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Abstract 

Peptides incorporating one or more /34luorinated amino acids in their structure are of 
great interest because the distribution of electronic charges on the peptide bond near 
the fluorine atom is altered. This property could modify enzymatic reactions, e.g. hydrolysis. 
Moreover, the introduction of fluorine into a peptide may modify its secondary and 
tertiary structure, leading to a different affinity for the enzyme for which the unfluorinated 
variety is the substrate. Since it is diihcult to analyse the influence of the fluorine atom 
on the structure of a linear peptide in solution by NMR spectroscopy, a possible approach 
could be to study derivatives such as cyclodipeptides. In this work, we discuss equations 
for studying the most stable conformations of various dioxopiperazine (DOP) rings and 
side chains with a view to evaluating the influence of the fluorine atom. 

R&sum4 

Les peptides qui comportent dans leur structure un ou plusieurs acides amines p-fluores 
prdsentent un inter&t dans la mesure ou la liaison peptidique a proximite de laquelle 
est place l’atome de fluor subit une modification de la repartition electronique. Cet inter&t 
se manifeste en particulier au niveau de liaisons pouvant Ctre hydrolysees enzymatiquement. 
Par son caractere Clectronegatif particulier, le fluor est susceptible de former des liaisons 
hydrogene. On peut done se poser la question de savoir si l’introduction dun atome de 
fluor est susceptible de modifier de plus la structure secondo-tertiaire d’un peptide et 
par consequent de modifier l’affinite du peptide fluore pour l’enzyme dont il serait le 
substrat. L’analyse de l’influence du fluor sur un peptide lineaire en solution est trop 
complexe. Une approche possible consiste a Ctudier des dipeptides cycliques. Nous avons 
etabli des equations qui, a l’aide de mesures en RMN du proton et du fluor, pourront 
dormer des indications sur la conformation du cycle du dipeptide et des chaines laterales 
des acides amines dans le cas de dipeptides cycliques non fluores et fluores de maniere 
a mettre en evidence l’inlluence conformationnelle de l’atome de fluor. 

*Partie I, ref. 1. 
**Auteur auquel la correspondance doit &tre adressee. 
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Introduction 

Les 2,5-dioxopip&a.zines (ou DOP) sont des cyclodipeptides de for-mule 
g&r&ale c[Xaa-Yaa]. Elles sont t&s repandues dans le milieu nature1 et 
beaucoup de ces molecules possedent des proprietes biologiques ou chimiques 
interessantes. Par ailleurs ces molecules ont un inter&t certain du point de 
vue de l’analyse structurale des peptides. En effet, bien que possedant deux 
liaisons amide cti, contrairement Q la majorite des peptides dans lesquels 
la liaison peptidique est generalement trams, la structure cyclique restreint 
le degre de liberte conformationnelle. Cependant l’existence du cycle n’entra^me 
pas de rigidite de l’ensemble et les DOP sont de bons modkles [2-211 pour 
etudier l’effet d’un parametre sur la conformation du cycle et des chaAmes 
laterales. 11 est possible, par transposition, de determiner l’influence de ces 
memes paramittres sur la conformation des peptides lineaires qui est importante 
pour l’analyse de leurs proprietes biologiques (exemple des substrats d’en- 
zymes). L’etude par RMN du proton et du fluor de l’influence de l’atome de 
fluor situ6 en position p du residu de l’un des deux acides amines sur la 
conformation du cycle et des cha^mes later-ales necessite de definir les systemes 
d’equations utilisables dans ces cas. 

La conformation des DOP 

A la difference des cycles Q six c&es qui adoptent en general une 
conformation chaise, les cycles DOP sont susceptibles d’adopter plusieurs 
conformations plum, bateau (dans laquelle les liaisons amide sont planes), 
bateau twist (dans laquelle les liaisons amide ne sont plus planes), chaise. 
La deformation du cycle DOP par rapport a la plan&e peut @tre mesuree 
par l’angle p (ou degre de pliure) qui est l’angle complementaire de celui 
form6 par les deux plans amide [ 221. 

La modification de la conformation du cycle n’implique qu’une faible 
variation de l’energie [23]. Cela signifie que les chaines later-ales peuvent 
posseder une influence sur la conformation du cycle. La forme la plus 
frequente rencontree en solution est la conformation bateau. Pour les cyclo- 
dipeptides symetriques sans contrainte sterique, le cycle est plan ou proche 
de la plan&e. C’est le cas de c[Gly-Gly] [21] et de c[Pip-Pip] [19] (Pip: 
pipecoyl). La conformation chaise est adoptee par les cyclodipeptides sy- 
metriques contenant des acides amines antipodes tel que c[n-Ala-Ala], C[D- 

Val-Val] et c [D-Phe-Phe] [ 71. 
Les chaines laterales des residus aminoacides ont une position qui sera 

definie par rapport au cycle DOP. Dans le cyclopeptide c[Xaa-Yaa], l’indice 
1 sera attribue aux atomes de Xaa, l’indice 2 a ceux de Yaa. R designera 
la chaine later-ale des acides amines. Si l’acide amine est de configuration 
L, l’hydrogene port6 par le C, sera note HL, si la configuration est D cet 
hydrogene sera note Hr,. Quand le cycle possede un conformation bateau, 
les cha*mes later-ales R’ et R2 dune 2,5dioxopipQazine de configuration LL 
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Fig. 1. Configuration des DOP en conformation bateau et signe de l’angle p. 

sont en position semi-axiale lorsque l’angle j3 est. negatif (position dite 
‘flagpole’) ou semi-equatoriale quand l’angle p est positif (position dite 
‘bowsprit’). Dans le cas d’une conformation chaise, un cyclodipeptide de 
configuration LL ou DD possede l’une des cha^mes lat&-ales en position semi- 
axiale, l’autre &ant semi-equatoriale. Par contre, les chaines later-ales des 
deux residus dans le cas d’une configuration DL ou LD sont toutes les deux 
en position semi-axiale ou semi-equatoriale. Lorsque le cycle DOP est plan 
les chaines 1atQales des deux residus aminoacides sont situees soit du meme 
cot6 du cycle quand la configuration est LL ou DD, soit de part et d’autre 
de ce cycle lorsque la configuration est DL ou LD (Figs. 1 et 2). 

MCthode de dCtermination des conformations en solution 

Les spectres de RMN du proton et du fluor peuvent permettre de determiner 
la conformation du cycle DOP et l’orientation preferentielle des chakes 
later-ales par rapport au cycle. Les con&antes de couplage 3J(NH, C,H) entre 
les protons port& par les carbones C, et ceux port& p,ar les azotes des 
fonctions amide, ainsi que les constantes de couplage longue distance 5J(HC,, 
C,H), seront utiles pour determiner la conformation du cycle DOP [ 1, 21. 
Pour ce qui concerne les cha*mes later-ales, les constantes de couplage 3J(H,, 
HP) et 3J(F, H,) seront necessaires pour definir leur orientation preferentielle 
[2, 31. 



Configuration DD 
R2 
I 

Configuration DL 

Fig. 2. Configuration des DOP en conformation chaise. 

La cmforrnation du cycle DOP 

Les exemples tires de la litterature montrent que la conformation du 
cycle n’est pas insensible a la nature du solvant dans lequel le peptide 
cyclique est dissous. Afin de pouvoir effectuer des comparaisons, les spectres 
de RMN des DOP fluorees et non fluorees doivent etre effectues dans les 
memes conditions de solvant. 

La con&ante de couplage vicinal 3J(HN, C,H) depend de l’angle diedre 
8 form& par les plans H-N-C, et N-C,-H, selon une relation de type Karplus 
[24, 251. Une relation lie 3J observe (3J0bS.) a 3J(HN, C,H). Cette relation 
permet de tenir compte de l’electronegativite des substituants port& par les 
atomes de carbone [26]: 

-1 

3J(HN, CH) = 3J,bS. 1 - O,lcAEi (1) 

oh 3Jobs.: constante de couplage expkimentale; AEi: difference d’electro- 
negativite entre les substituants port& par les car-bones et l’atome d’hydrogene. 

Pour un systeme peptidique: 

3J(HN, C,H) = 1,09 x 3Jo,,s. G-3 

De nombreuses relations de type Karplus ont ete etablies a partir de 
l’analyse de systemes peptidiques CO-NH-C-H cti et trans [ 27-331. Bystrov 
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[32] a obtenu l’eqn. (3) a park de donnees experimentales provenant de 
molecules cycliques de 5 a 7 chamons: 

?J(HN, C,H) = 5,6 x cos2 8+ 1,5 x sin2 0 (3) 

Davies et Khaled [ 331, qui ont utilise des 2,5-dioxopiperazines incorporant 
un residu Gly, ont obtenu l’eqn. (4): 

3J(HN, C,H) = 6,l x cos2 0 (4) 

Dans le cas des 2,5-dioxopiperazines, lorsque le cycle est plan (par 
exemple c[Gly-Gly]), l’angle diedre 8 forme entre les deux plans H-N-C, 
et N-C,-H est egal a 60” et la con&ante de couplage 3J(HN, CJI) observee 
est egale Q 2,2 Hz [2, 31. 

Quand le cycle possede une conformation bateau ou chaise, l’angle 8 
depend de l’orientation du proton port6 par le C,. 8 est inferieur a 60” si 
ce proton est en position semi-equatoriale et la con&ante de couplage 3J(HN, 
CJi) est superieure Q 2,2 Hz. Si ce proton est en position semi-axiale 8> 60” 
et la con&ante de couplage vicinal est alors inferieure a 2,2 Hz (Fig. 3). 

Par consequent, pour un cyclodipeptide de configuration determinee LL 
(ou DD) ou DL (ou LD), l’etude des constantes de couplage 3J(HN, CJI) pour 
chaque acide amine permet de definir la conformation du cycle DOP. Les 
Tableaux 1 et 2 representent tous les cas possibles. 

L’amplitude des con&antes de couplage 3J(HN, C,H), en relation avec 
les angles 8, permet d’estimer le degre de pliure /3 pour les dipeptides 
cycliques ayant un cycle sous la for-me bateau. En effet, si l’on suppose que 
les liaisons amide sont planes et les C, tetraitdriques, l’angle 0, forme entre 
les plans H-H-C, et N-C,-HL d’un residu aminoacide de configuration L ou 

Ha Ha 

‘J(HN, H,) > 2,2 Hz %T(HN, H,) < 2,2 Hz 

3 N' 
c//o co 

k H co 
\ <H’e 

N 9 H 
H C/N He 

O@ Y 
$a Ha 

0<60” 

‘J(HN, H,) > 2,2 Hz 

co 

?I(HN, H,) < 2,2 Hz 

Fig. 3. Valeur de l’angle 0 selon les diverses conformations et configurations. 



52 

TABLEAU 1 

Cow&antes de couplage vicinal 3J(HN, H,) en Hz en fonction des conformations de DOP de 
configuration LI. 

Conformation du cycle DOP ler rCsidu 2Pme rksidu 

8” 3J(HN, HLI) 8” 3J(HN, HA 

g-:3- 60 2,2 60 2,2 

<60 >2,2 

>60 <2,2 

HI 

“Li IF o- - N- 
II 

-C-- 
0 

H 
+ 

1 

<60 >2,2 <60 <2,2 

Y 
>60 <2,2 <60 > 2,2 

l’angle 0, form4 entre les plans H-N-C, et N-C,-H, d’un rbsidu d’acide 
aminb de configuration D sont reli& & la pliure p par les relations [33]: 

,8=10+60° (5) 

p=60°-14,1 (6) 

avec 0” < e < 90”. 
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TABLEAU 2 

Constantes de couplage vicinal 3J(HN, HJ en Hz en fonction des conformations de DOP de 
configuration DL 

Conformation du cycle DOP ler rksidu 2Pme rCsidu 

B” 3J(HN, %I 8” 3J(HN HEJ 

>60 <2,2 

>60 <2,2 

<60 >2,2 <60 >2,2 

<60 >2,2 

>60 <2,2 

>60 <2,2 

Des con&antes de cduplage 5J entre deux protons port& par les C, 
des deux acides amim% appartenant Q une DOP sont parfois mesurkes [34, 
351. Darts le cas de dipeptides cycliques, l’amplitude de ces constantes de 
couplage 5J dbpend du degrk de contribution s et p au niveau des liaisons 
amide, ainsi que de la nature et de la configuration des rhidus aminoacides. 
D’une manike g&A-ale, les constantes 5J entre deux protons en cis par 
rapport au cycle (cas des 2,5-dioxopipkrazines LL ou DD) sont supkieures 
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21 celles mesurees entre deux protons en truns (cas 
OU LD) [33, 341. 

L’orkntatim prt?ft%vntielle des chaines latkrales 

La constante de couplage 3J(H, X) entre deux 

des cyclodipeptides DL 

noyaux H et X (X=H 
ou X = F’) d’un systeme ethane substitue R,R,XC,C,HR,R, depend de l’angle 
diedre 8 for-me entre les plans definis par X-C&, et C,C,H [ 241. Cependant, 
cette con&ante de couplage ne depend pas seulement de 8 mais aussi d’autres 
facteurs qui possedent une influence plus ou moms grande comme la longueur 
de la liaison C,-CP, les angles de liaison X-C&, et C&,-H [25] et surtout 
de l’electronegativite des substituants lies aux carbones C, et C, [32]. Les 
cha^mes later-ales des residus aminoacides des dipeptides cycliques sont 
considerees comme animees d’un mouvement de libre rotation autour de la 
liaison Ca-CB. Les constantes de couplage vicinal 3J(H,, HP) et 3J(X, HJ 
mesurees sont des moyennes des contributions des trois rotameres decal& 
1, 2 et 3 (fig. 4) plus stables que les rotameres eclipses [36, 371. 

Si on appelle n,, n2 et n3 les populations respectives de ces trois 
rotameres 1, 2 et 3, les constantes de couplage 3J(H,, HP) et “J(X, HJ 
peuvent s’exprimer selon le systeme d’equations suivant: 

3J(H,, HP) = nl J,(H,, HP) + nzJ,(H,, HP) + n3JgS(H,, HP) (7) 

3J(X, HJ = nl J,(H,, X) + nz J,(H,, X) + na J,r(H,, X) (8) 

nl+n,+n3=1 (91 

Les constantes de couplage Jg et JzV sont sensibles a l’environnement, 
c’est a dire Q I’orientation des substituants port& par les carbones C, et C, 
[31, 37-391. Cependant, ce phenomene est parfois neglige, auquel cas Jg 

et Jgr sont consider-es comme identiques. 

Orientation des chaikes lat&-ales non jiuor~es 

La relation etablie par Cung et Marraud [41 I [eqn. (lo)] est appropriee 
Q la determination de l’orientation des cha^mes laterales non fluorees d’un 
peptide: 

3J(H,, H,)=5,1 xcos2 0-1,8xcos 8+7,0 (10) 

HNCNZ$:CO HN;&NHCO HN;*;O 

HCI HCX HCi 

(1) (2) (3) 

Fig. 4. Reprbsentation de Newman des conform&es d&al& autour de la liaison de liaison 
c,-CP. 
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Dans ces conditions, le calcul donne: 

Jg, = Jg = 3,55 Hz Jt= 13,9 Hz 

Le systeme d’eqns. (7)-(g), avec X = H,, , devient: 

3J(H,, H,)=(n,+n3)3,55+n,13,9 

3J(H,, Hp,) =n, 13,9 + (q +n,)3,55 

voir eqn. (9). 

(11) 

(12) 

La resolution du systeme d’equations permet d’obtenir les populations 
n,, n2, n3 des trois rotameres 1, 2 et 3: 

n, (ou n2) = 
3J(H,, H,) - 3,55 

10,35 

nz (ou nl)= 
3J(H,, Ho,) - 3,55 

10,35 

17,45 - 
n3= 

[3J(H,, HP) +3J(H,, Hp.)] 

10,35 

(13) 

(14) 

(15) 

Cette methode qui neglige l’effet d’orientation des substituants ne permet 
pas de distinguer n, de n2. Par ailleurs, pour ce qui concerne les cha^mes 
lat&ales des residus de la s&me et de la threonine, les eqns. (13)-(15) ne 
peuvent etre appliquees qu’apres avoir effectud les corrections suivantes: 

pour la sk-ine: 3J(H,, H,) = 1,OS x3J(Ha, HP) observe (16) 

pour la threonine: 3J(H,, HP) = 1,ll X3J(HLI, HP) observe (17) 

Orientation ties chaines latbrales flum~es 
L’electronegativite de l’atome de fluor port6 par C, de la cha^me laterale 

d’un residu d’acide amine modifie sensiblement les valeurs des constantes 
de couplage 3Jg et “J,. Les relations etablies pour les systemes peptidiques 
ne peuvent done pas etre utilisees sans modification pour determiner 
l’orientation preferentielle des chaines later-ales fluorees. 

Abraham et al. [42-441 a propose plusieurs equations liant la constante 
de couplage vicinal moyenne “J,,, B l’electronegativite des substituants port& 
par les car-bones C, et C, d’un systeme ethane substitue. Cependant, ces 
relations ne tiennent pas compte de l’effet d’orientation des substituants 
electronegatifs. Bystrov [32] a montre que les con&antes de couplage gauche 
sont t&s sensibles a cet effet quand les substituants sont en tram, coplanaires 
avec l’un des protons couples (Fig. 5). 

Forrest [40] a propose une equation liant la constante de couplage 
vicinal gauche a l’electronegativite des substituants, pour un systeme ethane 
substitue: 

3Jg(R* R1)(Ha, HP) = 4,1+0,63&I& (l -O,462A&)(l- O,462AZ&,) (18) 
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effet minimum effet maximum 

Fig. 5. Effet de l’orientation des substituants SW la constante de couplage 3JJH,, HP) d’une 
systeme Cthane substituC. 

Dans cette equation, Jg @* R’)(HO, HP) represente la constante de couplage 
vicinal gauche entre dew protons en truns par rapport aux substituants R 
et R,; ZZAEi est la somme des differences d’electronegativite entre l’atome 
d’hydrogene et les six substituants port& par les carbones C, et C, (echelle 
de Pauling); AE, (ou AZ&) est la difference d’electronegativite entre l’atome 
d’hydrogene et le substituant R (ou R,). Ces differences d’electronegativite 
peuvent etre calculees a partir de la difference de deplacement chimique 

(&Hz - && des d&-iv& de l’ethane CH3-CH2R [45]. Pour ce qui concerne 
la con&ante de couplage vicinal trans 3J,(H,, Hp), Hamman et al. [45] ont 
etabli une relation qui tient compte de I’electronegativite des substituants 
port& par les car-bones C, et Cp: 

3J,(H,, H,)=l5,0-0,77xA& (I9 

oh CAE, possede la meme signification que ci-dessus. 
Les memes auteurs ont propose, sur la base d’un modele de type ethane 

substitue, des equations reliant les con&antes de couplage 3J,(H,, F) et 
3J,(H,, F) aux ele ctronegativites des substituants port& par les carbones C, 
et Cp: 

3Jp(H,, F) = 15,35e-0@6~AEi (20) 

3J,(H,, F) = 65,75 - 7,522AEi (21) 

11 faut preciser que ces auteurs n’ont pas tenu compte de l’effet d’o- 
rientation des substituants dans l’etablissement de l’eqn. (20). Les eqns. 
(18)-(21) peuvent Gtre utilisees pour determiner l’orientation preferentielle 
des chaines later-ales monofluorees des DOP. 

Dt%rmination des rota&es des DOP & cha&es la&%-ales Phe(F) ou 

Faba 

Les 2,5-dioxopiperazines que nous avons synthetisees comportent deux 
types de chames laterales monofluorees, puisqu’elles proviennent soit d’un 
melange d’isomeres (u2, 3R) et (2S, 3s) de l’acide 2-amino-3-fluoro-3- 
phenylpropano’ique (Phe(F)), soit de l’acide (2R, 3R) 2-amino-3-fluorobu- 
tanoi’que (Faba) [ 11. 

Gas du r&du Phe(_F] 

Le residu Phe(F) incorpore dans les 2,5-dioxopip&a.zines est de con- 
figuration (2& 3R) ou (28, 3s). La Figure 6 represente, pour les deux 
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Fig. 6. Rotameres en conformation d&a&e de la chame 1atCrale du rkidu Phe(F) dans les 
DOP. 

isomer-es, les projections de Newman autour de la liaison C,-CB mettant en 
evidence la position des substituants du carbone C, par rapport au cycle 
DOP. Si l’on se place dans l’hypothese d’une libre rotation, les eqns. (7)-(g) 
s’ecrivent: 

3J(H,, HP) = nl Jg (F, NHCo)(HO, HP) +n, J,(H,, HP) +n, JgcCsHs7 ‘ONH)(Ha, HP) 

(22) 

3J(Ha, F) = nl Jt( Ha, F> + (nz +~lJgWa, F) (23) 

voir eqn. (9). 
D’autre part, les eqns. (18-21) donnent: 

3Jg’Fp NHCo)(Hu, HP) = (4,1+ 0,63&W,)(l- O,462A&)(l-0,462&n& 

(24) 

(25) 

3J,(H,, H,) = 15,O - 0,77~AE, (26) 

3J,(H,, P) = 15,35e-0~266~AEi (27) 

3J,(H,, F) = 65,75 - 7,52xA& (28) 

avec hEi= hEr + m&n6 + hEeoN” + hENHe0 et hEr = 1,7; me&& = 0,55; 
hE NHCo=0,825 [32, 45, 461. hEcoon et hEcooR sont egaux en general a 0,4. 
Comme nous avons constate experimentalement que les deplacements chi- 
miques du proton H, sont sensiblement les memes pour les composes 



58 

Fig. 7. RotanSres en conformation d&alCe de la chaine 1atCrale du rCsidu Faba des DOP. 

C&H,-CH(F)-CH(NH,)-CONH-R et CGH,-CHQ-CH(NH2)-C02R, nous avons 
attribub B AECoNH cette meme valeur. Les bqns. (22) et (23) deviennent: 

3J(H,, HP) = 0,835~~~ + 12,32n, + 3,824~ (29) 

3J(F, HJ = 39,62n, + 6,09(n, +TZ.J (30) 

voir Cqn. (9). 

Gas du r&idu Faba 
Le rksidu que nous avons incorporC est de configuration (2R, 3R). La 

Figure 7 reprhente les dilT&ents conform&es d&al& dans les DOP 
c[Faba-Yaa]. 

De la mGme mar&e que pour le cas prkckdent, le syst&me d’bquations 
suivant est obtenu: 

3J(H,, HP) = n, Jgpp NHCo)(Hol, HP) + nr? J,(H,, HP) + n3Jg(CH3T ‘ONH)(Ha, HP) 

(31) 

3J(H,, F)=n,J,( Ha, F> + (122 +r43V,(H,, F) (32) 

voir bqn. (9). 
En utilisant le meme systGme d’eqns. (18)-(21), et avec &!&HS = 0,05 

[47] nous obtenons: 

3J(H,, HP) = O,793n, + 12,71n, + 4,76n, 

3J(F, HJ = 43,3&z, + 6,96(n, + %) 

voir kqn. (9). 
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