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CONSTANTES DE COUPLAGE 13C- 13C. CONFORMATION 
DES ACIDES AMINÉS, DES DIPEPTIDES ET TRIPEPTIDES 

TRAN-DINH SON et S. FERMANDJIAN 

Service de Biochimie, CEN Saclay, BP 2, 9 1190 Gif-sur-Yvette, France 

Résumé. - L'enrichissement à 85 % en carbone 13 de l'alanine, de la valine, de la leucine et 
de l'isoleucine a conduit à leur étude conformationnelle par la Résonance Magnétique Nucléaire 
du carbone 13. Dans ces conditions, les constantes de couplage l3C-13C ont pu être mesurées à 
différents pH. Elles rendent compte d'une part, des degrés d'ionisation et de protonation des 
groupements C-terminaux, et d'autre part mettent en évidence I'influence spatiale des groupements 
Ne t  C-terminaux sur les chaînes latérales apolaires. 

L'introduction d'un acide aminé enrichi dans les peptides peut servir à leur marquage. Ainsi 
l'étude de la série 

l l 
NH-CO 

par les mêmes techniques et méthodes met en évidence la présence du résidu prolyl sous ses deux 
formes cis et tratls dans les peptides linéaires, alors que dans la dicétopipérazine seule la forme cis 
existe. Si l'influence du pH s'exerce sur les proportions des conformations cis et trans dans le cas 
du dipeptide linéaire, elle est faible dans le cas du tripeptide et nulle pour le dipeptide cyclique. 
Ces résultats ont été confirmés par ceux de la Résonaiice Magnétique du proton. 

L'influence du pH a été également examinée sur les peptides Gly-*Leu et Gly-*Leu-Gly. 
Dans ces deux cas la présence de plusieurs conformères n'a pu être mise en évidence. 

Abstract. - 85 % l3C-enriched alanine, valine, leucine, isoleucine and proline were studied 
with i3C-NMR technique in ternis of conformation. The I'C-13C coupling constants were measured 
at several pH ; these data were useful for, on one side to estinlate the various degrees of ionisation 
or protonation of the C-terminal groupement, and on the other side to evideiîced the spatial 
influence of the N- and C-terminal groups on the apolar side chains. The insertion of one 13C- 
enriched aminoacid in peptides such as 

H2N-Gly-Pro-COOH, Gly-Pro and H2N-Gly-Pro-Gly-COOH 
1 I 

simplified their spectra and allowed us to determine the presence of two conformations (cis and 
tratis) for the linear peptides, whereas in the case of the diketopiperazine only the cis form existed. 
Whether the pH effect n-iodified the proportions of the prolyl cis and lratrs conformations in the 
case of the linear dipeptide, this effect is weak for the tripeptide and no for the cyclic dipeptide. 
Al1 these results were confirnîed with H-NMR technique. When the pH effect is exarnined on the 
Gly-*Leu and Gly-*Leu-Gly peptides, only one conformation was evidenced in the medium. 

N. B. * signifie enrichissement en 13C. 

1. Introduction. - Les travaux publiés ces der- 
nières années ont montré l'utilité de la technique de 
Résonance Magnétique Nucléaire du 13C dans l'étude 
des molécules biologiques. En ce qui concerne les 
aminoacides, les principaux paramètres qui définissent 
les déplacements chimiques du 13C ont été établis 
par plusieurs auteurs [1]-[4], souvent en se basant 
sur les données de Grant et al. [5]. Toutefois les 
données relatives à la conformation des molécules en 
solution sont encore rares [4] bien que des travaux 
récents basés sur les déplacements chimiques [6], ont 
en particulier permis de détecter l'isomitrisrne cis- 

tram de la proline dans une série de dipeptides [7]. 
Une étape supplémentaire sera franchie dans la 
connaissance de ce problème en utilisant des molé- 
cules renfermant comme marqueurs un ou plusieurs 
acides aminés enrichis en 13C. Toutefois une telle 
approche nécessite de bien connaître d'une part, les 
spectres des acides aminés enrichis en 13C et d'autre 
part leurs nouveaux paramètres physico-chimiques au 
sein de peptides modèles. 

Dans ce papier nous reportons les résultats préli- 
minaires d'une étude systématique menée sur les 
ricides aminés enrichis à 85 % en 13C et sur les dipep- 
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tides et tripeptides sélectivement marqués à l'aide de 
ces acides aminés. Au taux d'enrichissement utilisé 
les constantes de couplage JC-, qui n'apparaissent 
pas dans le cas des substances 13C-abondance natu- 
relle peuvent être mesurées à plusieurs niveaux des 
spectres soit de i'acide aminé libre soit du résidu 
aminoacyl enrichis en 13C. Ces valeurs associées à 
celles des déplacements chimiques suivies en fonction 
du pH, sont discutées en termes de conformation dans 
les cas de la valine et du dipeptide Gly-Pro. 

2. Résultats et discussion. - Constantes de cou- 
plage 13C-13C dans les acides aminés enrichis en 13C 
à 85 %. 

FIG. 1. - Spectre de RMN-13C de l'alanine enrichie à 85 % 
en 13C obtenu à pH 7,6 à 30 OC. 

Sur la figure 1 est représenté le spectre de RMN-13C 
de l'alanine obtenu à pH 7,6, à 30 OC. En première 
analyse le nombre de signaux relevé est plus grand 
que ce qui était prévisible. Ce phénomène en fait 
est à relier à la probabilité avec laquelle un 13C regarde 
soit un 12C soit un 13C, celle-ci dépendant du taux 
d'enrichissement. En conséquence le spectre de 
l'alanine enrichie à 85 % en 13C présente toutes les 
combinaisons possibles entre les différents sites 12C 
et 13C. 

Sur le tableau sont montrées les constantes de 
couplage JC-, des 4 acides aminés alanine, valine, 
leucine et isoleucine. On note que l'ordre de grandeur 
de Jco-cœ se situe entre 53 et 60 Hz alors que les 
autres constantes de couplage sont comprises entre 
32 et 36 Hz. Lorsque le pH croît de 1 à 7, la valeur 
de Jco-cœ passe de 59,6 à 53,5 Hz ce qui est une varia- 
tion semblable à celle constatée dans le cas de l'acide 
acitique [XI ; les autres constantes de couplage JC-, 
varient peu (ex. : AJca-c, = 1,2 Hz). Enfin, le passage 
d'un acide aminé de l'état zwitterion à l'état anion 
se traduit par une faible variation de Jco-cœ (< 1 Hz). 

Constatztes de couplages Jc-, des acides aminés 
alat~itze, ualitie, leucine et isoleucine, relevées à plu- 
sieurs pH. 

JcB-c,, Jc,-Co, 
Amino-acides pH Jco - Jcm - JcB - c,2 JC, - ca2 

- - - - - - 
1,2 59,2 34,l 

Alanine 6,4 54,l 34,9 
11,l 52,7 35,2 

1,l 5 9 3  32,9 31,7 31,2 
353  

Leucine 6,5 53,6 34,3 31,3 31,4 
34,9 

11,2 52,6 34,6 31,7 31,3 
34,7 

0,9 5 9 3  32,l 33,9 
34,6 

Valine 6,9 5 3 3  33,2 33,2 
34,O 

11,l 53,l 33,6 35,l 
35,2 

1,O 59,O 32,5 3 4 3  34,2 
34,4 

Isoleucine 6,9 53,5 33,7 34,O 35,2 
34,9 

11,l 53,4 34,O 34,l 35,l 
35,6 

FIG. 2. - Courbes des déplacements chimiques 13C des diffé- 
rents carbones de l'alanine en fonction du pH. 

3. Déplacements chimiques 13C des acides aminés. 
- Les déplacements chimiques des carbones de alors que celle du 6C,, de la valine ne traduit que le pK 
l'alanine et de la valine ont été suivis en fonction du pH. du NH:. D'autre part, l'amplitude du déplacement 
Les courbes obtenues sont représentées sur les figures 2 chimique du C,, de l'alanine est supérieure à celle du 6 
et 3. On constate d'une part que la courbe du SC,, du carbone correspondant de la valine. Enfin, lors- 
de l'alanine reflète les deux pK (NH: et Coo-) qu'on ajoute les courbes Cg et CY1 de ce dernier amino- 
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FIG. 3.  - Courbes des déplacements chimiques 13C des diffé- 
rents carbones de la valine en fonction du pH. 

acide on retrouve la courbe Cp de l'alanine. Sur la 
figure 3 on peut également voir que le SC,, de la valine 
décrit les p K  des groupements NH: et Coo-, alors 
que celui du  Cy2 reste constant. 

De l'ensemble de ces résultats on peut déduire que 
le groupement méthyle C,, de la valine se situe spa- 
tialernent dans la zone < NH:, Coo- >, comme 
l'indique les rotamètres 1 et II. 

1 II  III 

4. Conformation du dipeptide L-Glycyl-L- 
Proline. - Parmi les peptides Gly-*Leu, Gly-*Leu- 
Gly, Gly-*Pro-Gly, Gly-Pro et Gly-"Pro qui 
ont  été examinés nous avons clioisi ce dernier pour 
illustrer l'intérêt du marquage à l'aide d'un acide 
aminé enrichi en 13C. La figure 4 montre le spectre 
du résidu prolyl enrichi en constitutif du dipep- 
tide Gly-Pro. Le principal phénomène observé 
est le dédoublement des signaux I3C appartenant aux 
carbones de cet amiiioacyl. La forme de ce spectre 
traduit donc l'existence de 2 conforn~ations inolécu- 
laires dont les proportions dépendent de l'équilibre 
cis-tra~u du résidu prolyl. Quand le pH varie de 7 h 1 ,  
les modifications observées au niveau du spectre 
décrivent la conversion de l'une des forincs molécu- 
laires dans l'autre (les proportions 6voluant de 40 

FIG. 4. - Spectre de RMN-13C du résidu prolyl enrichi à 85 % 
en 13C dans le peptide L-Glycyl-L-proline, obtenu à pH 

neutre 30 OC. 

FIG. 5.  - Constantes de couplage Jc0-c. de la L-*Prolinc 
et du résidu *prolyl dans le peptide L-Glycyl-L-Prolinc 
sous formes trans et cis, suivies en fonction du pH. 

PRO ci5 PRO Lrans 

FIG. 6. - Conformères du dipeptide Gly-Pro. 

à 15 % pour la première et consécutivement de  60 
à 85 jo pour la seconde). Parallèlement, on constate 
que Jco-cm caractérisant la conformation dont la pro- 
portion croît varie en fonction du pH dans le même 
sens que JC--,- relevée dans le spectre de la prolinc. 
alors que Jc--cm dans le cas de l'autre conformation 
reste pratiquement constant (Fig. 5). Cette différence dc 
comportement met en évidence le rôle important de la 
protonation du groupe C-terminal dans le mécanisme 
de conversion. Ainsi lorsque le carboxylnte de In formc 
« Nistablc » capte un proton, sa transformation ci1 
groupe carboxylique induit Ic passage de l'ensemble dc 
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la molécule vers la forme « stable ». Ceci explique la 
différence observée entre les Jc,-,-, des deux espèces 
moléculaires, une seule reflétant la protonation du 
groupe C-terminal. Deux modèles moléculaires sont 
donc possibles dans le cas du dipeptide Gly-Pro, 
suivant que le résidu prolyl est sous forme cis (instable) 
ou sous forme trans (stable) (Fig. 6). L'existence de 
deux conformères pour Gly-Pro en solution est 
confirmée par les expériences de RMN du proton qui 
montrent que les 2 protons portés par le C, du résidu 

glycyl sont magnétiquement équivalents dans la forme 
tram et inéquivalents dans la forme cis. 
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