ~ ~  (Gly3) , 9 Hz 

8, = 30' J ~ H H - C H ~ ~  (G1~3)+4,5 HZ 



Or 1 'observation nous .donne: 
GLY 3 

J 3  iIH-C& = 8,4+ 0,1 Hz 
J 3  NH-CL1,R = 4,5+ 0,1 HZ 

Ainsi on voit que seul le type de repliement en COrlB BI1 est 
compatible avec les données expérimentales. 

B-5)Détermination de l'angle dièdre Y,: 
------------------o---------------o-- 

L'examen des constantos de couplag5s géminales et en utilisant le 
diagramme de BARFIELD (8) reliant J H  nGly à Y gly on obtient 
Gly3 = 17,2 Hz a CY %a 

Avec 0, = 4 0 '  ,on a deux valeurs 

Dans 1;s 'turns théoriques BI et B I 1  
1 )  .Ceci confirme la présence de la c 

possibles: 

la valeur de y 
onformation de 

=O' (-30 
GPGG en 

' pour 
coude 

B-6)Ddtermination de l'angle dièdre : t4 
O------------------------------------- 

La valeur observée de J~,NH-CH (Gly4) correspond à $4.-165' 
En utilisant un modèle moléculaire on voit trés bien que cette valeur 
permet l'établissement d'une liaison Hydrogène entre BE (01~4) et 
C O ( G ~ ~ I  ) . 
Remarque : 

L ' interaction électrostatique entre groupements M3+ et C02- 
terminaux est trés forte et contribue principalement à la 
stabilisation de la structure en coude B I I .  

Comme nous le verrons lors de l'étude du tétrapeptide ZGPGG dans 
leDMSO-d6 que ce peptide n'adopte aucune conformationprivilégiée,ce 
qui démontre l'isportance de la stabilisation de la structure par les 
interactions électrostatiques. 

D'autres exemples de stabilisation de coude par ce type 
d'interaction électrostatique sont connus: 
Boc-Arg-Ala-Gly-Glu-NBEt étudié par MAYER et LANCELOT (9) , H- 
Gly-Pro-Leu-Gly-OH et 8-Gly-Pro-Asn-Gly-OH par TûEîA et AL (BI Turn) . 



O  3 
m o -  O  O  
- 3 3  O a 

O  a l 0 0  0 3 
. . O  

3 0  3 % - N -  3 - 0 - . U 3 0 0  3 3 3 3 3 3 3 3  
G O  N Ü .  0 i> 3 O J 0 U J  

3 O  - 3 0 0 -  
.na 9 - 0 'fi 



3-7)ConÎormat ion  du  c y c l e  P r o l i n e :  ---------------------------------- 
Les v a l e u r s  d e s  c o n s t a n t e s  de? c o u p l a g e  ~ ~ & i l ~ 5 , 1  Hz e t  2 s,i-i,, 

= 8 , 5  Hz o b t e n u e s  à T '  =17' m o n t r e n t  q u ' i l  e x i s t é  une interconversion 
rapide entre les forres EX0 e4 E?îDû . 

blADISOil (8) s i g n a l e  un t e l  r i s u l t a t  pour  d e s  v a l e u r s  d e  # Pro- -60' 
( $  T u r n s )  .Ce phénomene e s t  l i é  éga lemen t  a l ' e x i s t e n c e  d ' une  f a i b l e  
p r o p o r t i o n  d e  fo rme  C i s  comme c ' e s t  l e  c a s  p o u r  GPGG à 1 7 " .  

B - 3 ) S t r u c t u r e  g l o b a l e  du p e p t i d e ; M e s u r e  de r e l a x a t i o n  en  l3C: ------------------------------------------------------------- 
Les s p e c t r e s  d e  GPGG s o u s  Îorme d e  Z w i t t e r i o n  d a n s  l e  D!;ISO-do à 

300°K (70 mg/ml) o n t  é t &  e n r e g i s t r é s  s u r  l ' a p p a r e i l  WH 90 L e s  
temps d e  r e l a x a t i o n  l o n g i t u d i n a u x  N T 1  d e s  g r o u p e s  mé thy lènes  d e  P r o  
s o n t  donnés  dans  l a  t a b l e  1 I 1-4 . 

Table  II 1-4 

Ces temps de r e l a x a t i o n  s o n t  t y p i q u e s  du mouvement i n t e r n e  a u t o u r  
d e  1-a l i a i s o n  C -C . 

L ' a n a l y s e  du temps de c o r r e l a t i o n  g l o b a l  ( r e f .  C P r o )  donne: 
1 /oc = 7 1 o D g ~ e c  . - 

pour TCh5  1 O-'' S 
2 2  2 

qj%z = 5 1f13 < < I  
Y-le, =% Y. Y, r , 6 ~ = e t  rcH = I  ,39 1 0"' u n i t é  SI  

f i2y:d= '3.6 10-38(uni tés  COS) = 3 , 6  10œ50 ( u n i t é s  S I )  
o r  !2 = 0,111 nous donne T;' =9 Sec  e t  =4,2 1 O'lOS 
Le r ayon  de l a  s p h & r e  é q u i v a l e n t e  d e  l a  m o l i c u l e  e s t  ob tenu  p a r  

Tc =1/6Dz = 4 n r 3  ri13 T1;Vm n/LT q c o e f f i c i e n t  d e  v i s c o s i t 6 .  r  
r ( m e t r e s ) , k = 1 , 3 8  10 J C'"(SI) , ?('KI, r\ kgm S  ( S I )  

à 300'K n=1 , 8 5 e 1 0 - 2 p o i s e  
on a r eff= 6 A 

remarque:  L ' a n a l y s e  d e s  coordonnées  c a r t é s i e n n e s  l o r s  d e  nos c a l c u l s  
d e s  v i b r a t i o n  normales  ( c e n t r e  de  g r a v i t é )  donne un r a y o n  maximal r 
max = 5 , 7 - 5 , 8  .Cec i  e s t  en bon accord  avec  l e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  p a r  
r e l a x a t i o n .  

B 
COECMSIOZ.# 

Le p e p t i d e  GPGG ( z u i t t e r i o n )  a d o p t e  l a  c o n f o r m a t i o n  e n c o u d e p  I I  . 



RWI 13C de GPGG zvitterion 

P r o  3 

P r o  O 

C i s  B P r o  -7,98 3 1 , 5 2  

,Yrans 3 P r o  

L r a r i s  Pro 

C i s  P r o  -1 7 , 4 0  22,10 

...................................... -------- 

Happort C i s  

_ _ _ _ _  = 13 p p o u r  i3 P r o  

C i s + T r a n s  1 4  % p o u r  P r o  



C-1)Méthodes expérimentales: 
------------------o.-------- 

Les spectres ont été enregis%rés à l'aide d u  spectromètre % RPILT à 
transformée de FOURIER CAJiECA à 20e+1 ' en prenant comme référence 
interne le TXS dans CDC13 et DMSO-do. 

L ''6tude du @rspeptide protégé Z-G1 P2G3G4-OMe (Z= H- Carbobenzoxy 
et OMe = Méthyl-ester) a été menée conjointement avec l'étude des 
peptides C-deutérés ZGPGGOMe ,ZGPGGOMe, et ZGPGGOMe ,ceci afin de 
Lever les ambiguités sur les attributions des groupesûly3 etGly4 .La 
synthèse peptidique de ces dérivés a été déjà été décrite (1 ) .  

C-2)Identification des groupes Gly3 et Gly4: 

Le tétrape tide NCBz-GPGG-OMe est caractérisé par les les angles 
dièdraux Y et , W  de chacun des résidus aminoacides. 3 

La figure 2 donne l'allure du spectre de ZGPGGOMe dans CDC13 
(4mg/ml à 23' ) et l'attribution des différentes bandes. (CDC13 est un 
solvant non polaire ou les protons NH ne sont pas solvatés). 
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Dépendance des ddplacements chimiques des pro tons  N-H de 

EJCBZ-GPGG-314e d a n s  l e  Di.lSO-db. Concentration 13 mg/ml. 
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*Le p r o t o n  amide v o i s i n  du g r o u p e  u r e t h a n e  ( l?H G l y l )  r a s o n n e  à 
champ p l u s  f o r t  que l e s  a u t r e s  p r o t o n s  amide.  - - 

*Les s i g n a u x  d e  r e s o n a n c e  d e s  p r o t o n s  amide d e s  g r o u p e s  Glyj; e t  
Oly4 o n t  é t é  a t t r i b u é s  s a n s  é q u i v o q u e  à l ' a i d e  d e s  d é r i v é s  C-d2 
d e u t e r 6 s  ZGPGGOMe (D3h4), ZGPGGOMe(H3D4) e t  ZGPGGOMe (D3D4).  ( P i g 3 )  

Le p r o t o n  amide  a d j a c e n t  au c a r b o n e  d e u t g r é  a p p a r a i s s a n t  a l o r s  
s o u s  l a  f o r n e  d ' u n  . s i n g u l e t  a u  l i e u  d ' u n  m u l t i p l e t  l o r s q u e  l e  c a r b o n e  
n ' e s t  p a s  s u b s t i t u e .  

L a  t a b l e  C-1 résume l e s  d i f f é r e n t s  d é p l a c e m e n t s  c h i m i q u e s .  
L a m e s u r e  d e s  c o n s t a n t e s  d e  c o u p l a g e J  NH-CB n ' a p a s  S t é  p o s s i b l e  à 

p a r t i r  d e s  r é s o n a n c e s  NH , c e c i  é t a n t  du  à l ' é l a r g i s s e m e n t  d e s  r a i e s  
p r o v e n a n t  d e  l a  r e l a x a t i o n  q u a d r i p o l a i r e  d e  N.  

*La r i s o l u t i o n  de  l a  r a g i o n  CH ( 3 , 8  à 4 , 2  ppm) a été e f f e c t u é e  à 
l ' a i d e  d e s  d é r i v é s  C d e u t é r é s  e t  d e s  d é c o u p a g e s  s é l e c t i f s  
h o m o n u c l é a i r e s .  ( F i e  4 , 5 , 6 , 7 )  

*Les v a l e u r s  J3 NH-CII o n t  é t é  o b t e n u e s  a p r é s  s i m u l a t i o n  d e s  
s p e c t r e s  p a r  l e  programme ITRCAL(tab1e C-1  ) .  

C - 3 ) ~ t u d e  d e  1 1 i s o m 4 r i e  C i s -Trans  d e  ZGPGGOMe d a n s  C D C 1 3 :  ......................................................... 
L ' a n a l y s e  d e s  s p e c t r e s  à e  r é s o n a n c e  H n e  l a i s se  a p p a r a i t r e  aucune 

isomérie Cis-Trans autour de la liaison Gly-Pro 

S e u l  l ' i s o m è r e  T r a n s  ( q u i  c o r r e s p o n d  a l o r s  à u n e  c o n f o r m a t i o n  
s t a b l e )  e s t  p r é s e n t  e n  s o l u t i o n  d a n s  C D C 1 3 .  

C-4)Dépendance d e s d é p l a c e m e n t s c h i m i q u e s  N H e n f o n c t i o n d e l a - - - - -  .......................................................... 
c o n c e n t r a t i o n :  

L o r s  de  1' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n , d e s  i n t e r a c t i o n s  
i n t e r m o l é c u l a i  r e s  s ' é t a b l i s s e n t  ( l i a i s o n  Hydrogène c a r b o n y l  C = O - - H l  
a m i d e ) . L a  d e n s i t é  é l e c t r o n i q u e  d i m i n u e  a u  n i v e a u  d u  p r o t o n  amide  
( d é b l i n d a e e )  e t  o n a u r a u n g l i s s e m e n t  d e s  s i g n a u x  d e  r 6 s o n a n c e  NH v e r s  
l e s  champs f a i b 1 e s . A  l ' i n v e r s e  , l e s  p r o t o n s  NH e n g a g é s  d a n s  une  
l i a i s o n  i n t r a m o l é c u l a i r e  ou p r o t e g é s  du  s o l v a n t  n e  s o n t  q u e  p e u  
a f f e c t S s  p a r  l e s  e f f e t s  de  c o n c e n t r a t i o n .  

U n t e l e f f e t a é t é G t u d i k  p r i n c i p a l e m e n t  s u r  l e  s i g n a l  s i n g u l e t  du  
p r o t o n  NH(Gly3) d u  t é t r a p e p t i d e  s p é c i f i q u e m e n t  d e u t é r é  ZGPGGObIe 
(D3H4) 

L a  f i g u r e  C4 s c h é m a t i s e  l a v a r i a t i o n d e s p r o t o n s a m i d e d e ' D ~ H 4 d a n s  
C D C l 3 .  

r - 
P .  

( ,  

M H ( ~ 1 y j )  mon t r e  une  v a r i a t i o n  i m p o r t a n t e  ( 6 ,95  à 7 , 6  ppm) du 
dSp lacemen t  c n i m i q u e  e n  f o n c t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  a l o r s  q u e  l e s  
p r o t o n s  amide lli-I(Glyl) e t  NH (Gly4) s o n t p e u p e r t u b é s . C e c i s u g g è r e q u e  
HE(Gly3) est exposé an solvant. 
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TYPE COUDE V 

STRUCTURE 8 

Cependant,une telle structure devrait posséder une "libre 
rotationtf autour de W2 pour empêcher 1 'établissement d 'une liaison 
Hydrogène entre ~ ~ ( G l y 3 )  et CO (Glyl)(cycle C7) ,encore que cette 
rotation soit pertubée par des interactions importantes entre 
~ l ~ 3 , ~ l y 4  et le cycle Proline. 

Afin de1 verl'incertitude,ilconvientde déterminer les angles 
$2,~2(~ro) et f3,!3(Gly3) à partir des constantes de couplage J~NH- CH^. 
C-6)Dépendance conforrnationnelle des constantes de couplage: --------------------------------------------------------- 

Parmi les relations de type KARPLUSbo), la relation de CüNG et AL (7) 
a été choisie.Cette dernière est particulièrement bien adaptée à 
l'étude des peptides: 

~3 NU-Cti, =4,45 C O S ~ ~ - ~ C O S ~ + ~ ,  45 
principalement pour les résiaus Glycyl(fig C-5b). 

L'analyse des constantes de couplage de la table C-1 permet de 
calculer les angles dièdraux 4 avec û= 160-01 dont les valeurs sont 
indiquées ci-dessous.Deux types de repliements sont caractérisés par 
une valeur @3=80° : 

p turn II 1 -60' 120' 80 ' O 

f3 TURN V I -80 ' 80 ' 80 ' -80 ' 

La vale& $3 expérimentale *3 =75'+5' s'accorde bien avec chacun 
de ces deux types de coudes. 

Cependant,la présence d'un résidu Prolyl en deuxième position 
d'un coude est fréquemment rencontrée lors de l'analyse des 
conformations (obtenues en RX) de protéines globulaires. 

Nous choisirons pour celà la conformation en coude BI1 pour 
ZGPGGOMe . 
C-7)~nalyse conformationnelle de ZGPGGOMe dans le DMSO-d6: -------------------------------------------------------- 

Isomérie Cis-Trans: 

Les spectresmontrentl'existenced'uneisomérieCis-Transautour 
de la liaison X-Pro dans le DMSO-Environ 8 0 * / o  du tétrapeptide adopte 
une conformation Trans autour de Glyl-ProS. 
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C-5)Xffets de s o l v a n t :  ---------------------- 
CDC13 s o l v a t e  faiblement  l e s  pro tons  amide a l o r s  que l e  DMSO l e s  

s o l v a t e  t r é s  f ac i l ement  . L ' a d d i t i o n  d e  f a i b l e s  q u a n t i t é s  de DMSO 
e n t r a i n e  un débl indage des pro tons  amide a c c e s s i b l e s  au s o l v a n t  a l o r s  
que l e s  protons amide p r o t j g é s  s u b i r o n t  t r é s  fa ib lement  c e t  e Î f e t .  

L a  f i g u r e  C-5 schématise l ' e f f e t  de s o l v a n t  ( a d d i t i o n  de DMSO-d6) 
s u r  l e s  NH de ZGPGGOMe (D3H4) dans CDC13(4mg/ml 2 8 ' ) .  On v o i t  que NB 
(Gly3) e s t  t r é s  s e n s i b l e  à l 7 e 2 i e t  de s o l v a n t  a l o r s  que E l i ( G l y 1 )  et 
EH(~ly4) sont protégés du solvant. 

Ceci implique que HB(OLY3) n'est pas impliqué dans une l iaison 
Hydrogène intra ou interioléculaire. 

Celà  é l imine  l a  o s s i b i l i t é  pour l e  t é t r a p e p t i d e  d ' a d o p t e r  une 
s t r u c t u r e  e n c o u d e x  ? PigC-5a) c a r a c t é r i s é e p a r u n e l i a i s o n H y d r o g è n e  
e n t r e  CO(Gly1 ) e t  NH(Gly3). 

Comme ~ ~ ( G l y 4 )  e s t  protégé du so lvan t  a i n s i  que NH ( G l y l )  o n  en 
dédu i t  l a  s t r u c t u r e  p o s s i b l e  s u i v a n t e  en coude pour NCBz-GPGG-OMe 
dans CDC13: 

Une au t re  s t r u c t u r e  s e r a i t  à p r i o r i  poss ib le  également: 



Dépendance des déplacements ciiimiques iJH en fonction de la . -. 

L'effet d e  température sur les protons amide grovient d u  
akplacement de l16quiliDre èntre formes NH(so1vatB:--;JH(ilbre) e 
solvant.En augmentant la température ,le complexe HSolvant se 
dissocie et on observe une augmentation d u  blindage d u  proton 2iH 
(deplacement de d vers les champs Iorts). 

S i l e p r o t o n a n i d e e s t p e u a c c e s s i b l e a u s o l v a n t ( l i a i s o n H o u i n c l u  
dans un "cluster"),l'effet de température est faible. 

La table C-7 donne les valeurs des déplacements chimiques (en HZ) 
des trois protons amide de ZGPGGOMe d a n s  le DirlSO-db (13 mg/ml) et les 
pentes relatives &ces déplacements en fonction de la température 
( ref : T!llS ) . 

Les travaux de URRY et LQXG ( 1 1  ) ont montré que les pentes c /  '1 
correspondant à des protons relativement inaccessibles au solvant 
variaient dans le domaine O à -3,4 10 ppm/'C . Dans le cas présent, tous 
les protons amide apparaissent exposés au solvant. 

Ceci entraine que ZGPGGOHe n'adopte pas de conîormation 
organisée dans le diméthylmalfoxyde (DPISO). 

D-1)Coefficient de température: ............................... 
La table D-1 donne les déplacements chimiques (en Hz)( RMN H 250 

)IHz) des protons amide de ZGPGGOMe dans CHC13 (4mg/ml) et leurs pentes 
respectives: 

Table D-1 

Si l'on considère un coefficient A ~ / A T  ( 2   IO-^ ppm / ' c  pour un 
proton amide et O(c\d/4T ( - 2  1 ( 3 - ~  pour un proton solvati, on confirme les 
résultats antérieurs,à savoir NH(Gly1) et WH(Gly4) engagis dans une 
liaison H et NH(Gly3) libre ou solvaté faiblement par CDClj. 

D-2)Etudes en dichroisrne circulaire: .................................... 
Le spectre dichroique de NCBzÜPGG914e a été enregistré aprés 

obtention d'un f i l n o b t e n u p a r é v a p o r a t i o n d u s o l v a n t c h l o r o f o r m e  (Fig 
D-2) .  

Ce spectre dichroique est tout à fait caractéristique d'une 



structure en coude . B 

La comparaison de ce spectre avec 
ceux,théoriques,de R-UûûDT (fig D-2a et Fig chI) ou ceux, 
expérimentaux de BRaHIIS et BRAJiXS (1 1)(Fig D-2b) ,obtenus à partir 
des spectres de protéines et peptides, montre l'analogie évidente 
(bandes <O vers 197nm et >O vers 21 0-220 nm) .On remarquera néammoins la 
différence entre l'allure des courbes vers 210-220 nm. 

A la lumière de ce rgsultat expérimental, l'hypothèse de la 
structure p (type turn V) pour ne conserver que l'hypothèse de la 
structure du 8 TURN II pour ZGPGGOME avec deux liaisons Hydrogènes 
 uréthane)---CO(CO Me) et ~~(~lyl)---~0(~ly4). 



Il est intéressant de constater que dans le DilISC)-db lr pepticir 
ZÜLSGdMe est dGstabilisd alors que G?GG(zwitterlon) conserve u n e  
structure en coude PI1 ,ceci étant du principalement aux effets des 
interactions électrostatiques entre extrkmités UH3+ et C02- 
terminales qui permettent au peptide GPGG de conserver sa structure 
coudée et l'établissement d'une liaison Hydrogkne CO(Gly1)--- 
NH(Gly3) . 

TOMA et AL (2) ont signale une structure en coude 1 pour NH3+ GPLG 
Ca2- et ceci confirme 1 'hypothbse de HIBATAILLE (1 2 7 à savoir qu 'un 
rSsidu Glycyl aprés un résidu Pro en position i+l favorise 
l'établissement d'un TURN de type f3 II alors qu'un autre résidu 
(Tyr  la ) ou Leu(2) favorise 116tablissement d 'an coude àe type I. 

TrSs récemment d'autres auteurs sont arrivés aux mêmes 
conclusions,telles les études faites par BIUBHACffLLBI et ~ L ( 1 3 )  sur 
des tripeptides contenant la séquence Pro-Gly . 

Cependant d'autres études semblent montrer que cette règle n ' est 
pas générale comme dans le cas de la conformation en coude 
peptide Pivaloyl-L-Prolyl- -Aminoisobbtyryl -N- !.lethylamide 
CMe2-Co) :B-V-=TABM PRaSaD et AL( 14 ) . 
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Projection cartzsienne des R O ~ F S  
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d 8 a b s q r p t i o n  Infkarpy,ge o n t  8 t 6  u t i l i s e e s  p ~ n r e t t r e  a.n Bv 
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