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energy. This result is more in agreement with the 
previously mentioned NMR data than the results from 
the calculations with e = 1. Future calculations on 
saccharides will decide whether e = 3 should be used in 
the case of intramolecular energies, or that the 
apparent disagreement between experimental and 
theoretical results is due to the packing effects 
described above. 
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Abstract 

A conformational study of Ac-Tyr-Pro-Asn-Gly-OH, 
the 23-26 ACTH fragment, is presented, in the solid 
state using X-ray analysis (Cu K~t) and in the isolated 
state by empirical calculations. Monoclinic, P2~, a -- 
9.574 (3), b = 9.831 (3), c = 15-707 (4)A, fl 
103.06 (1) °, V = 1440 A 3, Z = 2. In the crystal, the 
tetrapeptide has an approximately stretched conforma- 
tion and is involved in numerous intermolecular 
hydrogen bonds; this conformation is rather close to 
those of its zwitterionic form. Theoretical calculations 
show that the most stable conformation (by 11-25 kJ 
mol -~) is the (Pro2-Tyr 3) fl turn III. It is followed by 
numerous partially or fully stretched structures as well 
as the (Pro2-Tyra) fl turns II and I. It appears that such 
a short peptide may adopt various conformations in a 
limited range of energy, some of which may be 
stabilized by surrounding molecules. 

L'hormone adr6nocorticotrope (ACTH) est un peptide 
lin6aire, constitu6 de 39 acides amines, produit par 
l 'hypophyse ant6rieure. Son action biologique prin- 
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cipale est la stimulation et la r~gulation de la 
s6cr6tion des corticost6ro'ides (Sayers, Beall & 
Seelig, 1974). De nombreuses &udes ont montr6 que 
I 'ACTH et certains de ses fragments sont aussi 
impliqubs dans le processus comportemental chez 
l'animal (de Wied, 1974). 

Les ~tudes physicochimiques les plus r~centes: par 
dichro'isme circulaire, RMN et predictions conforma- 
tionnelles (Toma, Greff, Fermandjian, L6w & Kis- 
faludy, 1976; Toma, Fermandjian, L6w & Kisfaludy, 
1978; Mutter, Mutter & Bayer, 1979) sont plus ou 
moins en faveur d'une structure non ordonn+e pour 
I 'ACTH 16-22 ou 17-24 mais sont en d6saccord en ce 
qui concerne la partie C-terminale. Par exemple, Jibson 
& Li (1979) concluent fi la formation d'un 'fl turn' pour 
le fragment 23-26 suivi d'une h61ice a pour la s6quence 
27-35 tandis que Mutter et al. (1979) inclinent pour 
une structure non ordonn~e suivie par une structure en 
feuillet tip. 

Pour apporter un 6clairage nouveau fi ce probl6me, 
nous avons synth6tis6, cristallis6, &abli la structure 
cristalline du fragment 23-26 et calcul6 les conforma- 
tions les plus probables du t~trapeptide. 

© 1983 International Union of Crystallography 
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Partie exp~rlmentale 

Synth~.ses et purifications 

Le peptide L-Tyr-L-Pro-L-Asn-L-Gly et son analogue 
partiellement prot6g6 ac&yl-L-Tyr-L-Pro-L-Asn-L-Gly- 
OH ont 6t6 synth&is6s en phase solide. La synth6se a 
6t6 effectu6e sur un appareil automatique mis au point 
au laboratoire. 

Les acides amines prot6g6s (N-Boc) sont d'origine 
Bachem. La fixation du premier acide amin6 sur la 
r6sine a 6t6 r6alis6e apr6s r6action du sel de c6sium 
de la Boc-glycine avec une r6sine chlorom6thyl6e de 
polystyr6ne-l%-divinylbenz+ne (Gisin, 1973; Wang, 
Gisin, Winter & Makofske, 1977). 

Le principe de fixation de chaque acide amin6 
comprend la d6protection par l'acide trifluoroac&ique/~ 
30%, la neutralisation avec 10% de diisopropyl- 
6thylamine dans CH2CI 2 et le couplage en utilisant le 
dicyclohexylcarbodiimide (Sheehan & Hess, 1955)ou 
un ester actif dans le cas du r6sidu asparaginyl 
(Bodanozky, 1955). Les peptides ont +t+ coup6s de la 
r6sine par racide fluorhydrique en pr6sence d'anisole 
puis pr6cipit6s par l'6ther, filtr6s et extraits par l'acide 
ac&ique dilu6. Les produit bruts ont d'abord 6t6 
purifi6s par perm+ation de gel (Biogel P2 sur colonne 
95 × 2,4 cm) utilisant l'acide ac6tique 0,1 M comme 
61uant. La derni+re 6tape a 6t+ la chromatographie 
liquide haute pression en phase inverse (colonne 
Waters C~a-Bondapack) avec comme phase mobile un 
m~lange m&hanol-eau. Les profils d'61ution en HPLC 
des pics majeurs obtenus par filtration sur Biogel P2 
sont repr6sent6s sur la Fig. 1. 

0.2 

0.1 0.1. 

0.2- 

-7"-- 
10 Time, rain 0 10 Time, min 0 

(a) (b) 
Fig. 1. Profils d'~lution en chromatographic liquide haute pression des 

compos~s Aet  B. (a) Compos6 A: Ac-Tyr-Pro-Asn-Gly-OH. 
Solvant: MeOH 20%, H20 80%; AcONH4: ~ = 8 f~-~ cm -~, 
d~bit: 3 ml min-L (b) Compose B: Tyr-Pro-Asn-Gly. Solvant: 
MeOH I0%, H20 90%; AcONH,: X = 8 D -~ cm -~, d~bit: 4 ml 
min-L 

Donndes cristallines et ddtermination de la structure 

Des cristaux d'Ac-Tyr-Pro-Asn-Gly-OH ont &~ 
obtenus par lente 6vaporation d'une solution dans un 
m61ange de dim&hylsulfoxide (DMSO) et d'eau. Le 
cristal utilis6 pour les mesures a des dimensions 
voisines de 0,1 x 0,4 × 0,6 mm. Les intensit6s des 
r6flexions ont &6 mesur6es sur un diffractom&re 
automatique Nonius CAD-4 en utilisant la radiation 
Cu Ka monochromatis~e par une lame de graphite. Les 
param&res de la maille ont &~ affin~s fi partir de 18 
r6flexions avec 8 ° < 0 < 28 ° 

Les intensit6s des deux r6flexions test, mesur6es 
toutes les 50 r6flexions, n'ont pas vari~es de mani6re 
significative (AI/I  < 0,02) tout au long des mesures 
effectu6es sur le domaine 60 ° > 0 > 2 ° . Aucune 
correction d'absorption n'a &6 effectu~e. Parmi les 
2280 r6flexions mesur~es, 1795 ont ~t6 con- 
sid~r6es comme observ~es [I > 3tr(I)]. La structure 
a &b r6solue par m~thodes directes en utilisant le 
programme M U L T A N  78 (Main, Hull, Lessinger, 
Germain, Declercq & Woolfson, 1978). Les positions 
atomiques ont &6 affin~es par moindre carr6s sur (F  c - 
Fo) 2, et en utilisant l'approximation des blocs diagon- 
aux et un facteur de temperature B t isotrope ind6pen- 
dant pour chaque atome C, N, O. Les atomes 
d'hydrog6ne ont 6t6 introduits en position th~orique 
lorsque cela 6tait possible ou reports sur les sections 
diff6rence de Fourier. L'inclusion de DMSO a 6t6 
affin~e avec un facteur d'occupation 6gal fi 0,7 
seulement; l'atome de soufre occupe deux positions 
statistiquement ~quivalentes. 

Cette valeur est a priori suprenante mais une valeur 
~gale fi l'unit~ correspond fi des valeurs n6gatives 
importantes sur les sections 'diff6rence' de Fourier. Un 
facteur d'occupation non stoechiom&rique a d~jfi 6t~ 
observ6, notamment dans le cas du t&rapeptide 
Tyr-Gly-Gly-Phe (Prangb & Pascard, 1979). 

L'affinement avec les facteurs de temp6rature 
anisotropes pour les atomes C, N et O, et isotropes 
pour les atomes d'hydrog6ne a conduit ~ u n  indice 
r6siduel 6gal b, 0,078. Les facteurs de diffusion 
atomique utilis~s sont ceux de International Tables for  
X-ray Crystallography (1974) pour les atomes C, N et 
O, et ceux de Stewart, Davidson & Simpson (1965) 
pour les atomes d'h.h_ydrog6ne. Le schema de pon- 
d~ration utilis~ est V/W = 1 si IFol < p e t  ~ = p/F o si 
IFol > p avec p = [Fo 2 (max.)/10] 1/2. Les coordonn6es 
atomiques finales sont indiqu6es sur le Tableau I et une 
projection de la structure suivant l'axe x est montr6e 
sur la Fig. 2.* 

* Les listes des facteurs de structure, des param&res thermiques 
anisotropes et des coordonn6es des atomes d'hydrog6ne ont &~ 
d6pos6es au d6p6t d'archives de la British Library Lending Division 
(Supplementary Publication No. SUP 38725:17 pp.). On peut en 
obtenir des copies en s'adressant fi: The Executive Secretary, 
International Union of Crystallography, 5 Abbey Square, Chester 
CH 1 2HU, Angleterre. 
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Tableau 1. Param~tres atomiques cristallins ddfinitifs 
(x 10a), et param~tres thermiques dquivalents Beq 

Beq = ~ Yt YJ fl~ at" a./. 

x y z Beq (,/k 2) 

Ac&yl 
C(I) 241 (2) 736 
C(2) 173 (2) 774 
0(3) 42 (1) 777 

Tyrosyl 
N 265 (1) 811 
C a 213 (1) 848 
C' 160 (1) 721 
O 214 (1) 607 
C~ 335 (1) 915 
C v 359 (1) 1062 
C ~ 463 (1) 1100 
C ~2 271 (2) 1160 
C '~ 479 (I) 1235 
C '2 286 (1) 1297 
C t 388 (I) 1331 
O 7 404 (1) 1467 

Prolyl 
N 64 (1) 740 
C a 15 (1) 623 
C' l l2  (1) 591 
O 170 (1) 684 
C~ -133 (2) 669 
C v -123 (2) 822 
C n - 15 (2) 864 

Asparaginyl 
N 125 (l) 464 
C u 179 (1) 421 
C' 64 (2) 457 
O -60  (1) 436 
C~ 204 (1) 271 
C ~ 342 (2) 226 
N ~ 349 (1) 91 
O s~ 432 (1) 303 

Glycine 
N 116 (1) 503 
C u 23 (2) 524 
C' - 11 (2) 392 
O' 56 (1) 289 
O" -115 (1) 405 

Dim6thylsulfoxide 
O,7C(1) 376 (3) 144 
O,7C(2) 566 (3) 295 
0 ,70  602 (2) 39 
O,35S' 533 (2) 174 
O,35S" 477 (2) 134 

(2) 771 (I) 5,3 (6) 
(1) 678 (1) 3,4 (4) 
(1) 650 (1) 3,8 (3) 

(1) 628 (1) 2,9 (3) 
(1) 538 (1) 2,7 (4) 
(1) 481 (1) 2,9 (4) 
(1) 503 (1) 3,8 (3) 
(2) 503 (1) 3,2 (4) 
(1) 530 (1) 3,0 (4) 
(2) 605 (l) 3,0 (4) 
(2) 487 (l) 3,4 (4) 
(2) 632 (1) 3,4 (4) 
(l) 511 (l) 3,0(4) 
(1) 586 (1) 3,0 (4) 
(1) 615 (1) 3,6 (3) 

(l) 407 (1) 2,7 (3) 
(l) 352 (l) 2,8 (4) 
(2) 289 (1) 2,8 (4) 
(1) 255 (l) 3,2 (3) 
(2) 300 (1) 4,1 (5) 
(2) 294 (I) 3,8 (5) 
(2) 375 (1) 3,9 (5) 

(1) 270 (1) 2,9 (3) 
(2) 194 (1) 3,2 (4) 
(2) 111 (1) 3,2 (4) 
(1) 105 (I) 4,7 (4) 
(2) 193 (1) 3,3 (4) 
(2) 259 (1) 3,9 (4) 
(1) 269 (1) 5,3 (5) 
(1) 292 (1) 4,7 (3) 

(1) 44 (1) 3,6 (4) 
(2) -40  (1) 3,8 (5) 
(2) -87 (1) 4,1 (5) 
(l) --70 (I) 5,7 (4) 
(1) -160 (1) 4,5 (3) 

(3) - 9  (2) 9,2 (6) 
(4) -70  (2) 10,1 (7) 
(2) -23 (1) 7,3 (6) 
(2) --lO (1) 6,0 (6) 
(2) --92 (1) 7,5 (6) 

6 2  

Fig. 2. Projection de la structure suivant raxe x montrant  les 
interactions hydrog6nes. (Distances en A.) 

Analyse conformationnelle thdorique 
L'analyse conformationnelle th+orique du t&ra- 

peptide Ac-Tyr-Pro-Asn-Gly-OH a &+ r+alis6e en 
utilisant des m&hodes empiriques. Une approche 
s6quentielle (Anderson & Scheraga, 1978; Cotrait & 
Ptak, 1981), combinant les conformations de faible 
6nergie des restes ou des peptides constitutifs du 
t&rapeptide 6tudi+, a 6t6 utilis6e. Une telle m&hode 
semble &re plus appropri+e qu'une m6thode statistique 
(Premilat & Maigret, 1980) pour analyser les contri- 
butions de chacun des restes. En outre, les repliements 
types tels que les fl turns ont &~ consid~r~s s~par~ment. 

Toutes les s6quences interm+diaires ont 6t+ &udi6es 
sous la forme de peptides proteges: la pr+sence des 
groupements terminaux protecteurs ac&yl (Ac) et 
m&hylamide (MA) ~limine les effets de charge et 
permet de simuler des fragments peptidiques inclus 
dans des s+quences plus longues. 

Tous les angles de torsion ont &~ consid6r+s comme 
variables sauf tp(Pro) dont la valeur d6pend de la 
g6om6trie du cycle pyrrolidine. Darts le cas present, 
nous avons utilis6 la configuration B (Balasub- 
ramanian, Lakshminarayanan, Sabesan, Tegoni, Ven- 
katesan & Ramachandran, 1971) dite encore 'down', 
pour les conformations non repli6es et une configura- 
tion diff6rente pour les fl turns (Karle, 1978, 1979) en 
accord avec les structures cristallines. Les angles co i ont 
6t6 fix6es h 180 °, valeurs tr~s proches des valeurs 
exp6rimentales dans le premier cas et variables pour les 
structures 06 interviennent des liaisons hydrog6ne (,8 
turns, h61ices...). 

Les conformations et 6nergies correspondantes ont 
6t+ calcul6es grace au programme ECEPP (Quantum 
Chemistry Program Exchange, 1976) pour une con- 
stante di6lectrique e 6gale h 2. Les minimisations de 
l'6nergie par optimisation des angles de torsion ont 6t~ 
effectu6es par la m&hode du 'Simplex' (Nelder & 
Mead, 1965). Les valeurs de ces angles sont donn6es 
conform6ment aux conventions IUPAC-IUB Commis- 
sion on Biochemical Nomenclature (1970). 

Les fragments de taille croissante suivants, ont 6t6 
&udi~s: Ac-Tyr-Pro-MA, Ac-Tyr-Pro-Asn-MA et 
finalement Ac-Tyr-Pro-Asn-Gly-OH. 

Ac-Tyr-Pro-MA. Les conformations de ce dipeptide 
ont 6t6 g6n6r6es en combinant les conformations les 
plus stables* des restes Tyr et Pro (Lewis, Momany & 
Scheraga, 1973). De s6v6res restrictions st6riques 
s'appliquent ~ tout reste X pr6c6dant un reste Pro 
[I ~,(X)I < 70"] ce qui r6duit notablement le nombre de 
combinaisons. Apr6s minimisation de l'~nergie, seules 
10 conformations stables* sont retenues. 

* La limite de 13 kJ mol -~ a &6 utilis6e et justifi6e par diff6rents 
auteurs (Simon, Nemethy & Scheraga, 1978) relativement h la 
forme la plus stable (minimum global). Elle a &6 pr6sentement 
~tendue h 15 kJ mol-~. 
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Ac-Tyr-Pro-Asn-MA. Les conformations de d+part 
ont +t+ obtenues en combinant les 10 formes pr+c+dem- 
ment trouv+es avec les plus stables d'Ac-Asn-MA. 
Apr+s minimisation, 52 des 90 combinaisons corres- 
pondantes sont stables; certaines d'entr'elles ont des 
angles conformationnels tr+s proches, notamment ceux 
de la cha~ne principale: on se ram+ne ainsi/~ 21 types 
de conformations, dites non d+g+n~r~es. 

A c-Tyr-Pro-A sn-Gly-OH. Les conformations inkiales 
ont  &+ g+n+r+es en combinant les 21 formes non 
d+g+n+r+es du tripeptide pr~c6dent avec les sept 
formes les plus stables pour Ac-Gly-MA. L'+nergie des 
147 structures ainsi obtenues a +t6 minimis+e; environ 
un tiers (51 conformations) sont stables et plus des 
deux tiers ont une +nergie inf~rieure/t 25 kJ mol-k En 
plus de ces structures, les conformations particuli+res 
telles que les fl turns, les h61ices a .... etc., ont +t~ 
examinees et leur 6nergie minimis6e. 

R6sultats 

Les longueurs de liaison et angles de valence de la 
structure cristalline sont report6es sur la Fig. 3; ces 
valeurs ne different pas de mani+re significative de 
celles g6n6ralement observ6es pour les peptides en 
milieu cristallin. Elles sont en particulier tr6s compar- 
ables /~ celles observ6es pour le zwitterion Tyr-Pro- 
Asn-Gly (Pr6cigoux, Geoffre, Hospital & Leroy, 1982). 

I1 existe de nombreuses liaisons hydrog6ne (Tableau 
2) et ici aussi l'oxyg6ne O n de la tyrosine et celui de la 
proline participent aux liaisons hydrog~nes les plus 
fortes (2,62 et 2,63 A respectivement). Le long de l'axe 
Oy (Fig. 4) les restes Gly et Asn forment des cavit6s off 
viennent s'ins+rer de faqon non stoechiom+trique des 
mol6cules de DMSO. I1 est certain que ces nombreuses 
liaisons hydrog6ne intermol6culaires stabilisent notable- 
ment la conformation cristalline et l'emp~chent peut- 
&re d'adopter une conformation repli6e. I1 existe 

c, t.A~_~. .o" 
~ ' ~  - -~*  c. ~.49 , , ' ~  

C~ /1.53 0 / t . 4 3  ~ C' 

39. - ~. 35 ~ " ~  ~ 1 :  o" 
"~.'~ % x,~.'~ c. I,/S~ ~.~o,,..d~.,~ / ~.~o ~- - ,~ .  ~ . ~  "~.~  ,.; . - - . . . ~  

• "~;2"-12k5 1.1~1.~ 

c ~ - c ~  __N~z ~o3~°~ ~_d~ ~ 2 2 ~ ' . ~ - -  t 
. _ ~ ,  ~ a z ~  " a a ~ ' - ~ ~  / ' a s  o" 

~ h ~  ~ . ~ . c °  I "" x ~ L ~ _ / _ .  " 

~ , , |  o "~:c, 

C, 00": '~2  

Fig. 3. Longueurs de liaison ( 6  = 0 , 0 1  A )  et angles de valence ( 6  = 

0 , 1 ° ) .  

Tableau 2. Liaisons hydrogOne (A) entre 
et ses voisines (a = 0,01 A) dans le 

O ( 3 ) - N ( A s n ) ( - x , ½  + y , - z )  
O " ( T y r ) - O ( T y r ) ( x .  1 + 3', z) 
O n ( T y r ) - N ~ 2 ( A s n ) ( l  - x, ~ + y, 1 - z) 
N ( T y r ) - O S l ( A s n ) (  1 - x, ½ + y, 1 - z) 
O ( T y r ) - O n ( T y r ) ( x ,  - 1 + y, z) 
O ( P r o ) - O " ( G l y ) ( - x ,  ½ + )', - z) 
N ( A s n ) - O ( 3 ) ( - x ,  - ½  + y, - z )  
N ~ 2 ( A s n ) - O n ( Y y r ) ( l  - x, - ~ + y, 1 - z) 
N ~ 2 ( A s n ) - O " ( G l y ) ( - x ,  ½ + y, - z) 
O ~ l ( A s n ) - N ( T y r ) ( 1  - x, - ½ + y, 1 - z) 
N ( G I y ) - O ( D M S O ) (  1 - x, ½ + y, - z) 
O " ( G l y ) - N ~ 2 ( A s n ) ( - x , ½  + y.-z)  
O " ( G l y ) - O ( P r o ) ( - x ,  - ½ + y, - z) 

une m o l d c u l e  

c r i s t a l  

2,90 
2,62 
2,91 
2,90 
2,62 
2,63 
2,90 
2,91 
3,09 
2,90 
2,82 
3,09 
2,63 

Y 

w,Z 

Fig. 4. Projection suivant la direction x. Les molecules d e  D M S O  
viennent se loger dans des cavites situees autour de l'axe y.  

Tableau 3. Angles de torsion (o) de la moldcule dans le 
cristal (6 = 1 o) 

Les valeurs entre parentheses correspondent/l la forme zwitterion. 

Tyrosyl 

Prolyl 

C h a ~ n e  principale 

~0 = --73 
= 155 (166)  

to = 179 (176)  

¢ = - 8 6  ( - 5 3 )  
~ / =  147 (142)  
w =  163 (182)  

Asparaginyl 
= - 7 0  ( - 9 6 )  

q / =  141 (160)  
to = 172 (175)  

Glycine 
(o = - 7 8  (180)  
N - C ' ~ - C ' - O  ' '  = 170 (188)  

Chaines lat6rales 

N-C'~-C/3-C v = -79  (-64) 
C " - C ~ - C v - C  ~1= - 8 0  ( - 8 7 )  

N - C " - C ~ - C  v = 29 ( - 2 6 )  
C " - C ~ - C v - C  ~ = - 2 9  (33) 
C t ~ - C v - C ~ - N  = 18 ( - 2 6 )  
C L C ~ - N - C "  = 1 (9) 
C b - N  - C ' ~ - C  ~ = - 1 9  (11) 

N - C ° - C t ~ - C v  = - 7 6  ( - 5 4 )  
C " - C ~ - C v - N  ~2 = 168 ( - 8 1 )  
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notamment une liaison hydrog6ne entre l'atome d'oxy- 
g6ne du DMSO et la glycine. Rien ne prouve cependant 
que l'absence de DMSO favoriserait une telle 
conformation. 

Les interactions hydrophobes sont essentiellement 
situ6es aux niveaux des r6sidus tyrosyl et prolyl (Fig. 
2). Les contacts les plus &roits sont Ct(Tyr)-C~(Tyr) 
= 3,36, Ct(Tyr)-Cv(Pro) = 3,49, C'~(Tyr)--C~(Tyr) = 
3,53 et C'2(Tyr)--C~(Pro) = 3,53 A. 

Les angles de torsion de la mol6cule cristalline sont 
report6s dans le Tableau 3 en accord avec la nomen- 
clature IUPAC-IUB (1970). Les valeurs des angles 
di6dres (0 et q/conservent tout au long de la cha~ne des 
valeurs respectivement voisines de - 8 0  et 150 °. La 
conformation g6n6rale du t&rapeptide peut donc &re 
d6crite comme proche de la forme pseudo &endue fl" 
(Fig. 5).* En ce qui concerne les chaJnes lat6rales, la 
tyrosine adopte une conformation classique avec g~ - c. 
- 6 0  ° et le cycle phenol perpendiculaire au plan o. c ( ~ P  ~ 
C '~-C#-C v (Cotrait & Bideau, 1974; Janin, Wodak, 
Levitt & Maigret, 1978). Selon la notation de Balasub- ~°~" i- 
ramanian et al. (1971), la proline adopte la configura- ~.9~',i 
tion B. Dans la forme zwitterionique, la proline adopte, 
par contre, la configuration A. La cha~ne lat~rale de c.,o-...~ 
l'asparagine avec X2 = 168° est dans une conformation o 
tr6s diff6rente de celle observ6e pour la forme zwitter- 
ionique, off il vaut - 8 0 ° ;  dans le milieu cristallin, cet 
angle est g6n6ralement proche de + 90 ° (Kartha & de 
Vries, 1961; Ramanadham, Sikka & Chidambaram, 
1972). 

Le calcul conformationnel montre que la forme la 
plus stable (minimum global avec AE -- 0,0 kJ mol-~), 
relativement ~ la molecule isol+e, est un fl turn de type 
III off Pro et Asn occupent les sommets du turn, encore 

* Les d6nominations utilis6es pour les conformations types de la 
cha3ne principale (~o,~) sont les suivants: fl ( -150 ,150) ,  fl' 
( -150 ,70) ,  i f '  ( -70 ,150) ,  ct R ou ct ( - 7 0 ,  - 6 0 ) ,  ct L ou L (70,60); y 
pour  la forme C~ q ( -80 ,80) ,  y pour  la forme C~ x (80 , -80 ) ;  P 
(180,180) forme plane du reste Gly. 

Fig. 5. Vue ster6oscopique du tetrapeptide Ac-Tyr-Pro-Asn-Gly-  
OH.  Les ellipso'/des d'agitation thermique sont traces avec une 
probabilit6 de 50%. 

NH a 
o o@ 

N ~ O c ~  NH2 C C' C' . O 

c+ ,o 
~ ~ c ,  2'°9i '13.0~ ) * c~ 

~t~kC, C~ ~ :, Ca ' 

~ )  CH) ~ ~) #TtwnI! 

OH 
,8 Turn I11 OH O O ~ m O  "OH 

C, Cj) 0 NHa 

a 
O C' C'OO 

c ~ ~ p  o e ~ ,  )c. ~.. c*.z--,c.N" J, c ' P ~ d  I/ 
c . , ~ "  c,t~c" 

OH #Turn 1 6 ~ = ~  ,8, 

( 5  0 
Fig. 6. Quelques conformations calcul~es parmi les plus stables. 

(Distances en A.) 

Tableau 4. Angles de torsion (o) des conformations calculdes les plus stables 

Tyr  Pro Asn Gly 
Type  de ~, AE 

conformation ~o gt XI X2 tp ig Xl Z2 tp q/ (kJ mol -~) 

flturn III -140  163 - 58  106 -36  -65  -39  - 6 0  9 8  169 172 0,0 
flturn I1 -143 165 - 5 9  110 107 58 43 - 5 2  99 -169  183 11 
tiff ~flyYL -153 155 52 86 - 44  -152  137 188 -95  88 -81  11 

-153 156 71 96 113 -66  116 -63  96 74 45 12 
flturn I -143  83 - 6 2  104 - 42  -110  -34  -57  I01 -163 -130  13 
flflfly -156  154 55 89 136 -162 158 65 96 -81  84 14 
flct tty -144  156 -63  108 -45  -71 -43  - 5 9  99 - 9 9  73 16 
///3'//" y -154  156 - 7 0  95 112 -67  126 - 6 2  95 88 - 7 0  17 
/3 cty y - 150 155 -71  102 - 38  - 7 9  94 - 6 0  90 83 -83  18 
fl ct tt a - 150 156 - 68  105 -28  -67  -38  -61  95 -73  -52  20 
if '  tiff '  P - 93  161 - 5 9  111 156 -75  135 --63 - 7 9  -178  -168  23 
/3yyL -155  156 66 96 91 - 7 0  106 184 83 69 37 24 
#fl f lP -155 154 55 90 137 -163 161 64 96 -178  180 24 
flflflfl' -157  154 55 89 136 -162  164 65 97 -158  69 25 
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appel6 fl turn (Pro2-Tyr3). I1 est stabilis~ par deux 
liaisons entre groupes NH et C = O  des restes Tyr  et 
Gly. Les fl turns de type II et I sont ~galement stables 
avec des 6nergies relatives respectivement 6gales fi 11 et 
13 kJ mo1-1, mais ne mettent en jeu qu'une seule liaison 
hydrog6ne. I1 s'agit lfi de conformations particuli6res 
(Fig. 6). 

Si l'on consid6re maintenant les conformations 
g6n6rales, la stabilit6 du t&rapeptide d6pend essentielle- 
merit du tripeptide Tyr-Pro-Asn et relativement peu du 
reste Gly. La conformation la plus stable est du type 
fl a fl y* (c'est-fi-dire &endue de type fl pour Tyr  et AsH, 
h61ico'idale t~ pour Pro et sous la forme d'un ), turn 
inverse ~ pour Gly) e t a  une 6nergie de l l kJ mol -I 
au-dessus du minimum global. D'autres conformations 
dont une h61icoi'dale fl ~t ~t a et plusieurs &endues sont 
relativement stables. Les angles conformationnels et les 
6nergies de quelques conformations caract~ristiques 
sont rassembl6s dans le Tableau 4. L'une d'elles, 
pratiquement &endue, de type i f ' t i f f 'P,  est assez 
proche de la conformation cristalline e t a  une ~nergie de 
23 soit 1 1 kJ mol -I au dessus de la forme non repli6e la 
plus stable, fl 0t fly. 

Discussion 

Les calculs conformationnels et la diffraction des 
rayons X sont les principales m&hodes permettant 
d'acc6der b, la ou aux conformations pr~cises de 
mol6cules relativement complexes. 

Si les conformations de type fl turn apparaissent ici 
comme les formes les plus stables pour la mol6cule 
isol~e, cela n'a en soi rien de tr~s surprenant car ces 
conformations sont stabilis~es par une ou deux liaisons 
hydrog~ne intramolbculaires. Rappelons d'ailleurs que 
des fl turns ont 6tb observes fi l'&at solide pour un 
nombre important d'oligopeptides poss6dant un reste 
Pro: c'est le cas notamment  pour un certain nombre de 
substrats de la collag6nase comme N-benzyloxy- 
carbonyl-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-OH (Bando, Tanaka,  
Ashida & Kakudo, 1978), le t&rapeptide terminal de 
l 'oxytocine Cys-Pro-Leu-Gly-NH 2 (Rudko & Low, 
1975). 

L'examen d 'un nombre tr6s important de fl turns 
dans les prot6ines montre que le reste Pro a une 
probabilit~ de pr6sence trds ~lev6e au niveau du 2 ° reste 
(Chou & Fasman,  1977). Certains restes ont une 
chance non n~gligeable d'&re situ~s en troisi~me 
position et c'est notamment le cas du reste Asn. La 
nature des 1 er et 4 ° restes reli~s par une liaison 
interpeptidique n'est pas indiff~rente par suite d'une 
g6ne st~rique possible entre les cha~nes lat~rales de ces 
restes. Cette g~.ne est diminu6e pr6sentement puisque le 
4 ° reste est Gly. Dans le cas present, les calculs ont mis 

* Voir la note pr6c+dente. 

en ~vidence une quinzaine de conformations relative- 
ment stables pour le peptide Ac-Tyr-Pro-Asn-Gly-OH. 
Ce peptide peut donc &re consid6r~ comme flexible fi 
l '&at isol6. 

En milieu cristallin, les liaisons hydrog~ne intra- 
molbculaires sont en g~n~ral moins privil~gi~es, du fait 
de l'existence d'un grand nombre de liaisons inter- 
mol6culaires possibles. 

Hormis le cas od deux molecules ind6pendantes 
existent dans un cristal, on observe par radiocristallo- 
graphie, une conformation unique correspondant fi un 
environnement bien pr6cis. Pour une molecule aussi 
flexible qu'un peptide lin6aire, on pourrait s 'attendre fi 
ce qu'un changement d'environnement (arrangement 
cristallin different, donc r~seau de liaisons hydrog6ne 
different) apporte des modifications de conformation. 
Les cristaux de Ac-Tyr-Pro-Asn-Gly-OH et Tyr-Pro- 
Asn-Gly sont diff~rents: l'un est monoclinique, l 'autre 
est orthorhombique; les environnements mol~culaires 
ne sont donc pas comparables. L'analyse radio- 
cristallographique montre cependant deux formes tr~s 
voisines pour les chaines peptidiques. Les seules 
variations conformationnelles se situent au niveau de la 
proline qui adopte des configurations A ou B, de la 
glycine et de la chaine lat~rale de l 'asparagine. I1 est 
remarquable de noter que malgr6 le grand nombre de 
liaisons hydrog6ne diffbrentes intervenant dans ia 
cohesion cristalline, les modifications structurales 
soient aussi faibles. Cette conformation observ6e, 
correspond fi l 'une des formes non repli~es les plus 
stables trouv~es par le calcul th~orique. La difference 
d'6nergie (23 kJ mol - l )  la s6parant de la forme la plus 
stable, le fl turn III, correspond fi la presence d'une 
liaison hydrog6ne forte et pourrait &re notablement 
inf~rieure fi l'~nergie de solvatation du t&rapeptide. 
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Abstract 

The results of  the determinat ion of  the electron density 
of  u-oxalic acid dihydrate  at 100 K by means of  X-ray 
diffraction are reported as part  of  the project  on the 
accurate  determinat ion of  electron densities which was 
initiated by the Internat ional  Union of  Crystall-  
ography.  An extensive data set, consisting of  all 
reflexions in the whole reciprocal sphere up to sin 0/2 = 
1.3 ,/~-l, was measured. Most  of  the structural par- 
ameters and experimental  deformat ion densities com- 
pare well with the findings of  an earlier published study 
[Stevens & Coppens  (1980). Acta  Cryst. B36, 1864-  
1876]; thermal  parameters ,  however, differ significantly. 
Applicat ion of  a correction for thermal diffuse scatter- 
ing increased the vibrational  parameters  by 12%. The 
polarizat ion of  the water O lone-pair density, found by 

* Supported in part by the Netherlands Foundation for Chemical 
Research (SON) with financial aid from the Netherlands 
Organization for the Advancement of Pure Research (ZWO). 
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Stevens & Coppens  (1980), is firmly confirmed by 
this study. 

1. Introduction 

A quanti tat ive interpretation of  electron densities, as 
obtained from X-ray diffraction experiments,  is 
generally of  limited value due to the fact that  it is hardly 
feasible to perform a diffraction experiment under a 
variety of  condit ions in order to assess the errors in the 
observed electron densities, which may be the result of  
the part icular  choices made for the experimental  setup, 
t reatment  of  the data,  refinement techniques etc. In 
order to facilitate such an error assessment,  the IUCr  
initiated a project in which researchers were invited to 
perform experiments and /o r  calculations aiming at an 
accurate determinat ion of  the electron density dis- 
tribution of  a single substance:  t~-oxalic acid dihydrate.  
Some studies on this subject have already appeared in 
the literature (Johansen,  1979: Stevens & Coppens,  
1980; Stevens, 1980) and this determinat ion of  the 
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