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La recente ddcouverte dans des extraits de cerveau de deux pentapeptides, la Leu-encephaline 

et la Met-encephaline (1) qui pourraient jouer le rSle d'effecteurs endogenes du rkepteur morphinique 

a provoqu6 un intertt considkable (2) (3). Le plus actif de ces peptides, la Met-encephaline (H-5r- 

Gly-Gly-Phe-Met-OR) possede la plupart des proprig&+ pharmacologiques des morphiniques (4). Nous avons 

recemment montrd par RMN 'Id 3 300 MHz que la Met-encephaline possede en solution une conformation re- 

pli&e dans laquelle le reste N-terminal Tyr-Gly joue le rgle de la rdgion opioide consaune 5 toutes les 

structures rigides des opiac6es (5) (6). La prkence d'une conformation prLferentielle &ant relative- 

ment inattendue pour un pentapeptide, il stait important de confirmer ce resultat par une gtude en RMN 
13 C des temps de relaxation longitudinale T, ce qui permet, dans certaines conditions, d'acceder aw 

mouvements g&&raw et locaux des peptides (7) (8). 

Dans ce travail preliminaire nous avons interprgtg complatement la spectre 13 C de la Met-en- 

cephaline, determine tous les T, et calculd les diffarents tamps de corrglation 'rmol et 'tint. La pr&sen- 

ce d'une conformation ou d'une famille de conformations repliges est discutge en termes d'interactions 

peptide-rdcepteur. 

PARTIE EXPERIMENTALE Les spectres 13 C ont 6tl obtenus sur un appareil VARIAN XL 100 fonctionnant 2 

25,2 MHz. en mode FT. Les temps de relaxation T, ont Btd mesurds par la methode d'inversion-retour 180“, 

T, 90" (sdquences de 10 valeurs de r comprises entre 10 ms et 300 ms). 
13 

Les valeurs de T1 sont calculges 

par regression 1inLaire (0,95 < r < 0,99). Les Tl des CO et des carbones aromatiques quatemaires ant 

Bt& mesurBs par la msthode de saturation progressive et les valeurs obtenues sont relativement imprlci- 

ses et ne foumissent qu'un ordre de grandeur des T,. Les dsplacements chimiques 6 sont exprim6s par 

rapport au TMS en rSf&rence interne. La Met-encephaline a etd synthLtisle dans le laboratoire par une 
mikhode en phase liquide ( ). 

RFSULTATS - DISCUSSION La figure I represente le spectre de la Met-encephaline en solution dans le 

DMSO d6/D2G, 50/50. Les dgplacements chimiques 6 des differents carbones (Tableau I) ont Ltd obtenus 1 

partir des resultats de la littkature (9 ) sauf pour les diffkents CO, CHCX et CHAT. Cew-ci ont Bt& 

dOduits des expdriences de variation des 6 en fonction du pH (10) (Figure II). La titration du r&idu 

C-terminal (pH 4-5) permet d'attribuer les CO, Ck et CH2S de Met alors que l'B12vation du pH (7 1 IO) 
conduit P la ddprotonation du NH3+ terminal et a l'attribution des signaux des CO, CHn et CZzB de Tyr. 

Pour Ce rLsidu l'effet est plus important en 8 qu'en c( comme cela a d6js Btd signals (II). Le dgblin- 

dage du C5 de TYX 1 pH 10 est dQ B la dgprotonation du groupe OH. La seule ambiguitg restante conceme 

les CO et les CH2u des glycines. 
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Figure I. 

Speotre 13C de Za Met- 
encephaZine tO,l M dam 
DMSUd6/DzO, 50/50, pH 
6,%, temp. 3B°C, 8000 
*Zsions, intervaZ- 
Zes 1 s, angZe d'intpul- 
sion 90"). 
La Met-encephaline est 
repzGent&e sck?ntatique- 

DM!SOd, /D,O 50 % 
ment duns Ze conforrrkz- 
t&m propos& p R&W 
IfI f 6). 

EPPRT OVEREAUSER (NOE) ET TRMPS DE REUXATION T, 

Tous les 13 C proton& out un NOE mar (200 X) et leur mkanisme de relaxation est done uni- 

quement de type dipflle-dip8le. Nous limiterons la discussion aux 13 C proton&. Les valeurs de T, des 

diffikents carbones sont rassemblees dans le tableau I et don&es en NT, (N = nombre de protons 1iGs 

au C). 
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Figure II. 

vat+at,k?a&3 6 13 c de Zu Met-encephatine en 
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* Ces attributions peuvent dtre invem36es. 

TABLEAU I 
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Les points les plus importants 1 noter sent : a) La valeur moyenne des NT, des CRY du 

squelette (- 150 ms) est de l'ordre de cellestrouvges dans l'antibiotique cyclique Gramicidine S 

(140 ms) (12) et l'octapeptide linaaire angiotensine II (- 110 ms) (8) ; b) Les NT, des CE$,a des 

glycines sont plus slew% et cette augmentation a Bt6 attribuee soit B une longeur de liaison C-E 

plus grande, soit 1 un degrl de libertg plus important de ces 13 C en raison de l'absence de subs- 

tltuant ; c) Les NT, des CHU des rlsidus terminaux (Tyr et Met) sont du m8me ordre ou m&e infd- 

rieurs aux CB2a Gly et CHa Phe. 

Ce demier point est extr&nement important puisque lorsqu'il existe un ensemble de con- 

formations moyenn6es dans des peptides lincaires tels que LH-Bli (11) ou Gly-Gly-X-Gly-Gly (13) ou 

dans le reste lin&aire d'un peptide cyclique (14), on observe des NT1 3 B 4 fois plus grands pour 

les C&r des restes terminaux que pour les CHa des rkidus centraux. Par contre dans le cas d'une 

conformation repliee (angiotensine) ou cyclique (ocytocine) les NT, des CHa sont du m8me ordre dans 

l'ensemble de la moldcule. 

Tous ces r&ultats sont done en faveur d'une conformation repliee pour la Met-encephaline. 

La structure de la molkule serait dans ces conditions 1 peu p&s sphkique et done son mouvement 

de rgorientation isotrope. D'autre part les conditions expErimentales (cone, temp.) et les valeurs 

de Tl indiquent que les conditions du retrikissement extrkne sont remplies. Nous pouvons done relier 

les T, aux temps de corrslation de r&orientation molkulaire Tmol. Toutefois s'il existe des possi- 

bilitds de mouvements de rgorientation locaux (rotation, oscillations autour des liaisons etc...) 1 

une vitesse l/rint > l/~~~l, la temps de corr&lation effectif reff sera une combinaison de ~~1 et 

rint selon [ 1 1. 
* 

l/NT, =,,22 2 -6 6~ int 3r. 
y Cy Hr 

int 
rmol [A+B- 

6=mo1 + ' 3rint + 'mm01 
1 avec A = 1/4(3c0s~8-1)~ 111 

B = 3sin28cos28 

C - 3/4sin48 

En l'absence de mouvement interne 'cm01 = ~~~~ et tous les NT1 sont pratiquement Ogaux. En 

cas de reorientation locale t 
mol > T. int et les valeurs de NT., varient d'un carbone ?i l'autre. D'une 

fa9on g&kale, plus les valeurs de T1 sont grandes plus la possibilitd de mouvement interne sur le 
13 C consider6 est grande et done le degrs de libertd important. La constante des NT1 des C&r et CH2a 

de la Met-encephaline indique une absence de mouvement segmental du squelette. Le temps de corr&la- 

tion de l'ensemble de la mol6cule calcul& 1 partir de [I ] est : -rol = 3.10 -10 s pour r = 1,09 i et 
<NT,> = 160 ms. Cette valeur est proche de celles trouvges pour les mollcules repliBes (angiotensine 

r mol = 4,8.10-lo) (8) et cycliques (ocytocine 'cm01 = 5.10-'") (14), b' ien que ces peptides poss8dent 

des poids molkulaires plus grands. 

Les trois chakes laterales supportent des mouvements locaux diffgrents. La chake de la 

Methionine possgde d'importants degr6s de libertg. A l'aide de [I ] on calcule ~~~~~ = 1,2.10 -10 8 et 
Tinta = l.lO-'" s. Le phsnyle du r&idu Phe toume autour de l'axe Cli28-Cz; (NTICI; < NT,CG et CE). 

Enfin la tyrosine n'a pas de mouvement propre autour de l'axe CH28-CCOH (NT,CG,E: - NT1 squelette). 

* kz sZgnificatCon et les valaus des diffe’rentes con&antes ti, y, A, B, C, son-b do&es dam Za 

r4f&enoe 8. 
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Tous ces resultats sont en accord avec la conformation re- 

pliOe de la Met-encephaline propos6e par RMN 'H (HI turn) (6). En par- 

ticulier les mouvements de Phe et Met sont en accord avec les positions 

pseudo+quatoriale et pseudo-axiale de ces restes par rapport au 8 turn 

Le comportement trls particulier de la Met-encephaline eet sans doute 

en rapport avec sa forte hydrophobie (15). 

Les &sultats de cette note renforcent 1'hypothPse d'une 

interaction ttte-queue entre les COO- et NH 
+ 
3 terminaux. Le blocage 

du reste Tyr est peut gtre da B des interactions OH-solvaut mais il est tentant de l'attribuer 1 

uu poids p&pond&ant d'une conformation mimant la region opioide. Dana ces conditions, la Met- 

encephaline se comporterait couune une structure rigide capable sans transconformation ddpensike 

d'kergie de s'inslrer dans le r&epteur morphinique avec une constante d'association voisine de 

celles des opiacges rigides. 
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