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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 .  

.............................. 
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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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Raman Spectra and Normal Vibrations of 
Dipeptides. lli 1. . Glycylglycine 

P. WGAhT,  Institut de Recherches sur le Cancer et Unité 124 de 
l'I;VSER,M. 89020 Lille Cédex: G. \"ERGOTEN, Laboratoire de 

Physique, Faculté de Pharmacia, F-59045 Lille Cédex and Centre de 
Technologie Biomédicale, F-59 Lille Cédex; 31. H .  LGUCHELX- 
LEFEBVRE, Institut de Recherches sur le Cancer et Unité 121 de 

l'INSERM, 59020 Lille Cedex; and G. FLEURY, Laboratoire de 
Physique, Faculté de Pharmacie, F-59045 Lille Cédex and Centre de 

Technologie Biomédicale, F-590 Lille Cddex, . .grance 

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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