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Résumeé

Dans le cadre de la recherche de la relation structure-activité des peptides endogénes et 1’étude
de I’effet de la thionation des liaisons amide sur I’activité biologique, ce travail présente deux
¢tudes conformationnelles comparatives par la méthode de mécanique moléculaire PEPSEA : la
premiere entre le tripeptide chimiotactique actif fMLP-OMe (formyl-Met-Leu-Phe-OMe) et son
analogue thionylé au niveau de la leucine ML P-OMe, dépourvu de toute activité biologique. La
deuxieme entre le pentapeptide opiacé Leu-Enképhaline (H-Tyr1-Gly2-Gly3-Phe4-Leu5-OH) et
ses deux analogues thionylés respectivement en positions 2 et 3, (Thio-Gly2)-Leu-Enképhaline,

plus actif que la molécule mere, et (Thio-Gly3)-Leu-Enképhaline moins actif.

La premiere étude a montré que la structure native des peptides chimiotactiques analogues de
fMLP semble étre une structure en tournant y centrée sur le résidu Leu, et que les groupes
CO(formyle) et NH(Leu) doivent étre libres et préts pour interagir avec le récepteur. Les
résultats de cette étude combinés a ceux de la littérature nous ont permis de proposer le

mécanisme d’interaction entre les peptides chimiotactiques et leur récepteur.

La deuxiéme étude a montré que la structure native des peptides opiacés analogues de Leu-
Enképhaline est une structure en tournant  centrée sur Gly3-Phe4, et que I’analogue plus actif
(Thio-Gly2)-Leu-Enképhaline a une tendance plus faible a adopter cette structure, mais sa
résistance a I’hydrolyse enzymatique prolonge sa durée de vie, ce qui augmente son activité neuf
fois comparativement au peptide parent. Pour I’analogue moins actif (Thio-Gly3)-Leu-
Enképhaline, malgré sa résistance a I’hydrolyse, sa préférence a adopter une autre structure
(tournant B centrée sur Gly2-Gly3) explique la diminution de son activité a 15 % dans certains
tests pharmacologiques. L’importance de la distance entre Tyr1 et Phe4 ainsi que la disponibilité
du groupement NH terminal qui doit étre libre pour interagir avec le récepteur sont confirmées

par cette étude.
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Introduction générale

Introduction générale

Un compos¢ chimiquement actif, qui peut étre naturel (hormone, neurotransmetteur...) ou
synthétique (médicament) présente son activit¢é physiologique lorsqu’il est reconnu
spécifiquement par son récepteur. Plusieurs chercheurs [1-3] ont étudi¢ les relations entre le
récepteur et le substrat, ils ont conclu que la structure tridimensionnelle de chacun d’eux joue un

role cl¢é dans le processus de la reconnaissance moléculaire.

Deux modéles ont été proposés pour illustrer I’interaction entre les substrats et les récepteurs, le
premier est celui de la clé et la serrure, proposé en 1894 par Emil Fischer [4], ou le récepteur est
symbolisé par une serrure et le ligand par sa clé. Ce dernier doit étre suffisamment spécifique
pour interagir uniquement avec son récepteur. Le deuxieme modele est celui de 1’ajustement
induit «induced fit» décrit en 1958 par Koshland [5]. Dans ce cas, le ligand subit des
modifications conformationnelles au cours de son interaction avec le récepteur entrainant un
ajustement de ce dernier. En fait, le processus de I’interaction se déroule telle une fermeture
éclair « zipper ». En se basant sur ce modele, la structure du ligand ne sera pas obligatoirement la
structure la plus stable adoptée par la molécule, car chaque structure ayant une énergie
conformationnelle acceptable et possédant ’agencement spatial requis par le récepteur peut aussi
avoir la capacité¢ de provoquer la réponse physiologique souhaitée. On parle ainsi de I’espace

conformationnel accessible par le ligand, et en méme temps reconnaissable par le récepteur.

L’exploration de I’espace conformationnel des peptides a fait ’objet de plusieurs études ; dans
lesquelles les méthodes expérimentales et théoriques ont joué un role majeur [6]. Les méthodes
expérimentales, comme la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) et la
cristallographie aux rayons X, peuvent déterminer des structures moléculaires avec une haute
résolution et fournissent continuellement des données qui peuvent servir a la construction des
champs de force de la mécanique moléculaire [7]. Tandis que les méthodes théoriques (ab initio,
semi-empirique, mécanique moléculaire ou la dynamique moléculaire...) sont tres efficaces dans

la prédiction des structures les plus dominantes et I’estimation de leurs populations.

Devant I’importance de la conformation tridimensionnelle du ligand, qui est associée a sa
fonction biologique, les chercheurs ont pensé a étudier les structures des composés endogenes
naturels, et par la suite, synthétiser des molécules possédant des comportements structurels
similaires dans le but de les utiliser comme agents thérapeutiques. Lorsque ces composés sont
des peptides, ’approche est nommée « Peptidomimétisme » et s’est avérée trés prometteuse dans

la synthése de nouveaux médicaments [8]. Dans ce méme contexte, diverses méthodes ont été
1
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développées pour synthétiser de nouveaux agents en introduisant des groupes spécifiques dans
les peptides parents. Certains chercheurs ont choisi d’intervenir sur les chaines latérales en
imposant des contraintes stériques pour rendre la molécule plus rigide. D’autres ont préféré
apporter des modifications sur le squelette peptidique. Ces modifications conformationnelles
visent a donner aux dérivés peptidiques synthétisés une conformation telle que la reconnaissance
par les récepteurs soit étendue. Par ailleurs, il a été souhaité de prolonger la durée de vie de ces
molécules en les protégeant contre I’hydrolyse enzymatique. L une des méthodes utilisées a cette
fin est la substitution d’une ou plusieurs liaisons amide conventionnelles C’=0O par une ou des
liaisons thioamide C’=S. Parmi les peptides qui ont subi la thionation on cite : le peptide
chimiotactique fMLP-OMe (N-formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine-OMe), et le peptide
opiacé Leu-Enképhaline. Les tests biologiques ont révélé que I’activité biologique des analogues
thionylés peut augmenter ou diminuer (par rapport a celle des peptides parents) selon la position

de la fonction amide remplacée sur le squelette de la molécule.

Les études conformationnelles effectuées par les différentes techniques expérimentales
(cristallographie RX, spectroscopie RMN et IR...) n’ont malheureusement pas pu donner une
explication structurelle a la différence d’activité biologique entre les molécules meres (fMLP-
OMe et Leu-Enképhaline) et leurs dérivés thionylés, cela est strement di au fait que les
différentes analyses expérimentales sont réalisées dans des milieux différents de ceux ou ces
peptides exercent leurs fonctions biologiques. Par conséquent, les structures expérimentales
obtenues ne sont pas forcément celles susceptibles de provoquer la réponse physiologique. En
revanche, les méthodes théoriques, et plus précisément la mécanique moléculaire s’est montrée
extrémement efficaces dans la prédiction des conformations natives des biomolécules et

d’expliquer leur relation structure-activité [7].

En utilisant la méthode PEPSEA (Peptedic Search), basée sur la mécanique moléculaire, nous
présentons dans cette thése deux études conformationnelles comparatives : La premicre entre le
tripeptide chimiotactique actif fMLP-OMe et son analogue thionylé au niveau de la leucine
fML3P-OMe, dépourvu de toute activité biologique. La deuxiéme entre le pentapeptide opiacé
Leu-enképhaline (H-Tyrl-Gly2-Gly3-Phe4-Leu5-OH) et ses deux analogues thionylés
respectivement en positions 2 et 3, (Thio-Gly2)-Leu-Enképhaline, plus actif que la molécule
mere, et (Thio-Gly3)-Leu-Enképhaline moins actif. Le but ultime est de montrer les effets de la
thionation sur le comportement structurel des molécules meres étudiées, et d’essayer d’expliquer

la différence d’activité entre ces peptides natifs et leurs analogues thionylés. Aussi, avons-nous

2
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voulu détecter les conformations natives des peptides chimiotactiques analogues de fMLP, et des

peptides opiacés analogues de Leu-Enképhaline.
Cette these sera présentée comme suit :

Dans le 17 Chapitre, nous présentons une revue des méthodes expérimentales et théoriques

utilisées dans 1’analyse conformationnelle des peptides.

Le 2°™ Chapitre est consacré a la description de la méthode d’exploration des hypersurfaces

conformationnelles PEPSEA.

Le 3™ chapitre est réservé & une étude de I’effet de la thionation sur I’espace conformationnel
de la N-acetyl-N'-méthyle-glycyl-amide et la N-acetyl-N’-méthyle-leucyl-amide. Ce chapitre
comprend aussi I'intégration des parametres géométriques et énergétiques des résidus thionylés
N-acetyl-N'-méthyle-thio-glycyl-amide et la N-acetyl-N’-méthyle-thio-leucyl-amide dans le
champ de force ECEPP/2.

Le 4°™ chapitre est voué a I’analyse conformationnelle comparative du peptide chimiotactique

formyl-Met-Leu-Phe-OMe et son analogue thioamide formyl-Met-Leuy[ CSNH]Phe-OMe.

Le 5°™ chapitre présente I’analyse conformationnelle comparative du pentapeptide opiacé Leu-
enképhaline (H-Tyr1-Gly2-Gly3-Phe4-Leu5-OH) et ses deux analogues thionylés en positions 2
((Thio-Gly2)-Leu-Enképhaline) et 3 ((Thio-Gly3)-Leu-Enképhaline).



Chapitre 1 : Revuedes méthodes d’analyse conformationnelle des protéines

Chapitre. 1 :
Revue des méthodes d’analyse conformationnelle

des proté€ines

Introduction

Une protéine se compose d’une chaine d’acides aminés adoptant, en se repliant, une structure
tridimensionnelle bien définie (appelée structure native), qui est étroitement attachée a sa
fonction biologique. L’identification de cette structure peut alors donner un apercgu sur le mode

d’action de la molécule.

Afin d’explorer ’espace conformationnel des protéines, diverses méthodes sont développées,
elles sont de deux types expérimentales et théoriques. Nous présentons dans ce chapitre, une

revue de ces méthodes avec leurs avantages et leurs limites.

I.1 Meéthodes expérimentales

I.1.1 Ciristallographie aux rayons X

La cristallographie aux rayons X est la méthode la plus utilisée dans le domaine de I’analyse
conformationnelle des protéines [9]. Elle fournit souvent des informations précises et détaillées
sur la distribution atomique et se présente comme un point de départ dans les études de la

recherche de la relation structure-activité des biomolécules.

Bien que la cristallographie puisse déterminer les structures de molécules de masses variées,

cette technique se limite strictement aux molécules qu’on peut cristalliser [10].
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I.1.2 Résonance magnétique nucléaire RMN

La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) est la meilleure technique pour
étudier les macromolécules en solutions, méme si des études a 1’état solide sont possibles
maintenant [11,12]. Comme la diffraction X, cette technique est largement utilisée pour
déterminer les structures tridimensionnelles des biomolécules [13]. Elle fournit des informations

précieuses telles que :

- Les constantes de couplage vicinal permettent moyennant la relation de Karplus 1’acces
aux valeurs des angles de torsion.

- La variation des déplacements chimiques en fonction de la température ou de la nature du
solvant permet de localiser les protons impliqués dans des liaisons hydrogéne.

- Les variations des intensités dues a [D’irradiation sélective (NOE) fournissent des
renseignements sur la distance entre deux atomes proches spatialement et non liés
chimiquement.

- La détermination des temps de relaxation (T;) des 'H et C permet de fournir des

informations sur le mouvement des atomes a I’intérieur d’un systéme moléculaire.

I.1.3 Spectroscopie infrarouge IR

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est une autre technique
expérimentale utilisée pour effectuer I’analyse conformationnelle des molécules peptidiques, elle
peut nous renseigner sur les structures secondaires de celles-ci (hélice a, feuillet B, tournant f...)

[14]. L’annexe A présente les structures secondaires les plus courantes des protéines.

1.1.4 Fluorescence UV

Dans I’analyse conformationnelle des molécules biologiques, la spectroscopie de fluorescence
est principalement utilisée pour étudier I’environnement immédiat des fluorophores au sein de la
molécule, et cela, en mesurant les temps de vie de fluorescence, les rendements quantiques de
fluorescence et les maxima d’émission. Cette technique nous renseigne aussi sur la distance
intramoléculaire entre deux fluorophores, ainsi que leurs caractéristiques rotationnelles, et ce par
la mesure de I’énergie de transfert de résonance et la mesure de la fluorescence anisotropique

respectivement.
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1.1.5 Dichroisme circulaire DC

La spectroscopie du dichroisme circulaire est une autre technique pour étudier les conformations
des macromolécules biologiques [15], elle est utilisée pour étudier les interactions des protéines
en solution, les modifications conformationnelles au cours de ces interactions, ainsi que pour

déterminer les structures secondaires et le mode de repliement des protéines [16,17].

Toutes les méthodes présentées ci-dessus sont complémentaires, et sont trés utiles pour

paramétriser les fonctions énergétiques des méthodes empiriques [15,18].

1.2 Meéthodes théoriques

Il existe trois types de méthodes théoriques couramment utilisées pour I’étude des propriétés
conformationnelles des molécules : Les méthodes ab initio, les méthodes semi-empiriques et les

méthodes empiriques.

Ces méthodes peuvent fournir des détails qui ne sont pas accessibles par les méthodes
expérimentales citées ci-dessus. Toutefois, le choix de la méthode a utiliser est lié¢ principalement
a I’objectif du calcul et aux types de molécules a étudier. On est alors amené a ajuster certains

parametres afin de les adapter a une étude particuliére.

1.2.1 Méthodes ab initio

Les méthodes ab initio sont purement théoriques et n’utilisent pas de données expérimentales,

elles cherchent a résoudre I’équation de Schrodinger indépendante du temps :

Hy=Ey. (1)

Une telle équation ne peut étre résolue exactement que pour les systémes simples (atome
d’hydrogene, atome d’hélium et molécule d’hydrogeéne), pour les cas complexes on doit faire
appel a un certain nombre d’outils et d’approximations : Born-Oppenheimer, en supposant que
les mouvements de la partie nucléaire peuvent étre séparés de ceux de la partie électronique dans
la fonction d’onde, et LCAO (Linear Combination of Atomic Orbitals) en supposant que les
orbitales moléculaires y; sont exprimées comme une combinaison linéaire des orbitales

atomiques @; :

P = Zij Cij CDL‘]' (2)
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L’objectif principal de ces méthodes est le calcul de 1’énergie, des charges atomiques, des
potentiels électroniques... Les informations obtenues sont tres fiables, et présentent un niveau de
précision important. Cependant, les calculs ab initio nécessitent I’utilisation de programmes
informatiques performants, d’ou des colts et des temps de calcul souvent tres élevés qui ne
cessent d’augmenter en fonction de la taille de la molécule étudiée. L’usage de ces méthodes est
alors limité aux petites molécules. Elles peuvent servir cependant a déterminer les parametres

des champs de forces de la mécanique moléculaire pour les plus grosses molécules.

Plusieurs programmes sont disponibles pour effectuer les calculs ab initio, on site a titre

d’exemples ; ACES II, GAMESS, Gaussian et MolPro [19].

1.2.2 Méthodes semi-empiriques

Pour résoudre I’équation de Schrodinger (1), les méthodes semi-empiriques introduisent des
parametres prédéterminés, et ajustés de maniere a reproduire les mémes effets, dérivés des
calculs ab initio et des données expérimentales, ce qui permet de négliger ou d’approximer un
certain nombre d’intégrales. En tant que telles, elles réduisent les cotits ¢levés du temps de
calcul, en particulier lorsqu’on considere des systémes polyélectroniques. Toutefois, I'utilisation

de ces méthodes est limitée aux systemes moléculaires relativement petits (100 atomes) [19].

Les calculs semi-empiriques peuvent étre exécutés sur des ordinateurs en utilisant les méthodes

CNDO, INDO, MNDO, AM1, PM3 [19].

1.2.3 Méthodes empiriques

Les méthodes empiriques basées sur des lois de la mécanique classique utilisent comme outils
des fonctions d’énergie potentielle appelées champs de force, développées a partir des calculs ab
initio et de données expérimentales. Ces fonctions sont capables de reproduire correctement les

caractéristiques géométriques et le comportement conformationnel des molécules.

Les méthodes empiriques sont optimales en temps de calcul, et présentent une approche
alternative et utile lorsqu’il s’agit de traiter les macromolécules en un temps de calcul court.
Elles permettent de calculer I’énergie conformationnelle et de déterminer les propriétés

structurelles et thermodynamiques des molécules étudiées.

Il existe actuellement plusieurs programmes empiriques utilisant divers champs de forces, les

plus connus sont :
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- AMBER, développé par le groupe Kollman [20,21].

- CHARMM utilisant le champ de force de Karplus [22-24].

- La série de programmes MM (MM2, MM3, MM4) dont la source est le champ de force
de Allinger [25-27].

- Merck [28-32].

- ECEPP utilisant le champ de force de Scheraga permettant d’étudier exclusivement les

molécules peptidiques [33—-35]. (L’annexe B présente plus de détails sur ECEPP/2).

On distingue deux types de champs de forces ; les champs de force a géométrie flexible, et les

champs de force a géométrie rigide.

Dans le 1% type, toutes les sortes d’interactions sont prises en compteet I’énergie
conformationnelle totale se présente sous la forme de la somme des énergies potenticlles de ces
interactions spécifiques (élongation, déformation angulaire, torsion, Van der Waals et

¢lectrostatique) :

Z Etot = Z Eélo + Z Ed .a + Z Etor + Z Evdw + Z Eéle (3)

Y Ego: le terme d’énergie potentielle d’élongation.

Y Eqa: le terme d’énergie potentielle de déformation angulaire.

Y Eior : le terme d’énergie potentielle de torsion (ou diedres).

Y Evaw: le terme d’interactions de Van der Waals (Lennard-Jones).

Y Ege: le terme d’énergie électrostatique (ou de Coulomb).

Les champs de force a géométrie rigide quant a eux attribuent des valeurs fixes prédéterminées
expérimentalement aux longueurs de liaison et aux angles de valence. Ceci permet de négliger

les termes d’¢élongation et de déformation angulaire et de diminuer ainsi le nombre de variables.

Pour exprimer 1’énergie conformationnelle totale de la molécule, cette catégorie de champs de
force se limite aux trois termes ; 1’énergie de torsion, I’énergie de Van der Waals et 1’énergie

¢lectrostatique:

Z Etot = Z Etor + Z Evdw + Z Eéle (4)

Notons que le terme exprimant 1’énergie des liaisons hydrogene dans les deux types de champs

de force est souvent inclus dans le terme d’énergie de Van der Waals.
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Le programme PEPSEA utilis¢é dans la présente étude utilise le champ de force a géométrie
rigide ECEPP/2 (Empirical Conformational Energy Program for Peptides). Le nombre de degrés
de liberté est réduit, ce qui permet 1’étude des systémes moléculaires dans 1’espace des angles

diedres.

Plusieurs auteurs [35-39] ont étudié les effets de la flexibilité structurelle sur les surfaces de
I’énergie potentielle pour les deux types de champs de force. De ces études, il s’est avéré que
lorsqu’il s’agit de grandes molécules, les différences entre les deux types de champs de force
sont négligeables. Bordner et al. [36] ont confirmé que la géométrie rigide n’affecte pas les
positions générales des minima énergétiques, Piela et al. [38,39] ont démontré de leur part que
les changements de la géométrie moléculaire sont contrdlés par les variables de torsion, alors que
celles d’¢longation et de déformation angulaire n’ont pas une grande influence sur la valeur de
I’énergie, ils ont ajouté que les géométries d’équilibre obtenues dans les deux catégories de

champs de force ne different pas beaucoup.

I.3 Le probléeme de minima multiples et les méthodes d’exploration des

hypersurfaces conformationnelles

I.3.1 Le probléeme de minima multiples

Le besoin de simuler par ordinateur les comportements conformationnels des molécules a permis
aux méthodes de la mécanique moléculaire de voir le jour. Leur utilisation a connu un grand
développement et sont devenues les méthodes de choix pour étudier les systémes

biomoléculaires [40].

Le but ultime de ces méthodes consiste a trouver les conformations de plus basses €nergies, pour
cela, un calcul d’énergie suivi d’une minimisation sont alors effectués sur des structures de
départ approximatives, pour converger vers les minima les plus proches (minima locaux). Il
n’existe malheureusement aucune procédure de minimisation qui permet de trouver le minimum
global (la conformation la plus stable). En plus, le nombre de minima locaux augmente d’une
fagon exponentielle avec la taille du systéme [41]. Ce qui génére le probleme de minima

multiples qui limite I’efficacité de ces méthodes a déterminer les relations structure-activité.

La figure 1 présente une illustration d’une courbe de 1’énergie potentielle en fonction d’un degré

de liberté (un angle diedre), le minimum global et les minimums locaux sont montrés.
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® Minimums locaux
» Minimum global

Energie potentielle

Degreéde liberté

Figure 1 : Illustration d’une courbe d’énergie potentielle en fonction d’un degré de liberté.

Pour résoudre ce probléeme de minima multiples et mieux explorer les espaces conformationnels

des biomolécules, plusieurs méthodes ont été développées.

1.3.2 Les méthodes d’exploration des hypersurfaces conformationnelles

Il existe trois grandes catégories des méthodes d’exploration des hypersurfaces
conformationnelles : les méthodes de recherche systématiques, la méthode dynamique et les

méthodes Monte Carlo.

1.3.2.1 Les méthodes de recherche systématique

[.3.2.1.1 La méthode de balayage systématique (Grid Scan)

Dans un champ de force a géométrie rigide, la démarche de la méthode de balayage consiste a
faire varier d’une fagon systématique chacun des angles diedres de la molécule d’un certain
incrément. Elle permet de localiser les minima d’une structure sans faire appel aux procédures de
minimisation nécessitant le calcul de la dérivée de la fonction énergétique. Pour cette raison, on

lui donne le nom de la méthode de minimisation d’ordre zéro.

Des ¢études ont été effectuées pour déterminer les incréments qui doivent étre choisis, les travaux
de Lipton et Still [42] sur les composés organiques ont montré que I’incrément 60 ° peut générer
toutes les possibilités conformationnelles, ils ont aussi proposé I’incrément 120 © pour le type

(R1-Cyp3- Cep3-Ro) et 60 © pour (R;-Cyp3- Cepo-Ro) et (R1-Cgp3- hétéroatome-Ro»).

10
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Pour les molécules peptidiques, et en se référant a des bases de données de protéines, Ponder et
Richards [43] ont proposé des valeurs fixes pour les angles di¢dres des chalnes latérales des
acides aminés (yi, ¥2,...). Cependant, pour les angles de chaine principale Phi (¢) et Psi (y) une

variation systématique s’est avérée nécessaire.

Plus Dl’incrément est petit, plus 1’espace conformationnel est mieux exploré et toutes les
possibilités conformationnelles sont générées. L’inconvénient majeur des méthodes
systématiques réside dans le fait qu’elles nécessitent des stratégies avec lesquelles le grand
nombre de conformeres sera tri¢ et les minima locaux localisés, pour arriver a des résultats
fiables et concluants. Effectivement, le nombre de combinaisons ne cesse d’augmenter avec le
nombre de degrés de liberté : Pour un systeme moléculaire a 3 degrés de liberté et en choisissant
I’incrément 60 °, la procédure de recherche générera 216 (6°) conformations. Pour 6 degrés de
liberté¢, ce nombre augmente a 46656 conformations, et pour 9, il dépassera 10 millions de
conformations. Pratiquement, les systémes moléculaires qui peuvent étre analysés par la méthode

de balayage sont ceux dont les conformeres dépendent d’un maximum de 15 angles diedres [44].

Etant donné la minutie avec laquelle cette méthode explore les hypersurfaces
conformationnelles, et dans le but de I’adapter pour permettre I’étude de systemes moléculaires
importants, plusieurs améliorations ont été proposées : White et Kitson [45] ont suggéré de ne
pas lancer la recherche sur toute la grille de valeurs des angles diedres, mais, de cibler une zone
précise de la surface conformationnelle (les zones préférentielles des cartes de Ramachandran).
D’autres chercheurs [46] ont préféré de faire la recherche tout en fixant 1I’énergie, les liaisons, ou
les angles diedres dans un intervalle bien déterminé, pour cela, un algorithme doit étre utilisé

pour trouver les coordonnées atomiques qui satisfont les limites de cet intervalle.

[.3.2.1.2 Le protocole d’enchainement (Build-up)

La méthode d’enchainement est une autre méthode proposée pour explorer les hypersurfaces
conformationnelles et chercher les minima de la fonction ¢énergie potentielle des
macromolécules. Contrairement a la méthode précédente, elle peut traiter les biomolécules
possédant plusieurs degrés de liberté en un nombre fini d’étapes, elle s’appuie sur le fait que les

structures moléculaires releévent surtout des interactions a courte distance [47].

L’approche consiste a diviser la molécule peptidique en fragments, puis effectuer une

minimisation individuelle pour trouver les conformations stables de chaque résidu a la fois.

11
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Ensuite, on combine les minima des deux premiers résidus et on effectue une minimisation pour
trouver les structures stables de la molécule dipeptidique. Aprés, ces derniers sont combinés aux
minima du 3" résidu et minimisés & nouveau pour trouver les minima qui seront combinés a

ceux du 4°™ résidu, et ainsi de suite jusqu’a ce que toute la molécule sera construite.

\

La méthode « Build-up » est facile a mettre en ceuvre, cependant, on lui reproche le fait de
rejeter des conformeres considérés instables au cours du processus d’enchainement, alors qu’ils
auraient pu former des conformations stabilisées par des interactions a longues distances
(tournant B, hélice a...). En conséquence, avec cette méthode I’espace conformationnel n’est pas

exploré au complet.

1.3.2.2 La méthode dynamique

Puisque les systemes moléculaires sont toujours en mouvement, la méthode dynamique est tres
utile, car elle permet d’observer comment les positions des atomes évoluent au cours du temps,
et cela en simulant leur trajectoire [48]. La molécule est assimilée a une masse en mouvement,
ou chaque atome interagit avec les atomes voisins en respectant une fonction d’énergie
potentielle, ’approche consiste a résoudre les équations du mouvement de Newton pour le

groupe d’atomes du systéme [49].
Pour faire une étude dynamique d’un systéme moléculaire, on doit :

- Choisir une structure de départ, ce qui revient a définir I’ensemble de valeurs initiales des
coordonnées de chaque atome du systéme. Souvent, c’est une structure de la PDB (The
Protein Data Bank) déduite de la cristallographie aux rayons X ou de la spectroscopie
RMN, ou bien une structure minimisée déduite de I’analyse conformationnelle.

- Donner aux différents atomes de la molécule une vitesse initiale, et ce en fixant la

température de la simulation. Ces vitesses doivent vérifier a chaque instant la relation :

3NkpT = YN, m(v;)? (5)

N : Nombre d’atomes.

kg : Constante de Boltzmann.

T : Température instantanée en Kelvin.
m; : Masse de ’atome 1i.

(v;)? : Vitesse moyenne de 1’atome i.

12
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- Choisir une fonction potentielle V (r;...., ry) qui permet d’évaluer la variation de 1’énergie
potentielle en fonction des coordonnées atomiques. Cette fonction d’énergie est
généralement définie d’aprés un champ de force de la mécanique moléculaire [50], elle
permet le calcul de la composante de la force exercée sur chaque atome, et accéder par la

suite a son accélération.
Fi=-= (6)
Ou Fi représente la force exercée sur ’atome 1, et V est I’énergie potentielle du systéme.

Fi est proportionnelle a I’accélération di (la deuxiéme loi de Newton), qui est a son tour

proportionnelle a la vitesse de ’atome Ui et & sa position 7'i.

Fi=migi=miZ=mi (7)

En associant les deux équations (6) et (7) on obtient :

Fi=—% - migi=miZ% = m 27
o T a at2

(8)

En supposant que les atomes aient un mouvement uniformément varié¢, donc I’accélération est

constante:

v 9%7
—ao—g—atz—Cte 9)

Sl"l'u

Les intégrations de ces équations décrivent les vitesses et les positions des particules en fonction

du temps.
L’expression de la vitesse en fonction du temps est :
v(t) = agt + Uy (10)
(U est la vitesse initiale de I’atome)
L’expression de la position en fonction du temps est :
() =apt? +vot +7 (1)

(7% est la position initiale de I’atome)

13
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Les intégrations des équations classiques de mouvement sont effectuées étape par étape sur des

intervalles de temps At :

L’idée générale est que le temps peut étre subdivisé en une série d’intervalles séparés par un pas
At, ensuite la position r(t) et la vitesse v(t) de chaque atome sont calculées aux temps t, puis elles

sont utilisées pour trouver les nouvelles coordonnées et vitesses aprés chaque pas de temps At.

De cette fagon, on peut suivre le mouvement des atomes en fonction du temps. A la fin de la 1°°
période, il suffit de substituer t par (At) dans les équations de la vitesse et de la position

précédentes (10) et (11):
71 (At) = apAt + v (12)
7 (A) = 2 agAt? + At + 7 (13)
Par récurrence, les équations correspondantes a la n°™ période sont :
¥, (At) = a,_1At + U, _4 (14)
7 (At) = %an_lAtz v, At+7, 4 (15)

L’accélération a,,_; est déterminée a partir de la relation :

- av
m;.a,—1 = _aTn—l (16)

Alors que ¥,_; et 7',_; sont les résultats des équations de la (n-1) “™ période.

Selon cette méthode itérative, la position des atomes peut étre calculée a chaque période jusqu’a
la fin du temps prévu pour la simulation dynamique, généralement entre 10 et 200 picosecondes.
Ensuite, on trace soit la trajectoire d’un atome, soit la variation d’un angle di¢dre en fonction du

temps.

L’intervalle de temps typique At ne doit pas dépasser quelques femtosecondes (107°s). Cette

valeur doit étre d’une part assez petite pour que la force F exercée sur I’atome reste figée durant
la période de simulation (car elle peut changer continuellement avec le mouvement des
particules), d’autre part elle doit étre inférieure a la fréquence de vibration la plus grande dans le

systéme (le mouvement le plus rapide) [51].

14
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Plusieurs algorithmes ont été congus pour intégrer les équations du mouvement. Les plus
connus sont : Verlet [52,53], Leap-frog [54,55] et Beemann [53,56]. Leur performance est
¢valuée par leur capacité a répondre au principe de conservation de I’énergie (I’énergie

mécanique est conservee : E,, = E. + E, = Cte).

La dynamique moléculaire est un outil précieux dans le domaine de I’exploration des
hypersurfaces conformationnelles, elle nous permet de produire des simulations sur des systémes
de différentes tailles (qui peuvent atteindre celle des macromolécules biologiques). Ceci permet
de comprendre le mode de repliement des protéines [57]. Toutefois, ’utilisation de la méthode
pour étudier les biomolécules et déterminer leurs préférences conformationnelles nécessite la
simulation de longues trajectoires. Méme avec des ordinateurs performants, ¢ca demande un

temps énorme de calcul [51].

Une autre limite de la technique dynamique c’est qu’elle n’explore qu’une partie de
I’hypersurface, au voisinage de la conformation initiale. En effet, toutes les transitions et toutes
les fluctuations qui peuvent avoir lieu sont limitées aux états accessibles a la température fixée
pour la simulation. Elles sont dues essentiellement a la conversion spontanée de 1’énergie
potentielle en énergie cinétique et inversement, car une augmentation de température implique
une énergie cinétique des atomes é¢élevée qui permet de franchir des barrieres énergétiques

importantes [51].

Des stratégies ont été proposées pour surmonter ces problémes. Suite a une étude sur la meilleure
facon d’explorer dynamiquement les hypersurfaces conformationnelles, Brooks [22] a suggéré la
génération d’un nombre assez important de conformeres de départ et de minimiser leur énergie
conformationnelle. Les structures résultantes sont ensuite utilisées comme points de départ des
simulations dynamiques de 1 ns a 600 K. A la fin de cette étape, un refroidissement ou une

minimisation est nécessaire pour les faire converger vers des minima.

1.3.2.3 Les méthodes Monte Carlo

L’énergie d’une conformation est calculée en utilisant un champ de force bien déterminé. La
minimisation de cette énergie nous permet de déduire les propriétés conformationnelles, tandis
que les propriétés thermodynamiques sont décrites par le biais de la mécanique stochastique (la

probabilité d’existence d’une conformation particulicre).

15



Chapitre 1 : Revuedes méthodes d’analyse conformationnelle des protéines

Alors que la méthode de dynamique moléculaire suit I’évolution du systéme de maniére
déterministe, ou I’état futur du systéme est prédit a partir de son état actuel, la méthode Monte
Carlo est une méthode dite stochastique ou les structures sont générées d’une facon aléatoire
idéale pour étudier les systémes fluctuants, ’ensemble de conformations générées doit étre

raisonnable et suffisant (quelques millions) [58].

Le calcul de la valeur moyenne d’une propriété X se fait en utilisant 1’équation :

—E

(X) = HAET (17)
% exp KBT

X désigne une propri€té d’une certaine conformation i, qui peut étre par exemple la distance
entre les deux extrémités, ou bien I’énergie d’hydratation dans une solution... de la conformation
1. E; est la valeur de I’énergie de la conformation i. kg est la constante de Boltzmann et T est la

température du systéme.

Une génération aléatoire de conformations permet d’obtenir des structures trop énergétiques qui
ne doivent pas contribuer significativement dans la mesure de la propriété X. D’un point de vue

mathématique, le facteur de Boltzmann « exp8T » permet ceci. En effet, a une température bien
déterminée si la valeur de 1’énergie E; est €levée, le terme « expXsT » va tendre vers zéro, ce qui

diminue la contribution de cette conformation dans la mesure de la propriété X.

Historiquement, la méthode Monte Carlo fut développée a la fin de la Seconde Guerre mondiale
par Métropolis et Ulam [59], leur but était I’étude de la diffusion des neutrons dans un matériau
fissile. L’introduction pour la premiére fois du facteur de Boltzmann a été réalisée en 1953 par
Meétropolis et al. [60], et ce, pour réaliser des simulations sur des états énergétiques dispersés
d’un systeme liquide. Suite a cette étude, il s’est avéré que le facteur de Boltzmann leur a permis
de rejeter des conformations défavorables et de ne considérer que les états énergétiques

accessibles par le systéme [61].

[.3.2.3.1 La méthode Monte Carlo Métropolis

Cette méthode ne différe de la méthode Monte Carlo classique que par la fagon d’échantillonner,
elle permet de déterminer la distribution des états énergétiques des systemes étudiés a 1’équilibre

et a une température donnée.
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Le principe de la méthode est la sélection aléatoire d’une série d’angles diédres pour une
conformation initiale donnée i, dont on calcule son énergie E;. Puis on fait varier la valeur d’un
seul angle diedre choisi aléatoirement et on recalcule I’énergie de la nouvelle conformation E;.
Cette derniere sera acceptée si son énergie est plus petite que la précédente (AE = E;—E; <0), le
processus itératif est alors poursuivi en prenant la nouvelle conformation comme structure de

départ et en choisissant au hasard, pour la variation, un autre angle. Dans le cas ou AE > 0, le

—AE
facteur de Boltzmann « P = exp Rt » est calculé, puis comparé a un nombre aléatoire H

compris entre zéro et un, si le facteur de Boltzmann est supérieur (P > H), la nouvelle
conformation est acceptée pour étre utilisée, sinon, c’est la conformation précédente qui sera

maintenue.

Le facteur P est la probabilité de la transition d’un état conformationnel i & un autre j de plus
grande énergie, il dépend uniquement de la température du systeme T, et de la différence

d’énergie entre les deux états AE = E;—E;.

Les applications les plus fréquentes de la méthode Monte Carlo Métropolis ont été effectuées
pour étudier les systémes liquides [62]. Néanmoins, ses applications sur les biomolécules ont

révélé que la méthode doit étre combinée a la méthode dynamique [63,64].

Les inconvénients majeurs de la méthode Monte Carlo Métropolis dans I’étude des
macromolécules résident d’une part dans son inefficacité a traiter les systémes flexibles,
contenant un grand nombre de degrés de liberté, et d’autre part dans le faible pourcentage de

transition (d’acceptation), a cause des fortes barrieres énergétiques a franchir [65].

1.3.2.3.2 Le recuit simulé

La méthode du recuit simulé exploite intelligemment le facteur température artificielle, utilisé
par la méthode Monte Carlo Métropolis. Elle est le fruit des travaux de Kirkpatrick et al. [66]
publiés dans la revue Science. Dans cette méthode, on commence par la génération d’une
conformation arbitraire, et on fixe une température élevée permettant de surmonter les barriéres
énergétiques importantes et d’explorer un espace conformationnel plus large. Une température
finale est aussi fixée, ainsi que le nombre de transitions permises a chaque température. Lorsque
ce nombre est atteint, on juge qu’on est a I’équilibre thermique, on baisse alors la température
progressivement pour explorer les conformations d’énergies décroissantes. Ce processus est
répété tant que la température finale n’est pas atteinte.
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Une transition d’'une conformation i a une conformation j n’est acceptée que si :

- Ej <E;
- Ou E;> E;mais, un nombre aléatoire H choisi au hasard et compris entre zéro et un, est

inférieur au facteur de Boltzmann (critére de Métropolis).

En résumé, avant de commencer la simulation, certains parametres de base doivent étre fixés par

[’utilisateur :

- Une température initiale Ty et une température finale Tr. La température Ty doit étre bien
choisie afin de permettre un nombre important de transitions, sans une demande
excessive du temps de calcul.

- Un nombre de degrés de liberté, qui permet de passer d’une conformation a une autre. La
probabilité d’accepter une transition baisse avec ce nombre, et une transition refusée
implique un temps perdu.

- Un schéma de refroidissement doit étre bien choisi, parce qu'une baisse rapide de la
température entraine une exploration restreinte de I’hypersurface conformationnelle.

- Un nombre de tentatives de transitions entre les €tats énergétiques, pour chaque palier de
température, ce nombre est choisi pour qu’il soit proportionnel au nombre de degrés de

liberté du systeme moléculaire étudié.

La figure 2 montre un organigramme expliquant les étapes d’une simulation de recuit simulé :

Les résultats de plusieurs travaux [67-69] ont montré la rapidité et la grande efficacité¢ de la

méthode a traiter les systémes flexibles.

Agostini et al. [70] ont appliqué la méthode de recuit simulé pour explorer 1’espace
conformationnel de la 18-alanine, ils ont trouvé que le minimum global correspond a une
structure en hélice a, ils ont déterminé en plus, les étapes de pliage entre la structure de départ et

cette forme hélice. Ces étapes sont présentées a la figure 3.
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Figure 2 : Organigramme expliquant les étapes d’une simulation de recuit simulé [71].




Chapitre 1 : Revuedes méthodes d’analyse conformationnelle des protéines

A7V~ s‘
4

€S o
Y PI
&
-
l‘_“ Ao 4'"" bl
MRS o e
r &
."i'

Figure 3 : Séquence d’étapes majeures du pliage de la 18-alanine [70].

[.3.2.3.3 La méthode Monte Carlo Métropolis avec minimisation

La méthode Monte Carlo Métropolis avec minimisation est basée sur la mécanique classique et
la mécanique statistique, elle a été développée en 1987 par Li et Scheraga [72], leur but était de
surmonter le probléme des minima multiples et localiser le minimum global pour le pentapeptide
Met-enképhaline. En combinant a la fois le pouvoir conventionnel de la minimisation (pour
détecter les minima du systéme moléculaire), et la méthode Monte Carlo Métropolis (pour passer
d’un minimum a un autre), les deux auteurs ont pu localiser le minimum énergétique global de la
molécule. Avec cette méthode, ils supposent que dans la nature le réarrangement d’une molécule
suit un processus de Markov conduisant a un seul état final, qui correspond a la structure native

de la molécule.

Le principe de cette méthode est quasiment le méme que celui de Monte Carlo Métropolis, la
seule différence consiste a effectuer une minimisation chaque fois que la nouvelle conformation
est acceptée (selon les deux critéres : AE < 0, et AE > 0 avec H<P), pour détecter un minimum.
Ce processus permet a la molécule de réaliser des fluctuations pour passer d’un minimum a un
autre. Dans le cas ou AE > 0 et H<P, c’est comme si on fournit a la molécule une énergie
d’activation afin d’effectuer une transition vers un état énergétique plus haut, et apres

minimisation converger vers un minimum plus bas.

L’introduction de la minimisation sur la méthode Monte Carlo Métropolis n’a pas résolu le
probléme de faible pourcentage d’acceptation, qui limite 1’exploration de I’espace
conformationnel a une partie locale au voisinage des structures de départ. Cette incapacité a
explorer la totalit¢ de I’hypersurface conformationnelle est due principalement a la température

qui reste fixée au cours de la simulation, et aussi aux barri¢res énergétiques élevées.
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Scheraga et Li [72] ont étudié le pourcentage d’acceptation en fonction des degrés de liberté
(angles diedres) changés aprés chaque itération. Cette étude a révélé que la variation d’un seul
degré de liberté conduit a un pourcentage d’acceptation de 45 %, alors que ce pourcentage
diminue a environ 20 % en variant deux angles diédres de la molécule. Une telle diminution est

une preuve que la méthode n’explore qu’une partie locale de I’hypersurface conformationnelle.

1.3.2.4 La méthode PEPSEA (Peptide Search)

Chacune des méthodes citées précédemment a ses propres limites et défauts : les méthodes de
recherche systématique se limitent aux systemes moléculaires ayant 10 a 15 degrés de liberté
maximum. La méthode dynamique ne peut pas effectuer des simulations de longues trajectoires,
car ¢ca demande un temps énorme de calcul. Les méthodes Monte Carlo quant a elles sont soit
difficiles a mettre en ceuvre, soit focalisent I’exploration sur des régions voisines de la

conformation de départ.

Ces limitations ont amené I’équipe du laboratoire de la chimie structurelle de l'université
Sherbrooke [73] a développer la méthode PEPSEA, qui, au lieu de s’intéresser a la recherche du
minimum global d’une molécule, elle se fixe sur I’étude et I’examen des différentes distributions
conformationnelles préférées par celle-ci, pour en déduire les propriétés conformationnelles et

thermodynamiques.

Le but de la méthode PEPSEA est d’explorer le plus complétement possible I’espace
conformationnel des systémes moléculaires. Son principe consiste a générer aléatoirement des
conforméres, dont on calcul I’énergie conformationnelle en utilisant le champ de force ECEPP/2.
Ensuite, cette énergie va subir une minimisation en utilisant 1’algorithme du gradient conjugué
[74]. Sur la population ainsi obtenue, une méthode basée sur les lois de la mécanique statistique

est appliquée pour permettre ’acces aux propriétés thermodynamiques de la molécule.

Etant donné la mise en ceuvre facile de cette méthode et son exploration globale des
hypersurfaces conformationnelles, nous 1’avons choisie pour effectuer des études

comparatives entre des peptides parents endogenes et leurs analogues thionylés.
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Chapitre. 2 :
Description de la méthode d’exploration des hypersurfaces

conformationnelles PEPSEA

Introduction

La méthode d’exploration des hypersurfaces conformationnelles PEPSEA utilisée dans cette
thése, a été¢ développée par Michel et al. [73] au laboratoire de chimie structurelle de 1’université
de Sherbrooke. Son principe est basé sur le fait que les propriétés structurelles, statistiques et
thermodynamiques d’un systéme ne peuvent étre déduites qu’a partir d’une population
représentant son espace conformationnel. Son objectif essentiel est la génération des différentes

distributions conformationnelles sur lesquels des études statistiques pourront étre appliquées.

En effet, cette méthode consiste dans un premier temps a générer un nombre important et
suffisant de conformations (qui dépend du nombre de degrés de liberté) du systeme a étudier.
Ensuite, des minimisations de leurs énergies conformationnelles sont effectuées afin de réaliser
un bon échantillonnage de I’hypersurface conformationnelle. Aprés, des méthodes d’analyse de
mécanique statistique sont appliquées sur la population résultante pour recueillir les informations

structurelles et thermodynamiques.

Depuis le développement de la méthode en 1990, elle a montré sa grande efficacité dans
I’analyse conformationnelle et la recherche de la relation structure-activit¢é de plusieurs

molécules peptidiques [75-85].
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II.1 Les principes de la méthode PEPSEA

L’analyse conformationnelle d’une molécule peptidique par la méthode PEPSEA est effectuée en

cinq étapes consécutives :

Dans la 19 étape, on génére aléatoirement une population de conformations, et cela, en faisant
attribuer aux différents angles diedres de la molécule, susceptibles de varier, des valeurs
comprises entre -180° et +180°. Le nombre de conforméres de départ générés dépend

essentiellement du nombre d’acides aminés de la molécule et de sa flexibilité.

La 2°™ étape consiste a calculer I’énergie conformationnelle de ces conforméres de départ. Le

champ de force a géométrie rigide ECEPP/2 est utilisé a cette fin.

En 3" étape, ces énergies sont minimisées en utilisant I’algorithme du gradient conjugué [74].
i uv eri i€ ui v u u
Cet algorithme permet de trouver la série d’angles diédres qui vont annuler les composantes d
vecteur dérivée premiere de I’énergie conformationnelle, et cela, par rapport aux angles spécifiés
par I'utilisateur. Le nombre d’itérations n’est pas fixe, et le processus de minimisation s’arréte
lorsque la valeur du module de la dérivée premicre de 1’énergie conformationnelle devient

inférieure a la valeur 107,

A la 4°™ étape, on classe les conforméres par ordre croissant de 1’énergie conformationnelle, les
plus stables sont sélectionnés, puis on construit pour chacun d’eux la matrice des dérivées
secondes (Fj), le déterminant de cette derniére nous permet d’accéder a 1’énergie libre (Gj) de

chacun des conformeres [86].

La 5°™ étape consiste & calculer les énergies relatives de chaque conformére par rapport au
minimum global (conformére ayant la plus petite valeur de 1’énergie conformationnelle).
L’analyse conformationnelle de cette population est ensuite effectuée en tenant compte du

facteur entropique.

I1.2 La structure du programme PEPSEA

La structure du programme PEPSEA est représentée dans la figure 4, il exécute plusieurs taches

en introduisant I’un des codes numériques 1, 2,3 ou 4 :

- Par l'utilisation du code 1, le programme calcule 1’énergie conformationnelle d’une ou de

plusieurs conformations spécifiées par I’utilisateur.
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- Avec le code 2, une génération aléatoire de plusieurs conformations est effectuée en
utilisant la routine « RANDOM », ces conformations sont par la suite minimisées par la
routine « MINIMIZE ».

- L’introduction du code 3 permet de minimiser des conformations spécifiées par
I’utilisateur.

- Le code 4 permet de faire la méme tache que celle lorsqu’on introduit le code 3, sauf que
cette fois, les composantes de la matrice Hessienne au voisinage des minima sont
calculées. Le déterminant de cette matrice servira au calcul des parametres

thermodynamiques des conformeres.

PEPSEA
3 2
IN oUT
READ RANDOM
1
3 2
| MINIMIZE
HESSIAN
4
3 2
4
ENERGY

Figure 4 : Structure du programme PEPSEA [71].

Le programme PEPSEA est écrit en FORTRAN 77 et tourne sur une ordinateur HP pro-Intel (R)
Core(TM) 13-3240 CPU @ 3.40 GHz a la faculté des sciences et techniques de Fes.

II.3 Le champ de force ECEPP/2

Le champ de force utilisé par le programme PEPSEA est appelé ECEPP/2, il a été développé par
Momany et al. [33] spécifiquement pour la modélisation des peptides dans le cadre de la

mécanique moléculaire. La famille de champs de force ECEPP a été continuellement affinée
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jusqu’a I’année 2009, il est bien adapté pour I’étude de la structure tridimensionnelle et du

repliement des protéines [35,87-89].

Afin de calculer et minimiser I’énergie conformationnelle d’'une molécule peptidique, le champ
de force ECEPP/2 adopte une géométrie rigide, les longueurs et les angles de liaison sont ainsi
fixés a des valeurs prédéterminées a partir des études cristallines pour chaque résidu, et ’énergie

totale de la molécule est représentée par la somme des quatre contributions suivantes :
Etot = Lyaw + Eéle + Ehb + Etor (18)

- E,4, est I’énergie de Van der Waals : c’est ’énergie entre atomes non liés, elle est
estimée par le potentiel ‘6-12° de Lennard-Jones ou le potentiel ‘6’ représente le terme
attractif, et le potentiel ‘12’ est le terme répulsif.

- Eg4e représente I’énergie d’interaction électrostatique, calculée selon la formule classique
de I’interaction coulombienne entre deux charges séparées par une distance.

- Ey,, symbolise le potentiel des liaisons hydrogene qui jouent un rdle trés important dans
les structures des peptides. Elles entrainent la formation de plusieurs structures
caractéristiques de trés grande stabilit¢ comme les hélices a, tournants [, tournants vy...
(Annexe A). Dans le champ de force ECEPP/2, les interactions entre les hydrogénes H-O
et H-N d’une part, et les accepteurs N et O d’autre part, sont représentées par une
fonction *10-12°. Il est a noter que ce terme ne représente pas a lui seul I’énergie de
formation d’une liaison hydrogéne, mais il est seulement I’'une de ses composantes. Les
autres composantes sont incluses dans les potentiels électrostatiques et les termes de Van
der Waals.

- E, exprime I’énergie de torsion calculée a partir d’une fonction sinusoidale. Cette
contribution dépend de la hauteur de la barriere énergétique, de sa symétrie et de la

valeur des angles de torsion.

L’annexe B présente les expressions détaillées de ces contributions énergétiques.

II.4 La minimisation

Les méthodes de minimisation sont souvent efficaces et constituent un recours ultime pour
résoudre les problemes scientifiques. Elles s’inscrivent dans la voie numérique qui est utilisée

depuis plus de trois décennies afin de résoudre des problémes analytiquement compliqués [90].
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En pratique, ces problémes se présentent sous une seule forme: on dispose d’une série de
variables indépendantes Xi= (x;, Xa... X,) et d’une fonction quelconque V. L’objectif de ces
méthodes est de trouver la nouvelle série de variables X* pour laquelle V (X*) = MIN (V(X)).
Dans le cas de PEPSEA, les angles de torsion qui définissent la structure de la molécule sont les
variables indépendantes Xj, tandis que le potentiel du champ de force ECEPP/2 est la fonction

V(X).

Les algorithmes de minimisation qui assurent la résolution des problémes d’optimisation non
linéaire sont déja développés, ils sont d’ordre : zéro, un ou deux, selon I’ordre de la dérivée
auquel ils font appel. Dans le cas de PEPSEA, c’est I’algorithme du gradient conjugué qui est
utilisé vu son efficacité a résoudre le probleme de I’exploration stochastique des hypersurfaces

conformationnelles des macromolécules [71].

II.5S Les méthodes d’analyse conformationnelle

La description des propriétés conformationnelles d’une molécule est le but ultime de chaque
calcul et chaque minimisation de I’énergie conformationnelle. Cette tache aurait été facile si les
molécules peptidiques adoptaient une seule structure prédominante, et si cette structure était
facilement accessible. En effet, les propriétés conformationnelles doivent étre déduites en
considérant un ensemble de conformeres ayant des énergies conformationnelles faibles, et non a
partir d’une seule conformation. Nous présentons dans cette section les méthodes utilisées par

PEPSEA pour faire I’analyse conformationnelle des molécules peptidiques.

II.5.1 Le programme de traitement

Apres la génération et la minimisation des différents conformeres de chaque molécule, ils sont
traités par un programme fortran qui permet de les regrouper dans des ensembles et des
distributions pour faciliter la compréhension et I’explication de leur comportement
conformationnel. Ce programme commence par classer tous les conformeéres par ordre croissant
d’énergie, ce qui permet de sélectionner les plus stables. Puis, il trie ceux convergeant vers le
méme minimum pour tenir compte de son importance. Enfin, a partir de la matrice constituée des
dérivées secondes (Hessienne), il permet le calcul de leurs propriétés thermodynamiques. Cette
derniere tache favorise la différentiation entre la stabilit¢é d’un conformére d’un point de vue

conformationnel et thermodynamique.
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I1.5.2 Les histogrammes énergétiques

Ce sont des représentations graphiques qui donnent la distribution des conforméres par rapport a
I’énergie conformationnelle, ces histogrammes permettent de vérifier si les angles de torsion qui
varient au cours de la minimisation (degré de liberté de la molécule) ont été bien choisis, et par
conséquent si le processus de minimisation s’est bien déroulé. En effet, fixer un ou plusieurs
angles qui doivent étre variés, au cours de la minimisation, se traduit automatiquement par
I’apparition de plusieurs distributions. La figure 5.a présente un histogramme montrant plusieurs
distributions, résultat d’une mauvaise minimisation, tandis que la figure 5.b présente un exemple

d’histogramme montrant une bonne minimisation (une seule distribution sous forme de cloche).
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Figure 5 : Exemple d’histogrammes représentant a) Une mauvaise minimisation. b) Une bonne
minimisation [71].

I1.5.3 Les cartes de Ramachandran

Les cartes de Ramachandran sont des tracés des angles diedres (o, y) préférés par les résidus
d’une molécule peptidique. Elles ont été développées en 1963 par Ramachandran et al. [91] pour
visualiser les régions accessibles de ’espace conformationnel pour chaque résidu. Ces cartes
sont largement utilisées pour étudier la conformation des protéines. Elles nous renseignent sur
I’efficacité des algorithmes de minimisations et les comportements structurels d’un résidu dans

une molécule peptidique. L annexe A présente plus en détail ces cartes.
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I1.5.4 Calcul des parametres thermodynamiques

La comparaison de différentes conformations d’équilibre pour un peptide, afin de sélectionner
celles les plus stables thermodynamiquement, se fait en comparant leurs énergies libres. Le
calcul de ces énergies aurait été moins complexe si on avait utilisé un champ de force a
géométrie flexible. Toutefois, et grice aux travaux de Zimmerman et al. [86] I'acces a cette
information, forte précieuse, est réalisable méme en utilisant le champ de force a géométrie
rigide. Ces auteurs ont développé une méthode permettant le calcul de I’énergie libre d’une
conformation a partir de 1’allure de la fonction potentielle au voisinage des minima (la dérivée

seconde).

Cette méthode se base sur le fait que les parametres thermodynamiques (énergie libre et

entropie) sont déterminés a partir du poids statistique du minimum w; défini selon la relation :

1 —AE;

w; = | (2nRT)7 (det F) 2 exp &t | /Z (19)

;i : Le poids statistique de Ii™ minimum.

R : La constante des gaz parfaits.

T : La température en kelvin.

m : Le nombre de degrés de liberté de la molécule.

AE; : L’énergie conformationnelle relative a 1’i™ minimum par rapport au
minimum global.

»jéme

Det (Fj) : Le déterminant de la matrice des dérivées secondes a | minimum.

Z : La fonction de partition définie par la relation :

1 —AE;

7 = 2nRTz N (detF)™2 exp T (20)

N : Le nombre de minima de la molécule.

L’énergie libre de Ii*™ minimum est calculée selon la relation :
AG; est I’énergie libre relative :

AG; = G, — G, (22)
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Gy est I’énergie libre qui correspond a la conformation la plus stable d’un point de vue énergie

conformationnelle (AE; = 0).
Les calculs sont effectués dans les conditions : volume et pression constants, on peut écrire alors
AH = AE et AG = AE — TAS

L’entropie relative de I’i"™ minimum est calculée selon la relation :

_ AE;—AG;

AS,; -

(23)

Vu le caractere tres complexe de la fonction énergétique, la valeur du (det F;) (déterminant de la
matrice Hessienne) dépend majoritairement de la valeur de & (I'infiniment petit utilis€ pour
calculer les composantes de cette matrice). Cette valeur doit €tre assez petite afin de respecter la
théorie mathématique et assez grande pour qu’elle puisse entrainer une variation significative de
I’énergie. Pour choisir la bonne valeur, on doit effectuer le calcul du déterminant de la matrice
des dérivées seconde pour plusieurs valeurs de €. Le tracé de Log (det F;) en fonction de ¢
(figure 6) nous donne la zone de stabilité¢ de ce déterminant et nous permet de choisir la valeur

adéquate de € qui sera utilisée pour calculer les parametres thermodynamiques.
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Figure 6 : Courbe montrant la zone de stabilité de Log (det (F;)) = f (¢).
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I1.5.5 Liaisons hydrogéne

Les liaisons hydrogéne fournissent la plupart des interactions directionnelles qui étayent la
structure des protéines, elles jouent un rdle critique dans divers phénomeénes biologiques. Dans
notre étude, nous avons utilisé les deux contraintes géométriques suivantes (figure 7) pour

détecter I’existence d’une liaison hydrogeéne intramoléculaire [92] :

- Ladistance entre le proton amide et ’oxygéne carbonyle doit étre comprise entre 1.8 A et
2.8A.

- L’angle de valence entre I’azote, le proton amide et 1’oxygene carbonylé doit étre

supérieur a 120 °.

Del84a28A

«— ya
HoooooooonO=C
LS N
‘ NﬁC‘} 120°

Figure 7 : Présentation des deux contraintes géométriques indiquant la présence de liaisons
hydrogéne.
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Chapitre. 3 :
Effet de la thionation sur 1’espace conformationnel de la

glycine et la leucine

Introduction

Les peptides bioactifs naturels présentent des propriétés thérapeutiques importantes et variées,
cependant leur durée de vie est souvent limitée par I’hydrolyse enzymatique [8]. Face a ce
probléme, des modifications structurelles sont apportées a la séquence peptidique naturelle.
L’une des principales modifications utilisées est la substitution d’une ou plusieurs liaisons amide
conventionnelles C’=O par une ou des liaisons thioamide C’=S. Cette stratégie a recu une
attention considérable ces derni¢res décennies, et s’est avérée efficace dans la conception de
nouvelles molécules stables, actives et résistantes a 1’hydrolyse, parfois plus que les molécules

méres [93-95].

Les résidus d’acides aminés thiosubstitués devraient restreindre 1’espace conformationnel de leur
analogue natif. En effet, I’allongement de la liaison C=S par rapport a la liaison C=0O et
I’augmentation de la taille du soufre comparativement a celle de ’oxygene devraient apporter
des changements substantiels dans la structure. Plusieurs auteurs [94,96-98] ont étudié les

comportements conformationnels des peptides contenants des acides aminés thiosubstitués.

Torsello et al. [99] ont mentionné que la substitution de I’atome d’oxygene par I’atome de soufre
peut affecter a la fois ’activité et la structure tridimensionnelle. Tandis que Dezoti et al. [100]
ont signalé que cette modification ne présente qu’une différenciation chimique minimale par
rapport aux amides classiques, elle peut néanmoins entrainer des variations importantes au
niveau des préférences structurelles de la molécule, ils ont rapporté en plus que la conformation

étendue a été rarement identifiée expérimentalement pour les résidus thiopeptidiques.

31



Chapitre 3 : Effet de lathionation sur I’espace conformationnel de la glycine et la leucine

Une étude par cristallographie RX et modélisation moléculaire a été effectuée par Michel et ses
collegues [96] sur les préférences conformationnelles des modéles Ace- (ou Boc)-Xxx-NHMe
(Xxx=Ala et Gly) et leurs analogues mono et di-thionylés. Ils ont constaté que les structures
adoptées par les analogues thiopeptidiques ne différent pas significativement de celles des
dérivés oxo, y compris les positions des minimums globaux dans les cartes €nergétiques qui
correspondent a la conformation en tournant gamma y (¢ = - 75, v = 75) (Annexe A). Toutefois,

certains changements conformationnels sont observés.

Des études spectroscopiques par RMN et par Dichroisme Circulaire menées par Miwa et al. [98]
ont indiqué que les thiopeptides adoptent des conformations similaires a celle de leurs analogues

natifs méme a température €levée.

D’autres analyses conformationnelles expérimentales et théoriques ont été effectuées sur les
dérivés thionylés de la glycine ; Artis et Lipton [101] ont étudié la surface d’énergie potentielle
de ses dérivés monothionylés, ils ont constaté que lorsque la thiosubstitution est effectuée au
niveau de I’extrémité C-terminal, la molécule adopte des conformations proches de celles de
I’analogue natif, alors que le dérivé thionylé a I’extrémité N-terminal présente un comportement
conformationnel différent. Tran et al. [97] ont ajouté que la thionation en C-terminal préfére la
conformation en tournant y C’, tandis que la thiosubstitution N-terminale favorise la
conformation étendue (Annexe A). Balaji et al. [102] ont signalé que la disubstitution thioamide
entraine une restriction considérable de la liberté conformationnelle de ’alanine, alors que I’effet
est minimal dans le cas de la glycine. Des résultats similaires ont ét¢ démontrés par 1’équipe de
Formaggio [103], ils ont étudi¢ les préférences conformationnelles d’une série d’homopeptides
enticrement thionylés a base de la glycine, et ont pu confirmer que les résidus thionylés peuvent

facilement adopter les principaux types de structures accessibles aux analogues natifs.

De notre part, afin de montrer les effets de la thionation sur la structure des peptides, nous
présentons dans ce chapitre les analyses conformationnelles comparatives de la N-acetyl-N'-
méthyle-glycyl-amide et la N-acetyl-N‘-méthyle-leucyl-amide, avec leurs analogues thio
substitués respectifs : N-acetyl-N'-méthyle-thio-glycyl-amide, et N-acetyl-N‘-méthyle-thio-
leucyl-amide. Les structures de ces molécules sont présentées dans la figure 8, elles sont

nommeées dans ce chapitre Gly, Leu, ThioGly et ThioLeu.
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Les groupements terminaux (acetyl et N-méthyle amide) ont été choisis de telle sorte que I’acide

aminé central soit encadré par deux liaisons peptidiques, ce qui imite sa situation dans une

protéine.
H i H
Gly I‘.|:|II \ ||_| ThioGly (|:|) \ H
\ Ca
t:|-|3 \“‘C/ "~ CH; CH; \ T\ e \'CH;
| no
|-| H S
CH; CH; CH,

Leu \ / ThioLeu \ /

f f

0 Cp H 0 Cp H
P Iyl P o wl
(:|.|3 \ /c\u""‘hc'/ ~ CH: CH; \ / c\ﬂ"‘-.. c” \"*- CHs
L s

H H

Figure 8 : Structures des résidus natifs et thionylés. Les angles diédres variables sont indiqués.

II1.1 Intégration des résidus ThioGly et ThioL.eu dans le champ de force ECEPP/2

Les parametres propres des acides aminés naturels les plus fréquents sont déja présents dans le
champ de force ECEPP/2, alors que ceux des résidus ThioGly et ThioLeu ne le sont pas, il fallait
donc les introduire. Les parametres que nous avons utilisés pour tenir compte de la substitution

de 'oxygene par le soufre sont présentés dans le tableau 1 [96].

Ces parametres sont de deux types : géométriques (angles de liaison et longueurs de liaison) et
énergétiques. Les premiers sont nécessaires pour la construction géométrique du peptide, alors

que les seconds servent au calcul de I’énergie conformationnelle.
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Tableau 1 : Paramétres de la liaison thiopeptidique utilisés dans le programme PEPSEA [96].

C=S 1.66
c'-C 1.53
Distances de liaisons *
N-C* 1.45
A)
C-N 1.32
N-H 1.00
C*-C-N 115
c*-C-S 120.5
Angles de torsion *
S— C-N 124.5
©)
C-N-C* 121
C-N-H 124
c* 0.076
C 0.523
Charges atomiques partielles
8 auesp S -0.441
(unité électrostatique de charge)
N -0.426
0.211
Rayon de Van der Waals du soufre ¢ (A) 1.89
Polarisabilité du soufre ° (A3) 0.34

a. Les longueurs et les angles de liaisons ont été déterminés par cristallographie.
b. Les charges atomiques partielles ont été calculées par la méthode CNDO/2 utilisant le

programme PCILO3 [104].
c. Les valeurs du rayon de Van der Waals et de la polarisabilité de 1’atome de soufre ont été

proposées par Scheraga et al. [105].

II1.2 Analyse conformationnelle

Les analyses empiriques et les calculs de mécanique quantique, dédiés a la détermination de la
structure des protéines, ont montré que la géométrie de la chaine principale d’une protéine
dépend majoritairement des angles diedres Phi (¢) et Psi (y) de chaque acide aminé qui la
compose [106]. L’annexe A présente les différentes structures secondaires des protéines (Hélice
a, feuillets P, tournants B et y) indiquant pour chacune d’elles les valeurs (¢, y) correspondantes.
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Afin d’étudier I’espace conformationnel des quatre dipeptides (figure 8), et pour que la
comparaison soit justifiée, nous avons généré les mémes conformations de départ pour le couple
(Gly, ThioGly) et pour le couple (Leu, ThioLeu). Durant ces générations les angles diedres des
groupements terminaux et de la liaison peptidique ® ont été fixés a 180° (a cause de leur
caracteére de double liaison), alors que les angles ¢ et y ont suivi des rotations allant de -180° a
+180° par incrément de 10° (soit 1296 conformeéres générés pour chacune des molécules Gly et
ThioGly). Pour Leu et ThioLeu, la méme stratégie a été suivie pour ¢ et y alors que pour les
deux premiers angles de la chaine latérale y; et y», une permutation des valeurs (+ 60°, -60° et
180°) a été adoptée [107]. Comme c¢a, pour chaque couple (¢, y), 9 possibilités ont été
considérées ; (1 =60°, x2 =60°), (31 =60°, 12 =-60°), (31 =- 60°, 12 =60°), (31 =-60°, 2= - 60°),
(1 =60°, x2 =180°), (1 =-60°, x2=180°), (1 = 180°, 2 =60°), (1 = 180°, 32 =-60°), (1 = 180°,

12 =180°), (soit 11664 conformeres générés pour chacune des molécules Leu et ThioLeu).

Apres cette génération, une minimisation de I’énergie conformationnelle utilisant le programme
PEPSEA a été effectuée sur chaque conformeére, pour le faire converger vers le minimum local le

plus proche.

II1.3 Résultats et discussion

Apres la minimisation, nous avons remarqué que pour Gly et ThioGly, presque tous les
conforméres de départ générés ont convergé vers des structures ayant des énergies relatives (AE)
inférieures a 3 kcal/mol alors que pour Leu et ThioLeu, seulement la moiti¢é des conformeres
générés présentent cette propriété. Ces minima (inférieurs a 3 kcal/mol) ont été utilisés pour

examiner le comportement conformationnel des quatre molécules étudiées.

La figure 9 montre les positions des conforméres dans le plan (¢, y) avant la minimisation,
tandis que la figure 10 présente les positions de ces conformeres aprés minimisation pour (Gly,
ThioGly) et la figure 17 celles de (Leu, ThioLeu). A partir de ces figures, on peut remarquer que
pour les quatre molécules les structures minimisées se trouvent dans les zones précises de la
carte de Ramachandran (Annexe A). Cette convergence montre bien [’efficacité¢ et le bon

déroulement de la minimisation.
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Figure 9 : Positions des conforméres dans le plan (¢, ) avant la minimisation.
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figure 10 montre les zones de convergence préférentielles pour les deux molécules.
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Figure 10 : Zones de convergence préférentielles pour Gly et ThioGly.

Le tableau 2 présente ces zones conformationnelles préférentielles par les deux molécules, le

pourcentage de population % de chaque zone ainsi que 1’énergie correspondante.
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Tableau 2 : Zones conformationnelles (¢, y) préférentielles pour Gly et ThioGly.
Pourcentages de population % et énergies conformationnelles E correspondants a chaque zone.

Zones Gly ThioGly
préférentielles @ w* % E (kcal/mol) % E (kcal/mol)

1 + (-78, 74) 33.1 -5.67 45.25 -4.96
2 +(-71, -35) 30.35 -4.46 31.55 -3.73
3 (%179, £179) 12.18 -4.38

4 + (-170, 53) 15.38 -4.09 223 -3.48
5 + (-73, 140) 8.1 -3.99

6 + (-104, 15) 0.88 -3.47 0.88 -2.85

La premicre zone + (-78, 74) présente les conformeres adoptant la structure en tournant v,
stabilisés par la liaison hydrogene entre C=0 acétyle et N-H terminal et formant un pseudo cycle
a 7 membres (Annexe A). La figure 11 présente la vue stéréoscopique de cette structure. C’est la
zone la plus peuplée étant donné qu’elle rassemble 33.1 % des conformeres pour Gly, et 45.25 %
pour ThioGly. Les conformeres de cette zone correspondent aux minimums globaux pour les
deux molécules (Ey (Gly) = -5.67 kcal/mol et Ey (ThioGly) = -4.96 kcal/mol). Notons que des
¢tudes quantiques et de modélisation moléculaire sur la glycine [96,108,109] ont montré aussi

que cette conformation correspond au minimum global.

1 ére

Figure 11 : Vue stéréoscopique de la structure présentant la 1°° zone préférentielle pour Gly.

La 2°™ zone + (-71, -35) regroupe des conformeres adoptant une structure ou les deux dipdles
NH terminal et CO acétyle sont antiparall¢les. Elle rassemble 30.35 % des conformeéres de Gly et
31.55 % pour ThioGly, avec des énergies respectives de -4.46 kcal/mol et -3.73 kcal/mol. 11 faut
signaler ici que les conformeéres de cette zone sont des précurseurs de la formation des hélices a

[110], (Annexe A). La figure 12 présente la vue stéréoscopique de cette structure.
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X

Figure 12 : Vue stéréoscopique de la structure présentant la 2™ zone préférentielle pour Gly.

Les conforméres adoptant une structure étendue sont ceux de la 3™ zone (179, +179) ou les
deux dip6les (NH terminal et CO acétyle) sont paralleles. 12.18 % des conformeres générés pour
Gly ont convergé vers ce minimum ayant comme énergie -4.38 kcal/mol. Cependant, pour
I’analogue thionylé cette structure est complétement interdite. Notons que les conforméres de
cette zone sont des précurseurs de la structure en feuillet beta paralléle et antiparalléle observée

dans les protéines (Annexe A). La figure 13 présente la vue stéréoscopique de cette structure.

. \)\M,/

Figure 13 : Vue stéréoscopique de la structure présentant la 3°™ zone préférentielle pour Gly.

La 4°™ zone rassemble les conforméres ayant convergé vers + (-170, 53), soit 15.38 % et 22.3 %
des conformeres générés respectivement pour Gly et ThioGly, avec des énergies respectives de -

4.09 kcal/mol et -3.48 kcal/mol. La figure 14 présente la vue stéréoscopique de cette structure

%\Xj / %XI

Figure 14 : Vue stéréoscopique de la structure présentant la 4°™ zone préférentielle pour Gly.

semi-étendue.

La 5°™ zone + (-73, 140) est préférée par 8.1 % des conforméres générés pour Gly mais interdite

pour ThioGly. Les valeurs (¢, v) de ces conforméres leur conferent la possibilité de participer a
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la formation d’une structure en tournant B de type II, en tant que résidu i+1 (Annexe A). La

figure 15 présente la vue stéréoscopique de cette structure.

X

Figure 15 : Vue stéréoscopique de la structure présentant la 5™

zone préférentielle pour Gly.

Les conforméres de la 6™ zone + (-104, 15) ayant comme énergies -3.47 kcal/mol pour Gly, et
-2.85 kcal/mol pour ThioGly sont préférés par les deux molécules avec un méme mais faible
pourcentage de 0.88 %. Comme les conforméres de la 5°™ zone, ils ont tendance a former la
structure en tournant 3 de type I cette fois-ci et en tant que résidu i+2 (Annexe A). La figure 16

présente la vue stéréoscopique de cette structure.

Figure 16 : Vue stéréoscopique de la structure présentant la 6™ zone préférentielle pour Gly.
I11.3.2 Analyse conformationnelle comparative de Leu et ThioLeu

Les 11664 conformeres générés pour chacune des molécules Leu et ThioLeu ont convergé vers 8
zones préférentielles pour Leu dont seulement 6 sont autorisées pour son analogue thionylé. La

figure 17 montre les zones de convergence préférentielles pour les deux molécules.
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Figure 17 : Zones de convergence préférentielles pour Leu et ThioLeu.

Le tableau 3 présente les (¢, y) de ces différentes zones, les structures secondaires susceptibles
d’étre formées, les pourcentages de population, ainsi que les €nergies correspondante aux
minimums globaux de la zone.

Tableau 3 : Zones conformationnelles (¢, y) préférentielles pour Leu et ThioLeu. Structures

secondaires, pourcentages de population %, et énergies conformationnelles E correspondants &
chaque zone.

Zones @) Structu-res Leu ThioLeu
préférentielles secondaires % E (kcal/mol) % E (kcal/mol)

1 (-81,79) Tournant y 24.22 -5.7 28.81 -4.44
2 (-77,-37) Hélice op 22.51 -5.3 33.24 -3.94
3 (-151, 134) Etendue 8.08 -4.8

4 (-84, 142) B type 11 10.42 -4.5 9.48 -3.26
5 (57, 49) Hélice o 11.6 -4 11.4 -2.62
6 (-158, 165) Etendue 12.31 3.7

7 (-148, 99) S. Etendue 3.29 -2.9 9.39 -3.23
8 (-149, 37) B type I 7.55 -2.8 7.66 -1.38

De ce tableau, on peut remarquer qu’encore une fois et comme dans le cas de (Gly, ThioGly), les
conformeres adoptant une structure en tournant gamma correspondent aux deux minimums

globaux pour Leu et pour ThioLeu (E, (Leu) = -5.7 kcal/mol et E, (ThioLeu) = -4.44 kcal/mol).
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On peut remarquer aussi que les structures étendues correspondantes aux zones 3 et 5 sont
interdites pour la thio-leucine. Notons ici que ce résultat est en accord parfait avec ceux de

Michel et al. [96] et De Zotti et al. [100] suite a des études effectuées sur des thiopeptides.

La figure 18 présente les structures des différentes zones préférentielles pour Leu et Thio-Leu.

1 ere zéme

zone

3 eme

4éme

6éme

8éme

7éme

Figure 18 : Structures des différentes zones préférentielles pour Leu et Thio-Leu.
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Conclusion

Les analyses conformationnelles comparatives des couples (Gly, ThioGly) et (Leu, ThioLeu)

présentées dans ce chapitre révelent que suite a la thionation :

- La structure en tournant y reste la plus préférée et correspond aux minimums globaux
pour les quatre molécules.

- La structure étendue devient interdite aux deux analogues thionylés.

- Les deux dérivés thionylés préferent adopter les structures en tournant y et hélice a droite
plus que leurs analogues natifs.

- Les préférences aux structures en tournant 3 et Hélice o gauche ne sont pas affectées par

la thionation.
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Chapitre. 4 :
Analyse conformationnelle comparative du peptide

chimiotactique fMLP-OMe et son analogue thioamide

fML>P-OMe

Introduction

Le peptide chimiotactique fMLP (formyl-Met-Leu-Phe) a recu beaucoup d’intéréts ces dernicres
décennies, vu le role qu’il joue dans notre corps, particuliérement dans le systéme immunitaire
[111]. Il induit la libération des leucocytes polymorphonucléaires PMN, du Superoxyde O, de
I’enzyme lysozyme du neutrophile et du calcium transitoire intracellulaire [Ca®] [111-114]. 11
est réputé €tre un agent tres actif [115]. La relation structure-activité a été établie ainsi que la

spécificité aux récepteurs situés sur la surface des cellules neutrophiles [116—118].

Dans le cadre du peptidomimétisme, plusieurs modifications ont été introduites sur la molécule
mere. L’influence des groupes terminaux a été étudiée et il a été démontré que I’estérification de
C-carboxylique terminale n’affecte pas ’activité biologique de la molécule [119]. D’un autre
coté, la substitution du groupement formyle a N-terminal par le groupement ter-butylcarbonyle
(Boc) entraine une perte totale de I’activité [120]. En 1985, Sauvé et al. [121] ont essayé
d’introduire des changements sur le squelette peptidique en remplacant les liaisons amide par des
liaisons thioamide plus résistants a ’hydrolyse enzymatique. Les analogues synthétisés ont été
testés et les activités biologiques ont été mesurées utilisant leur capacité a libérer ’enzyme
lysozyme des cellules neutrophiles [122]. Le remplacement du groupement amide de la

méthionine par la liaison thioamide a conduit a une trés grande perte de I’activité [122]. Une
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¢tude conformationnelle comparative entre les deux molécules fMLP-OMe et formyl-
Met(CSNH)-Leu-Phe-OMe (fM°LP-OMe) a montré que le peptide chimiotactique actif doit
avoir le CO du groupement formyle libre de toute interaction intramoléculaire afin qu’il soit
disponible pour former le complexe avec le récepteur [75]. D’autre part, la substitution du résidu
central avec des résidus o, o disubstitués tels que I’acide 1-Aminocyclohexane-1-carboxylique
(Accg) et I’acide 1-Aminocyclopentane-1-carboxylique (Accs) entraine une augmentation de
Iactivité [123]. Des études conformationnelles comparatives entre le peptide parent et ces
derniers [80,81] ont révélé que la conformation native des peptides chimiotactiques fMLP est

une structure en tournant 3, malgré la non-disponibilité du CO(formyle).

Dans le but de poursuivre les investigations sur les exigences structurelles des récepteurs de
fMLP [75,80,81]. Ce chapitre présente une €tude conformationnelle comparative du peptide
parent actif (formyl-Met-Leu-Phe-OMe), et son analogue thionylé (formyl-Met-Leu(CSNH)-
Phe-OMe), dépourvu de toute activité [122]. L’objectif principal est d’expliquer la différence
d’activité entre les deux peptides dont les structures sont présentées a la figure 19. Aussi avons-
nous voulu proposer la conformation native des analogues de fMLP, et déterminer les exigences

structurelles pour une reconnaissance moléculaire constructive.

0 0
H H 5' CH
\H/ N : o 3
H
4] X
S
\\

X =0 fMLP-OMe
X =S fMLP-OMe

Figure 19 : Structure de fMLP-OMe et fML P-OMe.
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IV.1 Calcul conformationnel

La méthode d’exploration des hypersurfaces conformationnelles PEPSEA a été appliquée aux
deux molécules TMLP-OMe et fMLSP-OMe en générant aléatoirement pour chacune d’elles
20.000 structures de départ. Les structures ainsi générées ont subi une minimisation d’énergie
jusqu’aux minima locaux les plus proches. Durant cette minimisation, tous les angles diedres
étaient autorisés a varier, a ’exception de ceux des liaisons amide @ (Met), ® (Leu) et @ (Phe),

qui ont été fixés a 180 ° a cause de leur caractere de double liaison.

Nous avons soigneusement veillé a ce que les 20.000 conformations de départ générées et

soumises a la minimisation soient les mémes pour les deux molécules.

Pour chaque tripeptide, les 100 conforméres les plus stables issus de la 1 minimisation ont subi
une seconde minimisation en permettant cette fois a tous les angles diedres la possibilité de
varier, méme les ®. Pour chacun de ces 100 minima, la matrice Hessienne a été calculée et

I’énergie libre a été évaluée a 300 K [86].

IV.2 Résultats et discussion

IV.2.1 Présentation des conforméres générés

L’efficacité de la minimisation a été évaluée en étudiant les distributions énergétiques des 20.000
conforméres minimisés pour les deux molécules IMLP-OMe et MLSP-OMe. La figure 20
présente les histogrammes énergétiques. En abscisse, on trouve 1’énergie conformationnelle
relative des conforméres, alors qu’en ordonnée, on trouve le nombre de conforméres ayant
convergé vers le méme intervalle AE. Chaque rectangle représente le nombre de conformeéres

dans un intervalle de 1 kcal/mol.

D’apres ces deux graphiques, on peut constater que pour les deux molécules, les histogrammes
ont une seule distribution gaussienne ayant la forme d’une cloche. Ceci est une confirmation que
le processus de minimisation s’est bien déroulé et que les angles autorisés a varier ont été bien
choisis. Sinon, on aurait trouvé des histogrammes a plusieurs distributions comme celui présenté

a la figure 5.a (Chapitre 2).
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Figure 20 : Histogrammes énergétiques des conformeres minimisés pour fMLP-OMe et
fML®P-OMe.

IV.2.2 Présentation des conforméres les plus stables

Pour étudier les préférences structurelles des deux molécules peptidiques étudi€es, nous avons
considéré les 50 conformeres les plus stables issus de la seconde minimisation pour chacune
d’elles. Les tableaux 4 et 5 présentent les caractéristiques conformationnelles de ces conformeres
(en indiquant la présence ou non de liaisons hydrogéne intramoléculaires entre les différents
donneurs et accepteurs). Ils sont numérotés selon I’ordre croissant des énergies libres. Les
énergies conformationnelles relatives (AE) sont données par rapport aux deux minimums
globaux : le conformére 7 (Ey = -5,65 kcal/mol) pour fMLP-OMe et le conformére 3 (Eop = -
4,65 kcal/mol) pour ML P-OMe. Les valeurs de ’énergie libre relative (AG) ont été calculées
par rapport aux mémes conformeres correspondants aux minimums globaux et a T =300 K. Les
contributions entropiques (-TAS;) ainsi que les poids statistiques (W;) sont aussi présentés. Les
conformeres sont regroupés en des classes ayant les mémes caractéristiques structurelles

(tournant B, tournants y et double tournant 7).

Les angles diédres des cinquante conforméres du peptide parent et de son analogue thioamide

sont présentées dans I’annexe C.
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Tableau 4 : Caractéristiques conformationnelles de fMLP-OMe*.

Conf AG;" AE¢  -TASY W For Met Leu Phe
2 -0,77 1,76 -2.54 0.1035 co NH
3 -0,39 0,59 -0.98 0.0543
4 -0,15 1,56 -1.71 0.0363 co NH
5 -0,02 1,63 -1.66 0.0294
6 -0,01 2,42 -2.44 0.0289
© 11 0,15 2,63 -2.49 0.0221
@ 12 0,17 1,71 -1.54 0.0211
= 13 0,18 2,61 -2.43 0.0210
r>) 15 0,30 2,13 -1.83 0.0172
@ 18 0,41 1,53 -1.12 0.0142
e 23 0,53 2,14 -1.61 0.0116
28 0,74 1,15 -0.41 0.0081 co NH
29 0,77 1,91 -1.14 0.0078
36 0,93 2,66 -1.73 0.0059
37 0,95 2,15 -1.20 0.0057
42 1,03 2,67 -1.64 0.0050 co NH
43 1,06 2,11 -1.05 0.0048 co NH
-0,81 1,43 -2.24 0.1103 co NH
0,34 2,34 -2.00 0.0159 co NH
0,45 2,68 -2.23 0.0133 co NH
0 0,46 1,73 -1.27 0.0131 co NH
2 0,48 1,54 -1.06 0.0126
- 0,87 1,97 -1.09 0.0065 co NH
© 0,95 2,78 -1.83 0.0057
E 1,01 1,41 -0.39 0.0052 co NH
~ 1,06 2,79 -1.73 0.0048 co NH
1,11 2,49 -1.38 0.0044 co NH
48 1,18 2,59 -1.42 0.0039 co NH
49 1,29 2,34 -1.05 0.0033 co NH
0,11 2,43 232 0.0236 co NH
v NI o014 2,08 -1.94 0.0224 co NH
2 B2 036 1,37 -1.01 0.0154 co NH
< [N 063 1,96 -1.34 0.0099 co NH
g B 082 2,46 -1.64 0.0072 co NH
L R 1,68 -0.80 0.0064 co NH
s 110 2,57 -1.47 0.0045 co NH
4éme 7 0,00 0,00 0.00 0.0283 co co NH NH
27 0,72 1,51 -0.80 0.0085 co co NH NH
32 0,86 2,07 -1.21 0.0067 co co NH NH
9 0,14 2,06 -1.92 0.0224
14 0,29 2,01 -1.72 0.0173
4 22 0,52 2,56 -2.04 0.0119
B o 24 0,54 2,72 -2.18 0.0114
g = 25 0,62 2,71 -2.09 0.0101
5 2 30 0,81 2,32 -1.51 0.0072
< 9 35 0,90 2,56 -1.66 0.0062
= 39 0,96 1,87 -0.91 0.0057
@) 40 1,00 2,08 -1.07 0.0052
47 1,15 2,23 -1.08 0.0041
50 1,31 2,44 -1.13 0.0031

d. Les 50 premicres conformations d’énergies libres minimales sont énumérées.

e. Energie libre relative : AG; = G;- Go.  Gg est ’énergie libre de la conformation ayant E; = E,,.
f. Energie conformationnelle relative : AE; = E; - E,. Eo (fMLP) = - 5,65 kcal/mol.

g. Contribution entropique : -TAS = AG — AE, a T=300K.

a. Poids statistique des conformeéres : W;.

|- Tournant f3 - Tournant y centré sur Leu - Tournant y centré sur Met ‘ ‘ Double tournant y ‘ 47
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Tableau 5 : Caractéristiques conformationnelles de fML*P-OMe*.

Conf AG;® AE;¢ -TAS;* W;¢ For Met  ThioLeu Phe

2 -0.43 1.78 -2.21 0.0817 co NH
4 -0.01 1.78 -1.79 0.0400 co NH
5 0.10 2.61 -2.51 0.0336
6 0.19 1.96 -1.77 0.0290
8 0.22 1.81 -1.59 0.0276
0.50 2.46 -1.96 0.0170
o 0.83 1.98 -1.15 0.0098
2] 0.90 1.38 -0.48 0.0088 co NH
g 0.90 2.06 -1.16 0.0088
'?‘) 0.90 2.13 -1.23 0.0088 co NH
@ 0.95 2.23 -1.28 0.0081 co NH
'°:_‘ 1.07 1.34 -0.27 0.0066
1.09 2.30 -1.21 0.0064
1.12 2.81 -1.7 0.0061 co NH
1.12 3.00 -1.88 0.0060 co NH
1.44 2.01 -0.57 0.0036 co NH
1.81 2.20 -0.39 0.0019 co NH
2.08 3.15 -1.07 0.0012
2.16 3.10 -0.94 0.0011
éme -0.87 1.42 -2.3 0.1719 co NH
2 0.83 1.98 -1.15 0.0098 co NH
0.24 3.04 -2.8 0.0265 co NH
0.26 2.67 -2.41 0.0258 co NH
0.69 1.03 -0.34 0.0124 co NH
0.88 2.63 -1.74 0.0090 co NH
1.02 3.65 -2.63 0.0071 co NH
<P 1.20 3.24 -2.04 0.0053 co NH
% 1.29 2.92 -1.63 0.0045 co NH
2 1.34 3.30 -1.97 0.0042 co NH
(P 1.48 3.63 -2.15 0.0033 co NH
5} 1.53 3.00 -1.47 0.0031 co NH
E 1.61 2.09 -0.48 0.0026 co NH
(op) 1.69 3.47 -1.77 0.0023 co NH
1.85 2.78 -0.93 0.0018 co NH
1.86 3.79 -1.93 0.0017 co NH
2.00 3.87 -1.87 0.0014 co NH
2.13 2.55 -0.42 0.0011 co NH
2.29 2.84 -0.55 0.0008 co NH
0.00 0.00 0.00 0.0403 co co NH NH
4éme 1.69 2.68 -0.99 0.0023 co co NH NH
1.74 291 -1.17 0.0021 co co NH NH
2.03 1.50 0.53 0.0013 co co NH NH
7 0.20 2.58 -2.39 0.0285
8 11 0.39 2.33 -1.95 0.0206
3 = 15 0.74 3.03 2.3 0.0115
E g 29 1.29 3.21 -1.91 0.0045
e 3 34 1.53 3.26 -1.73 0.0031
g = 35 1.54 2.92 -1.39 0.0030
(@) 40 1.79 3.38 -1.6 0.0020
46 2.03 4.20 -2.17 0.0013
a. Les 50 premiéres conformations d’énergies libres minimales sont énumérées.
b. Energie libre relative : AG; = G;- Go.  Gg est ’énergie libre de la conformation ayant E; = E,,.
c. Energie conformationnelle relative : AE; = E; - E,. E, (ﬂ\/ILSP) = —4,65 kcal/mol.
d. Contribution entropique : -TAS = AG — AE, a T=300K.
e. Poids statistique des conforméres : W;.

|- Tournant - Tournant y centré sur Leu - Tournant y centré sur Met ‘ l Double tournant y ‘48
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IV.2.3 Analyse conformationnelle

L’analyse conformationnelle des cinquante conformeéres les plus stables du peptide parent fMLP-
OMe (tableau 4) montre qu’il peut adopter des structures conformationnelles variées, dont la
majorité peut étre répartic en quatre classes. La figure 21 présente les liaisons hydrogene

stabilisant les conformeéres des différentes classes.

H:C  CH,

Y

4] CH- 0
'i' J\ : H
H | N CH
H‘H( Y N)\H/ u,_,-f 3
|
- H -
0 Hz(\ " 0 H,C
(I 2
5
P

w Tournant p stabilisé parla liaison H entre CO(formyvle) et NH(Phe).
= Toumant y stahilisé parla liaison H entre CO(Met) et NH(Phe).
= Toumant y stabilisé parla liaison H entre CO(formyle) et NH(Leu).

Figure 21 : Liaisons hydrogene stabilisant les conforméres des différentes classes obtenues
pour fMLP-OMe.

La premicre classe est représentée par dix-sept conformeres qui adoptent une structure en
tournants [ centrée sur la méthionine et la leucine. Cinq d’entre eux sont stabilis€és par une
liaison hydrogeéne entre CO(formyle) et NH(Phe) : conformeres (2, 4, 28, 42, et 43), et douze
adoptent cette structure en tournants [, mais sans que la liaison hydrogene ne soit établie :
conformeres (3, 5, 6, 11, 12, 13, 15, 18, 23, 29, 36 et 37). La figure 22.a donne la vue
stéréoscopique de la superposition des conforméres appartenant a cette classe, de laquelle on
peut voir qu’ils sont similaires, surtout au niveau de la chaine principale. Les chaines latérales de
la méthionine et la leucine sont orientées de deux fagons différentes, tandis que celle du résidu

phénylalanine peut tourner plus librement.

Il est intéressant de noter que plusieurs auteurs [80,81,124—129] ont suggéré cette structure pour
divers analogues de fMLP-OMe, et ce, en utilisant les méthodes spectroscopiques RX, RMN et

IR ainsi que la modélisation moléculaire.
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Figure 22 : Vues stéréoscopiques des superpositions des conformeéres de différentes classes
obtenues pour fMLP-OMe. a) Tournant 3, b) Tournant y centré sur Leu, ¢) Tournant y centré
sur Met, d) Double tournant y.
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La figure 23 montre la vue stéréoscopique de la superposition de notre structure en tournant 3
(conformere 2, tableau 4) avec celles proposées par la littérature pour I’analogue Boc-Met-Aib-
Phe-OMe [125], I’analogue formyl-Met-A“Leu-Phe-OMe [128] et I’analogue formyl-Met-Accs-
Phe-OMe [126]. Cette superposition montre qu’il y a une grande ressemblance au niveau de la
chaine principale et que les seules différences avec notre structure résident dans 1’orientation des

chaines latérales des résidus Met et Phe.

IMLP-OMMe (conformere 2 tablean4)
s Boc-Met-Aib-Phe-OMe [125]
—— formyl-Met-AZLeu-Phe-OMe [128]
mes - fommiy]-Met-Accy-Phe-Ole [126]

Figure 23 : Vue stéréoscopique de la superposition du conformére 2, tableau 4, avec ceux de la
littérature adoptant une structure en tournant f3.

La seconde classe comprend douze conformeres adoptant une structure en tournant y centrée sur
le résidu Leu, dont dix sont stabilisés par une liaison hydrogeéne intramoléculaire impliquant
CO(Met) et NH(Phe) (conformeres 1, 16, 19, 20, 33, 41, 44, 46, 48 et 49). Notons ici que le
conformére le plus stable d’un point de vue énergie libre appartient a cette classe. La figure 22.b
présente la vue stéréoscopique de la superposition des conformeéres de cette classe et montre que

la principale variabilité réside dans la chaine latérale de la méthionine.

En utilisant la spectroscopie RMN, cette structure a été déja trouvée pour les analogues formyl-
Met-Aib-Phe-OH [130] et formyl-Met-Pro-Phe-OMe [131]. Selon des études par spectroscopie
IR et Dichroisme Circulaire [132], la structure a été aussi proposée pour formyl-Met-Leu-Cha-
OMe et fIMLP-OMe. La superposition de la structure minimisée de cette derniére en utilisant la
procédure Monte Carlo Métropolis [133] avec notre structure en tournant y centrée sur Leu
(conformére 1, tableau 4) est présentée en vue stéréoscopique a la figure 24. De cette

superposition, on peut remarquer la grande ressemblance entre les deux structures.
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WILP-OMe (conformere 1, tableau 4)
e IMLP-OMe [132]

Figure 24 : Vue stéréoscopique de la superposition du conformeére 1, tableau 4, adoptant une
structure en tournant y centrée sur Leu avec celui de la référence [132].

La troisieéme classe est celle des conformeres caractérisés par la présence d’une autre structure en
tournant y centrée cette fois sur le résidu Met, et représentée par sept conformeres (8, 10, 17, 26,
31, 34 et 45). Cette structure est stabilisée par une liaison hydrogene intramoléculaire impliquant
CO(formyle) et NH(Leu). La wvue stéréoscopique de la superposition des conformeres

appartenant a cette classe est présentée a la figure 22.c.

La quatriéme classe rassemble les structures en double tournant y (un tournant y centré sur Met
et un autre centré sur Leu en méme temps) et comprend trois conforméres (7, 27, et 32). La vue
stéréoscopique de la superposition des trois conforméres de cette classe est présentée a la
figure 22.d. Selon une étude par modélisation moléculaire, Michel et al. [75] ont proposé cette
structure comme étant précurseur rigidifié de la conformation étendue, apres la rupture des

liaisons hydrogene suite a des interactions externes.

Les onze conformeéres restants et n’appartenant a aucune des classes présentées ci-dessus, sont
principalement stabilisés par des interactions hydrophobes et caractérisés par des termes
entropiques favorables conduisant a des valeurs faibles en énergie libre. Cette derniere

observation est illustrée par I’exemple du conformer 9 (tableau 4).

Pour I’analogue thioamide fML3P-OMe, le tableau 5 montre que les structures préférées sont
distribuées sur les mémes classes trouvées pour fMLP-OMe : 19 conformeres appartiennent a la
premicre classe (tournant B), 2 a la seconde (tournant y centré sur Leu), 17 a la troisieme

(tournant y centré sur Met), et 4 conformeres a la quatriéme classe (double tournant vy).

Les vues stéréoscopiques des superpositions des structures de ces classes sont présentées a la

figure 25.
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Figure 25 : Vues stéréoscopiques des superpositions des conforméres de différentes classes
obtenues pour fML P-OMe. a) Tournant f, b) Tournant y centré sur Leu, ¢) Tournant y centré
sur Met, d) Double tournant y.
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1V.2.4 Discussion

La principale différence structurelle qui peut expliquer la chute dramatique de l’activité de
fML P-OMe, par rapport  celle du peptide parent fMLP-OMe, peut étre déduite directement de
la comparaison des tableaux 4 et 5. Et ce, en considérant le nombre de fois ou les deux
pharmacophores CO(formyle) et NH(Leu) sont impliqués dans des liaisons hydrogene
intramoléculaires dans les deux cas. Pour fML®P-OMe inactif, le groupe CO(formyle) agit
comme accepteur 30 fois : Tournant B (C'®) 9 fois et tournant y (C’) 21 fois. Contrairement au
peptide parent fMLP-OMe actif, la situation est tres différente car ce groupe n’est impliqué que
15 fois dans les liaisons hydrogéne intramoléculaires : Tournant B (C'%) 5 fois et tournant y (C)
10 fois. De méme, le groupe NH(Leu) est impliqué dans les liaisons hydrogéne 21 fois pour
fML’P-OMe et seulement 10 fois pour fMLP-OMe. Ce résultat est en accord parfait avec la
littérature [75,128,134—141] qui souligne sur I'importance de la disponibilit¢ de ces deux

groupes dans la formation du complexe substrat-récepteur.

La structure native des analogues de fMLP peut étre déduite en comparant les préférences
conformationnelles des deux tripeptides pour les conformeéres que nous avons présentés dans les

tableaux 4 et 5.

Le fait que nous avons trouvé presque le méme nombre de conformeres adoptant la structure en
tournant B (1 classe, figure 22.a) pour le peptide actif fMLP-OMe (17 fois), et pour son
analogue inactif fML’P-OMe (19 fois), rejette la proposition que cette structure puisse étre la
conformation active des peptides chimiotactiques. En effet, si cette structure était active,

I’analogue thioamide 1’aurait aussi.

La structure en double tournant y (4°™ classe, figure 22.d) sera également rejetée pour la méme
raison. Le peptide actif fMLP-OMe adopte cette structure 3 fois et ML P-OMe, dépourvu de

toute activité, ’adopte 4 fois.

La structure en tournant y centrée sur le résidu Met (3™

classe, figure 22.c) est plus préférée par
I’analogue thioamide inactif (17 fois, tableau 5) comparé au peptide parent (7 fois, tableau 4). En
conséquence, ses chances d’étre la structure native deviennent faibles. Notons ici que dans cette
structure les deux groupes CO(formyle) et NH(Leu) sont impliqués dans une liaison hydrogéne
intramoléculaire, ce qui diminue leur disponibilit¢é de participer dans le processus de la
reconnaissance moléculaire, et justifie I’inactivité de ’analogue thionylé. Il est trés important de

rappeler que la large préférence de fMLSP-OMe a adopter cette structure plus que fMLP-OMe
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n’est pas un coup de chance, puisque les conformations de départ générées pour les deux

molécules étaient identiques.

La structure en tournant y centrée sur la leucine (2°™ classe, figure 22.b) semble étre la structure
native des analogues de fMLP-OMe. Premi¢rement, parce qu’elle est plus préférée par le peptide
parent actif fMLP-OMe (12 fois) que par son analogue inactif fML’P-OMe (2 fois).
Deuxiémement, elle confirme I’importance des deux groupes CO(formyle) et NH(Leu) signalée
précédemment. En effet, dans cette structure, les deux groupes ne sont impliqués dans aucune
liaison hydrogeéne intramoléculaire, ceci nous permet de les suggérer comme pharmacophores

responsables de la formation du complexe substrat-récepteur.

Puisque plusieurs structures (tournant B, tournant vy, étendue...) ont ét€é proposées pour les
analogues actifs de fMLP [80,81,126,142,143], et étant donné la grande importance des deux
pharmacophores CO(formyle) et NH(position 2) démontrée dans cette étude, nous pouvons
suggérer que dans le processus de la reconnaissance moléculaire, c’est le modele « Induced fit »
de Koshland [5] qui s’applique. Selon ce modéle, il n’est pas nécessaire pour la molécule
d’adopter une structure secondaire spécifique (tournant B, tournant vy, étendue...), car n’importe
quel conformére avec des limites raisonnables, peut étre extrait de la solution pour se lier au
récepteur. Pour les analogues actifs de fMLP, nous suggérons que le substrat s’attache au
récepteur dans une premiere étape en proposant le CO du groupement formyle (condition
nécessaire, mais non suffisante), et apres plusieurs changements conformationnels du récepteur
et du substrat, ce dernier propose le groupe NH (du résidu central) pour une interaction
déterminante et constructive avec le récepteur. La figure 26 montre un schéma représentatif de ce

modele.

L’absence de données structurelles émanant des études de I’interaction de fMLP avec ses
récepteurs rend nécessaire une étude de docking pour valider d’une part le modéle que nous
avons proposé et confirmer d’autre part I’importance des deux groupes CO(formyle) et NH(Leu)

dans le processus de la reconnaissance moléculaire.
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Confommeéres
des analogues
de {MLP

Reéceptewr ‘

€ groupe |

est libre

Etendue

Figure 26 : Schéma représentatif du modele de la fermeture éclair « Induced fit ».

Conclusion

L’¢tude conformationnelle comparative du peptide chimiotactique fMLP-OMe et de son

analogue ML P-OMe nous a permis de déduire les préférences conformationnelles des peptides

chimiotactiques et les exigences structurelles des récepteurs de fMLP :

La structure en tournant y centrée sur le résidu central semble étre la structure native des
peptides chimiotactiques.

Les deux groupes CO(formyle) et NH (Leu) ne doivent pas étre impliqués dans des
liaisons hydrogeéne intramoléculaires pour qu’ils soient disponibles pour une interaction
constructive avec le récepteur.

L’analogue inactif fMLSP-OMe préfére une structure en tournant y centrée sur le résidu

Met.

Nos résultats et ’examen attentif de la littérature nous ont permis de suggérer le modele de la

fermeture éclair «Induced-fit » dans le processus de la reconnaissance moléculaire, et que

I’activité des analogues de fMLP n’est pas liée a ’adoption d’une structure secondaire spécifique

(tournant B, tournant y ou étendue...), mais plutdt a la liberté et la disponibilité des groupes

pharmacophores (CO(formyle) et NH(position 2)) pour former le complexe substrat-récepteur.
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Chapitre. 5 :
Analyse conformationnelle comparative du peptide opiacé
Leu-enképhaline et ses deux analogues thioamides
(Thio-Gly2)-Leu-enképhaline et (Thio-Gly3)-

Leu-enképhaline

Introduction

L’enképhaline est un pentapeptide endogéne qui se lie aux récepteurs opiacés dans le systeme
nerveux central, la moelle épinicre et I’intestin. Il a une action semblable a la morphine inhibant
la sensibilité de la douleur [144,145], la molécule a été découverte en 1973 par Pert et al. [146]
puis elle a été identifiée deux ans plus tard par Hughes et al. [147] sous ses deux formes Leu-
enképhaline (Tyr1-Gly2-Gly3-Phe4-Leu5) et Met-enképhaline (Tyr1-Gly2-Gly3-Phe4-Met5). La

figure 27 présente leurs structures.
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Leu-Enképhaline  -------------- Met-Enképhaline '

Figure 27 : Structures des deux formes de 1’enképhaline.

En plus de son role analgésique, 1’enképhaline est connue pour étre impliquée dans un grand
nombre de processus physiologiques et émotionnels [144,148—150]. Mais ce pentapeptide a une
courte durée de vie, il subit rapidement I’hydrolyse enzymatique [145]. Afin d’éviter sa
biodégradation et de prolonger sa durée d’action, des chercheurs [151,152] ont choisi de produire

les inhibiteurs des enzymes dégradant 1’enképhaline, alors que d’autres [153,154] ont essayé
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d’introduire des modifications sur la molécule mére pour la rendre résistante a 1’hydrolyse

enzymatique.

En adoptant cette derni¢re approche, Clausen et al. [155] et Lajoie et al. [156] ont synthétisé des
analogues thioamides de Leu-Enképhaline, ou les liaisons amide ont été substituées par des
liaisons thioamide. L’activité de ces analogues ainsi que celle du peptide parent ont été mesurées
[156] , et cela en utilisant des préparations d’iléon de cobaye « guinea pig ileum » (GPI) et du
canal déférent de la souris « Mouse Vas Deferens » (MVD). Les effets analgésiques apres
administration intracérébroventriculaire ainsi que la capacité a déplacer le [*H]-D-Ala2-D-Leu5-
Enképhaline (DADLE) et le [*H]-Dihydromorphine & partir des homogénats de cerveau du rat
ont été évalués pour chaque analogue. Les résultats de ces tests ont montré que selon la position
de la fonction thioamide dans la chaine principale de la molécule, 1’activité peut augmenter ou
diminuer : Augmente de 2 a 9 fois pour I’analogue (Thio-Gly2)-Leu-Enképhaline par rapport au
peptide parent, mais diminue jusqu’a 6 fois pour I’analogue (Thio-Gly3)-Leu-Enképhaline. Le
tableau 6 présente ces résultats.
Tableau 6 : Puissances inhibitrices relatives de Leu-Enképhaline et ses deux analogues

thionylés sur les contractions induites électriquement de (GPI) et du (MVD), et sur la liaison
avec le ["H]-DADLE et le [*H]-Dihydromorphine & partir des homogénats de cerveau du rat.

Composés opiacés IDs* Puissance relative ” IDso * Puissance relative "
(nM) (%) (nM) (%)
GPI MVD
Leu-Enk 420 + 130 100 10£2 100
(Thio-Gly2)-Leu-Enk 160 £ 25 262 1.1£0.9 909
(Thio-Gly3)-Leu-Enk 375+70 112 65+15 15
[3H]-DADLE [3H]-Dihydromorphine
Leu-Enk 45+3 100 25+2 100
(Thio-Gly2)-Leu-Enk 9,5 = 1 473 11+1 227
(Thio-Gly3)-Leu-Enk ~ 95+5 47 50 £ 3 50

* Concentration qui donne un demi-effet maximal.

® Par rapport a Leu-Enk.

Dans le but d’expliquer la différence d’activité entre le peptide parent Leu-Enk et ses deux

analogues (Thio-Gly2)-Leu-Enk et (Thio-Gly3)-Leu-Enk, dont les structures sont présentées a la
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figure 28, nous avons décidé de traiter le probléme d’un point de vue structurel en utilisant la
méthode PEPSEA. Aussi, avons-nous voulu proposer la conformation native des peptides

opiacés analogues de Leu-Enképhaline.

0 ILC

H,C )\cu,

X=0,Y =0 Leu-Enképhaline
X=5,Y =0 (Thio-Gly2)-Leu-Enképhaline
ol X=0,Y =5 (Thio-Gly3)-Leu-Enképhaline

Y CH; o
H\)J\ N
N N
N/\”/ N/H( \A\UH
H H
X

Figure 28 : Structure de Leu-Enk, (Thio-Gly2)-Leu-Enk et (Thio-Gly3)-Leu-Enk.
V.1 Calcul conformationnel

Le programme PEPSEA, décrit dans le 2°™ chapitre, a permis la recherche conformationnelle et
la localisation des conformeres les plus stables des trois pentapeptides considérés Leu-Enk,
(Thio-Gly2)-Leu-Enk et (Thio-Gly3)-Leu-Enk. Pour chacun d’eux, 50.000 conformations de
départ ont été générées al€atoirement. Ensuite, chaque structure de départ a subi une
minimisation pour converger vers le minimum local le plus proche. Durant cette minimisation,
tous les angles diedres ont été autorisés a varier sauf ceux des liaisons amide ® (Tyrl), o(Gly2),

o(Gly3), o(Phe4) et w(Leu5) qui ont été fixées a 180 °.

Pour chaque peptide, les 100 premiéres conformations dont les énergies conformationnelles sont
les plus faibles ont été¢ soumises a une seconde minimisation de I’énergie, permettant cette fois a
tous les angles diedres de varier. Pour chacun de ces 100 minima, la matrice Hessienne a été
calculée et I’énergie libre a été évaluée a 300 K [86]. Les conformations résultantes ont été

classées par ordre croissant de leur énergie libre.

Pour que la comparaison soit justifiée, nous avons veillé a ce que les 50.000 conformations de

départ générées pour les trois molécules soient identiques.

Les angles de torsion des quarante conforméres du peptide parent et ses deux analogues

thioamides sont présentés dans ’annexe C.
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V.2 Résultats et discussion

V.2.1 Présentation des conforméres générés

Pour D’évaluation de l’efficacité de la minimisation, nous avons étudié les distributions
énergétiques des 50.000 conformeres minimisés pour les trois molécules : Leu-Enk, (Thio-

Gly2)-Leu-Enk et (Thio-Gly3)-Leu-Enk. La figure 29 présente ces distributions.

D’apres ces graphes, on peut constater que les conformeres générés et soumis a la minimisation
sont regroupés en une seule distribution ayant une forme gaussienne, et cela pour les trois
molécules étudiées. Cette observation confirme I’efficacité du processus de minimisation et que

les angles diedres variables ont été bien choisis.

Leu-Enk (Thio-Gly2)-Leu-Enk (Thio-Gly3)-Leu-Enk
40004

S
o 3000
=
S
= 2000
8]
ol
B= 1000

0 1 1

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 10 20 30 40 30

Enérgie relative (Kcal/mol)

Figure 29 : Distributions énergétiques des conforméres minimisés pour Leu-Enk, (Thio-Gly2)-
Leu-Enk et (Thio-Gly3)-Leu-Enk.

V.2.2 Présentation des conformeres les plus stables

Les tableaux (7, 8 et 9) présentent les caractéristiques conformationnelles des quarante
conforméres les plus stables obtenus aprés la deuxiéme minimisation pour chacun des trois
pentapeptides (en indiquant la présence ou non de liaisons hydrogéne intramoléculaires). Les
conformeres sont numérotés par ordre croissant des énergies libres et sont regroupés en classes
ayant les mémes caractéristiques structurelles. Les énergies conformationnelles relatives (AE)
sont données par rapport aux minimums globaux : conformere 5 (Ey = -11,82 kcal/mol) pour
Leu-Enk, conformere 1 (E¢ =-10,57 kcal/mol) pour (Thio-Gly2)-Leu-Enk et conformere 3 (Eo =
-10,017 kcal/mol) pour (Thio-Gly3)-Leu-Enk. Les valeurs de I’énergie libre relative (AG) ont été
calculées par rapport aux mémes conforméres a T =300 K. Les nombres d'occurrences (Occ)

représentant le nombre de fois qu’un conformere est trouvé sont aussi présentés.
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Tableau 7 : Caractéristiques conformationnelles de Leu-Enképhaline *.

Conf AE® AGS Oce Tyrl Gly2 Gly3 Phed Leu5
NH CO lat NH CO NH CO NH CO NH CO OH
087 -1,07 1 OH NH co co NH B0
1,26 -0,77 4 OH NH «co co NH 68
1,27 -064 3 OH NH «co co NH 68
0 0 1 OH NH co co NH €0
056 0 1 OH NH co co NH 68
1,71 022 2 OH NH co co NH 68
1,9 025 3 OH NH «co co NH 68
091 047 3 OH NH «co co NH 68
Q 064 051 1 CO OH NH co NH co nNH [0
4 0,78 0,61 2 OH NH «co co NH 68
o 201 071 2 OH NH co co NH B8
< 217 081 1 OH co co NH
2,22 1,16 2 OH NH co co NH 8
243 1,17 1 OH co co NH
34 12 1 OH NH co co NH 68
1,51 1,47 1 OH NH co co NH 68
299 149 1 OH co co NH
13 15 1 OH NH co co nNH [0
308 166 1 OH co co NH
2,73 1,75 2 OH NH co co NH 68
381 038 1 OH co CO NH
142 066 1 OH NH co CO NH (&0)
o 2,46 0,76 2 OH co NH CO
§ 2,75 1,07 1 OH co NH CO
G 328 1,18 1 OH NH co CO NH €o
£ 38 138 1 OH co NH co
N 3,28 1,45 2 OH co CO NH
347 163 1 OH co NH €O
377 1,74 1 OH NH co CO NH CO
074 -085 1 CO OH co OH
o 7 1,01 013 1 CO OH co OH
§ 16 245 074 1 CO OH co OH
e 18 022 081 1 CO OH co OH
£ 20 162 08 1 CO OH co OH
] 33 272 158 1 CO OH co OH
40 301 1,76 1 CO OH co OH
] 27 393 135 1 CO OH NH €O
4°™ 36 38 167 1 CO OH NH co
39 146 1,76 1 NH CO OH NH (€6 co
26 331 127 1 CO OH NH co
a. Les 40 premiéres conformations de plus basse énergie.
b. AE;=E -E,. Ey (Leu-Enk) = -11,82 kcal/mol.
c. AGi=G-G,. G est I’énergie libre de la conformation ayant E; = E,,.
i Tournant B centré sur Gly3-Phe4 H Tournant y centré sur Gly3
Pseudo cycle C'° Tournant f centré sur Gly2-Gly3
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Tableau 8 : Caractéristiques conformationnelles de (Thio-Gly2)-Leu-Enképhaline *.

¢ Analyse conformationnelle comparative du peptide opiacé Leu-enképhaline et ses deux

analogues thioamides (Thio-Gly2)-Leu-Enk et (Thio-Gly3)-Leu-Enk

Tyrl T-Gly2 Gly3 Phe4 Leu5
Conf AE;" AG;® Occ
NH CO lat NH CS NH CO NH CO NH CO OH
295 3.03 1 OH NH co co
3.64 316 1 oH WNH co €o
o 264 322 1 oH WNH co €o
a2 267 334 1 oH NH co €o
= 318 351 1 OH NA co co
jo 3.87 361 3 oH WNH co €o
- 412 372 1 OH NH co €6
299 38 1 oH WA co €o
361 39 1 OH |NH co €o
1 0 000 2 CO OH co OH
2 13 160 1 CO OH co OH
3 1.8 206 1 CO OH co OH
4 062 207 2 CO OH co OH
5 122 225 1 CO OH co OH
8 175 277 1 CO OH co OH
9 079 281 1 CO OH co OH
o 10 1.08 281 2 CO OH NH co CO OH
§ 11 218 291 1 CO OH co OH
< 13 224 301 1 CO OH co OH
£ 16 131 310 1 co OH co OH
"0 17 121 311 1 CO OH co OH
25 179 326 1 CO OH co OH
28 257 343 1 CO OH co OH
29 253 347 1 CO OH co OH
32 474 365 1 co OH
34 22 38 1 CO OH co OH
37 1,04 39 1 CO OH co OH
33 14 39% 3 CO OH co OH
12 264 297 1 CO OH NH co
, 15 356 3.08 1 CO OH NH €O co
4°™ 21 087 318 2 NH CcO OH NH €8 co
27 371 335 1 €O OH NH co
40 483 413 1 €O OH NH €O
7 003 272 1 CO OH NH co
18 316 311 1 €O OH NH co
23 337 324 1 €O OH NH co
24 399 325 1 €O OH NH co
6 433 249 1 OH co
19 432 311 1 OH co
39 42 408 2 OH co

a. Les 40 premiéres conformations de plus basse énergie.

b. AEl = Ei - Eo.
C. AGi: Gi - Go.

Eo ((Thio-Gly2)-Leu-Enk) = -10,57 kcal/mol.
Gy est I’énergie libre de la conformation ayant E; = E,.

Tournant B centré sur Gly3-Phe4

Tournant y centré sur Gly3

-

Pseudo cycle C'

H

Tournant B centré sur Gly2-Gly3
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¢ Analyse conformationnelle comparative du peptide opiacé Leu-enképhaline et ses deux

analogues thioamides (Thio-Gly2)-Leu-Enk et (Thio-Gly3)-Leu-Enk

Tableau 9 : Caractéristiques conformationnelles de (Thio-Gly3)-Leu-Enképhaline *.

Tyrl Gly2 T-Gly3 Phe4 Leu5
Conf AE;" AG;* Occ
NH CO lat NH CO NH CS NH CO NH CO OH
1% 101 247 1 OH NH co cO nH 60
1.63 123 2 OH co NH CO
230 157 3 OH co NH CO
9 28 162 3 OH co NH CO
E 422 174 1 OH co NH €O
aé“ 196 177 1 OH co NH €O
<, 238 179 1 OH co NH CO
328 207 1 OH co NH co
292 25 1 OH co NH CO
030 -033 1 CO OH co OH
o 2 075 -025 1 CO OH co OH
§ 3 0 0 1 CO OH co OH
S 1 144 158 1 CO OH co OH
£ 29 224 250 1 co OH co OH
0 34 2,43 2,74 1 CO OH co OH
3 106 28 1 CO OH co OH
4 280 107 1 cO OH NH €O
8 351 152 1 cO OH NH €O
9 187 156 1 cO OH NH co
) 19 009 205 1 NH CcO OH NH €O co
4°™ 25 389 234 1 NH co NH €O
28 117 248 1 NH CO OH NH €O co
31 093 257 2 NH CO OH NH €O co
39 418 292 2 NH co NH €O
40 421 29 1 cO OH NH €O
6 215 123 1 CO OH NH co
7 254 127 2 €O OH NH co
14 436 175 1 €O OH NH co
17 314 184 2 €O OH NH co
18 449 187 1 €O OH NH co
24 411 231 1 €O OH NH co
26 440 240 1 €O OH NH co
33 415 272 1 €O OH NH co
38 38 29 1 €O OH NH co
21 380 208 1 OH co
22 38 227 1 OH co
23 38 229 1 OH co
32 379 269 1 OH co
35 325 28 1 OH co
37 323 28 1 OH co
a. Les 40 premiéres conformations de plus basse énergie.
b. AE;=E;-E,  E,((Thio-Gly3)-Leu-Enk) = -10,02 kcal/mol.

C.

AGi: Gi - Go.

Gy est I’énergie libre de la conformation ayant E; = E,.

Tournant B centré sur Gly3-Phe4

H

Pseudo cycle C'

Tournant y centré sur Gly3

H

Tournant B centré sur Gly2-Gly3
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V.2.3 Analyse conformationnelle

L’analyse conformationnelle des 40 conformeres les plus stables du peptide parent Leu-
Enképhaline (tableau 7) montre qu’il peut adopter des structures variées, qui peuvent étre
réparties en quatre classes. La figure 30 présente les liaisons hydrogéne qui stabilisent les

conformeres des quatre classes.

- 0 CH, " 0
l \/|L I L
N N H
) R
H
0 \ 0 n'I H
I \
I__J u_‘c/h“‘cu_;

0

H

mmsmmm Journant B centré sur Gly3-Phed4, stabilisé par la liaison H entre CO(Gly2) et NH(Leu$5).
Liaison hydrogene entre CO(Leu5) et NH(Gly2).

s 1OUrnant y centré sur Gly3 stabilisé par la liaison H entre CO(Gly2) et NH(Phe4).
Liaison hydrogene entre CO(Tyr1) et OH(terminal).
Tournant B centré sur Gly2-Gly3, stabilisé par la liaison H entre CO(Tyr1) et NH(Phe4).

mmmmmm  Lournant y centré sur Gly2 stabilisé par la liaison H entre CO(Tyr1) et NH(Gly3).

Liaison hydrogéne entre OH (du groupe latéral de Tyrl) et CO des résidus Gly3, Phe4 et
Leus5.

Figure 30 : Liaisons hydrogene stabilisant les conforméres des différentes classes obtenues
pour Leu-Enk.

La premié¢re classe est celle des conformeéres caractérisés par la présence de la structure en
tournant B centrée sur Gly3-Phe4, elle est représentée par vingt conformeres (1,3-6, 8, 9, 11-13,
15, 19, 22, 23, 25, 30-32, 35 et 38). Cette structure est stabilisée par une liaison hydrogene
intramoléculaire impliquant le groupe CO(Gly2) et le groupe NH(Leu5). Par des études RMN,
spectrométrie de masse et spectroscopie infrarouge (IR), [157-162] cette structure a été proposée

pour Leu-Enképhaline et Met-Enképhaline. En étudiant Leu-Enképhaline par diffraction RX,
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plusieurs chercheurs [163—165] ont trouvé cette méme structure, mais fusionnée a une autre
structure en tournant B centrée sur Gly2-Gly3, qu’on va proposer dans la quatriéme classe.
Utilisant des méthodes théoriques, la structure en tournant [ centrée sur Gly3-Phe4 a été
proposée pour Leu et Met-Enképhaline ainsi que pour certains de leurs analogues [166—-172]. La
figure 31.a donne la vue stéréoscopique de la superposition des vingt conformeéres appartenant a
cette classe. La majorité de ces conforméres (15/20) sont stabilisés par une autre liaison
hydrogene entre NH(Gly2) et CO(Leu?). Il est trés intéressant de noter que cette classe contient
50 % des 40 conformeres les plus stables étudi€s et inclue le conformere ayant 1’énergie libre la
plus faible ainsi que le conformere le plus stable d’un point de vue énergie conformationnelle Eg
(conformere 5). La structure de ce dernier est exactement la méme trouvée par Meirovitch et al.
[78] en utilisant la méthode PEPSEA combinée a la procédure SADA proposée par Meirovitch et
Scheraga [173].

La seconde classe comprend neuf conformeres (10, 14, 17, 21, 24, 28, 29, 34 et 37), elle est
caractérisée par une structure en tournant y centrée sur Gly3, stabilisée par une liaison hydrogene
intramoléculaire, impliquant CO(Gly2) et NH(Phe4). Les conformeres de cette classe sont
subdivisés en deux sous-classes. La premiere dans laquelle les conformeéres (10, 14, 24, 29 et 37)
adoptent un tournant yp au niveau de Gly3 avec (o, y) = (75, -75). Michel et al. [73] ont d¢ja
trouvé que Met-Enképhaline peut adopter cette structure. La seconde sous-classe rassemble les
conformeéres (17, 21, 28 et 34) adoptant un tournant y; avec (¢, y) = (-75, 75). Les deux

figures 31.b; et b, montrent les vues stéréoscopiques des conformeéres de ces deux sous-classes.

La troisieme classe est représentée par sept conformeres (2, 7, 16, 18, 20, 33 et 40) et
caractérisée par des structures repliées suite a la formation d’une liaison hydrogene entre
CO(Tyrl) et OH(C-terminal), conduisant & la formation d’un pseudo cycle 4 16 membres C'°. La

vue stéréoscopique de la superposition de ces sept conformeres est présentée a la figure 31.c.

La quatrieme classe est représentée seulement par 3 conformeéres (27, 36 et 39), adoptant une
autre structure en tournant B centrée cette fois sur Gly2-Gly3, et stabilisée par une liaison
hydrogene entre CO(Tyr1) et NH(Phe4). Utilisant la diffraction RX et la spectroscopie RMN,
cette structure a été déja proposée par Smith et al. [174] pour Leu-Enképhaline, par Blomberg et
al. [175] pour Met et Leu-Enképhaline et par Ishida et al [176] . pour I’analogue [(4'-
bromo)Phe4]-Leu-Enképhaline. La vue stéréoscopique des conforméres appartenant a cette

classe est présentée a la figure 31.d.
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Figure 31 : Vues stéréoscopiques des superpositions des conforméres de différentes classes
obtenues pour Leu-Enk. a) Tournant B centré sur Gly3-Phe4, b) Tournant y centré sur Gly3 (1
Yp et 2 y1), ¢) Structure conduisant au pseudo cycle C'® et d) Tournant p centré sur Gly2-Gly3.

V.2.4 Discussion

La différence d’activité entre le peptide parent Leu-Enképhaline et ses deux analogues
thioamides (Thio-Gly2)-Leu-Enk et (Thio-Gly3)-Leu-Enk peut étre expliquée en comparant les
préférences conformationnelles de ces deux derniers avec celles de Leu-Enk que nous avons

présentées ci-haut.
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L’augmentation du nombre de conforméres adoptant la structure C'® (3™ classe) pour la
molécule la plus active (Thio-Gly2)-Leu-Enk (19 fois, tableau 8) comparé au peptide parent (7
fois, tableau 7) accroit les chances de cette structure d’étre la structure native des peptides
opiacés. Cependant, ayant exactement le méme nombre pour la molécule la moins active (Thio-

Gly3)-Leu-Enk (7 fois, tableau 9) entraine le rejet de cette suggestion.

La structure de la seconde classe proposée pour Leu-Enk, tournant y centré sur Gly3, sera
¢galement rejetée, car elle est completement absente des préférences structurelles du

pentapeptide le plus actif (Thio-Gly2)-Leu-Enk (tableau 8).

La structure en tournant 3 centrée sur Gly2-Gly3 (classe 4) sera aussi rejetée puisque le nombre
de fois qu’elle a été trouvée pour le peptide mactif (Thio-Gly3)-Leu-Enk (9 fois, tableau 9) est
plus grand comparé au peptide parent actif Leu-Enk (3 fois, tableau 7).

La structure en tournant  centrée sur Gly3-Phe4 (1 classe) semble étre la structure native des
peptides opiacés analogues de Leu-Enképhaline. Premierement parce qu’elle est adoptée 20 fois
par la molécule mére (tableau 7) et parce qu’elle est similaire a sept conforméres de la molécule
la plus active (Thio-Gly2)-Leu-Enk (conformeres 14, 20, 22, 26, 30, 31 et 36) (tableau 8), mais

adoptée uniquement une seule fois par 1’analogue inactif (Thio-Gly3) Leu-Enk (tableau 9).

La figure 32 montre la vue stéréoscopique de la superposition des sept conforméres de (Thio-
Gly2)-Leu-Enk adoptant cette structure avec le conformére le plus stable de Leu-Enk présenté en

ligne épaisses (conformere 5, tableau 7).

Figure 31 : Vue stéréoscopique de la superposition des conformeéres de (Thio-Gly2)-Leu-Enk
avec le conformére le plus stable de Leu-Enk adoptant la structure en tournant 3 centrée sur
Gly3-Phe4 (en noire).
Cette figure montre clairement que le peptide le plus actif (Thio-Gly2)-Leu-Enk peut adopter
cette structure native (tournant B centré sur Gly3-Phe4), sans que la liaison hydrogéne ne soit

établie.
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Compte tenu des résultats trouvés ci-haut et en considérant que la reconnaissance moléculaire est
le seul paramétre qui peut affecter I’activité biologique des peptides, le peptide parent Leu-
Enképhaline doit étre le plus actif. Cependant, la forte augmentation de I’activité de 1’analogue
(Thio-Gly2)-Leu-Enk ne peut étre expliquée que par sa longue durée de vie due a sa résistance a
I’hydrolyse enzymatique suite a la substitution de la liaison amide en position 2 par la liaison

thioamide.

La baisse activité¢ de 1’analogue (Thio-Gly3)-Leu-Enk, malgré sa résistance a ’hydrolyse, peut
étre expliquée par sa faible tendance a adopter la conformation native (tournant 3 centré sur
Gly3-Phe4). En effet un seul conformere sur les quarante adopte cette structure (conformere 27,
tableau 9). Cette molécule préfere plutdt adopter une autre structure en tournant B centrée sur

Gly2-Gly3 (conformeres : 4, 8, 9, 19, 25, 28, 31, 39, et 40).

La comparaison de nos résultats avec ceux obtenus par d’autres chercheurs nous a permis de
confirmer des informations supplémentaires concernant les exigences structurelles des récepteurs
opiacés. Effectivement, des études par RMN, fluorescence UV et modélisation moléculaire
[166,177—182] ont montré I’'importance des groupes pharmacophores Tyrl et Phe4, la distance

entre eux ainsi que leur orientation sur I’affinité des Enképhalines envers les récepteurs opiacés.

L’analyse de nos résultats révele que 17 des 40 conforméres les plus stables de Leu-Enk
présentés au tableau 7 appartiennent a la zone A de Nielson [180], et 9 d’entre eux adoptent une
structure en tournant B centrée sur Gly3-Phe4. Cette zone rassemble des conforméres qui doivent
obéir a deux critéres géométriques pour une reconnaissance moléculaire constructive : la
distance entre les groupes aromatiques Tyrl et Phe4 doit étre comprise entre 8,25 et 12,00 A, et
la distance ‘End To End’ entre N-terminal et C-terminal doit étre dans I’intervalle de 5 a 6 A. 11
est intéressant de noter que parmi les 7 conformeres adoptant la structure en tournant B centrée
sur Gly3-Phe4 de I’analogue le plus actif (Thio-Gly2)-Leu-Enk, 5 appartiennent a cette zone A

de Nielsen.

Des études par modélisation moléculaire [178—180,183] ont rapporté I'importance du groupe
terminal NH(Tyr1) dans la formation du complexe peptide-récepteur. Apres la détermination des
structures des récepteurs opiacés en 2012 [184—-188], une étude de docking de Leu-Enképhaline
sur les récepteurs mu ‘w et delta ‘6’ effectuée par Wieberneit et al. [189] a confirmé cette
proposition. Nos résultats présentés dans les tableaux 7 et 8 montrent également la trés grande

importance de ce groupe terminal. En effet, pour chacune des deux molécules actives Leu-Enk et
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Chapitre 5 : Analyse conformationnelle comparative du peptide opiacé Leu-enképhaline et ses deux
analogues thioamides (Thio-Gly2)-Leu-Enk et (Thio-Gly3)-Leu-Enk

(Thio-Gly2)-Leu-Enk, le groupe NH de la Tyrosine est toujours libre et disponible pour une

interaction constructive avec les récepteurs (39 fois sur 40).

Conclusion

Trois aspects fondamentaux sur la relation structure-activité des peptides opiacés peuvent étre

déduits de cette étude conformationnelle :

- La conformation active des peptides opiacés analogues de Leu-Enképhaline est la
structure en tournant 3 centrée sur Gly3-Phe4.

- L’analogue le plus actif (Thio-Gly2)-Leu-Enk a une tendance plus faible a former cette
structure, mais sa résistance a ’hydrolyse enzymatique prolonge sa durée de vie, ce qui
augmente son activité jusqu’a 9 fois par rapport a celle du peptide parent.

- Pour l’analogue inactif (Thio-Gly3)-Leu-Enk, malgré la résistance a 1’hydrolyse
enzymatique qui devrait se produire, sa tendance a adopter la structure en tournant 3
centrée sur Gly3-Phe4 reste trop faible et préfere une autre structure (tournant B centré
sur Gly2-Gly3), ce qui explique la diminution de son activité¢ jusqu’a 15 fois pour

certains tests pharmacologiques.

Cette étude a également confirmé I'importance de la distance entre les résidus Tyrl et Phe4, et
celle du groupe terminal NH(Tyrl) qui doit étre exempt de toute liaison hydrogene

intramoléculaire pour étre disponible dans le processus de la reconnaissance moléculaire.
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Conclusion générale

Nous avons présenté dans cette thése I’application de la méthode d’exploration des
hypersurfaces conformationnelles PEPSEA pour effectuer des analyses conformationnelles
comparatives entre des peptides natifs et leurs analogues thionylés, présentant des activités
biologiques variées. Le but est de montrer les effets de la thionation sur le comportement
structurel de ces peptides natifs, tenter de trouver une explication de la différence d’activité par
rapport a leurs analogues thionylés et déduire en conséquence des conclusions concernant la

relation structure-activité des molécules peptidiques étudiées.

En premier lieu, nous avons intégré les parametres géométriques et énergétiques (nécessaires a la
construction des structures et au calcul de I’énergie conformationnelle) des dérivés thionylés, a
savoir la thio-glycine et la thio-leucine dans le champ de force ECEPP/2. Ensuite, ’analyse
conformationnelle comparative entre ces deux modeles dipeptidiques et leurs analogues natifs a
pu montrer que la thiosubstitution de 1’atome d’oxygéne entraine une réduction de 1’espace
conformationnel de la glycine et la leucine. Les dérivés thionylés se montrent incapables
d’adopter la conformation étendue, et adoptent de préférence les structures en hélice a et en
tournant y plus que leurs analogues natifs. Cependant, la position du minimum global est

conservée pour les deux molécules, il correspond & une structure en tournant y C’.

Apres, nous avons abordé I’analyse conformationnelle comparative entre le peptide
chimiotactique actif fMLP-OMe et son analogue dépourvu de toute activité biologique fMLSP-
OMe. La comparaison des préférences conformationnelles de chacun d’eux nous a permis de
déduire que la conformation native des peptides chimiotactiques analogues de fMLP est la
structure en tournant y centrée sur la leucine. Cette étude a pu aussi confirmer la grande
importance des deux groupes pharmacophores CO(formyle) et NH(Leucine). Ces derniers
doivent étre libres de toute liaison hydrogeéne intramoléculaire, et disponibles pour interagir
constructivement avec le récepteur. Ces résultats et I’examen attentif de la littérature nous ont
permis de suggérer que le processus de reconnaissance moléculaire pour fMLP et ses analogues
avec leurs récepteurs se déroule selon le modéle « Induced-fit». Il semble que le substrat
s’attache au récepteur en proposant d’abord le CO du groupement formyle, la réaction qui
déclenche plusieurs changements conformationnels du récepteur et du substrat, puis, ce dernier
propose le groupe NH du résidu central pour I’interaction avec le récepteur. L’activité¢ des fMLP
n’est donc pas liée a I’adoption d’une structure secondaire spécifique (tournant B, tournant vy,

étendue...), mais plutot a la liberté et la disponibilité de ces deux groupes pharmacophores pour
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former le complexe substrat-récepteur. En effet, adoptant ce modele, toute conformation dans
des limites raisonnables, peut étre extraite de la solution pour se lier au récepteur comme une

fermeture éclair.

Ensuite, nous avons effectué une deuxiéme étude de la relation structure-activité concernant le
peptide opiacé Leu-Enképhaline et ces deux analogues thionylés (Thio-Gly2)-Leu-Enképhaline,
plus actif que la molécule mere, et (Thio-Gly3)-Leu-Enképhaline moins actif. L’analyse des
résultats obtenus a révélé que la structure native des peptides opiacés analogues de Leu-Enk est
la structure en tournant B centrée sur Gly3-Phe4. Cette conformation est tres préférée par la
molécule mere, moins préférée par I’analogue (Thio-Gly2)-Leu-Enk et trop faiblement adoptée
par (Thio-Gly3)-Leu-Enk. La forte augmentation de I’activité¢ de (Thio-Gly2)-Leu-Enk, malgré
sa tendance plus faible a former cette structure, ne peut étre expliquée que par sa résistance a
I’hydrolyse enzymatique, suite a la substitution de I’atome d’oxygene par 1’atome du soufre, ce
qui prolonge la durée de vie de la molécule. L’incapacité de (Thio-Gly3)-Leu-Enk a adopter
cette structure et sa préférence pour une autre structure en tournant f centrée sur Gly2-Gly3

expliquent la diminution de son activité.

La méthode PEPSEA a montré qu’elle est capable de générer la quasi-totalité des structures
théoriques et expérimentales proposées par la littérature. Ces structures peuvent étre utilisées
comme points de départ pour des simulations dynamiques en présence du solvant ou par des

¢tudes de docking pour confirmer les mécanismes d’interaction avec leurs récepteurs.

Les résultats présentés dans cette thése prouvent que les programmes informatiques développés
pour étudier les molécules et les biomolécules, PEPSEA ici, peuvent étre un outil précieux pour
prédire les structures susceptibles de répondre aux exigences structurelles des récepteurs, et par
la suite, orienter les recherches de synthése vers des composés plus sélectifs, sans avoir a
dépenser les colits de synthese et de tests biologiques. Auparavant, des milliers et des milliers de

molécules sont synthétisées pour n’en commercialiser qu’une seule.
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Annexe A :

Structures secondaires des protéines. Carte de Ramachandran

Les structures secondaires des protéines

Les structures secondaires des protéines se réferent aux arrangements réguliers et répétitifs de la
séquence d’acides aminés, pour former des motifs structuraux spécifiques et bien définis,
stabilisés par des liaisons hydrogéne entre les deux groupements CO carbonyle et NH amide du
squelette peptidique. Les structures secondaires les plus courantes des protéines naturelles sont

les hélices a, les feuillets P et les tournants.

- Les hélices a

L’hélice a est sans doute la conformation réguliére la plus répandue dans les protéines repliées
[190]. Pour former une hélice a le squelette peptidique est étroitement enroulé autour de I’axe de
la molécule. Cette structure est stabilisée par des liaisons hydrogene paralleles a I'axe de I'hélice,
liant chaque oxygene carbonyle C=0O (d’un résidu 1) a ’hydrogene amide H-N (du résidu i+4), et
formant un pseudo-cycle de 13 atomes. Une hélice a compte 3,6 résidus par tour, les chaines
latérales des acides aminés pointent vers l'extérieur de ’hélice. La figure 1 présente une structure
typique accompagnée d’un dessin schématique d'une hélice a (droite et gauche), elle présente
aussi une représentation étalée ou les résidus impliqués sont indiqués. Les liaisons hydrogene

sont montrées en tirés.
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Les liaisons H

sont parall¢les HEG = BEe R HED
1 [ T I 1 | M I
a l'axe de =N-C-C-N-C-C-N-C-C-N-C-C-N-C-C-N
ST T
I'hélice R HHO[ R HHO R H

3.6 Résidus par tour

Droite D Gauche L

Figure 1 : a) Structure typique d'une hélice a, b) Dessin schématique des deux types (D et L),
c¢) Représentation d’une hélice a étalée.

Les acides aminés qui préférent adopter la conformation en hélice o dans les protéines sont la
méthionine, l'alanine, la leucine, la glutamine et la lysine, leurs petites chaines latérales

minimisent les interactions stériques dans la formation de I'hélice [191,192].

Il existe d'autres types d'hélices, mais ne sont observées que de manieres tres rares dans les

protéines naturelles, nous citons :

e Les hélices 310 qui sont constituées de 3 résidus par tour, et stabilisées par des liaisons
hydrogéne impliquant le C=0 du résidu i et le N-H du résidu i+3, et formant un pseudo-
cycle de 10 atomes, plus serré que 1’hélice a.

e Les hélices m en revanche, sont plus larges ou cinq résidus forment un tour d'hélice.

- Les feuillets B (B Sheet)

Les feuillets B sont la deuxiéme structure secondaire la plus fréquente chez les protéines
naturelles, elles sont constituées de plusieurs brins de chaines peptidiques étendues (B Strand),
allongés de fagon parallele pour former une feuille plissée. Les brins adjacents sont liés par des
liaisons hydrogene entre les oxygeénes carbonyles et les hydrogenes amide. Comme dans le cas
de la structure hélice a, toutes les liaisons hydrogéne possibles du squelette sont formées, et sont
presque perpendiculaires aux brins peptidiques, alors que les chaines latérales alternent entre les
deux faces du brin. La conformation en feuillets B est préférée par les résidus ayant de grandes

73



Annexe A : Structures secondaires des protéines. Carte de Ramachandran

chaines latérales : aromatiques (tyrosine, phénylalanine et tryptophane), ou ayant le Cg ramifié

(valine, isoleucine) [192].

Les feuillets f sont de deux types : paralléles, quand les brins adjacents s'étendent dans la méme
direction, ou antiparalléles, quand ils s'étendent dans des directions opposées. Les brins sont

souvent représentés par des fleches qui pointent vers la partie C-terminale. Figure 2.

Paralleles Antiparalléles

Figure 2 : Structures typiques accompagnées d’un dessin schématique des deux formes de
feuillets f ; paralléles et antiparalléles.

La figure 3 quant a elle présente les deux principaux types de connexion possibles entre deux
brins B: une connexion en épingle a cheveux reliant deux brins antiparalleles de la méme
extrémité de la feuille, et une connexion croisée ; dans laquelle la chaine fait une boucle pour

réintroduire 1'extrémité opposée de la feuille et relier deux brins paralléles.

Epingle a cheveux Croisée

Z2 &

Figure 3 : Les deux principaux types de connexion entre les brins f.
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- Les tournants (Turns)

Dans une protéine, le tournant (aussi appelés coude ou virage) est le motif structurel ou la chaine
principale se replie sur elle-méme, et change brutalement de direction afin de limiter la taille de
la molécule et la maintenir dans un état compact [193]. Ce type de structures secondaires, non
répétitif, est stabilisé par une liaison hydrogéne impliquant au maximum quatre résidus
successifs. Il existe différents types de tournants dans les protéines, et cela en fonction du
nombre d'atomes qui forment le tour, les plus fréquents sont le tournant 3 et le tournant vy, qui se
trouvent principalement impliqués dans la formation des hélices et aussi dans le motif « épingles

a cheveux B » en reliant deux brins adjacents antiparalleles [194,195].

- Le tournant B est constitué¢ de 4 résidus, il peut étre défini par l'existence d'une liaison
hydrogene entre les groupes CO d'un résidu (i) et NH du résidu (i+3), formant un pseudo-
cycle de 10 atomes. La glycine et la proline sont fréquemment présentes dans les
tournants  [192]. Il existe plusieurs modeles de tournants B, la figure 4.a illustre les
modeles les plus connus I, I’, II et II’. Notons que les types I’ et II” sont respectivement
les images dans un miroir des types I et II.

- Le tournant y quand a lui n’implique que trois résidus, il est sous forme d’un pseudo-
cycle de 7 membres, stabilisé par une liaison hydrogéne liant CO carbonyle d'un résidu
(i) et NH amide du résidu (i+2). A c6té de la glycine, la lysine et la serine préférent
adopter ce type de tournant [192]. Il existe deux formes du tournant y montrées dans la

figure 4.b. Classique yp et inverse y.
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a) Tournant
Type I Type I’
Résidu
i+2

Reésidui+3

Residu
i+1

Résidui

Type 11 Type II’

b) Tournanty

Classique yp Inverse y.

Residu i

Résidui+2

Residui+1

Figure 4 : Les tournants les plus courants dans les protéines naturelles : a) Tournant 3, b)

Tournant y. Les résidus impliqués sont indiqués, les liaisons hydrogéne stabilisant la structure

sont représentées par des tirés verts.
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Les cartes de Ramachandran

Bien que les angles diedres Phi (¢) et Psi (y) des acides aminés soient plus libres en termes de
rotation dans une protéine, le géne stérique imposé par les chaines latérales rend certaines
combinaisons (¢, ) défavorables. Ramachandran et al. [91] ont étudié les distributions (¢, )
des résidus d’acides aminés dans un peptide, avec -180 ° < ¢ < 180 ° et -180 ° <y < 180 °, les
atomes ont été considérés comme des sphéres dures dont les dimensions correspondent a leurs
rayons de Van der Waals. Ils ont déterminé les zones (¢, y) accessibles correspondant aux
différentes conformations qui n'ont pas d'obstacles stériques (dites autorisées), et les zones
inaccessibles représentant les conformations stériquement défavorables (dites interdites), et cela

pour chaque résidu.

La figure 5, tirée de la référence [196], présente les cartes de Ramachandran de la glycine, la
leucine et la proline a titre d’exemples, les régions autorisées sont ombrées. Le fait que la glycine
ne possede pas de chaine latérale lui procure une liberté rotationnelle plus que les autres
aminoacides, la zone autorisée pour ce résidu dans la carte s’étend sur les quatre quadrants. La
proline par contre dispose d’une chaine latérale plus volumineuse, elle a donc moins de
combinaisons (¢, ) possibles, d'ou une plus petite zone autorisée sur la carte. La carte de la
leucine présente une zone autorisée plus importante que celle de la proline, et moins que la

glycine.

Leu Pro

\
Yy -4

o

Figure 5 : Cartes de Ramachandran pour la glycine, la leucine et la proline.

Les structures secondaires des protéines sont caractérisées par certaines valeurs des angles
diédres (¢, y) du squelette peptidique. La figure 6 présente leurs positions sur la carte de
Ramachandran, les zones ombrées correspondent aux conformations stériquement favorables des

divers acides aminés non-glycine et non-proline [197].
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1204 .

Y 9 peturn Iv 3,

-1204 -

-120 0 120

¢

Figure 6 : Carte de Ramachandran indiquant les positions des structures secondaires ; hélice a
(droite ap et gauche ay), hélice 310, feuillets B (BL), tournant f et tournant y (classique yp et
inverse yp).

Les résidus d’acides aminés qui adoptent la structure hélice a possédent des valeurs ¢ et v

négatives au voisinage de (-60 °, -50 °) dans le quadrant inférieur gauche de la carte.

Par contre la conformation feuillets  nécessite des valeurs ¢ inférieures a -150 ° et y supérieures
a 150 °. Dans la carte, elle se situe dans le quadrant supérieur gauche. Une chaine peptidique

enticrement étendue (¢ ~ 180 °, y = £180 °) correspond aussi a ce type de structure.

La région de la carte adaptée pour les structures en tournant 3 se situe au-dessus des hélices a,

avec des valeurs ¢ négatives et y proches de zéro pour les résidus i+1 et i+2.

Le tournant y; quand a lui se trouve au milieu du quadrant des feuillets B, dans la région
entierement autorisée pour tout résidu, les deux formes du tournant y (classique yp et inverse yy)

sont symétriques par rapport au centre de la carte.

Le tableau suivant présente les valeurs moyennes typiques des angles diedres (¢, y) pour les

différentes structures secondaires, les valeurs réelles different quelque peu de ces valeurs

idéales [198][199] :
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Structures secondaires des protéines. Carte de Ramachandran

Valeurs moyennes des angles diédres (¢, ) pour les différentes structures secondaires.

Résidus i+2

Angles diedres (°)
Conformation ¢ v
Hélice ap -57 -47
Hélice ar 57 -47
Hélice 310 =75 -05
Hélice n -57 -70
Feuillets P paralléles -119 113
Feuillets B antiparalléles -139 135
Tournant y Résidus i+1
Classique 75 -65
Inverse -75 65
Tournant 3 Résidus i+1
Type I -60 -30
Type II -60 120

-90
80
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Annexe B :
Champ de force ECEPP/2

L’expression analytique de I’énergie totale

Le champ de force utilisé dans cette étude par le programme PEPSEA est ECEPP/2 « Empirical
Calculation Energy Program for Peptides », [33] il a été développé spécifiquement pour le calcul
et la minimisation de I’énergie conformationnelle des peptides dans le cadre de la mécanique
moléculaire, il est bien adapté pour étudier la structure tridimensionnelle des protéines [35,87—
89], et il a montré son efficacité dans les études conformationnelles théoriques de plusieurs

molécules peptidiques et leur relation structure-activité. [75—-85].

ECEPP/2 adopte le modele a géométrie rigide, et cela en fixant les longueurs et les angles de
liaison a des valeurs prédéterminées a partir des études cristallines pour chaque résidu, I’énergie
totale de la molécule est alors calculée dans I’espace des angles di¢dres seulement, elle est
représentée par la somme des quatre contributions énergétiques ; X Evaw, £ Ecie, £ Enp €t X Egor

sous la forme :

z Etot = Z Evdw + Z Eéle + Z Ehb + Z Etor

2 Eyaw’énergie de Van Der Waals.
¥ Eg¢e I’énergie électrostatique.
2 Enp ’énergie de liaison hydrogene.

Y Eior I’énergie de torsion.

Les expressions de chaque énergie sont présentées ci-apres selon la référence [71].
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L’énergie de Van Der Waals

Elle représente a coté de 1’énergie électrostatique et celle de liaisons hydrogéne, les interactions

entre les atomes non liées, sa valeur est estimée a partir de la relation :
N N
Fuaw = 33 P
=1 =1
F= 0.5 pour les interactions 1-4, et F= 1 pour les autres types d’interactions.
Akl et C* Sont respectivement les coefficients du terme répulsif et attractif.

Les indices k et 1 référent aux types d’atomes interagissant.

r;; est la distance séparant les atomes i et j.

Les deux constantes A et C*! dépendent uniquement de la distance d’équilibre r, (entre les deux

atomes k et ) et de I’énergie correspondante E,.
AR — _Elgd (rgl)u ot CK = 2 E]gd (r]g<1)6
Elles sont reliées entre elles par la relation :
A¥ = 0.5 CH(rghHe
La constante C¥ est déterminée & partir du formalisme de London :

eh o O

ck =15
1/2 @ a

oy et o présentent les polarisabilités.

Ny et N, sont respectivement les nombres effectifs d’électrons pour les atomes k et 1.
h est la constante de Planck.

e présente la charge d’un électron.

m, présente sa masse.

L’énergie ¢lectrostatique

Les interactions électrostatiques ou coulombiennes sont représentées par la relation :
N N
q:4;
ao =332 ) )

i=1j=
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Les charges atomiques partielles des atomes i et j sont g; et g, elles sont exprimées en unité de
charge ¢électronique. Le facteur de conversion 332 permet d’avoir ’expression de 1’énergie en
kcal/mol. D est la constante di¢lectrique (D = 2), la valeur effective 2 a été obtenue a partir des
calculs CNDO/2 effectués sur des dimeres liés par des liaisons hydrogeéne. Elle est de plus en

accord avec les constantes diélectriques des molécules polypeptidiques, dans les milieux polaires

[33].

L’énergie de liaisons hydrogéne
Le terme d’interactions des liaisons hydrogeéne est calculé uniquement pour les paires d’atomes
susceptibles de former une liaison hydrogene (un hydrogene déficient en électrons et un
hétéroatome de forte densité électronique). Il est représenté par la relation :
A’ B
Ewp =3~ —1o

ij Tij

A’ et B sont deux parametres spécifiques aux interactions menant a la formation de la liaison

hydrogéne. Ils sont évalués selon les relations :
A, =5 Emin ernzm etB =06 Emin ernom
Avec Epin =419 Ej et Ry, = 0.7757,

L’énergie de torsion

L’¢énergie de torsion est I’énergie nécessaire pour tourner autour d’une liaison, en général une
liaison simple (les doubles et triples liaisons sont trop rigides pour effectuer la rotation).
L’expression de 1’énergie de torsion dans le champ de force ECEPP/2 est :

Ey
Eipr = > (1 £ cosnbB)

E, est la différence entre la barriére de rotation calculée et celle expérimentale,
elle est exprimée en kcal/mol.

0 est I’angle diedre de la liaison.

n est la symétrie de la barriere.

Le signe + est choisi pour que E,,, = Eq a une valeur de 6, quand la barriére est

maximale.
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Annexe C :

Angles diedres des différents conformeres étudiés

Les tableaux 1 et 2 présentent respectivement les angles diedres des cinquante conformeres du
tripeptide parent fMLP-OMe et de son analogue thioamide fMLSP-OMe. Ceux des quarante
conformeres de chaque pentapeptide Leu-Enk, (Thio-Gly2)-Leu-Enk et (Thio-Gly3)-Leu-Enk)
sont présentées respectivement dans les tableaux 3, 4 et 5. Les valeurs des énergies

conformationnelles sont aussi présentées en kcal/mol.
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Tableau 1 : Liste des angles de torsion pour fMLP-OMe.

Angles diedres des différents conformeres étudiés

for Met Leu Phe OMe
Conf E; 0 ¢ y ® y41 y o) y&) y ¢ y (] 2z A2 y&] y ¢ | (] y0) yeo) 0

1 -4,22 179,6  -157,0 131,5 177,1 179,6 171,6 173,3 -60,9 -79,3 88,5 177,5 -179,4 62,8 171,3 -61,0 -71,3 1456  -176,5 -63,2 -72,1 178,9
2 -3,89 -176,6 -71,6 -22,0 175,0 -68,7 -179,3  -179,9 60,1 -63,1 -36,5 -177,4 176,9 62,2 52,5 58,2 -104,9 17,1 -172,1 -52,5 -77,0 177,2
3 5,06 -179,2 -76,9 -44.8 -177,3 -67,4 -179.4  -179.9 60,1 -124,8 29,8 -179,3 -58,1 165,6 -60,2 -53,7 -161,4 -13,1 178.,8 52,2 85,1 -178,9
4 -4,09 -177,1 -67,3 -33,0 179,5 -70,1 -179,8  -179,7 -59,8 -108,9 32,4 -176,6 -52,9 172,0 -59,0 -171,6  -148,0 -0,3 -172,8 -57,9 -78.,9 177,5
5 4,02 -1794 -67,6 -44.0 -179.4  -174,2 175.,6 179,1 60,0 -84,0 -33,9 179,7 -55,5 175,1 -58,5 -49.7 -145,6 128,7 -173,1 -58,8 -76,7 177,5
6 -3,23  -179,6 -69,4 -41,6 177,5  -172,6 175,2 179,8 179,9 -72,5 -41,0 178.,4 178,4 63,5 52,6 59,4 -156,4 139,6  -175,0 178,5 -100,3 178,3
7 -5,65 -1788 -81,3 77,4 -176,0 -67,8 -177,0 178,5 59,8 -86,6 65,7 174,7 -56,6 1740  -178,6 70,4 -163,1 -14,5 -177,9 53,8 97,5 179,3
8 -3,22  -178,7 -78,7 78,7 176,2 -67,5 -177,6 179,6 60,0 -77,5 233 178,5 -58.,5 172,2 61,1 -49,5 -143,2 -11,7 175,6 -56,8 101,0  -178,6
9 -3,59 -179,7 -69,6 133,1 179,6  -169,5 -1784 175,7 179.,6 -96,4 125,2 178.,0 -53,0 175,5 61,5 -50,6 -159,0 -16,0 -175,5 57,1 87,7 178.4
10 -3,57 -178,6 -77,8 82,8 177,1 -67,1 -178,3  -179,9 60,1 -72,0 94,4 178,0 178,5 61,4 51,6 178,9 -73,8 242 172,3 -59,1 112,3 -177,2
11 -3,02 -179.2 -73,5 -38,2 176,5 -68.,5 -179,3  -179.9  -179,9 -72,7 -41,0 178,3 178,3 63,4 52,6 179,3 -156,6 139,3 -175,0 1784 79,7 178,1
12 -394 -179.2 -67,2 -42.4 -179.8  -174,0 175,2 179,1 59,9 -81,7 -36,6 175,7 -56,4 174,6 61,6 -49.4 -158,7 151,8 -1733 52,5 86,2 177,6
13 -3,04 -179,1 -68,1 -432 -179,5  -174,0 175,5 179,0  -180,0 -83.,0 -31,7 177,5 -54.9 175,6  -178,4 -49.,8 -155,9 136,2 -174,9 178,3 -100,5 178,2
14 -3,64 -179,6 -72,0 133,7 177,8 -170,3 -179,3 175,7 179,7 -89.,5 121,1 174,4 178,9 63,8 -67,6 -60,6 -156,6 -15,6 -176,5 57,5 93,2 178,9
15 -3,52 -179,0 -73,0 -38,4 178,8 -68.,5 -179.4  -179.9 -179,9 -82,9 -36,2 179,6 -56,4 173,8 -178,7  -169,8  -145,8 130,1 -173,4 -58,9 -76,7 177,6
16 -3,31  -180,0 -69,0 116,0 180,0 178,0 62,0 -172,0  -178,0 -80,0 92,0 180,0 179,0 61,0 -68,0 -61,0 -73,0 -25,0 180,0 -62,0 107,0  -180,0
17 4,28 -179,8 -75,2 95,5 172,7  -173,1 178,9 175,9 -58,6 -76,4 -35,8 176,3 -59,1 171,7 61,2 -169,6  -160,4 -17,1 -172,3 53,5 -94.2 177,0
18 4,12 -179,8 -71,0 -43.7 -179,5  -172,9 175,4 179,7  -179,9 -79,6 -38.,5 175,7 -176,7 65,4 171,5 58,4 -140,5 129,5  -177,7 -63,6 -63,6 179,4
19 -2,97 -1793 -80,1 160,0 177,6 -65,8 -179,3  -179,7 -59,9 -75,6 84,9 178,9  -178,0 63,9 51,3 -60,7 -76,5 1453 -176,5 -59,2 -66,8 178,7
20 -3,92 180,0 -75,0 132,0 180,0 -66,0 -174,0 -80,0 -175,0  -104,0 38,0 180,0 -51,0 174,0 -58,0 68,0 -162,0 -18,0 180,0 52,0 86,0 180,0
21 4,11 -180,0 -160,0 168,0 180,0 59,0 179,0  -179,0 177,0 -69,0 99,0 180,0 177,0 61,0 51,0 178,0 -78,0 -22,0 180,0 -56,0 -68,0 -180,0
22 -3,09 -179.7 -70,0 -39,3 179,9  -172,8 175,0 179,5 60,1 -149,5 129,6  -177,8 -179,8 67,5 -66,2 180,0 -160,0 -15,6 -176,0 56,8 89,9 178.,8
23 -3,51  -178,9 -73,0 -36,4 178,1 -68.,5 -179,4  -179,9 179,9 -80,8 -38,0 175,8 -57,5 172,9  -178,6 -49,7 -158,8 151,3 -173,1 52,7 86,4 177,5
24 =293 -1793 -73,7 131,0 -178,1 -68,7 -179,1  -179,8 -59.,9 -92.2 152,7 -179,6 -53,1 175,8 -58,5 69,7 -145,8 156,9 180,0 -61,2 -75,4 180,0
25 =294 -1793 -73,3 131,9 -178,0 -68.,9 -179,2  -179,7 60,1 92,5 153,0 -179,7 -53,1 175,7 -58,5 69,8 -146,4 21,6 180,0 -61,3 104,5 -180,0
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Annexe C :

Liste des angles de torsion pour fMLP-OMe. (Suite de la page précédente)

Angles diedres des différents conformeres étudiés

for Met Leu Phe OMe
Conf E; 0 ¢ y ® y41 y o) y&) y ¢ y (] 2z A2 y&] y ¢ | (] y0) yeo) 0

26 -3,69 -1794 -77,7 83,2 177,6  -169,2 179,1 -178,7 61,4 -80,1 -28,6 -178,4 -58,7 172,2 -58,7 -49.5 -145,2 166,6 176,7 -57,5 -75,8 -178,6
27 4,14 -1784 -80,3 74,8 -179,1 -68,1 -73,0 178,5 -60,2 -83,7 72,1 -178,6 -56,8 173,6  -178,6 -169,6 -145,0 24,1 179.,8 -56,0 -73,9 -180,0
28 450 -177,7 -60,7 -41,3 179,9  -174,7 172,9 81,3 -63,3 -109,8 37,5 -177,1 -53,9 170,9 -59,2 68,2 -148,3 -0,6 -173,3 -58,5 101,5 177,6
29 -3,74  -1788 -67,7 -38,2 -176,6  -173,4 174,8 179,4 -60,1 -80,1 -40,2 177,7 -56,8 1743 61,6 70,6 -161,0 21,2 -178,5 53,0 84,8 1789
30 -3,33 180,0  -160,0 -54,0 180,0 -176,0 176,0 177,0 -60,0 -93,0 133,0 -180,0 -54,0 172,0 -58,0 -171,0  -145,0 157,0 180,0 -58,0 -75,0 180,0
31 -3,19  -178.2 -78,7 77,4 176,8 -67,1 -178,7 179,9 60,0 -69,3 -33.8 176,6 179,7 64,1 -67,7 -60,9 -153,0 165,1 179,2 56,8 -93.0 -179.,8
32 -3,58 -179,1 77,1 79,3 178,7 -169,6 -179,9 177,0 -60,4 -85,2 67,9 -178,1 -170,8 72,4 54,4 -179,5  -150,8 1494  -1799 -62,3 -79,3 180,0
33 -3,68 -179,5 -161,9 -55,2 -178,2 -177,2 175,9 177,9 -60,3 -84,7 72,8 -176,9 -56,5 172,9  -178,9 -170,5 -80,6 -29.9 177,9 -55,3 116,8 -179,4
34 -3,97 -179.2 -75,9 83,8 173,7 -170,3 -1794 176.,9 62,3 -73,1 -38,0 173.,8 -176,0 67,4 52,3 1792  -142,7 -33,0 -168,9 -64,0 114,0 176,4
35 -3,09 179,5 -156,2 139,1 178,2  -169,9 179,0 175,8 59,8 -95,7 1234 177,7 -54,2 174,2 -178,7 -50,4 -158,7 -16,4 -175,6 57,0 923 178.5
36 -2,99 -178,9 -76,2 -30,4 -177.4 -67.,5 -179,2  -179,9 60,1 -82,8 -40,8 -177,8 -56,2 174,0 -58.,8 -49.,8 -147,3 -36,1 -178,6 -59,7 -74,8 -180,0
37 3,50 -178,6 -75,5 -28,9 -178.,5 -67,6 -179,2  -179,8 60,1 -80,1 41,1 177,9 -57,5 172,9 61,3 -169,8  -160,8 -20,9 -179.,8 52,9 84,6 179,6
38 -2,87 180,0 -71,0 139,0 180,0 -171,0 174,0 84,0 -62,0 -69,0 99,0 180,0 177,0 61,0 171,0 178,0 -79,0 -20,0 180,0 -54,0 -66,0 180,0
39 -3,78 179,5 -156,3 133,1 -1759 -170,4 173,8 175,7 57,6 -71,6 -52,2 -177,5 175,7 60,4 -67,9 57,1 -93.5 26,5 173,3 -54.,6 -71,1 -178,7
40 -3,57 -179.8 -69,5 126,6 -177,6  -175,0 66,3 -175,4 60,5 91,1 157,3 -179.,9 -53,2 175,9 61,7 -50,3 -144,1 -23.9 179,8 -61,0 -76,4 -179.9
41 -4,24 179,6  -154,4 93,1 179,9 -174,8 168,5 178,4 1754  -109,2 44,5 -179.,9 -53,7 172,1 -179,0 68,8 -160,1 167,1 177.,8 52,7 95,1 -179,2
42 =298 -176,6 -66,4 -32,0 179,7 -70,4 -179,8  -179,8 180,0 -110,0 33,9 -177,5 -53,1 171,7 60,9 68,3 -147.3 170,3 179,6 -59,3 -78,9 -179.9
43 -3,54 -176,0 -88,1 9,9 -174,3 -65,2 -72,0 178,8 180,0 -100,3 11,5 179,1 -51,9 174,6  -178,6 -171,1 -158,8 -3,5 -173,9 53,7 92,9 178,1
44 -2,86 -1788 -66,3 -33,5 179,3 -170,9 67,6 -176,5  -179,6 -80,1 75,5 -179,2 -57,2 1739  -178,7 -169.4 -70,0 1404  -176,1 -61,9 -71,2 178.,8
45 -3,08 -1783 -79,7 76,6 179,3 -66,6 -178,1 179,7 59,8 -90,0 155,0 179,9 -54.,6 174,6 61,4 -170,1  -145,5 223 179,8 -59,9 106,1 -180,0
46 -3,16 179,5 -156,6 144,7 174,8  -171,0 172,5 81,9 55,9 -70,1 95,8 -179,1 178,2 61,2 51,6 -61,1 =774 =232 174,0 -56,3 -67,2 -177,9
47 342 -179.8 -71,0 121,6  -1794 -1714 179,0 86,7 -59.,8 -81,1 -42.4 177,1 -56,3 174,6  -178,4 70,5 -159,8 -18,0 -175,2 53,3 -94.8 179,2
48 -3,06 180,0  -160,0 172,0 180,0 60,0 178,0  -177,0 -62,0 -72,0 88,0 -180,0 -60,0 169,0 -59,0 70,0 -67,0 141,0  -180,0 -59,0 -70,0 -180,0
49 331 -179,0 -63,0 -39,0 -177,5 -174,0 175,4 82,4 -62,3 -83,8 74,9 179,5 -55,5 175,4 61,6 -49.,8 -67,8 139,3 -175,9 -64,2 106,8 178,7
50 -3,21 -179,8  -160,5 161,2 178,8 62,7 -173,0  -176,4 -59.4 -81,8 -41,7 -178,5 -57,3 172,9 -58,9 -49.,8 -147,6 158,8 172,2 -59.,8 104,3 -177,3
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Annexe C :

Tableau 2 : Liste des angles de torsion pour fMLSP-OMe.

Angles diedres des différents conformeres étudiés

for Met ThioLeu Phe OMe
Conf E; 0 ¢ y ® y41 y o) y&) y ¢ | (] 2z A2 y&] y ¢ | (0] y0) yeo) 0

1 -3,23  -179.8 -70,2 121,8 178,8 -178,0 170,7 173,8 59,4 -77,5 90,5 176,4 179,8 62,7 51,6 179,2 -71,7 1482 -175,7 -63,7 -73,7 178.,4
2 -2,87 -176,4 71,4 21,1 1753 -68,7 -179.4  -179,9 60,1 -63,6 -34,6 -177,9 177,8 63,0 52,6 58,2 -107,5 16,8 -173,1 -52,7 -78,1 177,7
3 -4,65 -178,7 -81,4 77,2 -175,8 -67,7 -177,0 178,5 59,7 -87,0 64,9 175,0 -56,4 173,9  -178,7 -49.7 -162,0 -14,8 -177,7 55,0 82,7 179,2
4 -2,87 -176,8 -67,2 -33,1 -179,9 -70,2 -179,7  -179.9 -60,0 -108,9 30,9 -176,7 -52.,8 172,2 -59,0 -171,7  -1453 -2,8 -173,6 -58,5 -80,0 177,6
5 -2,04  -179,6 -68,9 -41,8 1778  -172,8 175,2 179,7 180,0 -73,0 -41,1 178.,7 179,0 64,7 52,8 59,5 -155,3 139,2 -174,9 1784  -100,2 178,1
6 -2,69 -1794 -67,1 -44.1 -179,4  -1743 175,5 178,9 -60,1 -84,3 -35,5 -180,0 -55,5 175,1 61,5 70,2 -141,7 1274  -173,6 -57,9 102,5 177.,8
7 -2,07  -180,0 -70,0 133,0  -180,0 -171,0 177,0 176,0 179,0  -103,0 132,0  -180,0 -52,0 174,0 61,0 -50,0 -160,0 -16,0 -180,0 57,0 88,0 -180,0
8 -2.84 -179.2 -67,0 -42.5 -179,8  -174,1 175,2 179,2 59,9 -81,9 -37,1 175,8 -56,4 174,4 61,6 -49,5 -157,1 151,2 -173,3 53,5 86,6 177,6
9 -1,61 -178,3 -79,4 75,7 178,1 -66,9 -178,6  -180,0 60,0 -79,3 -27,0 -179.9 -58,2 172,5 -58,8 70,5 -139,2 158,5 -178,8 -56,3 -78,6 179,6
10 -1,98 -178,6 -78,9 78,0 176,5 -67,4 -177,6 179,5 60,0 -77,1 -24.4 178,9 -58,7 172,1 61,2 -49,5 -138,8 -13,6 175,5 -56,3 100,0  -178,5
11 2,32 -179,7 -71,5 133,1 179,2  -170,1  -179,0 175,9 59,6 -90,6 115,7 174,5 178,5 62,7 172,0 59,0 -153,8 -16,4 -175,9 60,0 91,8 178,5
12 -2,19  -179,0 -72,6 -38,8 178.,8 -68,7 -179,4 -179,9 -179.9 -83,2 -37,2 -179,8 -56,5 173,6  -178,7 -169,7 -141,9 127,7  -174,0 -57,9 -717,5 177,9
13 2,13 -179,8 -70,5 113,2 1774 -179,5 63,3 -174,4  -179,2 -77,2 91,4 176,2 179,0 62,0 -68,4 -61,0 -72,0 -23,6 172,7 -62,9 107,3  -1774
14 -3,62 -178)7 -76,4 80,4 175,0 -70,7 -74,6 176,9 179,8 -105,1 35,0 -178,0 -52.9 172,8 -58,9 -171,3  -160,2 -16,6 -176,5 53,0 -94.,6 178,7
15 -1,62 -179,7 -71,1 -39,5 -179,4  -172,8 175,1 179,6 60,1 -148,9 123,0  -178,1 178,8 65,3 -66,9 179,6  -157,1 -16,4 -175.4 59.4 91,5 178,5
16 -2,67 -179.8 -70,5 -43.7 -179,3  -172,9 175,4 179,7 60,0 -80,4 -40,0 176,4 -178,2 63,7 51,2 1774  -13573 1264 -178,4 -62,8 -63,8 179,6
17 -2,02  -1782 -78,7 77,2 176,9 -67,1 -178,6 180,0 60,1 -69,3 =343 176,8 179,6 65,0 -67,2 -60,6 -151,3 165,2 179,2 56,6 93,1 -179,7
18 =327 -1773 -61,0 41,1 -179,7  -174,7 172,8 81,3 -63,3 -110,3 35,8 -177,1 -54,1 170,9 -59,1 68,2 -145,5 2,8 -174,2 -59,0 -79,5 1778
19 -2,59 -178.8 -67,6 -38,1 -176,6  -173,3 174,9 179,3 -60,1 -80,2 -40,7 177,9 -56,9 174,2 61,6 70,7 -159,7 21,7 -178.,4 54,1 85,1 178,9
20 -2,52  -176,0 -88,1 -8,8 -174,8 -65,2 -72,0 178,8 179,8 -98,0 8,1 179,5 -52,1 174,7 -178,7 -171,0 -155,9 -3,8 -173,9 54,1 92,6 178,2
21 242 -176,1 -85,2 -7,7 -178.,5 -65,3 -178,6  -179,8 60,0 -85,0 -7,2 -178,9 -79,1 65,3 50,2 59,4 -1443 3,0 -172,2 53,9 88,8 177,5
22 -1,00 -178.,6 -78,4 78,2 176,0 -68,8 -73,4 179,1 179,9 -78,5 -25,8 179,3 -58,2 172,5 61,2 -49,5 -139,1 158,5 -178,7 -56,2 100,7 179,6
23 331 1793 -76,0 -46,8 -176,2  -170,7 70,8 -178,4  -179.9 -120,8 28,8 -179,3 -56,4 168,3 -179,6  -172,5 -160,9 -7,1 176,9 53,2 85,8 -177,4
24 235  -178,6 -75,5 -28,8 -178.4 -67,7 -179,2  -179,9 60,0 -80,2 41,4 178,0 -57,6 172,8 61,4 -169,6  -159,5 21,7 -179.4 54,2 85,2 179,5
25 -1,.84 -176,2 -66,5 -31,6 -179.9 -70,3 -179,8  -179,8 180,0 -110,2 31,9 -177,5 -53,1 171,6 60,9 68,2 -144.,6 168,6 179,7 -59,9 -80,3 -179.9
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Annexe C :

Angles diedres des différents conformeres étudiés

Liste des angles de torsion pour fML’P-OMe : (Suite de la page précédente)

for Met ThioLeu Phe OMe
Conf E; 0 ¢ y ® y41 y o) y&) y ¢ | (] 2z A2 y&] y ¢ | (0] y0) yeo) 0

26 -1,65 -177,9 -66,8 -33,1 178,6  -169,2 69,1 -178,4 60,2 -62,8 -36,7 -177,6 177,6 63,8 173,0 -61,3 -103,6 26,4 -171,1 -52,6 -77,0 176,8
27 -1,41  -1782 -79,0 76,3 178,2 -66,9 -178,7  -179,8 -179,9 -148)5 93,5 -178,8 178,6 62,5 52,0 -60,9 -139.3 155,1 -179.,4 -57,0 105,5 179,8
28 -1,73  -178,5 -79,2 77,5 178,9 -66,8 -178,1 179,9 60,0 -89.,8 153,6 -179.8 -54,9 174,6 61,4 -170,0  -142,1 232 179,7 -60,4 1043  -179,9
29 -1,44  -179,7 -70,9 121,8  -177,9 -174,0 67,6 -178,4 -59,7 -81,8 137,2 176,0 -177,4 68,7 -66,0 60,1 -127,0 156,5 -179,3 -59,9 106,8 179,8
30 -1,35  -1783 -78,9 76,3 178,3 -67,0 -178,7 179,8 179,8 -148,0 93,5 -178,9 178,5 62,5 52,0 179,0  -140,0 -23.5 179,0 -57,0 -74,6 -179,6
31 -2,64 -176,2 -78,1 -12,7 177,1 -66,9 -178,8  -179,9 -180,0 -67,0 -26,1 -177,6 179,7 64,2 -67,5 1794  -1293 8,7 -171,7 55,0 87,9 177,1
32 -1,02 -179,2 -76,4 86,9 1753 -170,4 70,5 -173,7  -179,1 -144 .4 85,3 -178,3  -178,5 64,7 51,9 59,4 -140,1 -24,6 179,3 -55,7 1064  -179,8
33 -1,65 -178,0 -79,3 73,9 179,4 -66,4 -178,7  -179,9 -59.9 -157,1 -54,7 173,1 177,3 62,9 52,5 58,4 -121,4 -31,7 174,6 -57,3 -61,3 -178,2
34 -1,39  -178,9 -79,8 150,6  -175,4 -64,6 -69,7 -179,1  -179.9  -106,1 25,0 179.9 -52,0 173.,8 61,2 68,7 -159,5 1614 178,6 55,9 91,8 -179,5
35 -1,73 -179,7 -72,7 1222 -177,0 -171,6 69,7 -174,8 -57,7 -71,9 -49.,6 -178.,5 176,9 59,7 171,6 56,2 -101,7 99,7 -173,6 -56,5 110,9 177,9
36 -2,56 -178.8 -77,3 77,7 1784  -168,2 178,9 179,9 60,4 -77,2 -34,2 177,6 -179.,4 61,0 -69,4 55,8 -133,0 166,2 176,0 -59.,8 -64,5 -178,3
37 -1,97 -178,1 -79,9 73,0 -179,1 -67,9 -73,3 178,9 59,9 -81,6 76,2 179,7 -174,2 68,8 52,7 60,0 -142,9 155,8 -179.,8 -59,4 105,1 179,9
38 -1,18  -178,1 -79,9 73,6 178,6 -67,1 -73,0 179,0 59,9 -80,4 -31,6 -179,5 -57,8 172,7 61,2 -49,6 -141,2 -24.5 -179,7 -56,8 -17,7 179,0
39 -1,74 -177,9 -80,6 70,6 -176,8 -66,9 -176,7 83,7 57,9 -82.,5 87,1 176,0 -178,3 64,4 -68,4 179,3 -134.4 24,7 179,7 -54.4 -66,5 -179.9
40 -1,27 1797 -69,9 131,3 -177,7  -170,3 69,8 -176,2 60,4 -95,2 119,5 176,8 -52.9 175,5 -58,5 -170,6  -155,8 -16,7 -175,5 58,3 923 178,5
41 245 -179.3 -73,3 -46,8 -178,2 -172,0 69,7 -178,2 60,2 -117,8 24,0 -177,9 -55,3 169,1 -59,6 =523 -159,5 1532  -179,8 53,2 92,7 179,9
42 -1,87 -178,1 -78,8 73,8 -179.,6 -66,6 -178,7  -179,9 60,0 -158,5 -52,5 173,8 179.,4 63,6 -68,0 -61,5 -143,9 -20,0 178,9 65,3 90,9 -179,5
43 -0,.86 -178,2 -78,7 71,5 177,6 -67,9 -72,4 178,6 59,9 -147,6 91,6 -178,2 179,1 62,9 171,8 59,1 -138,2 154,5 -179.,4 -56,2 -72,4 179,8
44 -0,78 -1784 -78,7 77,6 177,6 -67,9 -72.4 178,7 59,9 -146,7 91,5 -178,3 179,1 62,8 171,8 179,1 -139,0 -23.8 179,0 -56,3 1074  -179,6
45 3,15 -1784 -82,0 75,0 -174,6 -66,8 177,2 82,7 58,3 -89.3 61,7 176,6 -55,7 174,5 -58,6 -49.,8 -164,4 164,0 178,1 49,4 -99,0 -179,3
46 -045 -179,6 -71,3 -40,9 -179,6  -171,3 69,3 -178,7 -59,9 -148,9 122,7  -178,1 178,7 65,2 -67,1 179,5 -156,9 -16,6 -175,1 59,5 91,7 178,3
47 -1,50 -179,5 -75,3 -40,8 179,8 -68,5 -73,3 179,1 179,9 -79,9 -39.9 176,3 -178,2 63,8 171,3 -62,6 -135.4 126,7 -178,3 -62,7 116,2 179,8
48 2,10 -178,6 77,2 81,6 175,7 -68.,8 -70,9 -82,4 -56,2 -105,1 348 -178,1 -52.9 172,8 61,0 -171,4  -160,3 162,6 178,2 52,0 -94.8 -179,3
49 -1,55  -179.8 -71,0 -44.5 -179,4  -171,6 69,5 -178,7  -179,9 -79.,8 -39,7 176,4 -178,3 63,6 51,2 177,3  -1353 126,3 -178,6 -62,7 -63,8 179,8
50 -1,81  -179.2 -77,2 82,0 176,4  -169,9 71,1 178,5 -59,2 -82,3 -394 178,5 -58,1 172,2 -58.,8 70,3 -159,0 169,6 173,0 53,1 84,3 -177,7
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Conf FE;
1 -10,95
2 -11,08
3 -10,56
4 -10,55
5 -11,82
6 -11,26
7 -10,81
8 -10,11
9 992
10 -8,01
11 -10,91
12 -11,18
13 -11,04
14 -10,40
15  -9,81
16 -9,37
17 -9,36
18 -11,60
19  -9,65
20 -10,20
21 29,07
22 29,60
23 9,39
24 -8,54
25 -8,42
26 -8,51
27 -7,89
28  -7,94
29  -8,54
30 -10,31
31 -8,83
32 -10,52
33 9,10
34 -835
35 -8,78
36 -7,96
37  -8,05
38  -9,09
39 -10,36
40 -8,81

Tyrl
¢
-85,7
-172,5
-85,7
-86,2
78,9
-86,3
-168,0
-88,3
51,0
-86,3
-87,0
-83,2
-86,6
-86,9
50,9
89,0
-82,1
-172,7
-90,7
88,4
-81,9
50,5
-88,8
-83,5
-85,5
-171,3
-166,8
-80,3
-84,3
-86,5
-86,1
61,9
86,2
-172.,4
-87,2
-167,2
-87,7
-86,0
-87,6
-170,1

1\
1552

29,7
154,9
155,0
1374
154,8
-46,1
157,5
151,2
151,1
152,2
1440
154,3
155,9
1514
31,0
142,6
26,7
159,1
243
143,0
151,3
154,9
144,0
1454
28,6
36,0
129,8
151,7
155,0
153,9
141,6
-40,9
27,6
154,7
40,0
152,2
1554
143,1
43,1

(0]

-177,4
-179,8
-177,3
-177,7
-168,8
-177,5

176,6
-176,9
-178,4

180,0
-179,3
-168,0
-178,7
-178,2
-178,9
-178,7
-177,5
-177,2
-176,3
-179,8
-177,3
-179,1

179,7
-178,1

178,0

178,4

179,3

174,9

179,2
-177,7
-177.4
-167.9
-180,0

178,7
-179,9

180,0

178,7
-177,7
-177,0
-177.,5

X1
-169,2

175,5
-169,5
-169,0
-165,2
-168,9
176,2
-175,6
178,3
173,8
178,9
-165,8
1744
1746
178,1
178,3
-179,6
70,3
-170,5
1773
-179,5
177,6
176,8
176,9
170,6
1748
-175,0
172,5
-168,1
-172,9
-175,8
-165,9
-176,4
58,1
177,6
-176,9
177.8
-168,6
48,6
158,5

X2
93,1
63,3
86,8
88,0
70,6
92,4
54,8

-100,5
12,4
-109,5
67,9
73,5
-96,6
80,2
-110,4
-118,7
69,2
98,9
-102,0
59,4
68,7
70,1
66,1
-119,5
62,0
-101,6
88,7
66,8
90,3
-98,0
80,2
-106,1
-114,1
92,5
65,2
79,7
66,2
86,6
91,0
-120,3

P&
41,7

-160,1
-141,3
-136,7
-160,4
41,5
25,7
28,4
137,5
146,9
427
-150,8
25,1
-158,0
135,9
21,5
-158,2
30,1
292
-157,0
-159,1
432
32,6
148,8
242
25,8
-147,9
161,4
-147.2
243
-151,1
292
22,7
-16,1
33,2
165,2
-33,0
-138.8
28,1
35,5

Tableau 3 : Liste des angles de torsion pour Leu-Enképhaline.

Gly2
¢
-158,3
1159
-157,8
-159,2
-87,6
-158,7
68,8
-153,8
-156,8
-163.9
-158,8
-90,5
-154,7
-154,8
-157,8
1143
-82,0
136,8
-157,9
108,2
-81,8
-158,4
-169,6
-147.9
-155,2
78,2
68,0
-81,5
-162,0
-155,7
-152,6
-89,1
117,5
160,4
-169,0
70,3
-163,9
-159,2
62,8
111,3

v
79,9

76,9
81,1
79,8
65,0
79,6
-108,6
95,7
69,4
79,2
70,4
60,6
93,7
90,0
71,7
76,8
157,4
-163,9
81,3
79,4
158,2
72,6
80,4
59,4
84,8
-88,8
90,7
156,4
85,6
86,7
99,2
62,1
-76,3
156,9
78,3
-83,6
73,3
79,5
92,6
-96,7

(O]
172,9
179,1
172,5
174,1
176,1
173,9
-174,5
166,7
175.6
-180,0
176,3
178,
170,7
169,5
176,2
179,5
-176,4
176,9
1714
-179,1
-176,2
176,5
-176,1
173.8
172,9
-176,6
178,0
-176,6
-176,7
171,2
170,1
178,3
-179.,9
1744
-176,0
-180,0
-176,8
173,9
172,9
177,1

Gly3

¢
68,7
-175,5
70,1
68,4
65,8
69,4
85,9
70,9
68,8
79,2
69,0
68,1
74,5
79,6
68,1
1744
-78,3
-84.8
75,8
-166,3
78,8
68,8
75,1
81,0
79,6
165,8
-160,9
-79,0
79,9
79,5
71,3
67,9
-175,0
-86,9
75,2
-178,6
77,3
69,6
-151,1
175,9

v
-94,1

83,4
91,4
93,6
92,7
91,5
155.8
95,9
922
723
90,7
-88.,2
-80,9
78,0
925
83,6
78,7
79,6
-80,1
945
78,5
90,5
724
15
753
88.4
41,1
69,7
64,0
77,1
93,9
88,5
74,5
68,3
72,4
53,7
69,4
914
34,0
79,0

(O]
178,1
175.9
178.8
176.8
177,2
177.6
179,6
178.,0
176.8
180,0
176,9
175.8
177,4
-171,0
176,2
177,2
173,5
173,9
-178,0
176,5
173,0
177,0
169.8
177,0
-175,7
1723
-179,8
178,5
173.6
-175,6
174,2
176,2
177,7
174,7
168.6
-180,0
1746
177,0
-176,9
179,6

Phed

¢

84,9
933

92,0
84,0
-83.,6
-89,0
59,2

-86,0
84,9
7194
-87.8

97,5

135,2
134,5
83,9
94,0
1544
833

914
90,1

1544
-89,5

101,7
129.9
142,6
150,2
66,3

89,7
136,7
140.8
90,1

97,4
933

1587
101,3
61,7
-78.9
90,3

158.6
72,9

v
27,7
42,9
224
30,8
33,6
252
35,9
34,0
27,9
142,7
25,7
29,8

18,9

183

-30,9
43,0
163,2
33,7
39,8
41,0
161,4
27,1
-48,5
294

244

164,1
156,5
34,0
159,5
29,7

-38,6
29,5
-40,5
165,5
47,9
-38,0
152,7
26,7
158,5
32,7

(O]
-177,8
177.9
-177,1
-179,9
1774
-178,6
1713
-176,1
-178,0
-180,0
-178,7
-170,8
179,6
-173,7
-179,5
177.3
177.6
-179,2
-174,0
1753
1784
178,9
-176,5
178,9
-174,6
1783
174.,9
179,2
1754
178,0
-176,5
1710
179,5
177,5
-176,4
-180,0
179.6
179,2
175,0
1748

X1
-180,0

-59,1
-573
-179,0
178,6
72,9
176,3
178,9
-180,0
178,0
73,1
-57,2
60,5
58,1
-179,0
-59,0
62,3
179,0
178,1
178,7
62,1
-58,1
174,6
-54,6
57,1
68,0
176,1
-53,6
179,8
-56,0
178,5
-57,3
-58,7
67,1
175,7
174,8
-178,1
-58,0
1783
-61,1

X2
-106,2

104,9
74,2
80,5

-103,0
84,8

-113,7
76,5
74,5

-105,1
95,1
104,5
83,2
93,2
80,4
75,4
935
783
72,5
58,7
88,3
1063

11,8
99,7
84,4
94,1

-100,5
59,4
772
1014

-105,9
1044
105,0
90,4

-110,8

-103,6
70,6
1063
72,0
70,4

Leu5

¢

81,5

-101,6
842
71,8

-155,3
77,3

93,5

-158,4
-80,8

91,9
772
925

1176
-152,0
71,9
-102,0
-152,9
-152,9
-156,2
96,2
-81,9
72,6
-159,1
-154,3
-149,6
71,7
-147,1
-152,7
-1472
-159,1
-163,7
-93,1

-127,1
-1532
-159.4
-154,8
77,3

73,6
-1242
-128,9

v
136,5

-19,0
130,5
1274
76,2
1273
444
72,4
141,3
-60,5
130,6
150,5
140,7
137,0
130,0
20,5
138,6
1422
31,5
-16,9
112,1
131,0
32,6
159,1
142,6
103,7
36,2
136,1
36,0
1754
107,1
151,8
38,6
38,5
145,7
136,9
72,6
130,7
-65,0
-15,1

(0]
-178,5
-178,5
-178,7
-178,6
-177,8
-178,6
172,5
179,3
-179,0
-180,0
-178,7
179,3
-179.,4
179,6
-178,8
-178,4
179,9
-169,7
-177,8
-178,8
-177,9
-178,8
179,5
-179,9
179,9
-177,7
179,6
179,9
179.4
-179.,9
175,7
179,3
175,0
-179.8
-180,0
180,0
180,0
-178,7
179,6
-174,8

X1
-57,7
-53,2
-54,1
177,7
178,1
179.,8
-53,2
176,6
-57,8

-178,3
-179,6
-52,3
-59,1
178,2
178,2
=532
179,5
178,6
178,9
-52,7
-57,0
178,2
179,0
63,2
179,1
179,1
178,9
177.8
-178,0
46,9
177,1
-52,3
178,7
179,7
179,9
178,7
-65,3
-175,1
179.,5
-62.4

X2
168,6

174,1
174,5
64,8
61,8
65,5
174,9
61,7
168,6
64,4
65,8
175,7
166,5
64,1
64,9
174,0
64,2
63,7
62,5
175,5
173,4
65,0
62,3
96,2
64,2
63,4
63,3
64,1
64,2
70,3
61,9
175,7
62,8
63,7
63,3
63,7
157,0
141,7
64,8
163,2

P&
60,4

-178,8
-178,6
53,3
51,9
52,8
58,7
67,6
-179,6
68,5
172,7
58,5
-179,7
172.8
1732
-178,9
1723
172,5
52,0
-178,5
58,7
532
68,2
57,9
52,5
67,8
67,8
67,1
68,6
48,0
1723
61,5
172,1
171,9
67,8
678
58,5
178,
52,5
179,5

X4
67,6
-170,9
-170,4
179,5
59,1
179,6
-171,2
59,1
-52,4
179,3
-60,4
-170,7
69,0
179,5
59,5
69,0
179.,4
59,4
-60,8
-171,0
70,3
179,5
59,1
61,4
-60,6
59,3
179,2
59.4
-60,7
59,7
-60,9
-170,8
-60,9
59.3
59.3
58,6
-60,1
-179,7
-60,5
-174,5
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Conf FE;
1 -10,57
2 -9,27
3 -873
4 -9,95
5 -935
6 -624
7 -10,54
8 -882
9 -9,78
10 -9.49
11 -8,39
12 -7,93
13 -833
14 -7,62
15 -7,01
16 -9,26
17 -9,36
18 -7,41
19 -6,25

20 -6,93
21 9,70
22 -193
23 7,20
24  -6,58
25 -8,78
26 -7,90
27  -6,86
28 -8,00
29  -8,04
30 -7,39
31 -6,70
32 -583
33 -645
34 -831
35 -7,58
36 -6,96
37 953
38 -9,17
39 -6,37
40 -5,74

Tyrl
¢
-170,0
-171,9
89,3
-168,3
-170,4
-85,2
-96,1
-38,4
178,8
-168,5
87,6
-170,0
-175,2
-85,0
-170,0
-170,3
-170,8
-170,2
-86,5
-87,6
-87,5
-84,6
-172,9
-116,3
-170,0
-85,4
177,7
-170,6
-170,3
-84,6
52,0
-168.9
<782
179,2
-81,5
51,4
172,1
176,1
-83,9
-167,0

v
35,1
31,9
283
45,7
51,1
151,2
165,9
432
-12,0
40,8
38,9
33,9
26,4
1533
46,1
40,0
48,2
28,2
152,2
152,6
143,0
153,9
27,5
177,2
48,4
153,1
-14.4
43,6
-50,4
153,8
150,0
34,1
124,3
-12,1
146,2
150,6

2.8
9,1
150,2
47,0

(0]
179,5
-179,3
-178,8
175,1
-179,2
179,5
-175,4
179,0
173,8
-176,2
179,8
179.9
-180,0
-177,7
-178,6
179,0
-178,6
177,8
-179,9
-178,7
-177,2
-178,2
177,9
-178,7
-178,5
-179,2
177,8
-178,0
-178,9
-178.,4
-177,3
-178.,4
-178,0
174,1
-172,7
-177,8
171,7
174,5
-179,5
180,0

X1
180,0

173,5
178,0
177,2
161,4
177,9
74,0
-175,9
72,6
176,5
-176,7
175,6
174,6
-167,7
168,7
163,8
160,3
-174,3
-179,9
178,8
48,4
-170,8
-175,1
77,0
159,1
-174,6
-173,8
158,7
160,7
-171,4
179,8
-178.,4
174,1
72,0
-174,9
178.5
66,9
74,6
-165,6
168,0

X2
-113,9

1182
1193
55,0
573
69,4
101,2
66,8
103,3
65,8
-114,9
-108,5
63,4
89,4
71,1
72,0
58,2
77.8
1123
69,1
89,1
91,7
78,2
75,2
57,7
86,0
99,3
1213
-122,0
87,7
-111,2
-108,3
-1173
102,6
-106,3
-111,1
98,5
77,1
90,4
72,0

P&
21,0

24,0
21,5
-25,3
-148,3
-34,6
-146,4
-157,4
-20,5
-160,6
22,5
163,7
-156,3
-136,6
-34,9
-138,3
-145,1
-152,7
143,2
-41,4
-151,7
32,1
-153,5
234
-147,1
-155,1
153,9
35,7
33,0
-149,9
136,0
170,3
147,2
-20,3
28,2
138.,8
-30,4
157,5
-141,9
-34,0

Tableau 4 : Liste des angles de torsion pour (T-Gly2)-Leu-Enképhaline

Thio-Gly2
¢ 1\
115,6 -76,6
124,8  -64,7
111,7  -77,9
68,6 -101,0
1164 -91,2
-167,2 66,9
-76,8 85,9
118,9 -79,1
131,2  -79,1
112,0 -141,5
116,1 -76,4
-60,2  108,7
113,7  -76,7
-164,6 77,1
69,0 -84,4
93,4 91,5
1155 93,1
78,0 -82,0
-167,3 62,5
-166,2 67,7
63,0 923
-165,2 88,6
77,7 -81,8
-74,4 77,9
117,2 93,0
-162,9 93,0
61,4  111,2
1123 946
1173 922
-164,9 90,1
-160,0 61,0
116,6 -742
-89,6 484
132,1 -80,2
91,3 -59,0
-162,1 64,4
1284 282
128,1 -83.3
-164,1 72,0
70,0 -82,0

(O]
179,9
-179,9
180,0
-174,3
-176,8
-178,9
174,7
-179,5
-179,0
179,9
-179,8
-171,8
179,1
173,8
-179,8
-174,9
-177,4
-176,7
-178,1
174,0
173,1
172,8
-176,5
176,2
-176,9
171,4
180,0
-177,5
-176,7
173,2
174,1
177,2
-176,1
-179,2
-174,9
173,2
179,9
-179,5
-173,8
180,0

Gly3
o
-176,0
1574
-171,6
-92,0
176,6
94,8
-179,6
-170,3
165,9
-88,2
-173,5
149,1
-175,9
84,9
-166,3
-172,6
173,7
157,3
94,3
87,2
-151,1
89,6
156,2
167,9
173,3
93,7
94,8
173.,8
174,5
90,2
85,8
170,5
162,9
167,5
164,3
86,7
99,8
167,5
95,4
-170,0

7
77,9
40,1
-86,4

-156,9
69,3
-76,5

1423
77,1
67,8

1122
77,2
316
-86,7

-100,3
423
-70,9
77,7
89,5
-75,9
-98,1
33,7
-98,7
88,7

-178,8
-74,9
922

16,8
78,4
75,4
-97,0
97,6
77,7
-66,6
-66,8
71,6
-98.4
-70,0
72,3
61,9
46,0

(O]
176,8
-179,7
177,7
1789
-179,9
176,3
169,0
176,8
176,6
172,1
1778
177,9
173,7
176,8
-176,8
171,7
-178,2
171,7
1748
179,7
-176,9
178,5
172,0
-177,9
-179,0
-177,6
175,1
179,7
179,0
179,3
176,0
-178,9
175,2
178,3
173,3
179,3
-179,0
179,2
176,2
180,0

Phed
¢
-90,7
-139,3
93,3
-59,3
-78,3
-78,9
-68,2
-89,4
-81,2
-76,8
92,9
-146,8
91,1
-83,7
-74,8
-83,5
-76,8
-149,1
-75,0
-85,9
-159,1
-96,5
-148,1
-65,7
-72,4
-130,7
-143,7
-73,7
-66,7
-98,7
-79,5
-85,1
-73,8
-84,9
-78,0
-81,7
-73,6
-78.5
-143,2
-76,0

vy

428
49,8
42,5
358
32,0
146,1
107,5
41,6
323
222
-40,2
154,3
453
38,8
156,8
100,0
-19,9
159,9
146,9
34.4
157,7
41,2
161,2
137,3
27,1

26,2

133,4
-33,0
34,4
422
-39,3
23,0
29,6
27,3
214
-36,9
-36,3
26,4
160,3
1450

(0]
179,8
170,6
176,8
170,7
178.,4
178,2

-167,7
-179,6
-175,9
172,6
179,1

179,2
176,6
179,3
175,5
-176,6
1743
-178,7
179,1

-178,9
175,1

-177,1
-179,1
-178,7
176,8
-179,0
-178,9
174,8
177,6
-174,6
178,6
179,6
-179,1
-177,0
176,2
-179,8
-175,6
1783
174,6
180,0

X1
178.,5

-63,7
-59,1
175,9
-59,9
178,3
174,5
178,6
178,9
72,4
-58,7
60,8
178,4
-179,8
178,8
178,2
75,4
65,1
178.,4
-58,6
177,7
178,3
64,9
176,6
-61,3
-55,4
170,3
-61,0
177,0
-58,5
179,7
-58,6
178.8
-58,5
-59,9
178,8
177.8
-179,3
-180,0
177,0

X2
75,3

99,2
75,0
1138
108,8
75,2
71,2
75,2
-103,9
94,8
105,1
-88,9
79,7
99,1
-100,3
70,0
93,2
-88,8
-107,0
72,7
-108,0
-118,6
90,4
80,2
-70,3
101,4
-102,6
-70,6
71,5
103,7
98,7
107,6
77,7
107,9
109,1
67,5
-105,1
-118,0
76,6
-106,0

Leu5
¢
-121,2
92,2
-101,2
-94,0
-154,7
91,8
59,8
-127,3
-154,1
-129,1
-124,6
-85,9
-89,8
-69,8
-146,4
59,0
-152,5
-78,0
942
-87,7
-123,3
-85,5
-92.4
-89,5
-157.4
-154,2
-89,8
-128,8
-157.2
-90.,4
-72,6
-150,2
-150,2
-158,5
-152,3
-86,7
-154,7
-157,8
-147,3
-87,0

v
36,1
24,4
-18,7
43,1
29,7
118,0
31,8
37,3
25,5
139,1
38,1
474
21,7
132,9
140,1
239
-26,7
-66,4
-64,4
147,3
-66,2
156,9
-54,5
119,7
03
142,3
-46,7
-15,8
92
157,5
131,9
31,0
153,4
-13,6
-179.3
147.8
28,7
-1,7
-36,9
117,0

(0]
1754
-178,3
-179,3
171,7
175,7
-179,7
177,4
1754
177,2
-174,7
174,9
179,7
-176,5
-179,3
-180,0
-177,4
-178,6
179,8
-179,3
-179,0
179,7
179,2
179,6
-179,5
-178,1
179,3
-179,7
-174,8
179,0
179,3
-179,2
176,3
177,6
179,1
-179,9
-179,2
176,7
-178,7
179.4
180,0

X1
178.,8

53,8
53,3
53,1
178,6
-178,2
46,3
178,6
179,1
177,1
178,8
-178,6
71,6
178,5
179,2
472
179,3
178,5
-178,6
53,9
179,7
574
54.4
52,4
43,8
178,3
179,3
62,6
-128,0
53,5
178,8
178,7
-179,7
58,1
43,9
57,2
178,7
46,7
-178,4
-80,0

X2
62,7

174,6
174,0
175,2
62,5
64,5
173,7
62,6
62,2
63,4
62,8
67,1
98,1
64,5
64,2
1743
62,3
63,1
64,3
175,0
65,1
170,3
174,5
177,5
64,4
64,1
64,3
163,2
168,9
175,6
64,2
62,3
63,0
92,7
64,2
170,1
62,6
67,7
63,7
63,0

P&
-68,0
61,4
-178,8
-58,6
52,0
51,4
-59,0
52,1
-68,3
-67,0
172,1
53,1
-57,4
172,9
52,4
-58,5
171,8
52,3
-68,4
61,5
-67,6
-59,3
-58,7
-58,1
167,5
-67,2
-67,6
179,5
-60,1
-178.,4
52,6
-68,2
-68,4
-59,4
167.4
-179,5
172,0
46.4
-68,6
-69,0

X4
179,1

69,5
69,1
-170,9
59,1
-60,5
66,4
-60,9
59,1
59,4
-61,0
-60,3
-58,8
179,5
-60,6
-52,9
179,0
179,2
179,3
-50,3
179,8
68,3
-50,4
-169,5
178,9
179.4
59,1
-174,6
-176,0
-170,3
179,2
179,0
-60,8
-58,4
58,9
-52,0
-60,8
178,7
-60,7
-60,0

&9



Conf E;
1 -9,72
2 9,27
3 -10,02
4 122
5 -8,39
6 -7,87
7 -7,48
8 -6,51
9 -8,15
10 -7,72
11 -8,58
12 -7,16
13 -5,80
14 -5,66
15 -8,06
16 -7,64
17 -6,88
18 -5,53
19 -9,93

20 -6,74
21 -6,22
22 -6,14
23 -6,20
24 591
25 -6,13
26 -5,62
27 9,01
28 -8,85
29 -7,78
30 -7,10
31 -9,09
32 -6,23
33 5,87
34 -7,59
35 -6,77
36 -8,96
37 -6,79
38 -6,17
39 -5,84
40 -5,81

Tyrl
¢
-171,3
-167,5
-166,5
-169,4
-84,2
-173,6
-170,8
-167,5
-171,8
-88,8
-168,0
-172,2
-87,9
-169,7
-87,3
-172,5
-166,4
-169,7
-87,6
-81,1
-83,2
-86,2
-81,0
-170,6
-69,6
-175,6
61,8
-87,6
83,6
-82,0
-89,8
-82,8
-107,3
-40,1
-84,3
-167,3
179,5
-172,9
-89,0
-167,0

v
32,8
37,8
41,5
46,5
1432
26,8
28,8
35,3
31,9
161,8
42,0
27,8
157.,9
372
161,7
27,6
39,5
373
142,6
132,9
151,2
154,4
1432
30,5
1566
245
140,5
139,0
44,7
143,0
1343
157.3
173.6
455
153,5
46,4
153
273
1763
35,9

(0]
-178,8
-179,5
-179,6
-178,1
-177,5
178,1
178,4
180,0
179,8
-179,7
-175,9
178,6
1779
-178,9
-179,7
178,7
180,0
180,0
-176,8
180,0
180,0
180,0
180,0
179,8
176,7
-180,0
-167,0
-180,0
-179,1
-177.,5
178,5
-174,8
-178.,4
179,9
-180,0
-175,1
177,1
178.,4
-178.4
180,0

X1
174,6

178,5
179,7
168,3
-179,7
-175,7
-175,1
-173,7
-179,7
-179,7
171,7
60,5
175,4
168,9
-179,0
58,5
-177,5
170,1
48,7
170,7
179,5
-169,2
176,9
-177,1
-179,3
-178,8
-166,2
44,5
-177,6
-179.,8
57,2
-170,8
71,7
-177.,5
-176,4
174,5
64,3
-175,7
67,6
-173,7

X2
-113,1

69,9
-108,8
72,2
68,4
78,7
-100,0
86,8
-106,4
66,6
72,2
94,7
-103,5
-120,0
-113,4
-87,0
77,6
59,4
-90,3
66,0
-96,0
-94,0
85,3
-98,7
-97,9
78,7
-104,2
-89.,5
-109,9
68,5
95,4
-114,0
99,9
68,2
69,0
69,1
97,9
-101,3
94,9
-92,3

P&
18,0

-160,9
19,9
-35,1
-158,6
-154,8
25,3
-148,6
164,8
-29,6
-160,5
-14,6
27,0
153,2
150,0
163,7
164,4
-28,8
27,9
164,4
173,9
171,9
-5,3
25,8
2,7
-152,8
28,6
28,2
21,1
-158.9
-152,3
158,2
-151,9
-158,0
-1,0
-160,2
8,6
25,7
-2,9
32,4

Tableau 5 : Liste des angles de torsion pour (T-Gly3)-Leu-Enképhaline.

Gly2
¢
120,1
119,9
121,1
68,3
-81,6
77,2
77,4
69,0
-60,7
-153,8
116,7
158,2
-172,4
73,6
-154,2
160,1
70,9
74,0
63,9
-81,7
-118,1
131,7
-105,8
71,4
-71,5
70,6
-89,1
62,3
122,2
-81,5
61,6
-164,9
-72,1
123,6
-170,5
119,9
161,4
77,3
-67,8
67,1

v
-78,2

-79,9
-80,1
-85,4
157,5
-83,4
-89,1
-88,3
101,9
-162,3
-158,1
156,3
-151,4
-82,4
-161,3
156,7
-82,8
-81,3
-89,9
160,0
-85,8
-37,1
-89,3
-80,7
71,7
-81,1
62,6
-93,1
-81,8
1573
27,9
52,0
84,7
-76,5
473
-155,6
-43,4
-84,9
83,8
91,5

(0]
178,9
180,0
-179,7
-178,9
-175,9
-176,2
-176,5
180,0
-171,5
-173,3
-179,7
-174,6
175,1
-176,5
-173,2
-174,4
-180,0
180,0
172,2
-180,0
180,0
180,0
180,0
-179,8
-176,3
180,0
176,5
180,0
-179,5
-175,7
-178.8
174.8
174,0
179,9
180,0
179,5
179,8
-176,4
179,6
180,0

Thio-Gly3
o v
179,7  -70,6
-177,8  -66,5
-179,7  -63,7
-164,8 43,5
-78,9 77,3
157,8 85,5
1664 87,0
-168,0 44,6
1523 -334
-79,6 73,5
-83,5 -87.3
-87.,9 68,3
85,7 -66,9
162,2 67,9
-79,9 73,1
-87,0 67,7
178,6 56,1
161,3 69,5
-153,7 338
-78,2 69,4
-167,0 78,7
17,4 -15,0
-166,4 80,3
170,5 57,3
158,5 -38,6
1684 54,6
69,6  -85,1
-148,3 29,7
-174,5 -64,8
-78,9 77,8
65,7 32,5
68,4 35,5
177,8 -106,4
-179,9 -64,0
68,6 37,9
-80,9 -89,6
88,7 59,8
159,6 86,6
1584 -442
-160,1 41,5

(O]
176,3
177,2
175,7
-177,7
1733
172,5
172,0
180,0
177,8
172,6
175,7
174,9
-177,2
-179,9
172,6
175,0
-180,0
180,0
-176,4
180,0
180,0
180,0
180,0
174,5
178,9
180,0
175,7
-180,0
177,0
173,0
-179,6
178,0
178,1
1773
180,0
175,0
178,1
172,6
1753
180,0

Phed
¢
-101,0
-99.,9
95,4
-76,6
-153,0
-145,3
-147,2
-68,9
-145,8
-159,3
-90,3
-157,1
-149,3
-126,6
-159,5
-157,9
-64,4
-128,6
-159,3
-94,1
-150,2
-145,0
-149,5
-76,8
-155,9
-77,9
-101,3
-161,4
-98.,4
-153,0
-153,3
91,3
-151,8
-99,6
-96,1
-95,8
-151,1
-146,2
-160,1
-68.,6

v
-45,5

444
45,5
157,1
161,4
165,5
164,7
145,9
156,8
163,6
35,9
162,2
155,0
155,1
162,6
1652
37,3
157,8
156,6
37,8
161,8
155,8
157,3
147,9
155,6
147,1
28,8
160,3
-43.4
160,1
154,9
159,0
141,1
-43.6
5,1

20,5
161,4
164,7
156,6
153,5

(O]
177,6
178,2

-178,9
174,7
-178,2
177,5
-179.,4
180,0
179,7
-179,9
175,1
-179,0
178,7
179,9
-179,2
177,5
-180,0
180,0
174,5
180,0
180,0
180,0
-180,0
-178,7
179,5
-180,0
-170,4
180,0
179,0
-178.5
175,6
179,5
-178,1
179.4
-180,0
175,3
178,6
179.4
174,9
180,0

X1
-59,6

59,0
177,0
178,7
62,5
65,5
67,2
175,2
62,6
544
58,8
67,6
64,2
50,3
53,5
67,5
1753
494
176,7
58,3
65,6
60,8
65.4
56,9
56,6
55,9
57,1

-179,8
58,8
62,0
175.6
52,1
173.8
58,9
53,8
72,3
62,7
65,6
175,7
177.6

X2
=783

102,5
73,1
-102,3
88,2
89,0
-87,4
74,9
90,5
-97,9
-74,0
91,8
94,3
119,2
-91,7
90,4
-103,5
-63,4
73,0
-58,4
-91,9
92,4
-89,3
1283
87,0
132,9
103,2
-107,0
102,8
-92,0
-104.4
-49,1
74,8
-77,8
-46,9
-93,5
91,2
-90,7
79,1
-106,5

Leu5
¢
-103,0
-118,7
-128,3
-143,0
81,4
-152,3
-83,0
-100,2
94,7
-88,6
-121,0
-88,1
-153,7
-153,8
73,4
1532
-154,8
-153.,4
-122,5
-154,6
-152,1
-87,9
71,5
-89,8
-155,0
-89,3
-942
-130,0
-126,0
-82,3
-121,9
-152,9
-88.5
-125,7
-154,6
-135,9
-152,1
-157,6
-148,9
-76,6

v
-21,6
-36,7
-38,0
135.4
110,4
-38,7
101,6
-58,0
-44,1
127,6
132,7
111,4
137,1
-38,5
114,9
-38,6
138,0
138,5
-65,8
136,6
138,1
-46,8
113,0
144,1
-37,6
144,6
151,1
-68,2
-38,6
-64,2
-59,6
-38,7
1233
-37,3
139,6
133,1
135,7
-16,7
139,6
99,5

(0]
-179,1
176,3
173,7
-179,8
-177,8
-179,8
-178,5
-180,0
179,7
-179,5
-175,2
-179,2
179,9
-179,8
-179,3
-179,8
180,0
180,0
179,6
180,0
180,0
180,0
-180,0
-179.4
-179,8
-180,0
179.4
180,0
175,5
179,5
1799
-179,6
-179,2
175,7
-180,0
-173,8
1799
-179,8
-179,7
-180,0

X1
-53,5

179,0
178,4
178,9
-57,2
178,8
-57,0
-53,8
-54,9
-54,8
-59,5
-55,5
178,6
178,5
178,8
179,7
178,3
179,0
-63,9
177,5
178,9
-55,4
178,9
-54,1

180,0
-54,2
-52,1

179,5
178.8
-80,0
-60,5
178,2
-53,2
1789
178,0
176,5
178,5
59,0

179,5
-80,2

X2
1733

62,8
62,7
64,0
173,2
63,4
173,3
1742
174,6
174,6
166,1
1742
64,4
63,4
63,4
63,7
64,3
64,3
162,1
64,2
64,1
174,5
63,5
175,1
63,9
175,0
175,6
64,1
62,7
65,1
166,7
63,4
176,5
62,7
64,3
63,1
64,1
933
63,8
66,1

P&
-178,8

172,0
52,1
52,6
-58,7
52,2
61,3
61,3
-58,5
-178,6
-60,0
-58,6
-67,0
-67,7
-67,7
51,9
-67,1
172,5
59,1
-66,8
172,4
61,4
172,3
-178,5
52,0
-178,5
61,5
52,2
172,1
-68,9
60,2
52,4
-178,3
52,0
-67,1
-67,0
-67,3
-59,1
1723
51,7

X4
-171,1

59,1
179,2
-60,6
70,3
-60,8
-49,7
69,2
-50,1
69,7
-52,9
-170,1
59,5
179,3
59,2
59,3
59,4
59,4
-176,5
59,3
179,3
70,0
1794
-50,3
-60,7
69,7
-170,9
-60,6
-60,9
-60,6
67,7
59.3
70,8
179,1
179.4
59.3
-60,6
-58,5
59.3
179.8

90
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