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CHAPITRE 1 I 
INTRODUCTION OENERALE 





Intérêt des oligosaccharides 

L e s  glucides constituent u n e  classe d e  composés 

bio-actifs d'importance considérable. Ils s e  rencontrent dans 

la matière vivante sous des formes trés diverses allant d e  

monomères simples (tels que le glucose), d'oligoméres (lactose, 

saccharose, etc ... ) ou d e  polyméres d e  trés haut poids 

moléculaire. Bien que leur importance ait été reconnue d e  

longue date, la variété des fonctions qu'ils remplissent a étP 

trés longtemps sous-estimée. I l  était alors admis q u e  d e  

petites molécules jouaient un rôle essentiellement inter- 

médiaire par leur participation aux processus élémentaires d e  

la photosynthése et leur position clé dans les cycles 

métaboliques. Les macromolécules résultant d e  la poly- 

condensation d e  ces mono ou oligosaccharides étaient 

considérées comme des substances d e  soutien (celluloses par 

exemple) o u  d e  réserve énergétique permettant d e  régulariser la 

vie métabolique d e  la cellule. Dans cette classification d e s  

constituants d e  la matière vivante, les glucides n e  

bénéficiaient pas d e  la noblesse des protéines ou des acides 

nucléiques par exemple. 

I l  est pourtant rapidement apparu que d e  nombreux composés d e  

nature glucidique complexe intervenaient trés souvent pour 

contrôler des processus biologiques divers. De très nombreuses 

protéines subissent une maturation conduisant A la formation d e  

glycoprotéines par addition d e  segments oligosaccharidiques ; 

c'est le cas d e  plusieurs protéines plasmatiques, des lectines, 

des protéines membranaires, des facteurs d e  groupes sanguins, 

etc ... Dans ces édifices moléculaires, la particule glucidique 

joue le plus souvent le rôle d e  signal destiné A être reconnu 

par un autre élément, macromolécule ou cellule (1). 

De plus, d e  nombreux polysaccharides jouent un rôle clé dans la 

régulation des processus vitaux, en intervenant par exemple 

pour activer ou inhiber une cascade d e  réactions enzymatiques. 

L e  contrôle des phénoménes d e  coagulation par l'héparine est 

exemplaire dans c e  sens (2). La multitude d e  phénoménes 

biologiques dans lesquels des structures osidiques sont 

impliquées a donné un nouvel essor A l'analyse structurale d e  

ces composés. 



La premiére tâche que s e  sont fixés les biochimistes a été d e  

mettre en évidence la nature chimique exacte d e  ces composés. 

La situation s e  trouve compliquée par le fait que d e  nombreux 

composés actifs sont e n  fait d e  nature polymérique : un même 

polymére peut correspondre A plusieurs activités biologiques 

apparemment indépendantes et correspondant A l'expression d e  

segments spécifiques d e  la macromolécule. La situation est 

toute différente d e  celle rencontrée avec les protéines pour 

lesquelles la structure est optimisée pour u n e  activité donnée. 

Ici au contraire, une action biologique peut éventuellement 

résulter d'une irrégularité structurale difficile A détecter. 

En admettant qu'un segment actif soit isolé grâce a des 
techniques biologiques souvent trés élaborées, le probléme d e  

la détermination d e  s a  structure s e  pose d e  façon pressante. La 

nature même des unités glucidiques et leur mode d e  liaison n e  

permettent pas u n e  mise en oeuvre des mhthodes d e  séquençage 

chimiques si précieuses pour les peptides. Malgré la 

disponibilité d e  quelques procédés enzymatiques, la majorité 

des techniques d'analyse reposent sur des dégradations 

chimiques et l'analyse d e  fragments. Bien q u e  ces approches s e  

soient révélées trés efficaces, elles sont trés longues A 

mettre en oeuvre, sont destructives pour l'échantillon et n e  

peuvent pas s'appliquer si d e  trés faibles quantités sont 

disponibles, c e  qui est le plus souvent le cas. De plus, elles 

n e  permettent pas la plupart du temps une "vision" d u  composé 

dans les conditions naturelles dans lesquelles son activité 

s'exprime. 

C e  travail a pour but d e  montrer q u e  des techniques 

physico-chimiques telles que la Résonance Magnétique Nucléaire 

permettent d e  répondre i3 l'ensemble d e s  questions posées sans 

conduire A la destruction d e  l'échantillon, et d e  pousser 

l'analyse au-dela des problémes structuraux vers les problémes 

conformationnels pour la définition d e  relations structure- 

activité, base d e  la compréhension du mode d'action d e  ces 

composés. 



Apports de la RMN 

De multiples informations peuvent être extraites d'un 

spectre de RMN, aussi bien d'un point de vue statique que d'un 

point de vue dynamique. En effet, grâce 21 la qualité croissante 

des techniques d'excitation et d'observation (RMN pulsée, 

utilisation des méthodes de transformation de Fourier, ... 1 ,  

ainsi que l'amélioration constante des possibilités de réso- 

lution des signaux (augmentation des champs magnétiques, ... 1 ,  

l'étude des propriétés magnétiques des noyaux d'un composé 

fournit maintenant des renseignements de plusieurs types : 

- détermination de la structure du produit. 

Pour ceci, deux cas peuvent se présenter au départ : soit on 

connaît sa formule et il ne s'agit que d'une vérification de sa 

structure (analyse), soit on ne posséde que peu de 

renseignements , et la recherche doit aboutir A la mise en 

évidence de la nature du produit. 

- indications sur la conformation du composé en solution. 

Ce deuxiPme aspect demande obligatoirement la connaissance de 

la structure. En effet, la premiére nécessité lors de 

l'élucidation par Résonance Magnétique Nucléaire de la 

conformation en solution d'un composé est d'assigner totalement 

le spectre, c'est a dire d'attribuer chaque signal A un atome 
de la structure. 

Ces considérations ne sont évidemment valables que si l'espéce 

étudiée est suffisamment représentée dans le composé et si sa 

sensibilité aux champs magnétiques est assez grande. Toutes ces 

conditions sont heureusement remplies par le proton, c'est 

pourquoi il constitue le noyau le plus observé par RMN. L'étude 

présentée ici ne faillira pas A la rPgle, et l'accent sera mis 

sur les méthodes utilisant la RMN du proton, efficaces même si 

seulement de très petites quantités d'échantillon sont 

disponibles (dans le domaine des milligrammes). 



Pour les oligosaccharides, deux autres noyaux sont évidemment 

en quantité importante : le carbone et l'oxygéne. Ce dernier ne 

possédant pas la propriété d'être facilement observable en RMN, 

seul le carbone accompagnera le proton dans cette étude. De 

sensibilité et d'abondance isotopique bien moindres, il 

demandera de plus grandes quanti tés de produit. Son observation 

servira néanmoins d'illustration A la théorie des transferts 

d'aimantation, base de la plupart des expériences. 

Dans l'étude des sucres, deux particularités sont observées : 

Tout d'abord, la RMN du proton des oligosaccharides est 

compliquée par le fait que la plus grande partie des noyaux 

observables sont placés dans des environnements très similaires 

et que peu de dispersion spectrale est attendue pour des 

raisons de structure ( 3 ) .  

D'autre part (et paradoxalement), le travail est facilité par 

le fait que chaque unité constitue essentiellement un systéme 

de spins isolé, puisque les couplages scalaires ne s'effectuent 

pas A travers l'atome d'oxygéne joignant deux cycles. Ce qui 

est pour cela un avantage peut être aussi bien vu comme un 

inconvénient, puisque dans une expérience classique, on ne 

pourra pas établir directement de lien entre les différentes 

unités, et il faudra avoir recours A des expériences faisant 

intervenir d'autres phénoménes que le couplage scalaire. 

La plupart des études concernant des composés naturels ou 

synthétiques doivent être réalisées en solution aqueuse pour 

simuler autant que possible les conditions naturelles dans 

lesquelles l'activité biologique de ces composés s'exprime. 

Jusqu'A présent, toutes les études ont été conduites dans l'eau 

lourde afin de s'affranchir du signal de l'eau et pour cette 

raison, les informations majeures ne peuvent être obtenues que 

des protons non échangeables c'est A dire dans le cas présent, 

ceux qui sont portés par des atomes de carbone. Les signaux 

issus des OH, NH... pourtant potentiellement intéressants ne 

sont pas observables dans ces conditions. Nous verrons que 

certaines méthodes élaborées permettent toutefois d'extraire de 

précieuses informations dans l'eau légére. 



Toutefois, dans les conditions classiques d'observation 

(solution dans l'eau lourde), les seuls éléments accessibles 

sont issus des protons non labiles. 1 1  est évident que dans le 

cas de composés protégés ou d'intermédiaires de synthèse, de 

nombreuses études sont possibles en solution organique (DMSO, 

CDC13 ... et permettent l'observation des OH, NH etc... mais 

nous ne nous intéresserons dans ce travail qu'a des composés 

pour lesquels seule l'étude en solution aqueuse a un sens. 

Paramètres A déterminer dans l'étude d'oligosaccharides 

Le cas le plus difficile correspond au scénario 

suivant : 

Après de longues et laborieuses semaines de travail, un 

oligosaccharide, de préférence biologiquement actif, est isolé 

par des équipes de biochimistes. Les quantités disponibles, 

quelques milligrammes par exemple, interdisent au moins 

partiellement la mise en oeuvre de méthodes d'analyse 

destructives, et de grands espoirs sont fondés sur une analyse 

RMN pour, au moins, dégrossir le problème dans la mesure où 

l'échantillon est totalement récupérable. I l  existe trés peu de 

cas pour lesquels le composé isolé est totalement inconnu, les 

méthodes utilisées pour le séparer et l'isoler étant toujours 

informatives dans ce sens. Toutefois, il devrait être possible 

de déterminer une structure a priori sans influences 

extérieures qui peuvent fausser ou orienter des interprétations 

se révélant ultPrieurement par trop hatives. Les questions 

auxquelles on doit pouvoir répondre de façon absolue sont les 

suivantes : 

1"- Quel est l'état de pureté du composé ? 

2"- Combien d'unités osidiques entrent dans sa structure ? 

3"- Quelle est la nature de ces unités, sans présumer de leur 

place dans la chaîne oligomérique ? 



4"- Quels sont les Pventuels substituants présents sur ces 

diverses unités de base ? 

Par exemple, dans le cas des dérivés d'héparine, il est 

fondamental de savoir si des groupes sulfate , acétyle, etc... 
sont présents et il est impératif de pouvoir les localiser de 

façon totalement univoque. 

5"- Dans quel ordre ces unités sont-elles enchaînées pour 

constituer la structure oligosaccharidique ? 

6"- Quelle est la nature de la liaison glycosidique qui joint 

deux unités successives (alpha ou béta) ? 

7"- Comment peut on décrire la conformation de chacun des 

cycles osidiques? 

8"- Enfin, si des études de relation structure-conformation- 

activité sont envisagées, il sera nécessaire de mettre en 

oeuvre des méthodes permettant d'accéder A la conformation 

globale de la molécule, c'est A dire pouvoir définir une 

conformation moyenne analogue aux structures secondaires ou 

tertiaires des protéines. 

Nous allons tenter de montrer que la mise en oeuvre de 

techniques RMN (essentiellement protonique) peut fournir 

suffisamment d'informations univoques pour que l'ensemble de 

ces problémes soient résolus. AprPs une rapide exploration des 

maigres apports de la RMN classique, nous montrerons que des 

approches plus élaborées permettent de lever successivement 

toutes les ambiguités et de surmonter toutes les embûches qui 

ne manqueront pas de se présenter. Enfin, pour contourner 

certains inconvénients intrinséques des approches proposées, en 

particulier en RMN bidimensionelle, des méthodes efficaces et 

rapides seront proposées et appliquées aux cas présentés dans 

ce travail. 



P r é s e n t a t i o n  du p l a n  

C e t t e  é tude a  donc pour b u t  de d é c r i r e  d i f f é r e n t e s  

expér iences en RMN haute r é s o l u t i o n ,  e t  de montrer  l e u r s  

a p p l i c a t i o n s  su r  q u a t r e  o l i gosaccha r i des  présentés dans l e  

c h a p i t r e  IP. D '  un o b j e c t i f  au dépar t  purement méthodologique, 

e l l e  e s t  complétée par des exemples conc re t s  d ' i n t é r ê t  

b i o l o g i q u e  impo r tan t .  

Tout au l ong  de c e t t e  étude,  deux méthodes d ' ana l yse  des 

expér iences de RMN son t  mises en p a r a l l é l e  , a f i n  de montrer  

l e u r  complémentar i té  ( e t  l e u r s  s i m i l i t u d e s )  ; l ' a p p r é c i a t i o n  

des deux pe rme t t ra  une compréhension p l u s  n e t t e  des phénoménes 

mesurés, comparable A l a  v i s i o n  d ' u n  o b j e t  sous deux ang les  

d i f f é r e n t s .  

A i n s i  dans un premier  temps, nous r a p p e l l e r o n s  t r é s  briPvement 

l e s  p r i n c i p e s  de l a  RMN, en u t i l i s a n t  t o u t  d 'abord  une 

d e s c r i p t i o n  c l a s s i q u e  ( c h a p i t r e  II), p u i s  un formal isme d é r i v é  

de l a  mécanique quant ique ( c h a p i t r e  XI). Ceux-ci nous 

pe rme t t ron t  par  l a  s u i t e  de t r a i t e r  l e s  séquences de deux 

maniéres d i f f é r e n t e s  en u t i l i s a n t  l a  p l u s  adaptée A chaque cas.  

Les i n s u f f i s a n c e s  des "anciennes" techniques de RMN s e r o n t  

montrées dans l e  c h a p i t r e  IP, a l o r s  que l e  c h a p i t r e  P s e r v i r a  

en quelque s o r t e  d ' i n t r o d u c t i o n  aux méthodes nouve l l es  

d ' i n v e s t i g a t i o n  par  u t i l i s a t i o n  des couplages s c a l a i r e s ,  en 

t r a i t a n t  des t r a n s f e r t s  d ' a i m a n t a t i o n  (au  sens l e  p l u s  généra l  

du terme) avec l e s  expér iences hé té ronuc léa i res  '"c - 'H A une 

dimension. Le c h a p i t r e  QI présen te ra  l e s  p r i n c i p e s  généraux des 

expér iences A deux dimensions, avant  l e u r  développement dans 

l e s  c h a p i t r e s  s u i v a n t s  : c o r r é l a t i o n s  s imp les  ( c h a p i t r e  Q Z ) ,  

m u l t i p l e s  ( c h a p i t r e  UN), e t  c o r r é l a t i o n s  v i a  l e s  cohérences 

double quantum ( c h a p i t r e  I X ) .  Ces d e r n i é r e s  nous pe rme t t ron t  

d ' i n t r o d u i r e  e t  d ' e x p l i q u e r  l e s  man ipu la t i ons  e f f ec tuées  dans 

1  'eau légPre  au c h a p i t r e  X ; dans c e t t e  p a r t i e ,  nous 

cons idèrerons auss i  l e s  méthodes d ' e x c i t a t i o n s  s é l e c t i v e s  q u i  

se ron t  u t i l e s  pour l e s  expér iences de c o r r é l a t i o n s  A une 

dimension ( c h a p i t r e  X I ) ,  pe rmet tan t  d ' o b t e n i r  des sous-spectres 

cor respondant  A des l i g n e s  ou colonnes de m a t r i c e s  2D, mais 

possédant de nombreux avantages. 

Toutes ces expér iences nous pe rme t t ron t  de déterminer  l a  

s t r u c t u r e  e t  l a  con fo rmat ion  de chaque u n i t é .  



La d e r n i é r e  p a r t i e  de ce t r a v a i l  concerne l e s  i n t e r a c t i o n s  

d i p o l a i r e s  ( c h a p i t r e  X I ,  q u i  son t  des t inées  a m e t t r e  en 

évidence des p r o x i m i t é s  e n t r e  atomes ( c h a p i t r e  Xm), e t  donc 

donner des renseignements sur  l 'enchaînement i n t e r - u n i t é  e t  l a  

conformat ion en s o l u t i o n  des composés. 
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CHAPITRE II 

INTRODUCTION A LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE 





I I -  Phénomène de Résonance Magnetique Nucléaire : 

Cer ta ins  noyaux possedent un moment angu la i re  associé h 

un moment magnétique détec tab le  par RMN. En e f f e t ,  i l s  

cons t i t uen t  des charges é l ec t r i ques  en constante r o t a t i o n  

( s i m i l a i r e s  h des boucles de courant )  q u i  se comportent comme 

des d ipô les  magnétiques. 

Ces d ipô les ,  placés dans un champ magnétique in tense Bo, 

subissent  deux forces,  puisque A l a  f o i s  l e u r  moment c i né t i que  

P e t  l e u r  moment magnétique in te rv iennen t .  L ' e f f e t  r é s u l t a n t  

e s t  une précession autour de l ' a x e  de Bo (précession de 

Larmor), où l e  d i p ô l e  forme avec l e  champ magnCtique un ang le  - 

d ' au tan t  p l us  grand que l e  champ e s t  f a i b l e  ( f i g u r e  II-1). 

FIGURE II-1 
-b -+ 

4 : moment nuzgnbt igue P : momonf angutaire 



L' énerg ie  d '  i n t e r a c t i o n  e n t r e  ce  d i p ô l e  e t  l e  champ magnétique 

e s t  : 

- .  

dP + 
o r :  E = - = -  P' . m 0  

d  t 
-b - + + 

d ' o ù  : S .  w o  - . B o  

On d é f i n i t  donc un f a c t e u r  r e p r é s e n t a t i f  de chaque noyau : 

ce q u i  permet d ' é c r i r e  : 

éauat ion  de Larmor 

Le r a p p o r t  gyromagnétique peut  ê t r e  p o s i t i f  ou n é g a t i f ,  ce  q u i  

d é f i n i t  l e  sens de p récess ion  des vec teu rs  magnét i sa t ion  d ' u n  

noyau e t  l e u r  o r i e n t a t i o n  par  r a p p o r t  au champ Bo. De p lus ,  

pour un champ constant ,  l a  f réquence de précess ion des vec teu rs  

e s t  d ' a u t a n t  p l u s  grande que e s t  é levé.  

La spec t roscop ie  de Résonance Magnétique N u c l é a i r e  pu lsée 

c o n s i s t e  .A envoyer pa r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d ' u n  champ r a d i o -  

fréquence B I  une é n e r g i e  q u i  d o i t  ê t r e  absorbée par ces 

vec teurs  en précess ion.  Ceci  peut  ê t r e  v i s u a l i s é  comme un 

phénoméne de résonance, puisque l a  v i t e s s e  de r o t a t i o n  de B I  

d o i t  ê t r e  éga le  A CO, pour que l ' a b s o r p t i o n  d ' é n e r g i e  a i t  l i e u .  

4 

La d é t e c t i o n  e s t  r é a l i s é e  dans l e  p l a n  p e r p e n d i c u l a i r e  A B o  

s u i v a n t  une seu le  d i r e c t i o n  ( s i m p l e  d é t e c t i o n )  ou s u i v a n t  deux 

d i r e c t i o n s  or thogonales dans ce  même p lan  ( n o t é  xy = p l a n  

t r ansve rse ) ,  s imul tanément ou a l t e r n a t i v e m e n t  ( d é t e c t i o n  en 

quadrature,  d é t a i l l é e  u l t é r i e u r e m e n t ) .  

II-2 1 Quantification du phénomhne : 

Toutes l e s  équa t ions  données par  l a  mécanique c l a s s i q u e  

ne son t  a p p l i c a b l e s  que pour des grandeurs macroscopiques,c 'est  



A d i r e  q u ' e l l e s  concernent l e s  r ésu l t an tes  de phénoménes 

, i n d i v i d u e l s  impossib les b observer séparément. 

Pour ra isonner  sur  des vecteurs i n d i v i d u e l s ,  il e s t  nécessaire 

d ' a v o i r  recours b l a  mécanique quantique. Ce l l e - c i  ind ique que 

l e  moment c inP t ique  ( e t  donc l e  moment magnétique) e s t  

q u a n t i f i é .  De f a i t ,  l a  composante Pz de P dans l a  d i r e c t i o n  de 

Ë, ne peut prendre que des va leurs  en t i e res  ou demi-ent ieres 
h . . 

m u l t i p l e s  de - = +i : 
2% 

- Pz = m, #i (e t ,  par s u i t e  : w z  - mr7#i) 

m, e s t  Ce nom6re 9uanti9ue de sp in  e t  peut prendre (21 + 1) 

~ ~ b 0 2 4 r s .  

f sp in  nucC6aire, peut ê t r e  e n t i e r  ou deai -ent ier  se ton une 

regCe enloirique concernant Ce n u d r o  atomique e t  Ce nom6re de 

7 M J S 0  - 

E _ x g m g l g  : 

- s p i n  1 /2  : i ~ , i 3 ~ , 3 i ~ , 1 3 ~ , 1 s ~ ,  ... 
- sp in  1 : 'H,''N, ... 
- s p i n  3/2 : 2 3 ~ a ,  ... 

L 'a iman ta t ion  macroscopique q u i  en r é s u l t e  p rov i en t  d 'une 

d i s t r i b u t i o n  inéga le  des populat ions dans l e s  d i f f P r e n t s  é t a t s  

de sp in ,  e t  e l l e  e s t  f onc t i on  de l a  température. Le rappor t  des 

popu la t ions  o b é i t  A l a  l o i  de d i s t r i b u t i o n  de Boltzmann. 

Etudions p l us  en d é t a i l  l e  cas de noyaux de sp in  1 /2  ( seu l  cas 

développé dans c e t t e  étude)  : 

pz ne peut prendre que deux va leurs  d i s t i n c t e s  q u i  sont  : 

FIGURE li-2 



A 1 'équilibre, le systéme est donc constitué de deux états 

d'énergie : 

spins paralléles spins antiparalléles 

état OL état p 
Na spins Np spins 

Les niveaux a et p ne sont pas dégénérés et selon la loi de 

distribution de Boltzmann la valeur du rapport des populations 

est : 

T : tempbrature (Kedvin) 
k : facteur de Bodtzmann 

P a ,  Pp : Bnergies des Btats a et 4 

Puisque 1 ' énergie d' interaction avec Bo est : 

alors : E - Ep = - 7% B o  
a 

soit : 

Amplitude de la magnétisation 
longitudinale 

= Polarisation 

L'écart entre les deux populations dépend donc du rapport 

gyromagnétique du noyau, de l'intensité du champ Bo et de la 
température. Pour augmenter cette différence de population, on 

pourra, soit augmenter le champ, soit diminuer la température. 

I l  convient aussi de remarquer que pour un rapport 

gyromagnétique positif, il y aura plus de dipôles orientés 

parallPlement au champ que de dipôles antiparalléles. 



FIGURE 11-3 

Popudations de sp ins  nucedaires soumis à un c h a m  B O  en 

G 'absence de tout autre c h a m .  

/ G  n ' e x i s t e  aucune cohdrence de phase Pour C e s  sp ins  h 

t ' 6 ~ u i C i b r e ~  c ' e s t  h d i r e  que Ca projec t ion sur Ce PCan 

transue+se xy  de da r&suCtante da tous 86s vecteurs sp ins  

nucCdaires e s t  nuCCo. 
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La résu l tan te  de ces vecteurs peut ê t r e  d é c r i t e  par : 

FIGURE II-4 : R e ~ r é s e n t a t i o n  Dar vecteurs d0Heisenberq 

L ' e x c b s  de poputation sur un des deux niveaux e t  Ca non- 

cohdrence de phase pour Ces sp i -  imy~tique que Ce vecteur 

r&suCtant est aCig72é sebon C'axe z. 

il-3) Concepts gdnéraux : 

Lorsque l ' o n  envoie l e  champ radio-fréquence B, pendant 

un temps extrêmement cour t  ( " p u l s e " ) ,  l ' é q u i l i b r e  es t  rompu, 

car l e s  populations des deux niveaux changent, ce r ta ins  spins 

passant de l ' é t a t  a A l ' é t a t  p .  



FIGURE Ji-5 

ReprBsentat ion des popudat ions de spins nucCBaires (et 

description par vecteurs d'Heisen6erg) aprDs inrgouGsion radio-  

YrQquence Bi. 

C'est le temps d'application de l'impulsion ( d e  puissance fixe) 

qui détermine l'ampleur du déséquilibre créé, et donc 

l'orientation du vecteur aimantation résultant qui en découle. 

AprPs une telle perturbation, deux phénoménes entrent en jeu 

pour chaque noyau : 

- les populations vont retrouver leur proportion initiale, par 

l'intermédiaire des phénoménes de relaxation. Ceux-ci sont 

régis par deux paramétres, le temps d e  relaxation longitudinal 

T, et le temps de relaxation transverse T p  dont nous parlerons 

plus tard. 

- chaque vecteur magnétisation va continuer A précesser autour 



de Bo dés que B, aura d isparu  avec sa fréquence de Larmor 

propre, mais c e t t e  f o i s  sa précession sera détectable,  puisque 

l a  composante de l ' a i m a n t a t i o n  dans l e  p lan t ranverse e s t  non 

n u l  l e .  

FIGURE TI-6 

PrBcession et retour Lt C 'B~uiCibre da C 'aimanta* ion appas 

perturba& ion par un puese radiofr6~uerrce. 

Considérons l e  vecteur  magnét isat ion t ransverse M x y  tournant  

autour de l ' a x e  z avec la v i t e s s e  angu la i re  CO. 

S i  Mx,, e s t  o r i e n t é  se lon l ' a x e  x au temps t = O, sa r o t a t i o n  

peut ê t r e  d é c r i t e  par l e s  expressions : 

- - M x y  COS C O t  

- - Mx,, s i n   CO^ 

O ,  A t o u t  i n s t a n t ,  M x  e t  M y  sont l e s  composantes de l a  

magnét isat ion se lon l e s  axes x e t  y. 

Remarquons que M y  peut S t r e  é c r i t  : 
- 

"'y - '"xy coscot - 0) 



76 
où ( q u i  e s t  dans ce cas égal  A - r a d )  e s t  appelé 1 '  anale de 

2 
phase.' M x  e t  M y  correspondent aux termes r é e l s  e t  imag ina i res  

de l a  f o n c t i o n  déc r i van t  l a  r o t a t i o n  des vecteurs.  

D-3-3) Not ion de r é f é r e n t i e l  tournant  : 

Dans l e  r é f é r e n t i e l  f i x e  l e  champ B r t o u r n e  dans l e  p lan xy h 

l a  fréquence de Larmor U, . A f i n  de s i m p l i f i e r  l e s  

raisonnements, il e s t  p l u s  s imple d ' u t i l i s e r  un nouveau 

r é f é r e n t i e l  x ' y ' z ,  où x '  e t  y '  son t  des axes orthogonaux 

tournant  (au tour  de O z )  A l a  fréquence u,. Dans ce r é f é r e n t i e l  

tournant ,  l e  champ Bi e s t  s t a t i o n n a i r e ,  e t ,  de l a  même maniére, 

l e s  moments magnétiques précessant A l a  fréquence U, son t  

f i x e s .  Ceci r e v i e n t  h i g n o r e r  complétement l ' e x i s t e n c e  du champ 

B o  e t  h se débarrasser de ses e f f e t s .  

On p a r l e r a  a i n s i  par exemple de pu lse  9 0 x ,  q u i  s i g n i f i e r a  

é g a l i s a t i o n  des popu la t ions  de sp ins  créée par un champ de 

phase x dans l e  r é f é r e n t i e l  tournant.  

II-3-41 Déplacement chimiaue e t  c o u p l a ~ e  : 

S i  l e s  fréquences de t r a n s i t i o n s  pour chaque noyau répondaient 

exactement h l a  c o n d i t i o n  de Larmor, l a  Résonance Magnétique 

Nuc léa i re  n ' a p p o r t e r a i t  que de f a i b l e s  renseignements. En f a i t ,  

le champ e f f e c t i f  que s u b i t  un noyau dépend des d l e c t r o n s  

appartenant aux noyaux v o i s i n s ,  e t  on l u i  assoc ie une constante 

d 'écran  a : 

A i n s i ,  des vec teurs  sp ins  nuc léa i res ,  même d'espéce iden t ique ,  

peuvent précesser A des fréquences d i f f é r e n t e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

de l e u r  environnement. La p o s i t i o n  e f f e c t i v e  de résonance par  

r a p p o r t  h une ré fé rence permet de d é f i n i r  l e  déplacement 

chimique o : 



- Si - CurCq - ui).106 p a r t i e s  par  m i l l i o n  

- 
" ~ C P  "i 

6 :  = .106 ppm 

(Noté a u s s i  couplage i n d i r e c t  par o p p o s i t i o n  au couplage 

d i r e c t  - beaucoup p l u s  f o r t  - 21 t r a v e r s  l ' espace ,  mais ne se 

man i fes tan t  pas s u r  l e s  spec t res  de substances l i q u i d e s  

i so t ropes .  C f .  c h a p i t r e  s u r  l e  NOE. ) 

La s t r u c t u r e  m u l t i p l e  observée au n i veau  d ' u n  t ype  de noyau 

p r o v i e n t  de l ' i n t e r a c t i o n  des s p i n s  n u c l é a i r e s  par  l ' i n t e r -  

méd ia i re  des l i a i s o n s .  C e t t e  i n t e r a c t i o n  se  p r o d u i t  par  l a  

p o l a r i s a t i o n  des s p i n s  é l e c t r o n i q u e s  par  l e s  s p i n s  n u c l é a i r e s  

e t  par  l e  mouvement des é l e c t r o n s  de valence.  Ce phénomène 

i n t r a m o l é c u l a i r e  A t r a v e r s  l e s  l i a i s o n s  e x p l i q u e  que l a  

constante  de couplage observée s u r  l e  s p e c t r e  ne dépend pas de 

l a  va leu r  de Bo. Le r é s u l t a t  n e t  e s t  que l e s  s p i n s  n u c l é a i r e s  

se t ransmet ten t  une i n f o r m a t i o n  mu tue l l e  s u r  l e u r s  é t a t s  de 

sp ins .  

Considérons un systéme A deux s p i n s  1 / 2  coup lés  f a i b l emen t  

Sans couplage, l e  diagramme d ' é n e r g i e  correspondant A un t e l  

systéme e s t  représen té  s u r  l a  f i g u r e  lï-7. 

S i  on suppose que J > O (on  p o u r r a i t  f a i r e  une analyse 

i d e n t i q u e  avec J < O ) ,  on peut  montrer  que l e s  n iveaux A s p i n s  

p a r a l l é l e s  (n iveaux e t  pp)  o n t  l e u r s  énerg ies  augmentées de 
J - e t  que l e s  n iveaux a s p i n s  a n t i p a r a l l é l e s  o n t  l e u r s  énerg ies  
4 - 

J 
abaissées de -. Ce s e r a i t  l ' i n v e r s e  avec J < O, mais l e  s p e c t r e  

4 
obtenu s e r a i t  l e  même ( f i g u r e  lï-8). 



FIGURE II-7 

FIGURE II-8 

f d  W a dbsbnbrescence des é t a t s  d'énergie  du s ~ s t b m e .  



Du p o i n t  de vue v e c t o r i e l ,  chaque vec teur  s p i n  n u c l é a i r e  

. (précessant  A l a  f réquence V )  e s t  séparé en deux composantes 
J J 

q u i  t ou rnen t  A des f réquences v + - e t  v - - ( s o i t  en v i t e s s e s  
2 2 

angu la i res  : CO + IZJ e t  CO - IZJ) : 

FIGURE II-9 

Slparation des composantes d'un vecteur spin nucC6aire due au 

coupCage avec un autre noVau (on se pdace dams Ce rbY6rentied 

tournant da YrBguence v ) .  

1 
A u  bout  d ' u n  temps t = - , il y a  r e f o c a l i s a t i o n ,  c ' e s t  A d i r e  

25 
que l e s  deux vec teu rs  se r e t r o u v e n t  au même e n d r o i t .  

On comprend donc que l ' e f f e t  de p récess ion  par  couplage 

a p p a r a î t  comme une f o n c t i o n  s i n u s o ï d a l e  pour un d é t e c t e u r  p l a c é  

dans l e  p l a n  t r ansve rse  : 



Ji-3-51 Phénoménes de r e l a x a t i o n  : 

Ces phénom9nes ne sont d é c r i t s  i c i  que briévement a f i n  de 

montrer l e u r s  e f f e t s  dans l e s  expériences de R.M.N. pulsée. 

Chaque p a r t i c u l e  (noyau ou é l e c t r o n ) ,  entourée d'un grand 

nombre d ' au t r es  p a r t i c u l e s  en mouvement e t  ayant l e u r  propre 

fréquence de Larmor, p e r ç o i t  un champ e f f e c t i f  modulé par une 

composante a l é a t o i r e  e t  f l u c t u a n t e  appelée " l e  b r u i t  

magnétique". Ce l l e - c i  c o n t i e n t  une p ropor t i on  p l u s  ou moins 

grande d'éléments A l a  fréquence du noyau considéré, q u i  

permettent d ' i n d u i r e  des t r a n s i t i o n s  e t  de r é t a b l i r  l ' é q u i l i b r e  

de Boltzmann. 

E l l e  r é g i t  l a  décroissance de l a  composante t ransverse de 

l ' a iman ta t i on ,  donc du s i gna l  mesuré au cours du temps. E l l e  

e s t  i n f l uencée  par de nombreux phénoménes : 

- l a  premiére c o n t r i b u t i o n  ( l a  p l u s  impor tante)  e s t  due A des 

i n t e r a c t i o n s  d i r e c t e s  e n t r e  sp ins  ( f l i p - f l o p )  ; c ' e s t  pourquoi 

T z  e s t  auss i  appelée r e l a x a t i o n  spin-spin.  Lo rs  du processus de 

f l i p - f l o p ,  deux sp ins  de nombre quantique d i f f P r e n t  

s'échangent ( f i g u r e  II-11). 

FIGURE II-l& 



Il n ' y  a cependant aucune cohérence de phase en t r e  l e s  

d i r e c t i o n s  i n i t i a l e s  e t  f i n a l e s  de l ' u n  ou l ' a u t r e  sp in.  Cela 

condui t  donc A un déphasage de l a  magnét isat ion dans l e  p lan  

transverse M x y  (mais aucunement A une v a r i a t i o n  de 

l ' a iman ta t i on  l o n g i t u d i n a l e  M Z  , puisque l e s  popu la t ions  des 

niveaux ne sont  pas mod i f iées) .  

- Une au t re  c o n t r i b u t i o n  a T, e s t  l ' inhomogénéi té  du champ Bo. 

En e f f e t ,  ce paramétre en t ra îne  une d i s p a r i t é  au n iveau des 

sp ins  précessant aprés impulsion, e t  donc une d im inu t ion  de M x y  

r ésu l t an te  par rappor t  au cas i d é a l  oh Bo e s t  t o u t  a f a i t  

constant. 

- ~ - k i - - l = n q i k u d i - ~ - T ~  : (spin-réseau) 

E l l e  r é g i t  l e  r e t o u r  A l ' é q u i l i b r e  de l ' a iman ta t i on  

l ong i t ud i na l e  aprés une pe r tu rba t ion ,  e t  e s t  provoquée par une 

évacuation de 1 ' excés d 'énerg ie  par i n t e r a c t i o n  avec 

1 ' environnement. 

F I G U R E  II-12 

Hbcanisae de r e t a r a t  i o n  spin-roseau . 



Lors de c e  processus, il n'y a lA encore pas conservation de la 

phase entre les positions de départ et d'arrivée, c e  qui 

implique que Ti contribue également A diminuer l'aimantation 

transverse M 
X Y '  

Ainsi, on comprend que Ti ne peut pas être plus court que T 2 , .  

et que la relaxation longitudinale apparait comme une des 

composantes de la relaxation transverse. Pour la RMN haute 

résolution sur des liquides, il n'y a pas de processus de 

relaxation spécifique A T2, donc Ti = T2, A condition que Bo 

soit parfaitement homogéne. 

- 4  Détection : 

Ji-4-1) Principe : 

L e  schéma classique de la réception est le suivant : 

Le signal est détecté au moyen d'une (ou plusieurs) bobine et 

apparait sous forme de force électromotrice qui est amplifiée 

ensuite et démodulée par la fréquence de la porteuse. Un filtre 

passe-bas est alors appliqué pour éliminer les composantes 

précessant des fréquences trop éloignées, c e  qui impliquerait 

des contraintes d'échantillonnage trop sévéres. En effet, le 

signal analogique (continu) est converti en signal digital 

(discret), automatiquement échantillonné en fonction du 

théoréme de Nyquist. Ce théoréme énonce que pour représenter 

correctement une fonction sinusoïdale, il faut l'échantillonner 

(relever ses valeurs) au moins deux fois par période. 

Ainsi, toute raie située A une fréquence v i  par rapport A la 

porteuse C u o )  ne pourra Ftre correctement définie en position 

et en phase que si elle est digitalisée au moins deux fois par 
L 

période, soit par intervalles de temps de maximum. 
l u i  - u,,J 

Dans le cas contraire, elle apparaitrait A une fréquence de 

repliement (calculable), avec une phase non linéaire par 

rapport aux raies correctes. 



En r a i s o n  d e s  phénoménes  d é c r i t s  précédernrnen t ( p r é c e s s i o n  d e  

Larmor  e t  r e l a x a t i o n )  q u i  a g i s s e n t  s u r  les v e c t e u r s  

m a g n é t i s a t i o n s  t r a n s v e r s e s ,  le s i g n a l  r é c u p é r é  p a r  le  d é t e c t e u r  

( " F r e e  I n d u c t i o n  D e c a y "  = F I D )  a u r a  p o u r  f o r m e  : 

- r é s o n n a n t  e x a c t e m e n t  A l a  f r é q u e n c e  n o m i n a l e  v 0  d u  p u l s e  : 

La p r é c e s s i o n  a p p a r e n t e  d u  v e c t e u r  d a n s  l e  r é f é r e n t i e l  t o u r n a n t  

est n u l l e  e t  l ' é v o l u t i o n  d u  s i g n a l  est d u e  u n i q u e m e n t  A l a  

r e l a x a t i o n  t r a n s v e r s e  : 

FREE INDUCTION DECAY 

temps 

FIGURE a-13 

- r é s o n n a n t  A u n e  f r é q u e n c e  v i  d i f f é r e n t e  d e  v o  : 

FREE INDUCTION DECAY 

0.0 - 
0.s - 
0.4 - 
0.3 - 
0.2 - - - 

w - 
temps 

-0.. * 

FIGURE II-14 



S i  l e  pu lse couvre une gamme de fréquence assez l a r g e  ( c e l l e - c i  
2 

e s t  égale A - Hz, oh t p  e s t  l a  durée du pu lse) ,  tous l e s  
t p  

noyaux d 'une même espéce sont  e x c i t é s  :- 

FREE INDUCTION DECAY 

temps 

1 \w 
l l TRANSFORHP1TION 

DE FOURIER 

FIGURE II-15 

Modes de dCtect ion : 

.\i! LLE 3 

a )  Détec t ion  simple : 

Si la fréquence de l a  porteuse e s t  comprise dans l a  gamme de 

fréquence des noyaux i r r a d i é s ,  l a  dé tec t ion  s imple ne permet 

pas de d i f f é r e n c i e r  l e s  vecteurs précessant h ( v 0  - v i )  e t  A 

< v ,  + v ~ ) ,  s o i t ,  aprés démodulation, - v i  e t  v i .  

Détec t ion  unique selon l ' a x e  x ( seu le  l a  composante en x des 

vecteurs e s t  détectée)  : 



MEME FID POUR LES DEUX .VECTEURS 

FIGURE II-16 

Ains i ,  aprés t rans format ion  de Fou r i e r  du FID, pour un noyau 

précessant a U, , on récupére un spect re  erroné contenant en 

p l us  un s i g n a l  image symétrique de U, par rappor t  h U, 

(rappelons que l a  transformée de Fou r i e r  d'une f onc t i on  r é e l l e  

e s t  une f onc t i on  p a i r e ) .  

FIGURE II-17 

P z e w G e  de signaux obtenus par d 4 t e c t t o n  s i w C e  quand G e  

spectre  e s t  s i t u b  de part e t  d 'au t re  de da porteuse.  

T r a i t s  pCeins : p ics  normaux point idCIs : pics  images 

Pour s ' a f f r a n c h i r  de ce probléme, il e s t  nécessaire que tous 

l e s  vecteurs précessent p lus  v i t e  (ou moins v i t e )  que l e  

r é f é r e n t i e l ,  c ' e s t  h d i r e  que l ' i m p u l s i o n  s o i t  placée a l ' u n e  

ou l ' a u t r e  ex t rémi té  du spectre.  



FIGURE II-18 

S u ~ ~ r e s s i o n  des pics $muges en dé~taçant Ga porteuse une 

extrbaitd du spectre. 

Ce mode de dé tec t i on  présente t o u t e f o i s  de nombreux 

inconvénients  : 

- l ' i m p u l s i o n  d o i t  c o u v r i r  deux f o i s  l a  gamme spectra le,  ce q u i  

peut poser des probltkmes pour disposer d'une puissance 

s u f f i s a n t e  au n iveau de l 'émet teur .  

- l e  b r u i t  de l a  p a r t i e  gauche es t  contenue dans l e  FID, ce q u i  

en t ra îne  une d im inu t ion  du rappor t  s i g n a l / b r u i t  ( S I N )  

- l e  dd tec teur  d o i t  échan t i l l onner  l e  FID a une fréquence deux 

f o i s  supér ieure A c e l l e  q u i  s e r a i t  s u f f i s a n t e  s i  l ' i m p u l s i o n  

é t a i t  au cen t re  du spectre.  

b) Ddtec t ion  en quadrature : 

Cet te  technique r e v i e n t  h considérer  deux détec teurs  

orthogonaux c o l l e c t a n t  l ' i n f o r m a t i o n  spec t ra le  sirnultanement, 

r é a l i s a n t  l a  récep t ion  des p o i n t s  rPe l s  e t  des p o i n t s  

imag ina i res  du FID. Q ins i  l a  t rans format ion  de Four ie r  d 'une 

t e l l e  f onc t i on  complexe f o u r n i r a  l e  spec t re  de p a r t  e t  d ' a u t r e  

de U, : 



FIGURE n-lq 
D i e r c t  Son  rn qucrdraturœ. 

Dans le systéme NICOLET, les valeurs réelles et les valeurs 

imaginaires sont stock&ar respectivement dans la premi&ra et 

dans la seconde moitib des fichiers. 

Une autre solution, employée par BRUKER, revient A décaler une 

fois sur deux la phase du récepteur et A échantillonner 

successivement les deux canaux, les points impairs 

correspondant au canal A r é e l ,  les points pairs au canal B 

(imaginaire). 

Rvantages da la detaction en quadrature : 

- Le rapport B/N est mu1 tiplib par fi (donc la gain de temps 
est de 2) puisqu'il n'y a pas repliement du bruit comme en 

ddtection $impie, et 'qu'il y a non-coh&rence du bruit dans 

les deux canaux. 

- Rdpartition plus uniforme et optimisation de la puissance du 

pulser. 

- L'bchantillonnage s'effectue A une fr&quence deux fois 

moindre qu'en ddtection simple, puisque la gamma A couvrir, 

; d9 l'oftset (frSquhnte de la porteuse) au pic le plus 

élofgn+ est divisde gar 2. 

La ddtection an quadrature#'peut toutefois g+nbrar des anomalies 

dues h des petites variations des caPact&ristiques des canaux 

d'échantillonnage: 



- inéquiva lence de ga in  des deux canaux : 

La non-compensation des d i f f é rences  de s e n s i b i l i t é  des deux 

canaux peut en t ra îne r  l ' a p p a r i t i o n  de p e t i t s  p i c s  images 

pa ras i tes  : 

FIGURE a-20 

Probdhao d'in6quivaCe72ce de g a i n  pour Ces deux canaux de 

rbcep t  i o n  de Ca quadrature . 

Un s imple systCme b deux phases ( O  e t  90') pour l e  récepteur  

diminue d 'un  fac teu r  2 l ' e r r e u r  d 'ampl i tude due A c e t t e  

d i f f é rence  de gain.  

- non o r t hogona l i t é  des récepteurs : 

(ou décalage de phase non p a r f a i t )  

.Ceci peut en t r a îne r  l a  encore l ' a p p a r i t i o n  de p i c s  pa ras i tes  : 



FIGURE 11-21 

P r o b d B m e  de n o n - o r t A o . g o n a d i t é  des  deux d6tocteurs f a u s s a n t  C a  

quadrat ur s  - 
Pour éliminer ce problème, une alternance (0-180.) de la phase 

du pulse et des récepteurs est utilisable : 

detec teur / 

FIGURE II-22 

C o r r e c t  ions du p r o b d O n r e  de non-ort h o g o n a d  i t& . 
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Gain d 'un fac teu r  2. 

A i n s i  un cyc lage u t i l i s a n t  l e s  quat re  phases (0,90,180 e t  270.1 

permet de diminuer l e s  e r reu rs  dues au gain e t  A l a  

non-or thogonal i t8  des dCtecteurs par  un fac teu r  8. Ce systéme 

e s t  l e  systPme CYCLOPS : 

Ouvrages utilisks : 

pulse 

x 

Y 

- X  

-y 

- R. K. H a r r i s  : 

" Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy " 

Pitman Pub l i sh ing  (1983) 

récepteur  

+A +B 

-B +A 

-A -B 

+B -A 

- R. R. Erns t ,  G. Bodenhausen e t  A. Wokaun : 

" P r i n c i p l e s  o f  nuc lear  magnetic resonance 

i n  one and two dimensions " 
Clarendon Press - Oxford (1987) 

- E. Fukushima, S. B. W. Roeder : 

" Experimental Pulse NMR " 
Addison - Wesley Pub l i sh ing  Company, Inc .  (1981) 

- D. Shaw : 

" Four ie r  Transform N.M.R. Spectroscopy " 
E l sev i e r  Science Pub l isher  B.V. (1984) 





CHAPITRE Ill 

FORMALISME QUANTIQUE 





m-1 Introduction : 

Ce c h a p i t r e  peut  sembler de pr ime abord hermét ique A 

q u i  n ' e s t  pas f a m i l i a r i s é  avec l a  mécanique quant ique e t  l e s  

c a l c u l s  d ' opé ra teu rs .  C e t t e  v o i e  e s t  néanmoins nécessa i re  pour  

comprendre e t  r ep résen te r  cor rectement  l e s  e f f e t s  des séquences 

de pu lses  s u r  des systémes de sp ins ,  dans quelque c o n d i t i o n  que 

ce s o i t .  En e f f e t ,  l a  mécanique c lass ique ,  fondée sur une 

i n t e r p r é t a t i o n  de phénoménes macroscopiques, ne permet pas de 

d é c r i r e  tous  l e s  événements p r o d u i t s  su r  des s p i n s  i n d i v i d u e l s .  

Par exemple, s i  l ' o n  peut  rep résen te r  l ' a c t i o n  d ' un  pu lse  90" 

su r  un vec teur  magnét isat ion,  q u ' i l  s o i t  a l i g n é  se lon z 

(cor respondant  A une d i f f é r e n c e  de p o p u l a t i o n ) ,  ou dans le p l a n  

xy (cor respondant  A une e x c i t a t i o n )  par  un schéma c lass ique ,  

c e c i  d e v i e n t  imposs ib le  dés l o r s  q u ' i l  s ' a g i t  d 'une t r a n s i t i o n  

m u l t i p l e  quantum ( r e l i a n t  l e s  é t a t s  a r o ~  e t  pp d 'un  systéme A 

deux s p i n s  par  exemple). De l a  mgme maniére, l a  d e s c r i p t i o n  des  

e f f e t s  d ' u n  p u l s e  d i f f é r e n t  de 90" ou 180" su r  l a  forme e t  

l ' i n t e n s i t é  des r a i e s  d ' un  m u l t i p l e t  d e v i e n d r a i t  t r é s  complexe 

par c e t t e  méthode. 

E x p l i c i t o n s  t r é s  succinctement l e  formal isme q u i  va s u i v r e  : 

S i  l ' o n  mesure une grandeur physique $, un é t a t  de c e  systéme 

e s t  d é c r i t  pa r  un vec teur  appelé k e t  19) (son vec teur  conjugué 

e s t  < < p l  nommé b r a ) .  Il se m o d i f i e  par  l ' a c t i o n  d ' u n  opéra teur  B 

q u i  t rans fo rme ce vec teur  en un a u t r e  vec teur  19' > par l a  

t r a n s f o r m a t i o n  B 19) = 19' ). 

L ' é v o l u t i o n  avec l e  temps d ' u n  systéme macroscopique (don t  on 

ne peu t  donner avec c e r t i t u d e  l a  p o s i t i o n  e t  l e  mouvement de 

chaque élément)  e s t  d é c r i t e  par  l ' a c t i o n  d ' u n  Hami l ton ien.  C e  

d e r n i e r  e s t  un opéra teur  q u i  i n t e r v i e n t  par  l ' é q u a t i o n  de 

Schrodinger s u r  un vec teur  r e p r é s e n t a t i f  auss i  p r é c i s  que 

p o s s i b l e  de l a  d i s t r i b u t i o n  du systPme, nommé f o n c t i o n  d'onde. 

Ce c h a p i t r e  a  é t é  i n s p i r é  des t ravaux de M. Goldman (1) e t  de 

O. W .  S ~ r e n s e n  ( 2 ) .  



III-2 1 Matrice densité : 

Considérons par exemple un systéme formé de N spins 

1 / 2 .  Selon les régles de la mécanique quantique, un état de ce 

systéme caractérisant les propriétés de chacun de ces N spins 

doit comporter des vecteurs de la forme : 1 . s i ,  c2,. . . , .sN> où 
chaque a i  peut être + ou - ( + 1 / 2  ou - 1 / 2  pour le nombre 

quantique de spin 1. 

Le nombre de composants, donc la dimension de la base, est 

ainsi énorme, et il est impensable de manier un tel espace, 

voire même d'arriver A connaître les vecteurs individuels, 

puisque de toute façon le principe d'incertitude d'Heisenberg 

et le fondement même de la mécanique quantique ( "  l'observation 

perturbe la mesure " 1  interdisent d'envisager une méthode 

d'observation précise d'un tel systéme microscopique. 

On utilise alors une approche statistique dans laquelle on ne 

précise que la distribution des probabilités qu'un spin donné 

soit dans un état quelconque du systéme. Cette démarche est 

analogue a ce qui se fait en mécanique et thermodynamique 

statistique, et elle est justifiée par le fait que, pour la 

plupart des grandeurs macroscopiques, la fluctuation 

statistique autour de leur valeur moyenne est trés faible. 

Dans un état I+> bien déterminé, la moyenne d'une grandeur 

physique B d'opérateur B est égale A <+IBI+>. 

Pour un ensemble statistique de kets distribués selon la loi de 

probabilités +(+) ,  cette moyenne devient : 

i pu i s9ue  C 1 i .>tHi 1 = i t h -  de  c d â t u r e )  
i 

On définit un opérateur u tel que : 



qui est l'o~érateur densité. 

Ainsi l'équation [3] devient : 

(B) = Trace (Bu 

Toute l'information statistique sur le systéme est contenue 

dans l'opérateur a, puisque l'on peut obtenir non seulement la 

valeur moyenne de la grandeur B mais aussi la distribution de 

probabilité de ses valeurs possibles. 

lu-3 Equation d'évolution d e  l'opérateur densité : 

En considérant 1'Hamiltonien dont les valeurs propres 

sont des fréquences, l'équation de Schrodinger s'écrit alors : 

et, pour le bra conjugué : 

d 
donc, - I + > < + l  = I $ > < + I  + 1+><$1 

d t 

E~uation de Liouville-Von Neumann 



L'Hamiltonien inclut les termes de déplacement chimique, de 

couplage, et d'interaction avec des champs radiofréquences 

dépendant du temps. I l  peut être rendu indépendant du temps 

dans un intervalle fini si l'on choisit un repére mobile 

adéquat. 

On pourra alors écrire : 

=(t) = e - i H t  O(O) e i H t  

et donc u(t+ti+tz) = eiHZt2e - i H i t l  u(t) eiHitleiHZt2 Cl1 1 

(Rappedons Que c e s  équat ions sont v a t a b t e s  uniquement s i  H, Hi, 

Hz sont inciSpendants du temps.  ) 

On a ainsi décomposé l'évolution de 1'Hamiltonien principal 

dans le temps en transformations unitaires, caractérisées par 

des propagateurs e i H k t k ,  dans lesquels les Hamiltoniens Hk sont 

invariables : 

Ayant l'évolution de l'opérateur densitP dans le temps, les 

composantes M x  et M y  de la magnétisation observable seront 

obtenues 21 partir des relations de trace (cf. équation [b]) : 

O& N = nombre de noyaux par uni t6  de votunreJ e t  

en  sommant sur tous  des s p i n s  b 

d'un i so tope  par t icudier  (I3c, 'H, ... 1 -  

F x  et F y  sont des opérateurs observables indépendants du temps, 

donc d'aprés l'équation [ll] : 



On a ainsi rendu l'opérateur dépendant du temps, c e  qui permet 

d e  retrouver la représentation d'Heisenberg, où, par analogie 

avec l'équation [Il], l'évolution est décrite par : 

lu-4 Formalisme des opérateurs produits : 1 

Pour résoudre les équations [Il] et [13] , on doit 

exprimer l'opérateur densité comme une combinaison linéaire 

d'opérateurs de base B5 : 

- u - x OU 9 OU z ; k : i d e x  du no&/au (pour des d i y / é r s n c i e r )  

N = monebre to tad  de noyaux dans Ge sgstBme de sp ins  

a - - i pour noyau g e t  aSk = O Pour C e s  N - 9 r e s t a n t s  

Q = rz.uTRbre d 'op4ra teurs  a 2 s p i n  dans 8 'opérateur  produi t .  

Un système A N spins est décrit par 4N opérateurs produits. l 
l 

gxgmglg : recensement des 16 opérateurs produits B, pour un 

système A 2 spins. 



I k z  : magnétisation longitudinale du spin I k  
I k x  : magnétisation transverse (en phase) selon x 

I k y  : magnétisation transverse (en phase) selon y 

FIGURE m-i 

Aepr&santation drs op&rateurs h un spin par Cas vectaurs 

d'Heisenôer9 et popudat ions (pour z) ou transitions ( x  ou 9 )  

correspo&antes 



2 I k Z I l z  : magnét isat ion l o n g i t u d i n a l e  d ' o r d r e  2 

2 I k X I l z  : magnétisat ion t ransverse x de I k  

en ant iphase par r a p p o r t  A 1 ,. 
2IkyIlZ : magnét isat ion t ransverse y de 1, 

en ant iphase par r a p p o r t  A 1,. 

2IkXIlx, 21kYIlY, 21kxIIy, 21kyIlx : opérateurs  formant l e s  

cohérences h O e t  2 quanta. 

2 0  2 c 1 k x 1 a x  - lkyl,y): 

NON REPRESENTABLE PAR 

VECiEURS D'HEISENBERG 

NON REPRESENTABLE P M  

VECTEURS D'HEISENBERG 

FIGURE Xi-2 

Prentpdes d 'op6rateurs d: deux spins freprbsentat i ~ n  

d 'Heisenberg et diagrammes d 'dnergies ) . 



Dans un systPme A 3 spins, on aura aussi : 

I I  4 1 k ~  l z  m z  : magnétisation transverse x en antiphase 
par rapport A 1,  et A Im. 

4 1 k x I  : cohérence 2 spins en antiphase par rapport A Im. 

4 1 k ~ 1  IZ'IIIZ : magnétisation longitudinale d'ordre 3. 
I I  4 1 k x  l x  m x  : cohérence A 3 spins. 

F I G U R E  IU-3 

Dicrgrammes d'6norgio sur CesqueCs son) reprbse~ztées Cos 

f ~ a n s i t  ions corres~ondant  aux ruCt iPCof s f &=, Zf tz e t  

f f ( tous do jr69uonco C r  m s  



La cohérence 2 spins en antiphase comprend des transitions A 

O et 2 quanta (notées OQ et 2 Q )  avec des multiplets de 

composantes en opposition de phase dépendant de la polarisation 

I m z  du spin "passif" 1 ,. 

Remarque : on parle de "magnétisation" uniquement pour les 

transitions A 1Q observables, et de "cohérence" pour la 

magnétisation transverse et pour la cohérence multiple quantum. 

Les effets de précession libre et des pulses radiofréquence 

sont donc décrits par des séquences de transformations du 

type : 

OZ( @ B ~  = <nkr  ) / k Z  pour prbcession par dhptace-nt chimique, 

@Br = c n ~ ~ ~ ) 2 f ~ ~ 2 ~ ~  POUF QwoCut ion par coupCa9e,@Br = pour 

P U ~ S ~  radioYrbquence d'angde ,0 seCon C u 

Les phases relatives des différents pics d'un signal peuvent 

être retrouvées A partir des opérateurs produits. On utilise 

pour cela (par exemple) une procédure dans laquelle on définit 

un paramétre a i j  : 

i j : coupCage entre i et J' 

Y ,Y : rapports 9~ronuzgnQt i ~ u e s  

Lorsqu'un spectre est "mu1 tiplié" par c e  paramètre, cela 

signifie que les phases de toutes les raies sont : 

- changées de 180" quand a i j  = -1 

- inchangées quand a i  = 1. 



FIGURE a-4 

Construction du nutt iptet 4 2  t / ,z  (dbtscteur supposb sur x 1 .  
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a-5 1 Evolut ion  des o p é r a t e u r s  p r o d u i t s  : 

Rappelons la formule d e  llHamiltonien dynamique d e  2 

spins 1/2 faiblement couplés non perturbés, lorsque l'on 

néglige les phénoménes d e  relaxation : 

q u e  l'on peut réécrire en termes d'opérateurs produits B,. Les 

termes d e  cette équation commutent, donc l'évolution causée par 

les termes individuels d e  1'Hamiltonien imperturbé peuvent être 

traités séparément en ordre arbitraire. Ainsi on peut traiter 

les problPmes ( l e s  séquences complétes) en "cascades" d e  termes 

d e  déplacements chimiques et d e  "cascades" d e  termes de 

couplages, par analogie aux cascades d e  pulses. 

magnétisation en antiphase : 



r. + + r. 

c c c c  

Y Y Y Y  
C C C C  

m A A h  
X X X X  
r. + r .  r. 

u n u u  
X X X X  
Y Y Y Y  

U U H n  

X X X X  
+ r . r . +  

n  u  u  u  
X X X X  
r x x x  

w n n n  
V V V V  

C C C  
a 1 0  
13 3 U 
91 u 
ln ln 
ln al 
O O + '  
n L .4 

91 L 



a-5-2) C o u ~ l a a e s  sp in -sp in  : (pendant une durSe r )  

Ceci  correspond A l a  convers ion de magnét i sa t ion  en phase en 

magnét i sa t ion  ant iphase.  S i  on démarre en ant iphase,  

l ' é v o l u t i o n  sous couplage s c a l a i r e  génére de l a  magnét i sa t ion  

en phase : 

L ' é v o l u t i o n  des cohérences m u l t i p l e  quantum n ' e s t  pas a f f e c t é e  

par  l e  couplage e n t r e  deux noyaux appar tenant  A l a  t r a n s i t i o n .  

Par exemple : 

mais l e s  s t r u c t u r e s  de m u l t i p l e t s  dans l e s  spec t res  m u l t i p l e  

quantum r é s u l t e n t  des s p i n s  p a s s i f s  ; a i n s i ,  pour une cohérence 

pQC, le couplage e f f e c t i f  avec un s p i n  p a s s i f  I m  e s t  d é f i n i  

par  : 

J e f f  = C Ci mkJkm , où b m k  = fl se lon  l a  v a r i a t i o n  du nombre 
k 

quantum de 1 On a a l o r s  : 



N-5-31 Pulses : 

A )  magnét i sa t ion  an t i phase  : 

C ' e s t  l e  passage de l ' o p p o s i t i o n  des vec teu rs  magnét i sa t ion  du 

s p i n  k A l ' o p p o s i t i o n  des vec teu rs  du s p i n  1. 

Cas général  ( ang le  quelconque) : 

L 

b, 2 1 k ~ 1 1 ~  ' - 2 1 k ~ 1 ~ y s  ce  q u i  correspond a une 

t rans fo rma t i on  en cohérence A 2 sp ins .  

Cas généra l  : 

B )  Opérateurs de 2QC : 

Comparées aux t r a n s i t i o n s  a l Q ,  l e s  cohérences double quantum 

son t  deux f o i s  p l u s  sens ib les  aux p u l s e s  e t  aux inhomogénéités 

de champ : 
aF z 

(pQC3 - e - p @ ( p ~ ~ )  



L'effet d'un pulse d'angle p et de phase 9 peut être calcul& 

par décomposition en trois étapes séparées : 

( p h a s e  dQfirrie conv~s 8 s  d6pGacenzent  p a r t i r  de G ' a x e  x Vers 

Pour un pulse d'angle p ,  de phase @ et d'angle de tilt 8 par 

rapport a l'axe z ,  la transformation des opérateurs densitP est 

décomposable en cinq parties : 

Ceci permet de traiter l'effet d'un pulse sur un noyau éloigné 

de la fréquence centrale. L'offset est exprimée sous forme 

d'angle 8 calculé en fonction du champ effectif reçu par c e  

noyau. 
n 

Notons qu'A la résonance Cvi = >, 8 = - O  v o  -Y 

% les pulses sélectifs agissent sur les pics individuels, avec 



1 TB, 1 < 12nJ 1 < AR, et peuvent être décrits par combinaisons 

linéaires d'opérateurs produits. Dans un systéme de deux spins 

couplés, un des composants du doublet du spin Ik est égal a 
C I k x ?  2 1 k X I l Z >  : 

I t x  ML 

FIGURE a-5 

Ainsi la transformation créée par un pulse sélectif sur une des 

raies du multiplet selon l'axe u et d'angle p s'écrira : 

On peut appliquer le même raisonnement pour d'autres types de 

multiplets. 

t Pour les pulses semi-sélectifs, c'est A dire ceux qui 

touchent toutes les raies du multiplet d'un spin donné 

uniformément, il suffit d'appliquer les opérateurs classiques 

(évidemment A celles-ci uniquement) en tenant compte de l'effet 

de l'offset (différence de fréquence avec le pulse) par la 

correction d'angle de tilt, comme nous venons de le voir. 
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lü-6 1 Aspects pratiques des calculs deopCrateurs densité : 

Expériences d'écho de spin : 

(séquence T/2 - 180' - ~ / 2 )  

Hétéronucléaire : 

(pulse 180' applique uniquement au noyau 1 )  

FIGURE IU-6 

Pcho de s p i n  ABtbronuctBaire- 

En utilisant les rggles liées aux operateurs exponentiels, en 

l'occurence celle qui concerne les pulses 180° : 

(si Bk est la composante d'un opérateur agissant sur k )  

on voit que ceci est équivalent A : 



2/ Homonuc 1  é a i r e  : 

( 1  e t  S sont  deux noyaux de même espéce) 

FIGURE a-7 
Pcho de s p i n  honwnucCBaire. 

équiva lent  : 

e f f e t  da Cou~Cage comrerv4. 

On v é r i f i e  que dans l e s  deux cas, l ' e f f e t  de précession par 

déplacement chimique sur  l e  noyau q u i  s u b i t  l ' é c h o  de sp i n  e s t  

supprimé. 

III-7 1 Cyclage d e  phase : 

( pour sé lec t i onner  l e s  types de t r a n s i t i o n s )  

De nombreuses séquences de pulses u t i l i s e n t  des cyc les  

de phase pour sé lec t i onner  l e s  cohérences voulues. Un exemple 

important en e s t  l a  spectroscopie m u l t i p l e  quantum, où l e  f a i t  



que l e s  cohérences A p  quanta a i e n t  une s e n s i b i l i t h  p f o i s  p l us  

grande aux e f f e t s  de pulse e t  d' inhomogénéité de champ que l e s  

10 permet d 'env isager  un moyen de séparat ion e n t r e  l e s  deux 

phénoménes. D é t a i l l o n s  une séquence d ' e x c i t a t i o n  des cohérences 

m u l t i p l e  quantum pa i res  : 

S o i t  U* un propagateur (séquence de pulses)  schématisé par : 

FIGURE Il-8 

où tous  l e s  pulses on t  l a  même phase A l ' i n t é r i e u r  d 'une 

expérience, mais oh l a  phase v a r i e  d'une expérience A l ' a u t r e .  

%* 2 -4Fz 2 
O r  - Pquivaut A - - - , donc en transformant 

l e s  termes de l ' é q u a t i o n  précédente : 

S i  d o  représente l ' é q u i l i b r e  thermique, l e  premier "pulse"  

( r o t a t i o n )  se lon z n ' a  aucun e f f e t ,  e t  on v o i t  que, dans 

l ' a n a l y s e  d 'expér iences i n c l u a n t  des cyc les  de phase, il e s t  

s u f f i s a n t  de c a l c u l e r  l ' é v o l u t i o n  sous U* - pour une seu le  

va leur  de 9 - e t  ensu i te  d 'app l i que r  des pulses z pour 

conna î t re  l ' é v o l u t i o n  pour d ' au t r es  va leurs  de 4.  



&@yqug : s i  une séquence de pu l ses  c o n s t i t u a n t  un propagateur 

U t r a n s f é r e  des cohérences A p quanta en cohérences A p '  

quanta, sa s e n s i b i l i t é  au changement de phase peut  ê t r e  

exprimée par  : 

-bF, " X  bF z 
(pQC) - - - (p'QC) 

équ i va len t  21 : 

ce q u i  donne un f a c t e u r  de phase de e - i < ~ '  - P ' * =  e-iAP* 

d'où : 
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CHAPITRE 132 I 
LIMITATIONS DES EXPERIENCES A UNE DIMENSION CLASSIQUES 





In-1) Présentation des composés étudiés dans c e  travail : 

Les performances de la RMN et des nouvelles approches 

décrites dans c e  travail seront illustrées par des applications 

A quelques oligo-saccharides naturels ou synthétiques dérivés 

de 1 ' héparine. 

Ce polymére naturel possPde plusieurs propriétés biologiques 

importantes et la compréhension des mécanismes régissant ses 

activités passe par la détermination des séquences corres- 

pondant A l'expression de l'une ou l'autre de chacune de 

celles-ci. 

Les deux fonctions principales de l'héparine sont le contrôle 

des processus d e  coagulation (par l'intermédiaire de la 

fixation de certains segments de c e  polymére sur l'anti- 

thrombine II) et la régulation de certains phénoménes de 

croissance. De nombreux travaux ont été consacrés A la mise en 

évidence des oligo-saccharides limites capables de remplir 

l'une ou l'autre de ces fonctions. 

La strucGre de base de l'héparine est un disaccharide dont la 

structure est représentée ci-dessous : 

FIGURE In-1 

Structure de 6as0 de G 'h&~arine. 



Elle correspond A un enchaînement : 

acide (1 -, 4)-O-(a-L-idopyranosyluronic 2-sulfate) -- 
(1 -4 4)-(2-déoxy-2-sulfamino-0~-D-g1ucopyranosyl &sulfate) 

mais en réalité d e  nombreuses irrégularités existent et peuvent 

être fondamentales pour l'expression d e  certaines activités 

biologiques. La mise en évidence d e s  oligoméres limites 

possédant une activité biologique donnée passe par l'isolement 

d e  fragments d'héparine aprés dépolymérisation partielle par 

voie chimique, la séparation d e  ces fragments, la recherche d e  

leurs éventuelles activités et enfin la détermination d e  la 

structure exacte des molécules isolées. 

Les composés utilisés dans c e  travail sont représentés sur la 

figure In-2 et ont é t é  fournis par l'Institut CHOAY. 

L e  tétrasaccharide Ti est un composé synthétique comportant 

quelques unités d e  base d e  l'héparine, et qui a été utilisé 

pour la mise au point d e  la plupart d e s  expériences originales 

décrites dans c e  travail. 

L e  pentasaccharide Pi a été mis en évidence comme étant la 

partie active d u  site d'interaction d e  l'héparine avec 

l'antithrombine Ill (1). Le pentasaccharide Pz n'en diffPre que 

par la méthylation d e  l'acide glucuronique, et est totalement 

inactif. L'hexasaccharide H I  a été décrit par certains auteurs 

( 2 )  comme actif, en désaccord avec les observations effectuées 

par l'Institut CHOAY ; u n e  étude R M N  intensive a été nécessaire 

pour confirmer la structure ( 3 ) .  

Dans la description des résultats successifs conduisant A la 

caractérisation compléte d e  ces oligosaccharides, nous 

considérerons toujours q u e  les structures sont déjA connues 

afin d e  simplifier la présentation des résultats. 



CH, oS4' 

NHSO; OH NHSO; O34' NHSO; 

0%' NHSO; 

cou - 

O 

O S G  NHSO,' OH NHCOCH, OH NHSO; 

FIGURE IQ-2 

Cowas6s ut i8is&s dans cette étude. 

Pour des raisons de cohbrence, 8a noaencCature des unités 

est identique cette des artic8es d&crivanf ces ~roduits. 



IP-2) Spectres proton : 

Considérons A t i t r e  d'exemple l e  spec t re  RMN protonique 

du pentasaccharide P i  q u i  a  é t é  présenté précédemment. Ce 

spec t re  e s t  montré su r  l a  f i g u r e  IP-3. 

CH20SG C G  CH20SOJ Chos0i 

~ o * O ~ ~ O ~ O C H J  
HO 

NHSOJ OH NHSO; O-- NHSO; 

4.5 
PPM 

FIGURE IP-3 

Spectre ' H  du pontasaccharide P I  da- DzO à 500 M H z .  

La premiére observa t ion  majeure q u i  peut ê t r e  f a i t e  e s t  que 

1 'ensemble du spec t re  e s t  l o c a l i s é  sur  un domaine s p e c t r a l  t r é s  

r e s t r e i n t  (moins de 3 ppm) e t  que seu le  l a  rég ion  s i t u é e  A 

champ f a i b l e  semble réso lue  (de 4.5 h 6 ppm). E l l e  c o n t i e n t  en 

e f f e t  essent ie l lement  des protons anoméres (p ro tons  1) q u i  sont  

débl indés par  l e  f a i t  que contra i rement  A tous l e s  au t res ,  i l s  
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sont portés par d e s  carbones d e  type acétalique. Cette 

particularité est extrêmement importante e t  sera utilisée comme 

point d e  départ pour l'immense majorité d e s  méthodes que n o u s  

mettrons en oeuvre par la suite. En dehors d e  cette portion 

claire du spectre, la région 3 - 4.5 ppm est trés confuse même 

s'il apparait qu'elle contient en fait une trés grande quantité 

d e  signaux individuellement bien résolus. Dans le c a s  d u  

composé présenté ici, tous les protons non labiles et non 

anomériques sont effectivement situés dans c e  domaine spectral. 

I l  faut d e  plus souligner q u e  c e  spectre a été enregistré A 500 

MHz et sur un pentasaccharide. L e s  spectres obtenus 21 d e s  

champs inférieurs ou avec des composés plus complexes peuvent 

donc rapidement devenir inextricables, a u  moins a u  premier 

abord. 

Nous devons garder A l'esprit le fait qu'une étude compléte 

d'un oligosaccharide "inconnu" doit permettre la détermination 

univoque d e  tous les déplacements chimiques, couplages 

scalaires et dipolaires qui sont nécessaires pour établir s a  

structure et s a  conformation en solution. 

Voyons dans un premier temps c e  q u e  les méthodes classiques d e  

la RMN peuvent apporter comme information : 

III-3) Techniques de découplage : 1 
L'une d e s  approches les plus simples pour mener a bien 

l'analyse d'un spectre protonique consiste A irradier 

successivement les signaux correspondant &I d e s  protons isolés I 
(sur le spectre) afin d e  mettre e n  évidence par la suppression I 

l 
des couplages scalaires la fréquence d e  résonance d e s  protons l 

voisins. Ceci est bien sûr faisable dans le c a s  présent puisque 

nous avons vu q u e  les protons anomériques sont isolés sur l e  

spectre. On peut donc envisager d'irradier successivement les 

protons 1 pour localiser les protons 2 e t  espérer pouvoir 

poursuivre même a u  dela c e  type d e  démarche. La figure In-4 

montre les résultats obtenus avec le pentasaccharide P i  qui e s t  t 
1 

tout A fait représentatif d e  la situation rencontrée 1 
quotidiennement avec c e  type d e  composés. i 





I l  est parfaitement clair que l'irradiation des protons f i y r  et 

A: par exemple permet d e  localiser parfaitement les protons A;' 

et A: et d e  mesurer les couplages 2-3. Toutefois, ceci 

représente la fin du voyage, car ces protons mis e n  évidence 

sont pratiquement superposés et une irradiation spécifique d e  

6 ou d e  A: est impossible techniquement. L' irradiation 

ponctuelle de ces signaux est inconcevable car i l s  sont trop 

proches, et, s i  deux solutions sont théoriquement envisageables 

A priori, elles s'écroulent d'elles-mêmes d é s  qu'il s'agit d e  

les mettre en oeuvre : 

- par le canal d e  découplage, l'envoi d'un pulse de trés faible 

puissance (de maniére A c e  qu'il n e  couvre q u e  quelques 

hertz) n e  permettra pas d'arriver A l'état d e  saturation pour 

le proton irradié, et donc n'empêchera pas les transferts 

d'aimantation entre celui-ci et les noyaux voisins. 

- par le canal principal, la durée d'un pulse qui n e  couvrirait 

que quelques hertz serait beaucoup trop longue et 

entrainerait des distorsions sur tout le spectre, rendant 

ininterprétables les transformations occasionnées par c e  

"découplage particulier". L'utilisation d e  pulses sélectifs 

sera développée ultérieurement. 

Toute tentative d e  perturbation sur le massif contenant c e s  

deux signaux (voir figure Ia-4c) se traduit donc par deux 

réponses distinctes mais il est bien sûr impossible d'attribuer 

c e s  réponses A 1 'un ou 1 'autre des protons ou A:. Dans c e s  

conditions, l'ambiguïté n e  pouvant être levée, l'analyse e s t  

totalement inefficace et si des différences importantes 

existent entre ces deux unités , elles n e  pourront pas ê t r e  

mises en évidence par suite d u  caractére partiel d e  la 

détermination d e  structure. Cette situation est extremement 

fréquente dans le domaine des oligo-saccharides, car, alors q u e  

les protons anomériques trés sensibles aux différences 

d'environnement sont souvent séparés, les protons 2 sont a u  

contraire trPs peu affectés par des variations parfois 

importantes d e  la nature des substituants des carbones 2. Ceci 

est bien sûr particuliPrement critique quand, comme dans le c a s  

des oligosaccharides dérivés d e  l'héparine, le nombre d e  types 

d'unités possibles est relativement limité. 



I l  est donc clair que les méthodes d e  routine n e  sont 

pas utilisables pour mettre en évidence la structure compléte 

d e  composés d e  c e  type. Toute analyse partielle pouvant 

conduire A des résultats grossiérement faux, il convient d e  

rester très prudent quant aux informations qui peuvent être 

déduites d e  ces méthodes. On pourrait penser qu'en raison du 

caractPre particulier d e s  protons anomériques isolés sur le 

spectre, u n e  inspection superficielle d e  c e  dernier permettrait 

d e  dénombrer au moins les unités constitutives. Ceci constitue 

bien sûr u n e  information précieuse, mais en 1 'absence d'autres 

méthodes, le spectre RMN seul n e  permet même pas d'extraire cet 

élément avec certitude pour les raisons suivantes : 

- La nature des unités osidiques impose que, dans la majorité 

des cas, le proton anomérique apparaisse sous forme d'un 

doublet puisqu'en principe il n'est couplé scalairement qu'a 

un seul proton. Toutefois, c'est aussi le c a s  des protons 5 

des acides uroniques (cf 1 s  et G s  par exemple); De plus la 

proximité du groupe carboxyle peut induire un déblindage 

suffisant pour faire apparaître les signaux correspondants 

dans la région "anomérique". 

- L a  nature de la liaison glycosidique exerce une considérable 

influence sur le déplacement des protons anomériques : 

ainsi, u n e  liaison d e  type béta (sur un sucre d e  la série Dl 

conduit A d es protons anomériques situés dans la région 

4.5-4.8 ppm qui peuvent être enfouis sous des signaux 

provenant d e  protons non anomériques. Ils peuvent toutefois 

être reconnus par la valeur importante d u  couplage 1-2 

comparé A c e  qui est observé pour la liaison d e  type alpha 

dans les mêmes séries. 

I l  peut être utile aussi d e  faire varier les conditions 

expérimentales telles q u e  pH, température, force ionique ... 
pour obtenir quelques renseignements supplémentaires sur 

l'identité des signaux observés. Par exemple, une méthode pour 

reconnaître le proton 5 d'une unité uronique (qui apparaît donc 

comme un doublet, et A fréquence pas forcément établie) est de 

faire varier le pH d e  la solution ; le proton 5, prés du groupe 

carboxylique, subit un effet d e  déplacement beaucoup plus grand 

que le proton 1 ( A  pH 7, le signal d e  1s se trouve prés d e  

l'eau ; pH < pK, il s e  déplace vers les champs faibles). 



La triste conclusion d e  c e  paragraphe concernant l'analyse 

sommaire d'un spectre protonique est que l'on n e  peut obtenir 

que des informations trPs précaires par cette méthode. Dans la 

mesure où peu d e  renseignements sont disponibles sur la 

structure du composé étudié, des méthodes plus élaborées sont 

indispensables. En particulier dans le domaine concernant 

l'établissement d e  relations structure-conformation-activité, 

il serait tr&s dangereux d e  se limiter A une Ptude aussi 

sommaire et équivoque pour établir d e  façon crédible d e s  

structures moléculaires dans le domaine des oligo-saccharides. 

I l  faut toutefois reconnaître q u e  l'analyse superficielle garde 

tout son sens pour la détermination d e  la pureté d'un composé 

d e  c e  type. D e  faibles quantités d e  contaminants peuvent être 

mises en évidence et dosées par RMN d u  proton en raison d e  la 

grande sensibilité intrinséque d e  cette technique, si 

l'observation est effectuée a champ trés PlevP. 

III-4) Apports d e  la RMN classique d u  I3c : 

Nous avons vu précédemment que la RMN classique d u  

proton n e  permettait même pas d e  déterminer avec u n e  absolue 

certitude le nombre d'unités constitutives d'un oligosaccharide 

inconnu. Ceci est dû au fait q u e  les protons anomériques sont 

trop sensibles A d es variations d'environnement très grandes 

qui peuvent fausser les estimations. Cette importante 

information doit toutefois pouvoir être obtenue par la RMN d u  

I3C (4). Les carbones d e  type acétalique (Ci) donnent des raies 

I3C dans une région caractPristique du spectre (vers 100 ppm) 

qui n e  correspond en général pas A d'autres types d'atomes d e  

carbone que l'on rencontre classiquement dans les oligo- 

saccharides. Ceci est montré sur la figure In-5 d a n s  laquelle 

les cinq carbones anomériques sont parfaitement visualisés, n e  

laissant pas d e  doute sur la taille d e  cet oligomére. 
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FIGURE IQ-5 

Spectre I 3 C  du pentasaccharide PI. 

L a  r6gion contenant Ces signaux des carborryCes e s t  excCue. 

Cependant, l a  s i t u a t i o n  n ' e s t  pas t ou j ou r s  auss i  c l a i r e  : un 

au t r e  exemple e s t  montré sur l a  f i g u r e  I3l-6 concernant l 'hexa-  

sacc har ide H 1. 

FIGURE IZZ-6 

Spectre 3~ do C 'hexasaccharide // 1 . 



Ce spectre semble indiquer la présence de sept unités, ce qui 

s'avérera faux ultérieurement. 

Nous verrons dans la suite de ce mémoire qu'une confirmation du 

nombre d'unités du composé plus probante que par ces spectres 

carbone est apportée par les expériences de corrélation 

hétéronucléaires. I l  est toutefois de toute premiére importance 

de noter que ces mesures ne sont possibles que si des quantités 

importantes de matériel sont disponibles (dans le domaine de 

20-50 mg pour des composés de cette taille). Cette condition 

n'est pas toujours remplie quand on s'adresse A des composés 

naturels, et la grande majorité des méthodes présentées 

ultérieurement sera ciblée sur les techniques de RMN protonique 

dont la sensibilité est trPs supérieure. Les approches 

utilisant le 13C ne seront que des confirmations éventuelles, 

et il est évident que la RMN du proton doit pouvoir fournir la 

totalité des données permettant la construction de la structure 

moléculaire et ne laisser strictement aucun doute. 

-1- -1- _'- -'- -'- 
I I I , ,  
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CHAPITRE P 

TRANSFERTS D'AIMANTATION l 





Q-1 Introduction : 

Dans le chapitre , nous avons vu que plusieurs 

paramétres intervenaient lors de la précession du moment 

magnétique d'un noyau de spin 1/2 : outre le déplacement 

chimique, qui induit des différences de vitesse de rotation 

entre les spins, les phénomènes de relaxation et de couplage 

agissent. Pour des liquides en RMN haute résolution, le premier 

phénoméne, dû aux interactions dipolaires entre les différents 

spins et aux interactions avec le milieu, est de l'ordre de la 

seconde, car il fait intervenir des échanges thermiques (les 

processus n'étant jamais réellement adiabatiques). I l  sera 

traité dans les chapitres Xït et suivants. 

Le second phénoméne, beaucoup plus rapide, car provenant de 

mouvements électroniques, est A la base de nombreuses 

expériences et sera développé dans ce chapitre, d'un côté par 

la méthode des vecteurs d'Heisenberg et de l'autre par les 

calculs d'opérateurs densité. Cet effet d'interaction scalaire 

est utilisé dans la plupart des expériences de RMN 

multipulsées, qu'elles soient A une ou deux dimensions, pour 

véhiculer une information d'un noyau a un autre, par 

l'intermédiaire des liaisons, et la connaissance de son 

principe est fondamentale pour la compréhension et la 

réalisation de toutes les sPquences modernes. 

Au sein même de ce chapitre, seules des expériences 

hétéronucléaires où une partie de l'aimantation d'un noyau X 

passe sur un noyau A d'une autre espèce seront étudiées, car 

leur cas est plus facilement analysable par les vecteurs 

d'Heisenberg (1). En effet, on ne décrira que les expgriences 

d'éditions de spectres comme applications des transferts de 

polarisation, c'est A dire que pour illustrer le principe de 

base qui est l'inversion sélective de population, on détaillera 

les séquences hétéronucléaires qui permettent de sélectionner 

les noyaux en fonction du nombre de noyaux de l'autre espéce 

qui leur sont liés. 



Q-2 Théorie : 

Nous allons d'abord étudier les transferts de 

polarisation sur un systéme particulier A 2 spins 1/2 : C-H, 

puis nous généraliserons A un systéme AX. 

Il-2-11 Cas du svstPme C-H : 

Les spectres classiques (sans découplage) seront les suivants : 

FIGURE Q-1 

Spectres 1 3 ~  et ' H  pr6visibdes pour une paire - 'H (sans 

autre coupdago ) en abondance nat uredde . 

La sensibilité d'un noyau étant directement fonction d e  son 

rapport gyromagnétique, les satellites du spectre proton seront 

théoriquement quatre fois plus facilement détectables que le 

doublet en I 3 c  , mais ils seront masqués par le grand pic ( d û  

aux protons liés A un '*c qui sont presque cent fois plus 

nombreux que les protons liés A un (abondance naturelle I3c 

= 1.1%)). C e  grand pic va saturer la mémoire de l'ordinateur et 

les satellites peuvent être pris pour du bruit de fond puisque 

leur stockage n'est fait que sur quelques bits uniquement. 

On retrouve le diagramme d'énergie de la figure II-8 avec les 

populations particuliéres du proton et du carbone 13 : 



FIGURE Q-2 

Dia~ramme d '9nergie Pour un syst&me CH. 

On d é f i n i t  pour chaque noyau l a  f r a c t i o n  de  s p i n s  en excPs : 

N a - N p  TB,% 
P = - - -  d ' a p r é s  l e  c h a p i t r e  ïï. 

N 2 k T  

C e c i  permet de  v é r i f i e r  que p 
( l H > =  4p ( I 3 c >  (pu isque  rH = 4 r c )  

e t  l e  diagramme d ' é n e r g i e  peu t  ê t r e  é c r i t  comme s u i t  : 

FIGURE Q-3 

NormaCisat ion : fa somme des popufat ions est 69ate à 4. 



Rappelons que l a  v i t e s s e  de précess ion des s p i n s  X e s t  auss i  

d i rec tement  p r o p o r t i o n n e l l e  A r x ,  e t  on peu t  é c r i r e  : 

7 x v x  I n t e n s i t é ,  - = k- = k '  

TA v 
A I n tens i t é ,  

On v é r i f i e  s u r  l e  diagramme que l ' i n t e n s i t é  des t r a n s i t i o n s  I 3 c  
e s t  égale A un q u a r t  de c e l l e  des t r a n s i t i o n s  p ro ton .  

S i ,  dans l e  s p e c t r e  p ro ton ,  on i r r a d i e  un des deux s a t e l l i t e s  

par  un pu l se  de 180" : 

FIGURE Q-4 

/rradiation s4Cective d'un sateCCite 'H - I 3 c .  

Cela r e v i e n t  a i n v e r s e r  l e s  p o p u l a t i o n s  au n i veau  des p ro tons  

l i é s  a un é t a t  de s p i n  p a r t i c u l i e r  du ' "c ,  ce q u i  donne s u r  l e  

diagramme d ' é n e r g i e  : 

FIGURE 22-5 

Diagramme d 'hnergie apres inversion des niveau= 2 et 4 



soit, pour le spectre I 3 c  : 

FIGURE P-6 

Spectre carbone rSsuCtant. Les intensitds des raies sont 

cadcudBss h partir des diYYSrences de poputations I - 2 et 
3 - 4. 

Le total en valeur absolue des intensités est de l b p ,  alors 

qu'au départ on avait 4p, donc on a obtenu un gain en 

sensibilité. La seule différence est que la phase est 

détruite ; une partie de la magnétisation du noyau proton a été 

transférée sur le carbone. 

52-2-21 Cas ~énéral : 

A  1 Systéme A X  : 

L'inversion sélective de population (SPI) sur un tel systéme 

pour le noyau X ,  donnera lieu au diagramme d'énergie suivant : 



SPI u 

FIGURE P-7 

effet de t'inversion s4dective de popudation sur te diagramme 

d'Qnergie d'un syst&no A X -  

~ C P ,  - P x >  7 x 
gain = = 1 - -  

2pA ='A 

gain = = 1 + -  
2pA TA 

- d'une maniére générale, quand deux noyaux A et X sont 

couplés, toute variation des populations de spins sur le 

noyau X va affecter le noyau A, et réciproquement. Du point 

de vue physique, cela revient h considérer que le champ 

magnétique local dû au noyau voisin est changé. 

- il n'y a pas de variation de déplacement chimique dans ce 

cas, car la densité électronique est inchangée quel que soit 

l'état de spin du noyau voisin. 

- si on irradie les deux satellites X : 



FIGURE Q-8 

Cela ne change r i e n  pour l e s  t r a n s l t i o n s  A .  En f a i t ,  

l ' i n v e r s i o n  s é l e c t i v e  de popu la t ion  sur  X r e v i e n t  d changer l e s  

populat ions de départ  ou d ' a r r i v é e  des t r a n s i t i o n s  A ,  e t  donc 

l ' i n t e n s i t é  des ra ies .  S i  on inverse  tou tes  l e s  populat ions X,  

on change A l a  f o i s  l e s  populat ions de dépar t  e t  d ' a r r i v é e  de 

l a  même quan t i t é ,  ce q u i  n ' a  aucun e f f e t  sur  4 ; a i n s i  pour 

pa rven i r  A un t r a n s f e r t  de magn8t isat ion de X sur  A ,  il f a u t  

a r r i v e r ,  dans l e  modele v e c t o r i e l  d'Heisenberg, d l a  

s i t u a t i o n  : 

FIGURE 12-9 

fnversion séCective des =pins X ,  

Aai Ag : PoPuCations (Btats ac et (6) du spin A. 

Xa (x,) : .xcas de PoPuCaf ion X Ci40 d A= (A@). 



L e  t r a n s f e r t  d ' a i m a n t a t i o n  s ' e f f e c t u e  A p a r t i r  d u  moment o ù  les 

c o m p o s a n t e s  d e s  v e c t e u r s  X a  e t  X ,  s e l o n  z s o n t  non  n u l l e s .  S o n  

i n t e n s i t é  d é p e n d  d e  c e s  c o m p o s a n t e s  ( p l u s  les v e c t e u r s  s o n t  

a l i g n é s  s e l o n  z ,  p l u s  i l  y a u r a  t r a n s f e r t ) .  

B S y s t é m e  AX,  : 

T r a n s i t i o n s  

g a i n  = - - - 1  
2pA 

g a i n  = = 1 + 2 -  
2pA TA 



Le multiplet de A est donc transformP de la maniére suivante : 

FIGURE Q-11 

Pxempde nudr iquo  Pour de carbone dans un groupement C H 2 -  

C Systéme AX, : 

La figure Si-12a donne le diagramme d'énergie pour un 5ystPme 

A X ,  : 

FIGURE n-i2a 

Pta t s  d'Bnergie colrrloosant un s ~ s t o m  A X ,  



T r a n s i t i o n s  

&qui 1 i b r e  
i n v e r s i o n  s é l e c t i v e  

sur s p i n s  X 
( a s s o c i é s  a A p )  

FIGURE Q-12b 

PopuGations des di//brents niveaux h G'bquiCibre et aprbs 

inversion sbbective . 
Z ( P ,  - 3 p x >  7 x  

a  g a i n  = = 1 - 3 -  
2PA TA 

C 

d 

so i t  : 

g a i n  = = l - -  

. . . . . . 
g a i n  = I I + -  

2 ~ A  

2 < ~ ,  + 3 p x >  
g a i n  = 

7 x  
= 1 + 3 -  

2% TA 
15 

13 

- 
I 
-9 

FIGURE Q-13 
-1 1 

PxemiNe numéri9ue pour Ge carbonr dams un groupement C H 3 .  



Il-3 1 applications : 

Les transferts de magnétisation d'un noyau sur un autre 

peuvent avoir plusieurs applications : 

- augmentation de la sensiblité d'un noyau de faible 7 

- édition de spectres 
- expériences de corrélation (décrites dans le chapitre SUI) 

Q-3-1) auamentation de la sensibilité : 

Ce sont les expériences SPI que nous venons de décrire. I l  faut 

remarquer qu'on ne peut cependant pas effectuer de telles 

expériences pour un spectre complexe, car cela demanderait 

d'irradier un par un tous les satellites , et la réalisation 
serait beaucoup trop longue. On aura donc recours A des 

séquences multipulses de type INEPT, DEPT ..... dont nous 
parlerons par la suite. 

Ru phénoméne de transfert de magnétisation par couplage 

scalaire s'ajoute l'effet Overhauser Nucléaire, qui peut soit 

augmenter, s o i  diminuer le signal (cf. chapitre sur la 

relaxation). Sa vitesse d'apparition est beaucoup plus faible 

(de l'ordre de la seconde) que celle des transferts de 

polarisation directs, et il n'apparaîtra le plus souvent que 

dans le cas de séquences suffisamment longues. 

D'une maniére générale, on peut quantifier le gain apporté par 

les différentes méthodes de transferts d'aimantation : 

La réceptivité d'un noyau 4 est donnée par : 

Y, : rapport 9Yranuzgndtique 

a : aborrdance isotopique 
A 

S : numbre quantique de A 

(on étudie uniguement tes noyaux h spins 1/21 

La polarisation d'un noyau excité est : (cf. chapitre ï i) 



x : facteur de Bo8tzmcznn 

e t  l ' a m p l i t u d e  du vec teur  magnPt isat ion du noyau observé : 

donc l e  s i g n a l  d é t e c t é  a p p a r a î t  sous l a  forme : 

d i w 
o b s  

t 
s ( t )  = - 

e t  l e  b r u i t  de fond : 

donc l e  r a p p o r t  s i g n a l  s u r  b r u i t  e s t  é g a l  A : 

C e t t e  équa t ion  permet de cons idé re r  l e s  avantages r e l a t i f s  des 

d i f f é r e n t e s  expér iences de  t r a n s f e r t  de cohérence : 

- e&~_ tLon_  gi-ctg : (noyau A )  

- - t rgns_ fg r t  e -X-A-A  : ( INEPT c l a s s i q u e  ( 2 )  ) 

s - = 3 x 2  ~ 3 / 2  

N 'X 'A O 

- - transfgt-k &e-A-A-X : ( INEPT i n v e r s e  e t  expér iences reve rse  

( r é f é r e n c e s  3, 4, 5 )  



Remaraue : 

Ces équat ions  ne son t  v a l a b l e s  que s i  l ' o n  n é g l i g e  l e s  

phénomènes de r e l a x a t i o n .  En f a i t ,  il conv ien t  de m u l t i p l i e r  

chacune d ' e l l e s  par  un f a c t e u r  f q u i  t i e n t  compte de l a  v i t e s s e  

de r e t o u r  A l ' é q u i l i b r e  de l ' a i m a n t a t i o n  e n t r e  l e s  

expér iences : 

OS t : intervatte de r&cup&ration entre Gas expbriençes 

et T 1 e s c C  
: temps da retaxation Go~itudiruzt du m g a u  exci&& 

( G Y .  chapitre sur Ga redaxation) 

Q-3-21 E d i t i o n  de snec t res  : 

( s é l e c t i o n  des noyaux A par l e  nombre de noyaux X q u i  l e u r  s o n t  

coup lés )  

A 1 P r i n c i p e  : 

Les t r a n s i t i o n s  A des systémes A X ,  AX,, AX, von t  se comporter 

d i f féremment l e s  unes des a u t r e s  A l a  f o i s  par l e u r s  

d i f f é r e n c e s  de m u l t i p l i c i t é s ,  e t  par l e s  d i f f é r e n c e s  de 

couplage q u ' e l l e s  p résen ten t  e n t r e  e l l e s .  

On u t i l i s e  donc l e s  t r a n s f e r t s  de magnét i sa t ion  de X su r  A pour 

s é l e c t i o n n e r  l e s  systèmes grâce A ces i n fo rma t i ons .  Ce son t  l e s  

séquences INEPT (2,  7, 8 )  e t  DEPT ( 9 )  q u i  permet ten t  

d . ' e f f e c t u e r  une i n v e r s i o n  s é l e c t i v e  de p o p u l a t i o n  su r  l e s  

s ignaux adéquats (de  même m u l t i p l i c i t é )  du spec t re .  

Ces séquences fonc t i onnen t  A p a r t i r  du même p r i n c i p e ,  e t  

demandent au minimum t r o i s  pu lses  (deux sur  l e  canal  X ,  un s u r  

l e  cana l  A )  : l e  premier  génPre l a  magnét i sa t ion  t r ansve rse  

pour l e  noyau X ; l e  d P l a i  q u i  s u i t  permet l a  sépa ra t i on  des 

vec teu rs  dans l e  p l a n  xy par e f f e t  de couplage, l e  second p u l s e  

su r  X t rans fo rme l e s  d i f f é r e n c e s  de fréquences (dans l e  

r é f é r e n t i e l  t o u r n a n t )  en d i f f é r e n c e s  de popu la t ions ,  ce q u i  



e n t r a î n e  un changement dans l e s  t r a n s i t i o n s  A dé tec tab les  par 

un t ro is iéme pulse (sur  A ) .  

Des pulses 180" permettent  d e  s ' a f f r a n c h i r  des e f f e t s  de 

précession dûs aux déplacements chimiques, e t  des c y c l e s  de 

phase adéquats suppriment l e s  sp ins  A non couplés : 

DEPT 

FIGURE S2-14 

S B q u e n c e s  g b n b r a C e s  des e x p 6 r i e n c r s  JNPPT e t  D P P T .  

D a n s  C ' s r p b r i e r r c e  ~ ' I N P P T ,  c ' es t  C e  c h o i x  du temps r g u i  P s r m e t  

d a  s Q C e c t  ion  d e s  s i g n a u x  do m ê m e  t ~ p e ,  a d o r s  que dans d e  DPPT 

c ' e s t  d a  w a d e u r  de d ' a ~ d e  8 qui es t  dbterntinante. 



B 1 NEPT 

Nous allons développer l'étude de 1'INEPT sur des systémes AX, 

AX, 9 AX, grgce A la représentation des vecteurs de 
magnétisation d'Heisenberg, en considérant : 

- les excés de population proton, 
- les excés de population carbone (ceux que l'on observe dans 

un spectre normal carbone). 

On va s'attacher A décrire I'INEPT simplifié, c'est A dire sans 

refocalisation : 

FIGURE Q-15 

lNPPT sa- - ~ 2 0 ~ a C i s a f i o n .  

Aap'peUooss Quo c ' e s t  Ce temps r qui permot do $&parer Ces AX dos 

A X Z  dos A X , .  

S'/ztemg &X : (C-H par exemple) 

a) On ne considére que l'excés de population des protons : 

Ha : lié A C C : population de spin dans l'état a liée A Ha. 
a a 

H, : lié A CBCB : population de spin dans l'état p liée A H,. 

(H, = H, = C- = C. A IO-' pr&s) 



180x@ 
TF- 

FIGURES Q-16 ( a ) - ( f )  

PvoCution des  vecteurs d '~e i serrber9  on fonct ion des putses e t  

dBCais de G 'exp&risnce d  'ZNPPT sans r e foca t i sa t  ion.  



- m g  (cl : 

Si on choisit le référentiel tournant A la fréquence du " c ,  
1 n: 

pendant le délai r = , chaque vecteur aura tourné d e  - 
Jc" 4 

(puisque o a  = oo + nJt et ob = a,, - n:Jt). 

gtapg (dl : 

Puisque les populations C m  et Ce sont inversées, le sens de 

précession des vecteurs Ha et H, est inversé (la précession 

dans le repére tournant n'étant due qu'au couplage). 

mapg (el : 

L'intensité des vecteurs C m  et C g  étant liée A la magnetisation 

proton devient égale A 4p. 

Cette situation est propice au transfert de magnétisation 

puisque l'on a inversé sélectivement un des deux excès de spin 

proton (cf. paragraphe précédent). Ce transfert d'aimantation 

se traduirait donc sur le spectre carbone par : 

FIGURE P-17 

Transit ions carbow durs uniqurawnf au trans2ert de 

mugrrétisation venant des protone (ce n'es t  Pas rbeCCemunt ce 

que G'on rbcupère, puisqu'it  2aut compter aussi Ces tramsitiorw 

rrormaCes I 3 c  - voir  Go paragrapha 6 gui s u i t ) .  

Tous les systèmes de même diagramme d'énergie vont réagir de la 

même manière, donc il n'est plus nécessaire de réaliser une 

irradiation ponctuelle. 



b )  I l  faut maintenant considérer une autre population : 

les spins 13c en excés. 

C a  : lié A H H : population de spin dans l'état a 
O< a 

C, : lié A HBHB : population de spin dans l'état 0 

Seuls les pulses 180°X et 90'" les affectent : 
(13c)  P 3 c )  

FIGURE P-18 

Signaux "C dûs aux excas de popudation carbone (ce que C 'on 

rScup&rerait sans transyert d 'ainauntat ion). 
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Le signal récupéré sur le spectre est donc le suivant : 

FIGURE 32-19 

Sigrnt 0bte7zu Par Ga s4guence ~ ' / N P P T  ctassique sans 

refocaCisat ion sur u n  syst&nte A X .  

Cependant, cette séquence brute manque d'intérêt, puisque même 

les noyaux qui n'ont pas reçu d'aimantation de noyaux X 

couplés apparaissent sur le spectre, et une variante est le 

plupart du temps utilisée : 1'INEPT classique (nommé INEPT 

différentielle), qui comporte une alternance de phase pour le 

dernier pulse 90. proton : pour un FID, 90;, et pour le suivant 

90-y . Ainsi, le signe du transfert d'aimantation du proton sur 
le carbone est inversé d'une fois sur deux, alors que le signal 

provenant des excés de spin carbone est inchangé. La 

soustraction d'un FID sur deux (ou l'alternance O - 180" de la 
phase du récepteur) permet donc de supprimer les signaux 

provenant de spins A non couplés a des spins X .  



D a n s  l e  cas o ù  l ' o n  a 9 0 I V  : 

1) ExcPs p r o t o n  : 

2 )  ExcPs c a r b o n e  : 

Donc l e  s i g n a l  c a r b o n e  s e r a  : 

F I G U R E  a-20 

Vecteurs  d ' f / e i s e n b e r g  t o r s  de t '[NPPT diyfdrerrt  i e t t e  . 



L'alternance des phases +y et la soustraction des FID permet 

d'obtenir : 

FIGURE a-21 

Signaux obtenus pour un s ~ s t & -  CH avec Ga sbquence ~ ' / N P P T  

d i f f Q r s n t  ieCCe. 



Remarque : si l'on considére 1'INEPT avec refocalisation : 

signal = C + C p  
a 

z z 
4 A 

1/41 
/ - bY 

signal annulé 

FIGURE Q-22 

PvoCution des  vec t eurs  sp ins  nucdgaires Cors de Ca sdquence 

d '[NPPT avec refocaC i s a t  ion. 

2 )  excbs proton 2) excbs carbono. 



Ainsi on récupére (sans faire d d I N E P T  différentielle) : 

FIGURE 3l-23 

Le putse T a servi re/ocaCiser d e s  diffbrents vecteurs. 

Ceci revient A supprimer le signal normal q u e  l'on obtiendrait 

sur un spectre classique 13c. ainsi, lorsqu'il n'y a pas d e  
transfert d'aimantation, le signal résultant est nul, c e  qui 

permet donc d e  séparer les différents systémes d e  spins. 

S_yyst&mg AX,  : (CH, par exemple) 

C l i é  a HLH, 

l i é  

FIGURE il-24 

Signac ' 3~ POUT un @rouPenent CH, (as4uisit ion sCassiqus l . 



11 ne peut  y  a v o i r  de t r a n s f e r t  d ' a i m a n t a t i o n  des p ro tons  sur  

l e  carbone pour des 13c couplés a deux p ro tons  de s p i n s  opposés 

( l e s  e f f e t s  de couplage s ' a n n u l e n t  mutue l lement) ,  donc pour un 

systgme CH, on ne cons idére  que deux vec teu rs  magnét i sa t ion  

séparés pa r  25,". Le maximum de t r a n s f e r t  e s t  donc obtenu pour 
1 

T = -  
1 

e t  A l a  v a l e u r  précédente de - , il y a  annu la t i on  du 
85 45 

s i g n a l  r é s u l t a n t  c a r  aucun t r a n s f e r t  n '  i n t e r v i e n t  ( l e s  vec teurs  

tournan t  deux f o i s  p l u s  v i t e  d é c r i v e n t  un t o u r  comple t ) .  

S_y=teme CIX, : (CH3 par  exemple) 

FIGURE Q-25 

Signa8 13c  pour un groupe-nt CH3 (ac~uisition cdassigue). 

Dans ce cas, il f a u t  cons idé re r  l e  couplage J e t  l e  couplage 

35, e t  l e  raisonnement e s t  i den t i que .  

D'une manière générale,  pour l e s  t r o i s  systémes, l a  f o n c t i o n  

d ' e f f i c a c i t é  du t r a n s f e r t  en f o n c t i o n  du d é l a i  T e s t  donnée 

par : 

Tx 
CIX : - s i n  (7~J r )  

T A  

6x2 : - s i n  (ZTCJT) 
T A  

C I X 3  : - ( s i n  ( n J r >  + s i n  (3nJr ) )  
47A 



c ) DEPT 

"Distorsionless Enhancement by Polarisation Transfer" 

Nous allons traiter cette expérience par les calculs 

d'opérateurs densité. Rappelons la sPquence : 

DEPT 
I I 

1 I 90; I 
180Y I 

I 

A 
I 

I 
I l I 

I l 1 
0 0  (T1 0 8  

FIGURE P-26 

SeuGs des opbrateurs densitb oo, v1 et cg ont btP reprdsenths, 

car des autres ne sont pas associbs à des instants prScis de Ca 

sdquence , mais prov isnnent de rbarrangements d 'opdrat surs. 

En utilisant les régles définies dans le chapitre m. et en 

considérant que le premier opérateur Sz et le dernier I Z  n'ont 

pas d ' e f f e t  ( Sz inactif car le noyau n'a toujours pas été 

e x c i t é ,  I I  parce que l'observation n'est faite que sur le noyau 

SI, on peut simplifier cette formule : 



O5 
: 12, l e  couplage e f f e c t i f  e n t r e  l e  s p i n  S e t  l e s  n-1 sp ins  

1 p a s s i f s  (non représen tés  dans l ' o p é r a t e u r  précédent )  

s ' e f f e c t u e  : 

S x  quand n est pair, S y  quand n est impair 

Le pu lse  n q u i  s u i t  change l e  s i g n e  des opéra teurs  contenant  S x  : 

e t ,  en ne gardan t  que l e s  termes A un quantum (en  S), s e u l s  q u i  

s e r o n t  observab les  : 

I-a = n  s i n e   COS"-^^ S x  



Svstéme IS : 

n 
ae = sin0 Sx (optimum pour 8 = - I n) 

2 

Svstéme IzS : 

n 
O, = 2 sin0cos8 Sx = sin20 Sx (optimum pour 8 = - I n) 

4 

SvstPme 13s : 

Rappelons q u e  l'intensité du signal récupéré est de plus 

x 
multipliée par un facteur égal A - . 

E ~ v ~ ~ o D D ~  d e s  sianaux en fonction d e  l'anale 8 Dour les 

a r o u ~ e m e n t s  CH. CHz. CH3 : 

DEPT 

p u l r  theto 
O ayrtbR. CH + myrtcrrw CH2 O . r t b n r  CH3 

FIGURE S2-27 

On remarquera la similitude avec les résultats de l'INEPT, en 

considérant q u e  lA mJr est remplacé par 8. 



D  1 Comparaison e n t r e  l e s  deux séquences DEPT e t  INEPT : 

Ces deux séquences p résen ten t  l e s  q u a l i t é s  su ivan tes  : 

- Comme nous l ' a v o n s  vu précédemment, c ' e s t  une e x c e l l e n t e  

méthode pour observer  l e s  noyaux de f a i b l e  r a p p o r t  

gyromagnétique, A c o n d i t i o n  t o u t e f o i s  q u ' i l s  s o i e n t  couplés A 

des noyaux sens ib les .  

- De p lus ,  c e t t e  technique e s t  u t i l i s a b l e  q u e l l e  que s o i t  l e  

s igne  de ce r a p p o r t ,  e t  f o u r n i t  une augmentat ion de l a  

s e n s i b i l i t é  supé r i eu re  A ce que l ' o n  o b t i e n t  simplement avec 

l ' e f f e t  Overhauser n u c l é a i r e .  

Cependant l e s  avantages du DEPT s u r  1'INEPT son t  nombreux : 

- Tout d 'abord ,  l a  séquence du DEPT c o n t i e n t  moins de pu lses  

que c e l l e  de 1'INEPT e t  e s t  donc moins s u j e t t e  aux 

impe r fec t i ons  e t  inhomogénéités de ceux-c i .  Par con t re ,  e l l e  

e s t  p l u s  longue, e t  donc in t r insgquement  moins sens ib le .  

- Ensui te ,  1'INEPT présente l ' i n c o n v é n i e n t  de dépendre des 
1 
.L 

couplages par l ' i n t e r m é d i a i r e  de son d é l a i  T = - a 
25 

op t im ise r .  En e f f e t ,  l e s  v a l e u r s  des couplages C-H peuvent 

v a r i e r  considérablement d 'un  système de s p i n s  A un a u t r e ,  e t  

dans ce cas, s i  l ' o n  o p t i m i s e  l a  sépa ra t i on  des groupements 

CH, CHz, CH3 pour un cas p r é c i s ,  il y  a  peu de chance que 

c e c i  convienne pour l e s  au t res .  Dans l e  DEPT, l e s  i n t e n s i t é s  

son t  indépendantes de J '  e t  dépendent uniquement de 8 au 

premier o rd re .  E l l e s  d i f f P r e r o n t  des v a l e u r s  théor iques  s i  l a  
I 
I 

pér iode - n ' e s t  pas adéquate, mais c e t  e f f e t  e s t  moindre c a r  
2J 

de second o rd re .  

- En f i n ,  l e  DEPT f o u r n i t ,  A l a  d i f f é r e n c e  de l ' INEPT, des 

m u l t i p l e t s  non d i s t o r d u s .  

P-3-31 A p p l i c a t i o n s  des é d i t i o n s  de s p e c t r e  : 

En cons idéran t  t ous  l e s  avantages énumérés précédemment, nous 

avons p r é f é r é  r é a l i s e r  l e s  é d i t i o n s  de s p e c t r e  par l ' e x p é r i e n c e  

de DEPT s u r  l e s  o l i gosaccha r i des .  Les t r o i s  DEPT l e s  p l u s  

couramment u t i l i s P s  o n t  é t é  app l iqués  su r  l e  pentasacchar ide 

PI, e t  l e s  spec t res  obtenus son t  représen tés  su r  l a  f i g u r e  

P-28. 



I " " ' " ' ' ~ " " " ~  . . ( . . .  . r .  . . . ,  ' . . . ' . . . .  
100  9 0 8 0 7 0 

PPM 
6 0 

FIGURE Q-28 

Srectres obtenus par DPPT 8 sur Ge pentasaccharide Pi. 

Q I )  B = +se 6 1 B = 90° C )  8 = 235' 

L e  DEPT 45 permet, par comparaison directe avec le spectre 

classique, de déterminer les carbones quaternaires. Ceux-ci ne 

peuvent en effet bénéficier de l'aimantation donnée par les 

protons, puisqu'ils ne sont pas liés & ces noyaux, et donc le 



DEPT 45 (comme les DEPT 90 et 135) élimine leurs signaux. Le 

DEPT 90 supprime les signaux I 3 c  appartenant aux groupements 

CH,, CH,, n e  gardant donc que les CH. L e  DEPT 135, conformément 

A la figure P-27, sépare les CH, des autres signaux en les 

faisant apparaître négatifs. Ainsi, tous les différents 

systémes d e  spins (AX, où O d n d 3) peuvent être distingués, 

ce qui facilitera l'interprétation de la corrélation hétéro- 

nucléaire A deux dimensions. 
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CHAPITRE QI 

EXPERIENCES PI DEUX DIMENSIONS (PRINCIPES GENERAUX) 





1 Introduction : 

Le FID obtenu lors d'une expérience h une dimension est 

une fonction du temps d'acquisition tP, s(tz), qui fournit le 

spectre des fréquences de précession aprés transformation de 

Fourier. On peut donc le représenter comme un vecteur dans la 

base des points discrétisés après échantillonnage. 

L'expérience A deux dimensions consiste en une suite 

d'expériences A une dimension identiques A un paramètre prCs. 

Ce paramétre varie linéairement de l'une h l'autre, et doit 

conduire A une évolution périodique du FID en fonction du temps 

(de même que s(t,) est une fonction périodique de tZ). Dans la 

plupart des expériences A deux dimensions actuelles, c'est un 

temps d'évolution, noté t,, qui est incrémenté réquliérement 

entre chaque FID. Le schéma général des expériences A deux 

dimensions peut donc être représenté par : 

FIGURE QI-1 

Etapes constituant une exp4rience h deux dimunsions 

P : pr&parat ion P : bvoCution H : na&Can,ge D : dbtection 

L'étape de préparation est la même que dans les expériences A 

une dimension multipulsées, c'est h dire un long délai destiné 

au retour A l'équilibre, suivi d'un ou plusieurs pulses. 

Pendant la période d'évolution (variable), les spins perturbés 

subissent les effets de déplacement chimique et de couplage. Le 

temps de mélange est constitué de pulses et délais de longueurs 

fixées. 



FIGURE PI-2 

R6aCisat ion d'une expBrience & deux dimensions : 

doubte t rarcsformut ion de Fourier 



@qat-qge= : 

- Dans c e r t a i n e s  expér iences A deux dimensions, l a  pPr iode 

d ' é v o l u t i o n  posséde en son c e n t r e  un pu l se  d e s t i n é  A suppr imer 

l e s  e f f e t s  de déplacement chimique dans l a  seconde dimension. 

- Le temps de mélange e s t  absent de quelques expér iences.  

On o b t i e n t  donc une m a t r i c e  correspondant aux v a l e u r s  de l a  

f o n c t i o n  s(tZ,t l), q u i  aprPs double t r ans fo rma t i on  de F o u r i e r  

f o u r n i r a  une " c a r t e "  me t tan t  en évidence des i n t e r a c t i o n s  e n t r e  

noyaux ( c e c i  se ra  d é t a i l l é  u l t é r i e u r e m e n t ) .  

On peut  imaginer  de l a  même façon des expér iences A t r o i s  

dimensions où deux paramétres son t  v a r i a b l e s  e t  indépendants 

dans chaque F I D .  Il s u f f i t  de posséder un o r d i n a t e u r  capable de 

t r a i t e r  de t e l s  espaces e t  d ' e f f e c t u e r  de t r i p l e s  t ransformées 

de F o u r i e r .  

Le schéma-type de t e l l e s  expér iences se p résen te ra  a l o r s  comme 

s u i t  : 

FIGURE U I - 3  

Eeapes aonst ituant une exp6rience trois dinensions. 

A i n s i ,  s i  l ' o n  r é a l i s e  n 1  FID c o n s t i t u P s  de n, p o i n t s  dans 

l e s q u e l s  l e  p remier  paramétre e s t  f i x e  e t  l e  second incrémenté,  

e t  que l ' o n  r é p é t e  n, f o i s  ces FID en incrémentant  pour chaque 

s é r i e  l e  deuxiPme paramétre, a l o r s  l ' espace  obtenu aprés t r i p l e  

t r a n s f o r m a t i o n  de F o u r i e r  e s t  un cube n, x n, x n, q u i  c o n t i e n t  

des Pléments de volume i n d i q u a n t  des t r a n s f e r t s  d ' i n f o r m a t i o n s  

e n t r e  noyaux. 

De t e l l e s  expér iences commencent A ê t r e  é tud iées  (1,2) mais ne  

f e r o n t  pas i c i  l ' o b j e t  d 'une  analyse p l u s  d é t a i l l é e .  



PI-2)  COSY e t  darives : 

. . -. *? L.!- - 
' .  4 .- , . -  

La pikmi&re exphkience A gepx diqrnsionq (a.- Jemer (3)  ) 
. > .  '..! , c  3. ' 

fut UA. cc rk4 l r t i on  honaiucl ia i re,  proposCe pour d&terniner les  

connectivi t&% dans les  d i t  tdrmnts syst&ne% de bp/hs, : 
, , n - -  . I * r  A"* 

COSY : COrrelation . -.y ",.. .- SpqctrqcopY. 
r r ? r 

C. .- 

5 L 

t r t t e  exphrience d i  base a lirgement I.t& d&v.lopp&e L4.5,C) e t  

quolques modif icat ions de base permettent maintenant aussi n 

- de dhtecter l e s  p e t i t s  couploges ( 7 , 8 , 9 ) ,  . . "I 
A, 

. - de ddterminer leur  signe ( 7 , 8 ) ,  

- 8. suppkimer l e s  p i cs  de solvant ( IO , l i ) ,  

- d supprimer l es  d&?l tcements chim$ques dans 1. mgonde 
. " I I 

diaensi& i i ' ( 12). 
' 

Regardons l a  sdquence de base du COSY d'un peu ptus prbs 

Cel le-c i  sera d L t a w l c  dans l e e a p i t r r  QYï) 

FJWlRE EI-4 

Slqwmoe atd Batse du COSY 
4. 

- -. . 
  en di nt I e  tmi& d0i;olution9 il y a t rans fe r t  d*a imant i t ion 

entra les  noyaux par i n te rac t i on  sca la i re  (an censidàra que les  

ph-omànes da r e l & x i t l w ,  n ' q t  pas l?v .~~q.  p,.) 'rxprimrS. 
* r ,  et: .-':J' - ) < :  " .  . . &$ni, 'on:: 

+ l .IV. ' - - '.. P 4q:'.< L i pr*c-s.n %<,Y . { rc . G ~ J  t . y -  r~e**rJlIf~~r 
ses bittirents r tat.  d'&(rprgie a$ ~?qpJ@~e,,  a y e ~  . ~ n  n ~ y a u  . a . . .-t P.> .- . 

' , -1 

3 ;  DU G r * r  p o i n t .  . dut r; vue gezp>.,  reg,r$pntiticn* <,: V * C ~ Q $ + . / ~ @ ~  & ,  - *- Ar qeiri est  

c'&&&a&& & da& csnr>o;antq? y! qu d6c.1~5 graqrr)p& 
. .; 7, .  . " ~A , 2 > , a>", , .t " t. i.. , .i' . 
i u r ~ i p r u i  -b2c,+-+cG,c.L : surr la.J.,.*: I* ,-+. -7.. ~ q ~ ~ ~ l p y - p ~ g y k r  t @ .!'4h9~b*6@ .W ++a& Q~JUP* -cas 

cmgQranXn prevrnant d'un transfert d'berq$b.+y(itc,i:ajrtrlr 

novau, B i . \ *  i L  - . p o * ~ ~ m  *.,.-, t 3 g + ~ a - q g i t g r ~ ~ c ; n ( . ~ d ; 9 ~ C y p ~ g 3 r . * ~ w ; ? ~ * r ~ q e l i r e ~ s t ~ ~ ~ e ~  . * . .- 9 .. A :Ad -+ 

'Qin i4 1 g2 i  - ~ ~ ~ n d + t ~ t ~ -  B P * @ * ~ & ~ > ~ ~ ~ T ~ @ ~  t .. r . I ~ c W ~ ~ ~  . 

de l ' a cqu i s i t i on  ( t z )  ( e r s  d i f t & r s n r r s  +tant  repv&s11.ttables par 



des composantes non n u l l e s  se lon  z ,  on peu t  comprendre qu 'un  

p u l s e  90. permet de l e s  bascu le r  dans l e  p lan  t r ansve rse  e t  

donc de l e s  d é t e c t e r ) .  

Le déplacement chimique e t  

o s c i l l a t o i r e s ,  on récupére 

F o u r i e r ,  o u t r e  l e s  taches 

s p i n s  q u i  n ' o n t  pas t r a n s f é r é  

d iagona le  ou p i c s  c r o i s é s  

i n d i q u e n t  des connect ions sca 

l e  couplage é t a n t  des phénoménes 

aprés double t r ans fo rma t i on  de 

d iagonales q u i  correspondent aux 

l e u r  a imanta t ion ,  des taches h o r s  

(en a n g l a i s  "cross-peaks")  q u i  

l a i r e s  e n t r e  novaux. 

Par exemple, pour reprendre  l e  cas précédent,  on o b t i e n t  deux 

taches d iagonales de coordonnées <wi,wi> e t  < w j , w j >  d a n i  l a  

base (Fp,F,> e t  deux taches symétr iques pa r  r a p p o r t  A c e t t e  

d iagona le  < w i , w j >  e t  <wj ,mi> ,  q u i  i n d i q u e n t  que l e s  noyaUx s o n t  

coup lés  sca la i rement .  

FIGURE P I - 5  

PxempCe de matrice montrant une corr&Caf ion  homonusClaire. 



QI-3) Cycles de phase : 

Dans la plupart des techniques de RMN pulsée, les 

procédures de cyclage de phase font partie intégrante des 

séquences 3 , 4  En particulier, pour l'obtention de 

résultats corrects et interprétables lors de la réalisation 

d'une expérience A deux dimensions, il est nécessaire de tenir 

compte de plusieurs paramétres et d'effectuer certaines 

améliorations aux séquences de phases classiques. En effet, 

pour les expériences .A double transformée de Fourier, les 

cyclages de phases ont plusieurs objectifs : 

1- assurer un cycle de quadrature optimum dans la premiére 

dimension (Fz) , 
2- éliminer les artefacts dus aux imperfections de pulses, 
7 -  J supprimer les signaux parasites pouvant apparaître dans la 

dimension Fi : 

D pics axiaux qui résultent de la magnétisation longi- 

tudinale présente au début du temps de mélange et provenant 

de la relaxation spin-réseau pendant ti. 

c autres signaux non modulés. 

4- permettre la séparation des fréquences positives et néga- 

tives apparaissant normalement dans la seconde dimension. 

Nous allons revenir sur chaque point, car les corrections et 

optimisations de phase, si elles sont utiles mais non 

fondamentales dans les expériences A une dimension, sont par 

contre impératives dans les expériences A deux dimensions, et 

constituent le plus souvent des obstacles A la réalisation de 

mesures de bonne qualité. 

III-3-11 Optimisation de la quadrature : 

I l  s'agit du même probléme que pour une expérience classique 

(ID), on emploie donc le cycle de phase CYCLOPS traité dans le 

chapitre II, combiné avec les autres cyclages. 



QI-3-21 Com~ensation des imoerfections de pulses : 

Des signaux parasites peuvent apparaître sur la matrice lorsque I 
l 

les pulses sont inhomogénes en amplitude et en phase. 

a) Erreurs d'amplitude : I 

Si l'on considPre une séquence deux dimensions dans laquelle le 

pulse de refocalisation n'est pas exactement 180°, celle-ci I 
n'est pas compléte, et un probléme survient (15) : I 

La magnétisation longitudinale apparaissant après la premiére 
l 

partie du temps d'évolution (due 2i la relaxation occurant 

pendant le délai t1/2) est basculée par le pulse 180. imparfait 

de telle manière que le vecteur résultant posséde une 

composante non nulle dans le plan transverse : 

FIGURE SZI-6 

A c t i o n  d'un putse IBO imparyait sur Gas compasamtas 

GongitudinaCes de Ca nrrrgdt isat ion. 



La solution pour s'affranchir de c e  probléme consiste a 
rPaliser une alternance , - de la phase de c e  pulse et une 

addition cohérente d'un nombre pair d'acquisitions. 

pulse 90' pulse 180' Récepteur &l 
Ainsi, on parvient A une compensation des imperfections 

d'amplitude du pulse : 

FIGURE QI-7 

Correction des i-erfections de putses : atternance de phase 

d'une acquisition sur C'autre. 



La même méthode est utilisée pour éliminer la magnétisation 
1 
1 

transverse interférant dans une expérience de mesure de Ti par 

inversion-recouvrement. i 
Pour le COSY, si le premier pulse n'est pas un pulse 90" I 
exactement, on récupérera la encore une composante non nulle 1 

selon z qui peut être éliminée par le cycle de phase suivant : , 
I 

En fait, dans ce cas, le probléme revient a considérer la 
suppression des pics axiaux, ce qui est traité dans le 

paragraphe suivant (on constatera que l'on aboutit bien au même 

cycle de phase). 

pulse 90" 

X 

X 

b) Décalage de phase (cas du COSY) : 

Si la phase du premier pulse n'est pas constante et subit une 

variation aléatoire d'une expérience A l'autre, le signal 

d'évolution (en Fi) n'est plus tout h fait sinusoïdal, et 

présente des points aberrants. 

Pour remédier A cela, une rotation de 90" du second pulse A 

l'intérieur d'un seul FID suffit : 

pulse 90" 

X 

-X 

pulse 90" pulse 90" Récepteur 

Récepteur 

+ 
+ 

gI-3-31 Suppression des siqnaux non modulés dans Fi : 1 
I 

Tous les signaux non modulés sinusoïdalement pendant le temps 

d'évolution apparaissent A fréquence nulle dans la seconde 

dimension, et sont donc dénommés pics axiaux. 

Ils sont la plupart du temps dûs A des phénoménes d e  retour A 

l'équilibre de la magnétisation, et sont donc plus fréquents 

lorsque l'on travaille avec des échantillons relaxant très 

rapidement. En effet, pendant la période d'évolution, 

l'aimantation basculée dans dans le plan xy subit l'effet de la 



relaxation, et sa composante transverse d+crpi,t de façon 

c&ponentiel le pendanti q u i  sa . - ibmposante longitudinale @&mente?. 

~ ' e s i  ' pourquoi, si t i est incrément8 linbair'mgnt d'une 

expérience A 1°autre,l'intensit& -. du signal r4cupér8 aprks le 

pu 1 se de lecture varie exponentiel lement, mais non 

pérfodiquement (au pire, b 1'8chelle des ti utilisés, ce sera 

une droite).  ins si, apr8s la double transformation de Fourier, 
on rçcupètre, pour chaque tache normale sur la matrice, un 

, <  
signal A fréquence .nul t e  dans Fi r 

FTGURE QI-9 

Repr&sentaSion des pics axZaux da- uvw matrice 20 

Ces pics axiaux peuvent Stre éliminés par simple inversion de 

la phase du pulse de lecture d'une acquisition A l'autre, ce 

qui inverse leur signe et- laisse invariant celui des pics 

diagonaux et des taches de corrdlation. 



Pour l e  COSY : 

pulse 90" pulse 90' Récepteur 1 1 1  
QI-3-41 Quadrature en F i  : 

De l a  méme manière que dans l a  premiere dimension un seul  

s i gna l  pér iod ique ne permet pas, après t ransformat ion de 

Fou r i e r  simple, de séparer l e s  fréquences symétriques Dar 

rappor t  I l a  fréquence O (fréquence de l a  por teuse) ,  

l ' é v o l u t i o n  pér iod ique du s igna l  en f onc t i on  de t i ,  f o u r n i t .  

aprés l a  seconde t rans format ion  de Four ie r ,  des taches images, 

symétriques par rappor t  A l a  fréquence O de l a  seconde 

dimension. Ceci es t  encore exp l i cab le  par l e  f a i t  que c e t t e  

évo lu t i on  pér iod ique cons t i t ue  simplement une fonc t ion  r é e l l e  

(non complexe), dont l a  transformée de Fou r i e r  ne peut ê t r e  

qu'une f onc t i on  pa i re .  

& i n s i ,  on d i s t i ngue  deux so r t es  de p i c s  : 

- l e s  p i c s  d 'ant iécho,  ou p i c s  P, sont  l e s  p i c s  q u i  

correspondent A l a  précession dans l e  méme sens dans t i  e t  t z ,  

- l e s  p i c s  d'écho, OU p i c s  N, correspondent A des précessions 

en sens inve rse  pendant t i  e t  t z .  

FIGURE DI-IO 

Pics N et P dans une matrice 20 

d .' pics diagonaux c : pics do corrO8ation a : pics axiaux 



A partir du moment où la fréquence de la porteuse est située 

dans la gamme spectrale, la suppression d'une de ces deux 

classes de pics est absolument nécessaire pour envisager 

l'analyse d'une matrice compliquée en évitant les recouvrements 

entre pics P et pics N, et permettre de réduire la largeur 

spectrale de la deuxiéme dimension par 2 (et donc, pour la même 

résolution en FI, de diviser le nombre d'expériences par 2). 

La solution consiste A simuler un deuxiéme canal décalé de 90" 

pour la détection en Fi, c'est dire compléter le signal 

d'évolution selon ti purement réel en signal complexe. 

Deux méthodes sont alors utilisables : 

1 )  La premiére consiste a réaliser deux expériences pour chaque 
valeur de ti, en décalant la phase du signal d'évolution de 

90" : 

FIGURE a1-ii 
Le dbcadags de da phase permet d'envisager da s b t e c t i o n  des 

pics N ou P sedon que d'on cha-e ou non da phase du r&cepteur .  



Par exemple, dans l e  cas du COSY, l e  c y c l e  de phase devra 

ê t r e  : 

l 
Combiné avec l e  c y c l e  de suppression des p i c s  axiaux, c e l a  i 
donne : 1 

pu lse 90" 

X 

X 

EXORCYCLE ( 1 5 )  

pu lse 90" 

X 

Y 

pulse 90" 

X 

X 

X 

X 

En f i n ,  pour l a  d é t e c t i o n  en quadrature dans l e s  deux 

dimensions, il f a u t  combiner EXORCYCLE e t  CYCLOPS. A ins i ,  pour 

l a  s é l e c t i o n  des p i c s  N, on a b o u t i t  A : 

Récepteur 

type N type P 

+ + 
- + 

pulse 90' 

X 

- x  

Y 

-Y 

Récepteur 

type N type P 

+ + 
+ + 
- + 
- + 





FIGURE QI-13 

Forme habituebbe des PZD d'una ezpbrierrce de corrbbatiorr. 

Par contre,  l e s  e f f e t s  d' inhomogénéité sont accentués pour 

l e s  vecteurs correspondant aux p i c s  d 'ant iécho,  l e s  rendant 

beaucoup moins in té ressants .  

Un t e l  cyclage de phase (oh chaque p o i n t  dans l a  dimension Fi 

e s t  consideré comme complexe) ne permet cependant pas d ' o b t e n i r  

aprés double t rans format ion  de Fou r i e r  une mat r ice  "phasable". 

En e f f e t ,  on ne peut ob ten i r  de cohérence de phase en t re  l e s  

deux dimensions, puisque l e  s i gna l  r e c u e i l l i  selon l a  dimension 

F i  ne con t i en t  aucune in fo rmat ion  de phase, e t  en t ra îne  donc 

une d i s t o r s i o n  pour l e s  taches de c o r r é l a t i o n .  Ceci peut poser 

des problémes, car  il e s t  nécessaire de t r a i t e r  de t e l l e s  

mat r ices  en va leur  absolue, e t  l o r s  de c e t t e  t ransformat ion,  

une pe r t e  de r é s o l u t i o n  e f f e c t i v e  e s t  observée. 



2 )  l a  deuxiéme méthode permet, e l l e ,  d ' o b t e n i r  des ma t r i ces  

phasables. Il s ' a g i t  de l a  méthode TPPI,  développée par 

p l u s i e u r s  Pquipes (16,17) .  

C e t t e  méthode, dont  l e s  i n i t i a l e s  s i g n i f i e n t  

" t ime -p ropo r t i ona l  phase inc rementa t ion  " c o n s i s t e  A r é a l i s e r  

l a  quadra tu re  en F i  en changeant l a  phase du s i g n a l  d ' é v o l u t i o n  

de 90" d 'une  expér ience  A l ' a u t r e .  Pour l e s  systPmes ne 

possédant qu'un s e u l  dé tec teu r ,  c e c i  e s t  généralement e f f e c t u é  

en incrémentant  l a  phase du  premier p u l s e  ( p u l s e  de 

p r é p a r a t i o n )  de 90°, e t  en d i v i s a n t  l ' i n c r é m e n t  du temps 

d ' é v o l u t i o n  par 2. Ceci  f o u r n i t ,  dans l a  seconde dimension, un 

s i g n a l  comparable A c e l u i  d ' un  F I D  de l a  premiPre dimension, où 

un p o i n t  s u r  deux e s t  déca lé  de 90' ( p o i n t s  r é e l s  e t  

i m a g i n a i r e s ) .  F l ins i ,  en u t i l i s a n t  l a  mi-me t r a n s f o r m a t i o n  de 

F o u r i e r  dans l e s  deux dimensions, on o b t i e n t  une m a t r i c e  

correspondant non seulement A une double  d é t e c t i o n  en 

quadrature,  mais auss i  possédant une cohérence de phase e n t r e  

F2 e t  F i .  

PROJECTIONS 

CONTOUR 

FIGURE QI-14 

Projections e t  contour d'une tache de corrBdation pour une 

matrice ;ohosBe. 



Pour les systémes A deux détecteurs séparés (systPme Nicolet), 

une premiPre série d'expériences est réalisée et stockée dans 

la moitié inférieure du fichier, puis la phase du premier pulse 

est incrémentée de 90°, et une deuxiéme série d'expériences est 

faite puis stockée dans la seconde moitié. 

Le cycle de phase du COSY est donc : 

i = Qk + 1 ,  avec k E 

FID i 

FID (i+l> 

FID (i+2) 

FID ( i + 3 )  

En combinant avec le cycle de correction des pics axiaux, on 

obtient (toujours avec l'incrémentation de 90' de la phase du 

premier pulse) : 

et l'optimisation de la quadrature dans les deux dimensions 

conduit au cycle de phase : 

pulse 90" 

x 

Y 

-x 

-Y 

pulse 90" 

x 

x 

x 

x 

Récepteur 

+ 
+ 

+ 

+ 



C e  chapitre a traité les expériences bidimensionnelles sous 

forme trés générale pour définir les principes d e  base 

nécessaires A la réalisation pratique d e s  séquences en 

s'affranchissant d e s  divers artéfacts propres A l'expérience ou 

A l'appareillage. 

L e  contenu informatif d e  telles expériences est en fait lié A 

la nature d e  c e  qui est transmis aprés le pulse d e  préparation, 

donc dépend des séquences d'impulsions, ainsi que d e s  temps 

d'évolution et d e  mélange. Cependant, la connaissance de c e s  

paramétres n e  suffit pas, puisqu'il importe d e  déterminer les 

cycles d e  phase adéquats ; ceux-ci sont facilement calculables 

a partir d e s  régles décrites dans c e  chapitre, et il est alors 

possible d e  concevoir d e  nouvelles séquences mono- et 

bidimensionnel les pour d' autres applications en RMN. 

Les chapitres suivants montrent comment il est possible d e  

sélectionner judicieusement les transferts d'aimantation entre 

noyaux, avec les expériences 2D classiques (chapitres !XI-PI). 

-'- -0- -'- -1- -'- 
I I I , ,  
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CHCIPITRE QlI I 





Ces expér iences o n t  pour b u t  de m e t t r e  en évidence l e  

f a i t  que deux noyaux (de  même n a t u r e  ou non) son t  coup lés  

sca la i rement  dans l a  molécule, ce q u i  imp l i que  l e  p l u s  souvent 

q u ' i l s  son t  séparés par un nombre f a i b l e s  de l i a i s o n s  chimiques 

a u t o r i s a n t  l e  t r a n s f e r t  d ' i n f o r m a t i o n  v i a  l e s  é l e c t r o n s  de 

valence. E l l e s  reposent  donc su r  l e s  p r i n c i p e s  de t r a n s f e r t s  

d ' a i m a n t a t i o n  don t  l e s  p r i n c i p e s  généraux o n t  é t é  é t a b l i s  e t  

démontrés au c h a p i t r e  a. 

Qiï-1) Corrélations hétéronucléaires : 

I n t r o d u c t i o n  : 

Une t r P s  grande v a r i é t é  d 'expér iences  de c o r r é l a t i o n s  

hé té ronuc léa i res  e x i s t e ,  e t  l a  l i s t e  s ' e s t  considérablement 

a l l ongée  depuis  que l e s  expér iences de t ype  reve rse  o n t  é t é  

créées.  N o t r e  b u t  n ' e s t  pas i c i  de l e s  d é c r i r e  tou tes ,  mais 

p l u t ô t  de p résen te r  l e u r  p r i n c i p e  de base par  des méthodes 

s imples.  La p l u p a r t  de ces séquences son t  u t i l i s é e s  pour  l a  

dé te rm ina t i on  des couplages s c a l a i r e s  e n t r e  "C e t  'H 

d i rec tement  l i é s ,  mais nous ra isonnerons  sur  un systéme géné ra l  

AX,  puisque t o u t e  p a i r e  de noyaux de s p i n s  n u c l é a i r e s  non n u l s  

peu t  ê t r e  c h o i s i e .  

Pli-1-21 D e s c r i ~ t i o n  de l ' e x ~ é r i e n c e  de base ( d ' a p r é s  (1)) : 

On r é a l i s e  l ' e x p é r i e n c e  s u i v a n t e  : 

FIGURE Pa-1 

Expérience de c o r r é t a t  ion  h&t&ronucC&aire ( s & ~ u e n c e  de base ) . 



Considérons un systéme de deux spins 1/2 couplés scalairement : 

(Syst&me A X  isoCB, de coupCage JAX > 0) 

A l'équilibre, on retrouve le diagramme d'énergie du chapitre 

II, avec les populations : 

FIGURE QII-2 

Diagramme d 'Qnergie d 'un syst&me AX isoCb (coupCages YaibCes ) 

Les fr8quences de transit ions A et X sont indiqubes entre Ces 

niveaux concernbs . 

Le pulse 9 0 x  appliqué sur le noyau X crée la magnétisation 

transverse (figures 3,4,5). Si l'on considére un référentiel 

fixe, pendant le temps t, le vecteur se scinde en deux 



composantes q u i  précessent A des fréquences a n g u l a i r e s  
- - - 

n 1 3 - R 0  n J A X  e t  R ~ + - R ,  + n J A X  e t  q u i  possPdent des 

ampl i tudes P l i X )  respect ivement  éga les h pl - p, e t  pz  - p4.  

A i n s i ,  aprés un temps t,, l e s  vec teu rs  o n t  d é c r i t  des angles 

égaux A n13ti e t  n2,t1 par  r a p p o r t  h l e u r  p o s i t i o n  d ' o r i g i n e .  

Le second pu l se  90; bascule  l a  composante en y des vec teurs  

magnét i sa t ion  s u r  l ' a x e  z ( f i g u r e  6). 

z 
A 

x 

Y -  

FIGURES PZ-3 - 6 
PvoGut ion des vecteurs 1 ~ 9 d t  isat ion X (reprbsentat ion Par 

vecteurs d'Heisen6erg) au cours de Ga sbquence de corrBCation 

A&t&ronucCbaire . 
3 )  Qtat d'équiCibre 4 )  appas Ce premier putse 90 

5 )  à ta fin du temps d.&voCution 6) apras Ce second putse 90 

* 
A c e t  i n s t a n t  on a  : 

Puisque l a  magnét i sa t ion  l o n g i t u d i n a l e  e s t  d i rec tement  p ropor -  

t i o n n e l l e  aux d i f f é r e n c e s  de p o p u l a t i o n  des n iveaux d ' é n e r g i e ,  

ce1 l e s - c i  dev iennent  : 

~ , i t , >  = 1 + p, - Px cos (R13t1)  
pZ(ti> = 1 - p, - Px cos <R,,t,> 
P 3 C t 1 >  = + PA + Px cos (R13ti) 
p4Ctl> = 1 - PA + p x  COS (R2,t1) 



Ces équations montrent que la magnétisation longitudinale du 

noyau A a changé, puisque de l'état d'équilibre où : 

M C A )  proportionnel A pl - pz = 2pA 
O 

et aussi 9 

proportionnel A p3 - p4 = 2pA 
O 

on est passé A : 

ce qui implique que : 

lx M < A >  De plus, on a M i x >  = - O 
TA 

Le signal détecté aprés un pulse 90" sur A qui bascule la 

magnétisation dans le plan transverse est donc : 

La transformée de Fourier de ce signal selon t2 fournit deux 

pics aux fréquences A (Carbone 13 par exemple) RI, et R,,, 



' x 
d ' amp l i t udes  : 1 + -[c0s<n13t1> - cos(n,,tl>] e t  

x 
+ - [cos<nZ4t1 > - Cos<n,,t, > 1 respect ivement .  

2 7 A  

La seconde t ransformée de F o u r i e r  - se lon  t, - f e r a  a p p a r a î t r e  

s i x  p i c s  s u r  l a  m a t r i c e  f i n a l e ,  de coordonnées (base<Fz,Fl>>: 

Les deux p i c s  axiaux <n,,,o> e t  <R3,,0) prov iennent  des 

composantes non modulées se lon  t, , e t  peuvent ê t r e  supprimes 

par  un c y c l e  de phase adéquat ( c f .  c h a p i t r e  Q I ) .  

FIGURE Pa-7 
PxezwCe de matrice obtenue pour une corrSCation 1 3 C  - i H  

rdaGisSe avec Ca sSquence de base .  



QII-1-31 A m é l i o r a t i o n s  d e  l a  s é ~ u e n c e  d e  b a s e  ( 2 )  : 

a) D é c o u p l a g e  du n o y a u  X p e n d a n t  l a  d é t e c t i o n  : 

FIGURE PII-8 

&xp&rience de corr&dation h&t&ronucdBa2re avec d&couptase des 

noyaux X pendant 8 'ac~uisit ion des signaux de A .  

La m a t r i c e  r é s u l t a n t e  est  s i m p l i f i é e ,  car d a n s  l a  p r e m i è r e  

d i m e n s i o n  ( f r é q u e n c e  d u  n o y a u  A )  i l  n ' y  a p l u s  q u ' u n  p i c  

( s u p p r e s s i o n  du c o u p l a g e  h é t é r o n u c l é a i r e  p e n d a n t  l a  d é t e c t i o n  1 .  

FIGURE PII-9 

CorrSCcrtion 13c - I H  obtenue avec da s49uence QII-B. 



b )  Suppression du couplage hétéronucléaire pendant t, ( 3 ) :  

FIGURE an-10 

Shquence compt&ts de corr4Cation h&t&ronucC&aire permettant ta 

supprsss ion des coupdages hbt bronucdbairss dans des deux 

dimensions. 

On réalise un écho d e  spin (séquence T - 180" - T) qui a pour 
effet d e  supprimer les effets d e  couplage pendant la période 

d'évolution. I l  n e  reste donc plus, si l'on fait la projection 

d e  la matrice sur l'axe d e  la deuxiPme dimension (noyau X )  

qu'un seul pic : 

FIGURE an-ii 

Corr&Cat ion 13c - 'H obtenue avec Ca sdquence an-IO. 



C )  Suppression des couplages homonucléaires X - X  (4,5) : 

FIGURE QU-12 

ExpcSrisnce de corr&Cat ion h4t&ronucC&airs permettant Ca 

suppression de tous Ces coupCages hbt4ronuct&aires (dans Ces 

deux dimens ions ) et des coupCages honwnucCBaires X - X  vicinaux. 

La séquence agit comme un simple pulse 

180" sur les noyaux X non couplés a des noyaux A, alors que les 
autres ne sont pas affectés. Ainsi, un noyau X lié d'une part a 
un carbone 13 et d'autre part a un autre noyau X (qui n'a que 

trPs peu de chance d'Stre couplé A un I'c) voit les effets de 

couplage homonucléaire avec c e  noyau se compenser entre les 

deux périodes, et donc disparaître. 



13 1 
QII-1-41 Goplications : corrélation C - H 

Les expériences de corrélation I 3 c  - 'H ont été realisées sur 

le pentasaccharide Pi et sur l'hexasaccharide Hi en utilisant 

la séquence modifiée de façon A faire disparaître les couplages 

homonucléaires 'H - 'H. 

La figure PD-13 montre un contour de la matrice cornplPte pour 

le pentasaccharide PI. 

Afin de faciliter l'analyse de cette matrice, deux extensions 

du contour sont présentées sur la figure PD-14. 

La figure PD-14(a) montre la corrélation I3c - 'H dans la 

région des carbones anomériques 99 - 105 ppm. La région 

correspondante du spectre proton montrée en "projection" 

verticale permet d'identifier immédiatement les signaux des 

protons corrélés et met en évidence en particulier le fait que 

le doublet A 4.7 ppm en proton ne correspond pas A un 

anornérique. 

La position du carbone portant ce proton est visible au 

contraire sur la figure PD-14(b) ( A  partir du déplacement 

chimique proton) et apparaît A 73.1 ppm. 

Un phénoméne intéressant est également noté sur cette figure : 

on remarque qu'aucune corrélation n'est observable pour les 

trois carbone de type CH2 (Ce des glucosamines) dans la région 

67 - 69 ppm. Nous savons par l'expérience de DEPT que ces 

carbones correspondent aux CH2.  Ce phénoméne est trés courant 

dans le cas des oligosaccharides, et repose sur le fait que 

l'expérience utilise une séquence de suppression des couplages 

vicinaux 'H - 'H, qui n'affecte pas les couplages géminés entre 

lesdeux protons d'un tel groupement. En effet, dans cedernier 

cas, les deux protons liés A un carbone 13 voient leurs 

populations inversées en même temps par le pulse 18OCH> 

central, et les effets de couplage entre eux ne sont pas 

refocalisés. Ceci implique donc une dispersion de ces  signaux 

sur la matrice, et comme leur intensité est déjA moins grande 

que celle des systPmes C-H simples (les délais n'étant pas 

optimisés pour eux), ils n'apparaissent la plupart pas sur la 

matrice. Si l'on pouvait les voir, la corrélation devrait 

montrer quatre taches, mais la dilution de l'information 



FIGURE QII-13 

Contour conzpdet de da corrddation "C - 'H pour Pi. 
Les tracds des "~roject ions" Pi et P2 sont const ituds par des 

spectres proton et carbone et w correspondent donc pas aux 

projections rSeddes de da matrice. 



FIGURE QII-14 

Extensions de da Yigure DE-22 montrant des corr6dat ions dans 

des ~ & g i o n s  anomBri9ues (a) et non anomérigues (6). 



conduit A des taches trop faibles perdues dans le bruit de 
, 

fond. Elles ne sont visibles que si des concentrations 

supérieures sont disponibles ; cet artéfact limite souvent 

l'intérêt de ce type d'expérience pour l'analyse des spectres 

carbone. 

La figure Qii-15 montre de la même façon les résultats obtenus 

avec l'hexasaccharide HI. Les taches ont toutes Pt& 

interprétées grâce A l'attribution compléte des protons par les 

techniques qui seront détaillées dans les paragraphes et 

chapitres suivants. En ce qui concerne les carbones de la 

rPgion des anomériques (figure SZii-15 (a)), on constate que 

celui situé A 109 ppm donne une corrélation avec son proton A 

6.0 ppm, c'est A dire en dehors des valeurs classiques 

attendues pour un proton anomérique. I l  s'agit en effet du 

signal correspondant au carbone 4 de l'unité insaturée A .  Les 

autres corr&lations constituent six taches confirmant la 

structure hexasaccharidique. Sur la figure IlII-15 (b), on peut 

remarquer de même que précédemment l'absence de corrélations 

dans la région 67-69 ppm correspondant au C6 des glucosamines 

pour les mêmes raisons que celles évoquées pour PI. 

Les corrélations hétéronucléaires I3c  - IH permettent donc de 

lever certaines ambiguïtés concernant les structures des 

oligosaccharides et souvent de confirmer les attributions des 

protons. Toutefois elles restent d'une utilité limitée en 

raison des concentrations importantes requises ( supérieures A 

20 mM). Elles ne peuvent donc être considérées que comme 

approches de confirmation, mais non utilisables en mPthodes 

systématiques dans le cadre d'une stratégie générale d'étude 

d'oligosaccharides en conditions naturelles, c'est A dire avec 

de faibles quantités. L'obtention de ce type d'information en 

mode inverse (détection indirecte 'H - I'c) ouvrira peut-être 

de nouvelles perspectives, mais dans le cas de ces systémes, le 

gain de sensibilité ne sera pas énorme, et des champs trés 

élevés resteront nécessaires pour l'obtention de résultats 

univoques. 

I l  serait sans doute important de disposer de données sûres et 

prPcises en RMN du 1 3 ~  sur des composés simples, afin de 

constituer une banque de données permettant d'orienter 

rapidement 1 'attribution des spectres carbone. 



coo- CH,OSO; 

~ o ~ o * o ~ . + ~ O H  O OH 

OSO? NHSOi OH NHCOCH, OH NHSO; 

FIGURE QII-15 
CorrSGat ion 13c - 'H sur G 'he~asa~charido Hi. 

(a) rSgion des carbones anonbrigues 

(6 non anonbriques . 





PD-2) , Expérience d e  COSY : 

( C o r r é l a t i o n  homonucléaire A 2 dimensions (6)) 

!in-2-11 I n t r o d u c t i o n  : 

Nous venons de d é c r i r e  une expér ience de c o r r é l a t i o n  

hé té ronuc léa i re  au moyen des vecteurs d'Heisenberg e t  des 

c a l c u l s  de popu la t ions  des d i f f é r e n t s  é t a t s  d 'éne rg ie .  

L '  expér ience homonuc l é a i r e  correspondante ( brièvement d é c r i  t e  

au c h a p i t r e  UI) va ê t r e  t r a i t é e  par l e s  opérateurs densi tés.  

Ceci permet t ra  une i n t e r p r é t a t i o n  compléte du s igne e t  de l a  

forme des m u l t i p l e t s  obtenus su r  l a  mat r ice ,  a i n s i  que l e u r  

i n t e n s i t é  respec t i ve  en f o n c t i o n  de l ' a n g l e  8. 

PD-2-21 D e s c r i ~ t i o n  Dar l e s  opérateurs d e n s i t é  : (d 'aprés  (7) 1 

La séquence de base e s t  d é c r i t e  sur  l a  f i g u r e  PII-16. La va leu r  

de 0 sera d é f i n i e  au cours de l a  p résenta t ion .  

FIGURE PIi-16 

S o i t  un systéme Il - I z  - 1, avec IJ1,l > IJ1,I > IJ,,I 

si = s i n  nit, 
on n o t e r a  

s i j  = s in(nJi j t1)  

Si on analyse l ' e x p é r i e n c e  de COSY 8 par  l e s  e f f e t s  des 

d i f f é r e n t s  opérateurs p r o d u i t s  de l a  séquence en cons idérant  

uniquement au dépar t  l a  magnét isat ion provenant de Il, a l o r s  

l e s  opérateurs dens i té  aux p o i n t s  O A 3 seront  : 



TG TC 
a l  = -1 

1 Y 
( p u l s e  - s e l o n  x ---. p = - 

2 
+ = O )  

2 

oz : p e n d a n t  t l ,  l e  v e c t e u r  m a g n é t i s a t i o n  r e p r é s e n t é  p a r  -1 
1 Y 

p r é c e s s e  A l a  f r é q u e n c e  vl et  les c o u p l a g e s  J I 2  e t  
s ' e x p r i m e n t ,  s é p a r a n t  c e  v e c t e u r  e n  p l u s i e u r s  c o m p o s a n t e s .  

o3 : p u l s e  e x  ( p  = 8 + = O )  

P o u r  p l u s  d e  c l a r t é ,  d é t a i l l o n s  l ' e f f e t  d e  c e  p u l s e  s u r  les 

o p é r a t e u r s  p r é s e n t s  d a n s  a, un p a r  un : 



donc, 

et si l'on ne garde que les termes observables directement : i 

A partir de ces résultats, on peut déja différentier trois 

types de pics : 1 

- les pics diagonaux, qui sont constitués par les opérateurs 

qui n'ont pas été touchés par le deuxiéme pulse ( I l x ,  donc, 

et les composantes cosinusoïdales des autres opérateurs de 

u2 , 
- les pics de corrélations ("cross-peaks") constitués par les 

autres opérateurs, et apparaissant A o2 et w 3  dans la 

premiére dimension (bien sûr A C O ,  dans la seconde), 



- les pics axiaux provenant de la relaxation longitudinale 

qui s'exprime pendant le temps de mélange (cf. chapitre QI), 

non représentés ici car les calculs d'opérateurs que nous 

avons effectués ne tiennent pas des processus de relaxation. 

A Cas particulier : COSY 90 

Chaque élément de 5 représente un multiplet que l'on peut 

décomposer en deux parties : 

- la premiére regroupe les termes modulés en t,, 

- la seconde les composantes détectables lors de l'acquisition 

Ainsi on peut connaître la structure détaillée de chaque 

multiplet constituant une tache sur la matrice de corrélation. 

Par exemple, étudions la structure du signal représenté par 

-s1~12s13211z13y dans le COSY 90 (il s'agit de la tache de 

corrélation 1-3 sur la matrice) ; il se décompose en 21 lZ13y 

selon la dimension F2 (t2) et -s1cl2sl3 selon F, (t,). Ces deux 

composantes sont analysées successivement : 

a) I I 3  : la forme de la tache que constitue ce multiplet 

peut être déterminée : 

( On rapelle que IJ121 > IJ131 > IJZ31 



couplage passif 

avec I 2  

FIGURE Pa-17 

Conrf rucf ion du nuCf ipCsf 2 1 ,  =1,  y .  

donc c e  multiplet peut Ftre écrit sous la forme : 

a l , ( - ' - , + , + )  

b )  - s , c , , s , ,  : 

D'aprés les formules trigonométriques : 



soit 

La structure du multiplet de la matrice 2D sera donc : 

( car a:, = 1) 

On a ainsi le signe relatif des pics constituant la tache de 

corrélation 1-3 dans le cas du COSY 90. 

Comme on peut le voir A partir de l'équation [l], les matrices 

de COSY ont l'inconvénient de présenter des pics diagonaux et 

des pics de corrélation décalés en phase de 90" dans les deux 

dimensions. Ainsi, lorsque l'on phase de maniére A ce que ces 

derniers, qui constituent les informations importantes de ces 

expériences, soient en pure absorption, on obtient une 

diagonale en dispersion. Ceci, aprPs transformation en valeur 

absolue, donne un signal assez large, qui peut, dans certains 

cas, cacher les pics proches (correspondant A la corrélation 

entre deux noyaux de déplacements chimiques voisins). Une 

alternative efficace consiste A utiliser un second pulse 

correspondant A 0 # 90" (8). 

COSY e : 

Pour le COSY 8, les multiplets correspondant A la tache de 

corrélation 1-3 ( w ,  dans F,, w3 dans F 2 )  sont : 

4 - c,s,~s,~ 411LIIz13y~0s8 sinZO 

4 - sis12C13 2 1 i ~ 1 3 y  sinZ@ traité précédemment. 

a) dans F2 : 



4 l u  lit l a y  ,+* a23 a13 

d'où  w z  : a i 3 a Z 3 { + , - , - , + >  

b )  dans F i  : 

s o i t  w 1  : a i 2 a i 3 ( + , - , - , + >  

La s t ruc ture  du m u l t i p l e t  correspondant A c e  terme dans l a  

matrice  2 D  s era  donc : 

( c a r  a:3 = 1) 



Donc la tache de corrélation 1-3 dans la matrice est constituée 

par la superposition des multiplets : 

+ + + - - +  
+ + - -  + + -  

a12a23 

avec un facteur avec un facteur 

sin2@ cos8sin28 

Le multiplet résultant sera ainsi fonction du produit aI2az, 

donc du signe de Ji2.J2, : 

De ce fait, la tache de corrélation 1-3 apparaîtra sous deux 

formes possibles suivant le signe des couplages 1-2 et 2-3 : 

0 intensité (cos8 + 1)sin~8 

Le rapport des intensités des deux types de taches est donné 

par : 

cos0 + 1 
qui est d'autant plus grand que 8 est petit. 

1 - cos0 



La différence d'intensité entre les deux types de taches est 

donnPe par : 

2 cos8sin20 qui est maximum pour 8 = 54.7'. 

I l  faut cependant constater que le maximum absolu (sans tenir 

compte des phénoménes de relaxation) pour les taches les plus 

intenses est obtenu pour 8 i 7 0 ° 5 '  (maximisation de 

<cos8 + l>sin28 1 .  Dans ce cas le rapport d'intensité des deux 

types de tache est égal A 2 . 

En général, pour connaître le signe des produits de couplage 

(donc des couplages) on realise un COSY 45 qui est un compromis 

entre bonne discrimination des deux types de taches et 

sensibilité raisonnable, et on considere l'angle de la tache de 

corrélation par rapport A la diagonale. 

FIGURE PU-19 

SchQzuz de matrice obtenue par COSY 8 mont~a& d'orientation 

des taches en /onction des signer der produits do coupCaSe. 



donc, si 1 'on sait que J 1 2  > O 

alors on a : ! !  

Si les mêmes calculs avaient été effectués sur les opérateurs 

constituant une tache diagonale, on pourrait constater que 

ce1 le-ci n'est pas aussi importante que dans le cas du COSY 90, 

ce qui est un autre avantage pour le COSY 45. 

Qlï-2-3) h~plications : corrélations homonucléaires : (9) 

Les applications des expériences de corrélations homonucléaires 

classiques seront illustrées par des exemples concernant le 

pentasaccharide actif déjA utilisé pour montrer les sévéres 

limitations des méthodes de double irradiation. Les figures 

Plï-20 A Pïï-22 montrent le résultat d'une expérience réalisée 

dans des conditions standard destinées A mettre en évidence les 

interactions par couplage scalaire sans tentative particuliPre 

pour accentuer la sensibilité dans une gamme précise de 

constantes de couplage. La séquence normale décrite sur la 

figure Qlï-16 avec 8 = 90' a été utilisée. 

FIGURE Pa-20 

Trac6 tridiaensionnet du r&suftat d'une explrience COSY 90 sur 

de pentasaccharide Pi à 500 # H z  (295 KI. 



FIGURE Un-21 

Trac6 contour du COSY 90 sur Ce c o n r p o s O  Pi et attribution des 

cczrr&Cat ions 2- 2 Pour gu~trrs Protons czncrllrhr iques 



4:  a 4 :  2 4: 0 3: 8 3 :  6 3: 4 
PPH 

FIGURE an-22 

Extension de Ca Yigure an-21 dans d a  region non anonbrigue et 

mise en Bvidence des protons 3 des unitQs Ar et A"'. 



On peut constater que cette expérience permet d'aller plus loin 

que les méthodes classiques unidimensionelles dans la mesure où 

les protons et A; sont facilement distingués et qu'il est 

possible de mettre en évidence la position des protons suivants 

A;'- et A;. 

Toutefois, une analyse plus compléte de l'ensemble des protons 

de chacune de ces deux unités par exemple se heurte maintenant 

h des difficultés dues h la proximité des protons 3 et 4 qui 

est très courante pour ce type de composé. Les corrélations 3-4 

donnent deç pics de corrélation très proches de la diagonale 

qui interférent avec les pics d'autocorrélation. Dans le cas 

présent, l'analyse est totalement impossible pour l'enchaî- 

nement au niveau des protons - A l r  ( A  3.6 ppm environ), et, 

pire, h 4.2 ppm ou 4.4 ppm quatre signaux sont quasiment 

superposés. D'une maniére générale, il est trPs fréquent de se 

trouver devant des situations trés ambigües qui peuvent 

compromettre la validité des déterminations ultérieures. 

Les limitations de cette méthode apparaissent plus clairement 

encore pour les unités de type acide glucuronique pour 

lesquelles les protons 3,4 et 5 sont trPs souvent trPs 

fortement couplés (voir fig QII-22). I l  est dés lors impossible 

d'établir avec certitude l'ensemble des attributions pour ces 

unités . Nous verrons dans un chapitre ultérieur que des 

modifications apparemment anodines de cette unité dans le 

pentasaccharide actif conduisent h une inactivation totale de 

la molécule et que la modification structurale n'est 

identifiable avec certitude que grace A la mise en oeuvre de 

méthodes trés performantes. 

COSY 45 : 

Les avantages du COSY 45 sur le COSY 90 sont nombreux. Tout 

d'abord, il permet de connaître le signe des couplages, comme 

nous l'avons montré précédemment, par l'orientation des taches 

de corrélation par rapport A la diagonale, mais il éclaircit 

aussi considérablement cette diagonale, ce qui peut faciliter 

dans certains cas la détermination des interactions scalaires 

entre noyaux de déplacements chimiques proches. Enfin, même si 

sa sensibilité intrinsèque est moins grande, il peut être 

réalisé avec un plus petit délai de relaxation entre chaque 

expérience. 



Comparons le COSY 90 e t  le COSY 45 app l i qués  s u r  le même 

pentasacchar ide.  

1 COSY 90 

I! w 
ii! 

/ 8 . 3  " t 

/ - -  

88 = t 
l s l . I . I . , T , .  

4 . i  1 .2  4 .  3 .8  3.6 3 . i  PPll 
PPW 

1 COSY 45 r9' 4 1 

B 88 r 

4.4 4 . 2  1.0 3 .8  3 .6  3.6 PPll 
PPU 

FIGURE PIi-23 

Comparaison des exp&riences de corr&tat ion scataires de type 

COSY pour Ce pentasaccharide Pi avec 6 = 90' et 6 = 45' Seutes 

Ces partias non nnomBriquss sont traches. Las /Coches marquBes 

sur Ce COSY 45 indiquent C 'orientat ion des taches de 

corr&tat ion. 



Si les taches du COSY 90 sont plus nettes et donnent des 

indications sur les types de multiplets qu'il faut attendre 

dans le spectre, elles présentent par contre l'inconvénient 

d'être plus larges et non orientées par rapport A la diagonale. 

Dans le COSY 45, ce n'est évidemment pas le cas et on peut 

remarquer par exemple que les taches de corrélation situées A 

(3.9,4.2) et (3.9,4.4) (dans la base ( F z , F i ) )  forment un angle 

plus grand que 45" avec la diagonale, alors que la tache 

(4.2,4.4> forme un angle plus petit. Ceci indique, puisqu'elles 

proviennent obligatoirement des mêmes signaux (couplages entre 

trois noyaux), que l'an est en présence des interactions entre 

protons 5 et 6, 6' d'une des unités glucosamines. En effet, le 

couplage 6-6' étant un couplage géminé est négatif, alors que 

les couplages 5-6 et 5-a', vicinaux, sont positifs. 

De plus, le COSY 45 en montrant une diagonale moins marquée 

permet de distinguer la tache de corrélation (4.38,4.42) de la 

diagonale contenant un pic de A (4.4,4.4). 

Cependant on remarque que même avec le COSY 4 5  la corrélation 

des protons A i r  - A:r n'est pas évidente, et on ne peut A coup 

sûr continuer sans risque l'enchaînement de cette unité 

glucosamine. 

Il est donc clair que l'utilisation des approches 

bidimensionelles classiques de type COSY ne permet en général 

pas de déterminer de façon univoque l'ensemble des déplacements 

chimiques de toutes les unités d'oligosaccharides complexes. 

Ces limitations deviennent trés importantes si la taille de la 

molécule croît ou si les mesures sont réalisées A champ moyen. 

Ces approches sont toutefois souvent suffisantes pour traiter 

le cas de petits oligoméres . Dans le cas particulier que nous 
avons choisi de traiter, et qui est représentatif de cas 

rencontrés quotidiennement, peu de structures oligosaccha- 

ridiques peuvent être totalement résolues par le COSY 

classique. I l  est donc justifié de tenter de mettre au point 

des approches complémentaires plus performantes pour lever de 

façon undubitable les ambiguïtés d'attribution. 
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CHAPITRE 37N I 
EXPERIENCEs DE TRANSFERTS MULTIPLES (2D) 

C 





Plü-1) Introduction : 

Les expériences de transferts multiples, qu'elles 

soient hétéro- ou homonucléaires, sont des extensions des 

expériences de corrélations que nous venons de décrire dans le 

chapitre précédent. Leur but est complémentaire de celles-ci, 

puisqu'elles permettent de lever les ambiguïtés d'inter- 

prétation des taches de corrélation. En effet, si, par exemple, 

le COSY est l'expérience qui permet de confirmer ou infirmer 

des interactions scalaires que des mesures de couplages ou des 

découplages sélectifs ne peuvent fournir clairement dans une 

expérience classique a une dimension, les expériences de 

transferts multiples sont, elles, les étapes suivantes qui 

permettent d'aller plus loin dans la recherche des 

connectivités entre spins. El les sont aussi appelées 

expériences de RELAIS, car leur principe est de relayer le 

transfert d'aimantation entre deux noyaux sur un troisiPme 

noyau. Ainsi, pour le cas homonucléaire, si l'on dispose d'un 

systPme A trois spins 1 / 2  A-B-C tels que 4 soit couplé 

faiblement A B et B A C, l'expérience de COSY fournira une 

matrice montrant une corrélation scalaire entre A et B - taches 
A ( ~ , ~ , w ~ ) e t  (oa,wA) - et une corrélation entre B et C - (wB,wc) 

et ( w ~ , ~ ~ )  - ,alors que le RELAIS simple (1,2) permettra 

d'obtenir deux taches supplémentaires CwA,oc> et (wC,wA> 

témoignant d'un transfert d'aimantation entre A et C par 

l'intermédiaire de B. On saura donc immédiatement A partir des 

taches d'une seule ligne ou colonne de la matrice (même si le 

signal diagonal de B est difficile A séparer de ceux d'autres 

noyaux), que A est lié A B et B A C, et on pourra continuer 

l'enchaînement tant qu'il existera un couplage scalaire entre 

deux atomes consécutifs de la structure. 



COSY 

FIGURE nm-i 
Contours thSoriques d'une expbrience de COSY et de RELAIS 

simpfe pour un systente de trois s p i n s  A-B-C te8 que J A C  = 0. 

(une seufe m i t  iQ de matrice est repr&sentBe) 

Pïii-2) Expériences de relais homonucléaires : 

La séquence des t ransfer ts  A r e l a i s  mul t ip le  (3,4) peut 

ê t r e  é c r i t e  sous l a  forme générale décr i te  sur l a  f igure  52111-2 : 

F I G U R E  52111-2 

S&guence g6drafe des expSriences de refais nzuftipCes. n 

indique de nonobre de refais itef n 3 O). 



On ne va s'attacher ici A décrire que l'expérience de relais 

simple (n = 1) par les opérateurs densité, en considérant que 

le délai de mélange r est optimisé pour un couplage moyen, de 
1 

façon A ce que t soit égal A - (transfert maximum). 
45 

Soit un système 2 trois spins I l ,  12, IB, tel que : 

I l  soit couplé A 1, 
1, couplé A 1, 

I l  non couplé (ou trés faiblement) 2 1, 

Suivons la magnétisation provenant du seul spin I l  (donc 

apparaissant A la fréquence vl dans la dimension FI). 

Si on faisait l'acquisition A cet instant, on aurait le COSY. 

(sur la matrice, observation de slc lZI l x  [diag] et slsl,21 lZIzv) 

O4 
: d'aprés le chapitre II, il revient au même d'appliquer la 

-c -c 
séquence - - 180" - - ou d'appliquer d'abord le pulse 180" 

2 2 
suivi d'un délai r pendant lequel uniquement le couplage 

s'exprime. 

- pulse 180x : 

1 
- temps r = - : les couplages JIP et J,, s'expriment. 

45 

~ 1 ~ 1 2 ~ 1 ~  - c1s12411x12X13z + ~ 1 ~ 1 2 ~ ~  l y 1 2 Z  + s1s12212y13Z 

Puis, après le pulse de lecture : 



observable triple quantum observable observable 
A V, dans F, A V, dans F2 A V, dans F2 

I l  faut remarquer que la tache <v,, pl > provient de 1 'opérateur 
- ~ ~ ~ ~ ~ 2 1 ~ ~ 1 , ~  qui découle de - 

S ~ s ~ 2 2 1  i z 1 2 y  de 1 'étape u, 
(COSY), donc c'est bien l'aimantation qui a déjA été transférée 

de I l  sur IZ qui arrive sur 13. 

De la même manière, en augmentant n, on pourra avoir sur la 

même ligne (ou colonne) de fréquence de la matrice les noyaux 

situés de 1 A n + 1 liaisons de l'atome préalablement excité, 

aussi longtemps que des couplages scalaires autoriseront le 

transfert. 

Qiii-3) Relais hétéronucléaires : ( 5 , 6 )  

Les expériences de corrélations hétéronucléaires 

simples transférent l'aimantation d'un noyau X sur un noyau A 

( A  priori moins sensible) qui est observé. Les relais 

hétéronucléaires peuvent donc être de plusieurs types : 

- soit on réalise d'abord un transfert homonucléaire entre deux 

noyaux de même espèce X, puis on communique l'aimantation 

résultante A un troisiéme noyau de l'autre espéce A qui est 

observée (transfert X-X-A) (5,6,7,8), 

- soit on effectue cette opération dans le sens contraire, 

c'est A dire qu'une premiPre corrélation hétéronucléaire est 

réalisée (de X A A), puis l'aimantation résultante est 

transférée A un autre noyau d'espéce A observée (transfert 

X-A-A) , 

- soit on transfére l'aimantation d'un premier noyau X A un 

noyau A, puis on la relaie sur un autre noyau X (transfert 

X-A-X) , ce qui consitue une succession de transferts 

hétéronucléaires. Cette derniére séquence a été réalisé par 

Delsuc et col 1. (9) pour l'observation de systémes 

'H - "P - IH en proton : 



Séauence : 

FIGURE QlU-3 

SQquence de rsGcris h4tQronucCQaire X - A - X .  

La r é a l i s a t i o n  de l a  deuxiPme séquence i m p l i q u e  que l a  

s e n s i b i l i t é  de l ' e s p è c e  A s o i t  suf f isamment bonne pour 

pe rme t t re  une obse rva t i on  d i r e c t e  de t r a n s f e r t s  d ' a i m a n t a t i o n  

e n t r e  noyaux A, ce  q u i  n ' e s t  généralement pas l e  cas. Ceci e s t  

donc t r è s  rarement u t i l i s é .  

Séauence : 

FIGURE 3Z1-4 

SQQuence du r e t a i s  X - A - A .  . 

Pour l e  premier  t ype  d 'expér iences  ( l e  p l u s  c o u r a n t ) ,  l e s  

séquences peuvent ê t r e  c o n s t r u i t e s  d i rec tement  A p a r t i r  des 

expér iences de r e l a i s  homonucléaires. Comme dans l e  cas de l a  

c o r r é l a t i o n  s imp le  où l ' o n  a v a i t  : 



homonuc léaire 

hétéronucléaire 

FIGURE na-5 

on peut faire correspondre : 

homonucléaire 

hétéronuc léaire 

FIGURE Sin-6 



Ces expériences de relais hétéronucléaires pourraient être 

d'une utilité considérable pour l'analyse des oligosaccharides, 

mais elles sont malheureusement pénalisées par une sensibilité 

trés faible (de 3 A 10 fois inférieure h la corrélation directe 

I 3 c  - 'H ) .  Elles ne sont utilisables que si de grandes 

concentrations sont facilement disponibles. 

PD-4) Rpplication des relais aux oligosaccharides : 

Les principes développés dans la premiére partie de ce 

chapitre ont été appliqués aux oligosaccharides (10,ll). 

La premiére étape consiste A réaliser un transfert avec relais 

simple (n = 1). On doit h partir de cette technique mettre en 

évidence les voisins couplés scalairement de tout proton ainsi 

que leurs propres voisins. La figure am-7 montre les résultats 
obtenus avec le pentasaccharide PI. 

La comparaison des figures am-7(a) et (b) est plus facile au 

niveau des protons anomériques. On constate effectivement que 

l'utilisation d'un relais permet de faire transiter 

l'information des protons 1 aux protons 3 qui sont donc 

identifiés de façon univoque. On peut dés maintenant noter le 

fort déblindage de A: indiquant la 3-O-sulfatation sur cette 

unité. En ce qui concerne les conditions utilisées pour assurer 

ce transfert, une remarque doit être apportée : il est possible 
r 

d'optimiser le relais par un choix judicieux de -. Ceci 
2 

implique de connaître J,, et J,, . I l  est évident que ces 

valeurs ne sont pas connues A priori et peuvent varier de O A 

12 Hz. Elles sont par exemple trés faibles (2-3 H z )  pour les 

unités iduroniques et tréç grandes (9-11 Hz) pour les 

glucuroniques. I l  convient donc de trouver un compromis ; nous 
t 

avons choisi - = 30 msec correspondant h un transfert optimum 
2 

pour J = 8 Hz . On peut remarquer que cette valeur est 

appropriée, car les corrélations relayées sont observées dans 

tous les cas de figure, en particulier aussi bien pour les 

glucuroniques que pour les iduroniques. Ce temps de transfert 

de 30 msec sera utilisé pour toutes les expériences de relais 

ultérieures, au moins en deux dimensions. 



COSY RELAIS SIMPLE 

/ s a  1 - 4 .5  
/ 

0' . 
P 

/= i e - 5.0 

,/* A* 

. 
2, - 5.5 

*/' 
/ , , , , ,  

0 

5. 5 5:0 " " " ' " ~ " " ~ " ' p  4.5 1.0 3.5 PM 
PPM 

I . . . . , . . . . , . . . . , . . . .  
5.5 5. O 4.5 4 .0  3 . 5  Pl4 

PPM 

FIGURE Pa-7 

Conpal-aison des exp&riences de COSY 45 (a) Bt RPLAZS sinpde (6) 

rdatisSss sur de psntasaccharide PI. Les taches apparues en 

(6) à partir des protons anonr8ri9ues sont entourées et 

ident ifides. 



L'obtention simultanée des matrices de COSY et RELAIS simple 

constitue une méthode de choix pour lever une partie des 

ambiguïtés d'attribution dans les oligosaccharides, et la 

deuxiPme expérience permet de confirmer les données déduites de 

la premiére. Dans la pratique, ces deux séquences sont 

enchaînées pour permettre une acquisition dans des conditions 

identiques et aussi de moyenner les éventuelles fluctuations 

expérimentales. L'utilisation systématique de cette approche 

permet souvent, pour les oligosaccharides en particulier, de 

disposer du maximum de certitude pour les attributions en un 

minimum de temps machine. 

L'efficacité de cette procédure encourage A tenter de 

poursuivre les transferts au dela de n = 1. Nous verrons par la 

suite que la qualité des informations déduites de cette 

approche justifie ces expériences. 

Dans le cas de transferts multiples (n > 1 )  le calcul d'un 
T 

temps de mélange - optimisé est compliqué par le fait que 
2 

l'efficacité des transferts dépend de l'ensemble des constantes 

de couplage mises en cause. I l  est illusoire de réaliser un 

transfert correctement optimisé pour toutes les situations 

possibles. Le choix du même compromis (30 msec) s'est avéré 

trPs satisfaisant. pour des situations extrêmes. I l  faut noter 

que toute tentative d'optimiser les transferts pour des unités 

comportant de faibles couplages (acides iduroniques par 

exemple) conduit .A des résultats décevants ; l'allongement du 

temps r nécessaire pour augmenter l'efficacité des transferts 

conduit en effet A de fortes pertes en signal par les 

phénoménes de relaxation. 

Les résultats obtenus par un double RELAIS sont présentés sur 

la figure Pm-8. 

Cette figure montre clairement que le passage d'un simple 

relais (1 + 2 -+ 3 )  A un double relais (1 -+ 2 -, 3 -, 4) met 

en évidence les protons 4 de façon absolument univoque. Cette 

information sera ultérieurement trés précieuse pour la 

détermination de la séquence de l'oligosaccharide qui utilisera 

essentiellement les corrélations dipolaires 1 --+ 4 de part et 

d'autre de la liaison glycosidique. 



RELAIS SIMPLE 
(n = 1) 

'f A"' 
t 

4 

; II018 - @ 
t t 

@ a-=+-. 
5 2 la' 0 - 

t P 

r 
5 6  ' 5 4  ' 5 2  ' O ' 4 8  ' 4 6  4 4 2  ' 4 0  ' 3 8  ' 3 6  ' 3 4  ' 

PPM 

- 

- 4 . 8  RELAIS DOUBLE 
(n = 2) 

FIGURE QU-8 

Corrdtations avec redais simpde a et doubde (6) pour de 

pentasaccharids PI. Seude Ga partie de da matrice corre6pondant 

aux protons anomdriques est montrde . Les taches suppCdmentaires 
en (6) sont irrdigudes par des fdbches. 



On peut aussi remarquer que l'unité Iduronique 1 est totalement 

identifiée sur la figure IlIll-8 et que le signal h 4.75 ppm est 

attribuable définitivement A 15. Avec un relais simple, on 

réalise en effet les transferts 1 -+ 2 4 3 A partir de I l  et 

5 4 4 -+ 3 A partir de 1,. La tache 1, est donc commune A 

partir de 1, et 1,. 

Le transfert séquentiel complet A partir des protons 

anomériques peut être réalisée en effectuant les expériences de 

relais triple et quadruple correspondant h a n  = 3 et 4. Les 

résultats obtenus sont présentés sur la figure Qlü-9. 

Les protons 5 puis 6, 6' sont ainsi facilement identifiés avec 

les expériences de relais triple et quadruple A partir des 

protons anomériques. Ceci termine les transferts scalaires 

possibles dans le cas des hexoses, en permettant de joindre 

tous les protons d'une unité en partant d'un signal b priori 

bien séparé des autres. 

L'expPrience finale avec relais quadruple permet donc d'obtenir 

par coupe de la matrice un spectre d'une sous-unité quelle 

qu'elle soit, totalement débarassé des signaux provenant 

d'autres unités. La figure QlU-10 illustre ce résultat sur le 

tétrasaccharide T 1. 



1/ A* 3 5 4  2 
D l - D r # '  BL 

/ A"' t 
5 - 5 . 6  

'O a - i10n - (D 

/ t 
1'. I 

s l s  ' slr 512  510 r le  416 414 ' 412 4 ! 0  310 ' 316  ' 3!4 ' PPH 
PPH 

RELAIS TRIPLE 
(n = 3) 

r I 

5 f 6  ' 514 ' 512  ' 510 ' 418 ' 416 ' 914 ' 4!2 ' 4 f 0  ' 318 ' 316  ' 314 ' 

PPH 

- 
9s:-. 
3 4 2 

5 4 3  2 
h-W-QOI lD 

0 .-O 
5 2 34 

6 3 6 ' 5  4 2 
#*- #a- ##-@-@S. fB 

A"' 
t t 

6 6' 3 4 5 
1- Il- a I D  

/ t t 

FIGURE 121-9 

C o r r S C a t  ions à 3 ( a )  e t  4 (6) r e d a i s  ( c o n t o u r s  p a r t  i e d s  ) p o u r  

d e  p e n t a s a c c h a r i d e  P i  ; D a n s  chaque cas d e s  taches n o u v e d t e a e n t  

a p p a r u e s  sont i d i q u h e s  p a r  des  f d Q c h e s .  

i 

- 4 . 8  RELAIS QUADRUPLE 
(n = 4) 

' 5 . 0  

5 . 2  

- 5 . 4  

- 5 . 6  



FIGURE nm-io 
Tracb tridinensionnat fa) et contour (6) correspodant Lt une 

ex~brience de reGais quadrupte sur te tbtrasaccharide TI. Les 

trac8s ne concernant que Ca partie des matrices contenant Ces 

trois protons anon6riques (A', A* et I )  . 



A v a n t a g e s  et i n c o n v é n i e n t s  d e s  RELAIS m u l t i p l e s  : 

Ces approches permettent de lever toutes les ambiguïtés 

d'attribution dans le cas d'oligosaccharides complexes ou de 

mélanges de composés. L'attribution séquentielle des protons 

successifs A partir des anomériques est univoque et permet en 

particulier de mettre en évidence des substitutions éventuelles 

et surtout d'identifier les protons 4 de chaque unité pour le 

séquençage ultérieur du composé (dans le cas d'enchaînements 

1 -+ 4 évidemment). 

Ces techniques possédent toutefois des inconvénients intrin- 

séques qui limitent éventuellement leurs applications. Elles 

sont liées A l'existence de temps de transferts qui deviennent 

non négligeables devant les temps de relaxation T2  lorsque le 

nombre de relais augmente. Les pertes de signal par relaxation 

transverse peuvent rendre ces méthodes inutilisables. Ce sera 

essentiellement le cas pour des composés présentant des raies 

larges (oligosaccharides de grande taille, polysaccharides). I l  

est donc nécessaire d'estimer les temps de relaxation 

caractéristiques pour définir la limite supérieure du nombre de 

transferts envisageables. Dans le cas d'oligoméres (comportant 

jusqu'A une dizaine d'unités) il est toutefois possible 

d'espérer de trés bons résultats jusqu'aux transferts doubles 

ou triples A condition que les molécules ne soient pas 

associées en solution. 

Les limitations de ces méthodes impliquent qu'il serait 

souhaitable de disposer d'approches destinées A fournir au 

moins une partie des informations sans perte importante du 

signal. C'est l'objet des expériences de transfert total dans 

le champ tournant qui feront l'objet du paragraphe suivant, et 

qui sont destinées A fournir directement les sous-spectres de 

chaque unité sans trop de perte du signal, mais ne peuvent 

toutefois permettre une attribution séquentielle des protons. 
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ZN-5) Transferts dans le champ tournant : 

Introduction : 

Les expériences A deux dimensions classiques (COSY, 

Double Quantum, ... utilisent le concept de transfert de 

cohérence pour la détermination des systémes de spins ou 

l'augmentation de la sensibilité d'observation d'un noyau. 

Elles possPdent toutefois l'inconvénient d e  conduire A des 

transferts de magnétisation non complets (où l'aimantation d'un 

noyau ne passe pas totalement sur l'autre) et ne conservant 

généralement pas la phase d'origine. 

COSY -- -\-,- I IZI~Y 

FIGURE nm-ii 

A.&cup&ration d'un doubbet en ant iphase pour un pic de 

corrébat ion prouanant d 'un signa8 d 'absorpt ion pure au &but du 

f emps d 'évo-fut ion dans un COSY. Le dStectcaur est considdré 

co,me &tant sebon x. 



C e c i  p e u t  e n t r a î n e r  u n e  s u p p r e s s i o n  p a r t i e l l e  d u  s i g n a l  (s i  l a  

l a r g e u r  d e s  r a i e s  e s t  i m p o r t a n t e )  e t  d o n c  u n e  p e r t e  d e  

s e n s i b i l i t é ,  e t  i n t e r d i t  a u s s i  l ' o b t e n t i o n  d e  s p e c t r e s  

d é c o u p l é s .  

D e  p l u s ,  n o u s  a v o n s  v u  q u e  le  p r o b l é m e  d e  l a  n o n - c o n s e r v a t i o n  

d e  l a  p h a s e  l o r s  d e s  t r a n s f e r t s  d ' a i m a n t a t i o n  c l a s s i q u e s  est  

t r P s  l i m i t a t i f  d a n s  les e x p é r i e n c e s  A d e u x  d i m e n s i o n s ,  p u i s q u e  

l ' o n  r é c u p è r e  s u r  l a  m a t r i c e  d e s  p i c s  d e  c o r r é l a t i o n  d é c a l é s  e n  

p h a s e  d e  90" p a r  r a p p o r t  a u x  p i c s  d i a g o n a u x .  

P o u r  que les p i c s  d e  c o r r é l a t i o n  s o i e n t  e n  p h a s e  a v e c  les p i c s  

d i a g o n a u x  r e p r é s e n t a n t  l a  m a g n é t i s a t i o n  q u i  n ' a  p a s  é té  t o u c h é e  

p a r  l e  s e c o n d  p u l s e ,  i l  f a u t  q u e  l e u r  p h a s e  s o i t  l a  m ê m e  

p e n d a n t  t i  e t  t 2 .  

P o u r  c e s  p r o b l é m e s ,  u n e  s o l u t i o n  a  é té p r o p o s é e  q u i  c o n s i s t e  21 

l a i s s e r  les v e c t e u r s  m a g n é t i s a t i o n  se r e f o c a l i s e r  ( 1 2 1 ,  m a i s  

e l l e  c o n d u i t  h u n e  p e r t e  d e  s i g n a l  d u e  a u x  p h é n o m é n e s  d e  

r e l a x a t i o n .  

Une a u t r e  s o l u t i o n  a d o n c  é té  e n v i s a g é e  p a r  M ü l l e r  e t  c o l l . ( l J )  

On p e u t  o b t e n i r  d e s  t r a n s f e r t s  d e  m a g n é t i s a t i o n  n e t s  ( p o u v a n t  

p e r m e t t r e  d e  r e l i e r  e n  u n e  s e u l e  e x p é r i e n c e  t o u s  les s p i n s  d ' u n  

s y s t é m e  d o n n é )  e n  se p l a ç a n t  d a n s  les  c o n d i t i o n s  d e  H a r t m a n n -  

Hahn (141, c ' e s t  & d i r e  e n  s u p p r i m a n t  o u  e n  r e n d a n t  i d e n t i q u e s  

les c o n t r i b u t i o n s  Zeemann d e s  n o y a u x  & é t u d i e r .  

P a r  exempl . e ,  d a n s  l e  c a s  h o m o n u c l é a i r e  d e  d e u x  n o y a u x  A e t  B 

d i s t i n c t s ,  ce la  r e v i e n t  & é g a l i s e r  ( o u  h r e n d r e  t r P s  p r o c h e s )  

l e u r s  f r é q u e n c e s  d e  p r é c e s s i o n  r e s p e c t i v e s  : 
- - y H B l e  * w A  = w ~ ) ,  c e  q u i  t e n d  A " é c r a s e r "  l e  d i a g r a m m e  

d  ' é n e r g i e .  

A i n s i ,  le  n o u v e a u  s y s t é m e  e s t  s i m i l a i r e  A c e l u i  d e  d e u x  s p i n s  
- 

('" 
"8 

f o r t e m e n t  c o u p l é s  z 1) e t  s o n  H a m i l t o n i e n  t i e n t  c o m p t e  

d e s  termes d e  f l i p - f l o p  ( e x p l i c i t é  d a n s  l a  p a r t i e  t h é o r i q u e ) .  
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C e t t e  s i t u a t i o n  e s t  r é a l i s é e  de l a  maniPre su i van te  : 

(I) E v o l u t i o n  : c o u p l a g e  f a i b l e  

O S p i n - l o c k  : c o u p l a g e  f o r t  

O D é t e c t i o n  : c o u p l a g e  f a i b l e  

F I G U R E  am-12 

SBquence gbnBraCe du transyert  totaG dans Ce champ tournant 

(HOHAHA 1 .  

AprPs l e  premier  pu l se  90' q u i  bascu le  l e s  vec teu rs  

magnét i sa t ion  se lon  l ' a x e  y, l e  p u l s e  de sp in - lock  ( t r P s  l o n g  

e t  d 'une puissance B I  assez f a i b l e )  s e r t  A l e s  b loquer  s e l o n  

c e t  axe. Les vec teu rs  von t  donc précesser au tou r  de B I  q u i  e s t  

beaucoup p l u s  f a i b l e  que Bo, e t  l e u r s  f réquences de p récess ion  

r e s p e c t i v e s  s e r o n t  t r é s  rapprochées. 

Qm-5-2) Théor ie  : 

On démontre que de f o r t s  t r a n s f e r t s  de magnét i sa t ion  s o n t  

obtenus quand 1 'Hami l t on ien  de mélange a, est r é g i  par  l e s  

c o n d i t i o n s  de Hartmann-Hahn. Dans ce cas il e s t  dominé par l e s  

termes de couplage " i s o t r o p e " ,  e t  l a  fo rmu le  généra le  : 

vv Ï Ï d e v i e n t  : Xm = L A  2 n J k ,  , 
k < l  



Les opérateurs A un spin ( I x ,  I,,, ... ) qui précessent indépen- 

damment dans le champ Bo, vont l A  participer aux modes appelés 

"modes de spins collectifs" (15). Ceci conduit A un phénomène 

oscillatoire de transfert de cohérence A travers les systèmes 

de spins couplés. 

Les effets de transfert de magnétisation par couplage isotrope 

peuvent être mieux appréciés si l'on considére un systéme de 

deux spins 1/2. 

Dans les conditions de Hartmann-Hahn : 

ce qui peut s'écrire : 

1 ; I ;  et 1 ; I ;  sont des opérateurs de flip-f lop (que l'on néglige 

dans le cas de couplages faibles) puisqu'ils relient uniquement 

des états d'énergie en inversant chacun des spins, ce qui est A 

rapprocher de l'échange de magnétisation spin-spin gouverné par 

FIGURE Pa-13 

Les "modes de spins collectifs" correspondent A la somme et A 

la différence des opérateurs simples A un spin, et A la somme 

et la différence des opérateurs produits A deux spins : 

- 1,- peuvent être remplacés par : 



Notation : m, ,& = x DU ou r 

Ces nouveaux opérateurs répondent aux relations d e  commutation 

suivantes : 

a, 6, Y : Permutation c g c G i ~ u e  de x ,  y, z 

(c'est 3 dire que si a = x,, adors ,6 = y et Y = r )  

Cela conduit immédiatement aux équations suivantes d'évolution 

des termes d e  différence : 

alors que les termes d e  somme La et ZwP restent invariants. 



L'évolution de l'opérateur I l x  est donc : 

(puisque I l x  = zx + A ~ )  

Des expressions similaires sont obtenues pour I l y  ,Ilz et 

21 , 21 . Tous ces composants sont périodiquement 

échangés entre les spins 1 et 2. 
1 

- I Si rm - - , alors l'évolution pour I l x  donne : 
25 

*12rm 

I I X  - IZx Le transfert de magnétisation est complet ! 

I l  est A remarquer que pour des valeurs intermédiaires de rm, 

on récupére aussi des composantes antiphase pour les deux spins 

( I  1y12z et I 1z12y)- 

Si l'on compare avec un transfert de magnétisation classique : 

Donc, l'expérience réalisée dans les conditions de Hartmann- 

Hahn donne lieu A un phénomPne oscillatoire d'échange de 

magnétisation de période 1/J. 

HOHAHA 
(Hartmann-Hahn homonucléaire) 

1 
-1 lx(l + cos(2nJrm)> + 
2 
1 
-IZx(l - cos(2nJrm)) + 
2 

(11y12z - 1 )sin(2nJrm) 
1 1 2  2 y  

1 - 
25 

I 2  x 

I I X  - 
Maximum 

de transfert 
pour t, = 

Maximum 
d'aimantation 
transférée 

A partir de 1 l x  

COSY 
(transfert classique) 

1 xcos(2nJrm> + 
21 l y I  Z z ~ i n ( 2 ~ J ~ m )  

1 - 
45 

21 lylzz 



Pm-5-3) Paramétres importants pour l'expérience 2D : 

A )  ..... Différents signaux obtenus : 

Si l'on considPre l'expérience de base A deux 

dimensions de la figure Pa-12, il faut remarquer que l'on peut, 

A priori, récupérer trois sortes de signaux (16) : 

1)- les signaux normaux de corrélations scalaires dûs aux 

transferts dans les conditions de Hartmann-Hahn, mais 

aussi : 

2 ) -  des signaux de type COSY classiques. 

Ceux-ci proviennent des composantes en antiphase qui 

apparaissent A la fin du temps d'évolution, et qui sont 

transformées par le pulse de spin-lock, ce dernier agissant 

comme un pulse normal 8, comparable au deuxiéme pulse 90" 

dans le COSY, mais extrêmement long : 

C'est ce dernier terme qui représente la magnétisation 

antiphase qui a été transférée de A A B. L'intensité de ce 

transfert tient compte du fait que le spin-lock est 

inhomogène et extrêmement long, et est donc proportionnelle 

A la moyenne (sin2û) = 0.5. 

3)- des signaux dûs aux interactions dipolaires dans le champ 

tournant (type ROESY). Ceux-ci sont traités dans le para- 

graphe Xm-5. 

B )  ..... Effets d'offset : 

L'impulsion de spin-lock, du fait de sa durée, rend les 

effets d'inhornogénéité du champ Bi non négligeables, et les 

vecteurs non paralléles A ce champ vont se déphaser rapidement, 

alors que les autres sont bloqués et restent cohérents par 

rapport au référentiel habituel. Ainsi, les effets d'offset 

sont prépondérants lors d e  la réalisation d'une telle 

expérience, et plusieurs remarques doivent être faites. 



l ' o n  con~kd&re I s s  fr@uancas dm pu&cession dans l e  champ 

tournant BI dues aux impulsions radiofréquences e f fec t i ves  

reçues par deux noyaux A e t  B couplés faiblement (dans Bo) : 

a )  Précession 
dans Bo 

dans B i  

a)-dans G e  chez- stat  igue BO 

6 ) -Ans Co champ f ourncrnt B I  . 
av: 

S i  v i  » AvA,  on peut d c r i r e  : v,, = vl + - 
2 v 1  

O r  l e  t rans fer t  de magnhtisation dans Ir champ tournant ne peut 
- .  

Stre a f f e c t i f  que s i  IV,, - vlml  < IJA, I ,  

donc 

Ceci montre q u ' i l  fau t  u t i l i s e r  un champ BI assez intense pour 

obtenir un t rans fe r t  isotrope ent re  noyaux du spectre. De plus, 
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on v o i t  q u ' i l  ne f a u t  pas espérer ,  en augmentant régu l i& rement  

rm , s é l e c t i o n n e r  l e  nombre de t r a n s f e r t s  (COSY,  RELAIS s imple ,  

double, ...) b p a r t i r  d ' u n  noyau, puisque l ' e f f i c a c i t é  de 

ceux-c i  dépend auss i  e t  s u r t o u t  de l a  d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  

o f f s e t s  des noyaux c o r r é l é s .  

bon transfrrt 

- 
mauvais 

FIGURE QU-15 

Pour amo ind r i r  ces e f f e t s  de dépendance d ' o f f s e t ,  une méthode 

c o n s i s t e  b couper l ' i m p u l s i o n  cohérente de sp in - lock  en 

p l u s i e u r s  pu lses  de phase a l t e r n é e  (17). 

FIGURE QU-16 

On montre que l a  c o n d i t i o n  nécessa i re  pour l e  t r a n s f e r t  

i s o t r o p e  d e v i e n t  a l o r s  : 



Ainsi, plus le spin-lock est haché en impulsions de phase 

alternée (ri petit), moins les effets d'offset sont importants. 

On retrouve les problPmes d'efficacité de découplage ; c'est 

ainsi qu'une version récente (18) fait intervenir des pulses 

composites, c'est A dire qu'une rotation de 180" autour de 

l'axe x est réalisée par la "cascade" U = 90;- 180: - 90;. Le 
cycle final est constitué par la séquence : (19) 

U -2U U -2U 2U -U 2U -U 2U -2U (MLEV 16) 

C) ..... Obtention de signaux en pure absorption : 

Nous avons vu que cette méthode permet d'obtenir des 

pics en pure absorption, car, lorsque le délai tm est optimisé 
1 

(égal A -1, la phase pendant le temps d'évolution est la même 
25 

que celle pendant le temps d'acquisition, c'est A dire que le 

spin-lock agit sur les vecteurs magnétisation de telle maniPre 

que ceux qui sont convenablement bloqués dans le champ 

transverse retrouvent leur orientation initiale aprPs le cycle 

complet. 

Ceci n'est vrai que si : 

- le délai tm est égal A 1/25, ce qui ne peut pas être réalisé 

pour tous les systémes de spins du composé, chacun ayant son 

propre couplage. 

- les s.ignaux apparaissant sont dûs aux seuls transferts dans 

les conditions de Hartmann-Hahn. L'alternance de phase au cours 

du spin-lock comme nous venons de le voir dans le paragraphe 

précédent, permet aussi de supprimer les transferts scalaires 

classiques. 

Pour s'affranchir de la premiére contrainte (optimisation du 

délai de spin-lock), plusieurs solutions sont utilisables : 

La premiPre consiste A faire varier tm A l'intérieur d'une même 

expérience avec CO-addition des FID, afin de moyenner A O les 

signaux indésirables : 



E x g m ~ l g  : si 1 'opérateur de départ est 1 , on récupére des 
composantes en phase ( I z x  par exemple) et hors-phase ~ 2 I l z I Z y )  

La seconde méthode introduit des pulses défocalisants ("trim 

pulses") dont le but est d'évincer toute la magnétisation qui 

n'est pas selon un axe donné. De tels pulses sont insérés au 

début et d la fin de l'impulsion de spin-lock, et sont de 

l'ordre de quelques millisecondes (18). 

Addition .des 
deux expériences 

FIGURE Pa-17 

S é q u e n c e  c o ~ t b t e  u t i t i s b e  p o u r  8 ' e x p & r i e . r r c e  d e  WOHAHA. 

D).. ... Effets de relaxation : 

1 + cosen 

Si l'on réalise l'expérience avec une impulsion de 

spin-lock unique cohérente, les vecteurs magnétisation bloques 
1 

dans le plan transverse relaxent d la vitesse 7. 

O 

l IP 

Ceci présente l'avantage de permettre des délais de retour h 

l'équilibre entre chaque expérience plus courts, mais aussi par 

contre l'inconvénient de faciliter les échanges dipolaires 

entre noyaux. 



PI-5-3) Application aux oliposaccharides : 

La possibilité de transférer l'aimantation de façon isotrope A 

l'intérieur d'un systéme de spin permet d'envisager diverses 

expériences destinées A l'obtention de chaque sous-spectre A 

partir de l'un quelconque des signaux qui le composent. Nous 

allons considérer maintenant l'efficacité et les applications 

de ces méthodes pour les oligosaccharides. 

La redistribution de l'aimantation dans le champ tournant 

s'effectue pendant l'impulsion de spin-lock dont la durée va 

conditionner l'efficacité du transfert. Nous allons étudier les 

deux extrêmes conduisant : 

1) - A un transfert faible (limité au voisin immédiat, comme le 

COSY) , 
2 )  - A une distribution quasi-isotrope sur tout le systPme 

couplé. 

La figure Pli-18 montre le résultat obtenu sur le 

pentasaccharide Pi pour une courte durSe de spin-lock 113 msj. 

On constate que dans ces conditions, le résultat est trés 

proche de celui obtenu avec une expérience de COSY. Les taches 

de corrélation sont essentiellement dues A des couplages 

scalaires entre voisins et les protons 2 sont tous parfaitement 

identifiés. O n  observe toutefois déjA un début de transfert sur 

certains protons 3 (1 -+ 3), en particulier pour les unités 

Glucuronique et Iduronique. 

Si le temps de contact est augmenté de façon significative (k15 

m s ! ,  une redistribution isotrope de l'aimantation peut 

s'effectuer : figure 5ZI-19. 

Cette figure montre un résultat qualitativement analogue A 

celui obtenu par corrélation multirelayée (n = 4). Par exemple, 

une coupe réalisée au niveau de chaque proton anomérique 

fournit un sous-spectre de l'unité concernée. 



I l ,  1 , , ,  I I ,  1 1 1  I I I ,  I I I ,  

5 . 5  5 .  Q 4 .5  4 .0  3.5 
PPM 

FIGURE nm-is 
Contour d'une mutrise da corr iba t  ion  scabaina dans f a  champ 

tournant .  Le temps de contact  (pendant teque8 Ces condi t ions  de 

Hartmann-Hahn sont r d a b i s é e s )  e s t  / i x &  it une vabeur /aibCe (13 

ms) a f i n  de Cimiter Ce t r a n s f e r t .  



FIGURE PI-19 

CorrbCatiorr sçeba9re totaCa durcd de champ towmant ( t e ~ p b  de 

contaet 65 arsl p o u r  t e  perrtrrreccAaride P i .  



On peut  également n o t e r  h t i t r e  un peu anecdot ique que l ' u n i t é  

4 "  t e r m i n a l e  montre en p l u s  h p a r t i r  de son p ro ton  1 une 

c o r r é l a t i o n  avec l e  méthoxy t e r m i n a l  i n d i q u a n t  que l 'anomér ique 

21 5 .1  ppm correspond h c e l u i  d 'une  u n i t é  formant l ' e x t r é m i t é  du 

c ô t é  réduc teur  de l a  chaîne.  Le couplage 61 - OCH, e s t  sans 

doute r i d i c u l e m e n t  f a i b l e ,  mais dPs l o r s  q u ' i l  n ' e s t  pas 

s t r i c t e m e n t  n u l  une p e t i t e  q u a n t i t é  d ' a i m a n t a t i o n  peut  ê t r e  

t r a n s f é r é e  dans l e  champ tou rnan t .  Notons que ce t ype  de 

c o r r é l a t i o n  e s t  i n d é t e c t a b l e  par l e s  expér iences de type  COSY, 

même l o r s q u ' e l l e s  son t  op t im isées  pour m e t t r e  en évidence l e s  

p e t i t s  couplages. 

Seuls l e s  t r a n s f e r t s  su r  l e s  p ro tons  6, 6 '  r e s t e n t  f a i b l e s ,  

mais i l s  peuvent ê t r e  augmentés en a l l ongean t  l a  durée du 

sp in - lock  j u s q u ' h  80-90 ms. 

Nous a l l o n s  maintenant mont rer  l ' u t i l i t é  de ces expér iences 

pour l ' a n a l y s e  de mélanges complexes d ' o l i g o s a c c h a r i d e s .  A f i n  

de s i m p l i f i e r  l ' exposé ,  nous considPrerons que l e s  c o n s t i t u a n t s  

du mélange son t  connus. 

La f i g u r e  Pm-20 montre l e  s p e c t r e  p ro ton  d 'une  f r a c t i o n  de 

pen tasacchar ide  syn thé t i que .  

11 e s t  Pv iden t  que c e t  é c h a n t i l l o n  n ' e s t  pas homogéne ; il e s t  

en f a i t  c o n s t i t u é  des deux pentasacchar ides P2 e t  PI dans l e  

r a p p o r t  2/3.  Les deux composés d i f f é r e n t  seulement par  

l ' e x i s t e n c e  d ' u n  e s t e r  méthy l ique  s u r  l ' a c i d e  g lucuron ique  de 

Pz. En e f f e t ,  l e s  deux molécu les c o n s t i t u t i v e s  ne se séparent  

pas l o r s  de l a  p u r i f i c a t i o n  c l a s s i q u e  du pentasacchar ide a c t i f  

PI. Cet é c h a n t i l l o n  pose un probléme t r P s  i n t é r e s s a n t ,  c a r  son 

a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  n ' e s t  que de 40% de c e l l e  de P i  pur .  Cela  

semble i n d i q u e r  que l e  composé m o d i f i é  e s t  t o ta lemen t  i n a c t i f  ; 

c e t t e  obse rva t i on  e s t  évidemment t r é s  impor tan te  pour 

l ' é t a b l i s s e m e n t  de r e l a t i o n s  s t r u c t u r e - a c t i v i t é  dans c e t t e  

s é r i e .  Voyons comment on peut  déterminer  l a  d i f f é r e n c e  

s t r u c t u r a l e  e n t r e  PI e t  Pz. 

Le s p e c t r e  p résen té  sur  l a  f i g u r e  Pm-20 montre un dédoublement 

de l a  p l u p a r t  des s ignaux par  r a p p o r t  h  c e l u i  du 

pentasacchar ide PI. Une a u t r e  s i n g u l a r i t é  e s t  l a  présence d ' u n  



l ' l ' l ' l ~ l ' l ~ l ~ l ~ l ~ , ~ ~ - ~  
1 

5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 
PPM 

FIGURE Pli-20 
1 

Spectre H (500 MHz) d 'un metange des deux pentasaccharides Pl 

et PZ dans de rapport 2/3 en Yaveur de Pz. Les protons 

anomBriQues correspondant h Pi sont irzdigu&s par des YdBches 



FIGURE QN-21 

Cort&Cat ion s c a t a i r e  totaCe dans Ce champ tournant pour Ce 

mktsnge de pentasacc,4arides P l  + PZ. 

( a )  Extension au niveau des n ~ ~ 6 r i ~ u e s  

( b )  Extension de t a  reg ion conte-nt Ces unitOs gtucuroni9ues . 



singulet intense A 3.85 ppm, caractéristique d'un groupe 

méthyl-ester. Il reste donc A savoir où cet ester est placé. 

Les figures Qlü-21 (a)(b) montrent comment les corrélations 

totales dans le champ tournant vont être utilisées pour mettre 

en évidence l'unité estérifiée. 

La figure QiU-2l(a) montre le résultat global obtenu avec un 

temps de contact de 60 ms. A l'exception des protons 6 et 6', 

la plupart des corrélations prévues sont visibles sur la figure 

nm--21(a). On peut aussi identifier sans aucun doute les protons 

anomériques de chacun des deux composés, et ainsi observer que 

les spectres des unités A*, Anr, Ar et 1 sont trPs peu modifiés 

entre PI et P z ,  a l'exception d'une importante différence de 

déplacements chimiques entre les anomériques des unités finr des 

deux produits. Au contraire l'observation de la section 

concernant l'unité glucuronique (figure ~m-21(b)) montre que de 

profondes modifications sont intervenues avec en particulier un 

net déblindage des protons G, , G ,  et surtout G 5  de P z  par 

rapport au pentasaccharide non modifié. Cette observation 

implique necessairement que le glucuronique soit l'unité 

modifiée par estérification dans Pz. I l  est par ailleurs 

raisonnable de penser que les variations d'environnement 

induites par 1 'estérification modifient le déplacement des 

protons voisins, et surtout de A i r  comme nous l'avons montré 

précédemment. 

Cette unique expérience a donc permis d'identifier dans le 

mélange les deux composés trPs proches. Une purification par 

échange d'ions a ultérieurement permis de les séparer et de 

vérifier que Pz est inactif. Ceci constitue une information 

très importante pour la compréhension des fonctions 

indispensables A l'activité. Une saponification douce de P z  

permet d'ailleurs de régPnérer PI et de restaurer l'activité. 

Les derniers éléments présentés montrent que ces techniques de 

corrélation dans le champ tournant permettent d'obtenir 

facilement les sous-spectres des unités dans le cas de 

structures complexes. L'information obtenue est analogue A 

celle dérivée des relais quadruples, mais la sensibilité est 

supérieure car les pertes d'aimantation par relaxation 

transverse sont faibles (mêmes si celle-ci est régie par T l p  



plus petit que T, dans les conditions classiques de champ 

fixe). Ainsi, il est possible de récupérer le même rapport 

signal sur bruit avec un temps d'expérience beaucoup plus court 

que pour les relais complets. 

Toutefois les deux approches sont tout A fait complémentaires, 

car l'inconvénient de l'expérience de corrélation dans le champ 

tournant est que l'on ne peut pas être sûr, en fixant à une 

valeur donnée la durée de l'impulsion de spin-lock, de 

n'obtenir que telle ou telle étape de relais. Il est en effet 

évident que le caractére séquentiel des attributions dans les 

expériences de corrélations relayées est extrêmement précieux 

pour une détermination univoque des fréquences de résonance et 

la mise en évidence de substitutions telles que les groupes 

O-sulfate ou N-acétylr. 1 1  n'est pas envisageable de réaliser 

cette sélectivité par corrélation dans le champ tournant. Une 

stratégie efficace consiste donc A réaliser les expériences de 

corrélations relayées, puis la corrélation totale dans le champ 

tournant. 
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CHAPITRE IX 





I X - 1 )  I n t r o d u c t i o n  : 

Les expériences d é c r i t e s  dans ce chap i t r e  u t i l i s e n t  l e  

cnn~ept  de f i l t r e  m u l t i p l e  quantum (1) 1 en e f f e t ,  les 

cohérences double quantum sont exc i tées,  p u i s  transformées en 

t r a n s i t i o n s  A un quantum pour q u ' e l l e s  deviennent détectables.  

Ces séquences permettent d ' a u t r e  p a r t  de supprimer l e s  

t r a n s i t i o n s  i n i t i a l e s  A un quantum par un c y c l e  de phase 

adéquat . 

Ceci répond A p lus i eu r s  o b j e c t i f s  : 

X -  Carbone 13 : 

- 1 dimension : suppression des t r a n s i t i o n s  13c - "C (21 ,  

- 2 dimensions : ob ten t ion  des c o r r é l a t i o n s  s c a l a i r e s  

13c - 13c (suppression tou jou rs  des pa i r es  13c - ( 3 )  

Ces expériences ont  é t é  nommées INADEQUATE ( " I n c r e d i b l e  Na tu ra l  

Abundance Double Quantum Experiment") e t  ont  é t é  largement 

développées par de nombreuses équipes (4-11).  

X -  Proton : (expér ience A 2 dimensions) 

Obtent ion d'une mat r ice  montrant l e s  c o r r é l a t i o n s  sca l a i r es ,  

avec suppression de l a  diagonale, des signaux non couplés, 

e t  donc des éventuels  p i c s  de so lvan t  (13-16). 

La séquence de base de ces expPriences homonucléaires e s t  l a  

su ivante  : 

FIGURE IX-1 

tes chi//res indiquds reprdsentent Ces oa&rateurs densite gui 

sont ut i disbs dans tes caGcuGs . 



En une dimension, l e  temps t e s t  l e  p lus  p e t i t  poss ib le  pour 

é v i t e r  l e s  per tes  de magnét isat ion par re laxa t ion ,  e t  l e  pulse 

de 90 degrés pour récupérer l e  maximum de s i gna l .  

En deux dimensions, c ' e s t  c e  temps t q u i  e s t  l e  d é l a i  

incrémenté en t r e  chaque expérience ( t i )  pour l a  c réa t i on  de l a  

seconde dimension. En e f f e t ,  puisque l e s  cohérences A double 

quantum ne sont pas observables directement, l e u r s  fréquences 

doivent  ê t r e  déterminées dans l a  seconde dimension ( F i ) .  De 

f a i t ,  s i  l ' o n  veut o b t e n i r  une mat r i ce  avec, dans F2,  l e s  

déplacements chimiques e t  couplages e t ,  dans F i ,  l e s  sommes des 

fréquences des noyaux couplés, il convient  de f a i r e  évoluer l a  

cohérence double quantum pendant l a  pér iode t: avant de l a  

r econve r t i r  en t r a n s i t i o n  A un quantum. 

A ins i ,  s i  1 'on compare avec l a  séquence de COSY r 

FIGURE I X - 2  

Conr;~araison des Otapes de prbparat ion du dou6C1 quantum et du 

COSY. 

La d i f f é rence  e s t  uniquement l e  "pulse"  de prépara t ion  P i  q u i  

es t ,  dans ce cas, des t i né  A e x c i t e r  uniquement l e s  cohérences 

double quantum. De ce f a i t ,  sa phase e s t  t r & s  impor tante e t  

cons t i t ue  l a  seule d i f f i c u l t é  A l a  cons t ruc t i on  d'une t e l l e  

séquence. 



IX-2) Traitement théorique : 

Reprenons l a  séquence de l a  f i g u r e  I X - 1 .  

Le temps t, ne changeant r i e n  au raisonnement, c e  c y c l e  de 

phase e s t  v a l a b l e  pour l e s  expér iences a une dimension comme 

pour c e l l e s  h deux dimensions. 

(Cas, par exemple, du carbone, où l ' o n  n ' a  que des p a i r e s  

I 3 C  - '*c e t  I 3 c  - I 3 c  [da p robab id i t&  d ' a v o i r  un svstQae AHX 

I3c - 1 3 ~  - I 3 c  est t r o p  baibCs], e t  oh l ' o n  cherche à é l i m i n e r  

l e s  premieres [ t r a n s i t i o n s  à IQ] pour ne conserver  que l e s  

secondes [ z Q ] .  ) 

So ien t  donc : 

1 s p i n  i s o l é  : S 

1 p a i r e  1, - I2 de couplage JI, 

Nous a l l o n s  u t i l i s e r  l e s  r é s u l t a t s  du c h a p i t r e  Il, c ' e s t  A d i r e  

que pour c o n n a î t r e  l e s  opéra teurs  obtenus avec une phase 9 ,  

nous a l l o n s  d ' abo rd  c a l c u l e r  l e  propagateur ( l a  séquence) U x ,  

p u i s  e f f e c t u e r  une r o t a t i o n  t$ Fr. 

uO (éq- thermique)  = IIZ + IZz + Sz 

D'aprés  l e  c h a p i t r e  XI, pour l e  "sandwich" r - 180" - r on p e u t  

a p p l i q u e r  d ' abo rd  l e  pu l se  180" s u i v i  d ' une  pé r i ode  2~ : 

p u i s e  180, : O: = ilY + IZY + Sy 

Un p u l s e  90; e x c i t e  e n s u i t e  l e s  t r a n s i t i o n s  20 : 



Pour c a l c u l e r  a: , on a j u s t e  appl iquer  une r o t a t i o n  de 90" 

autour de z a a: : 

En app l iquant  a, A a;, on v o i t  que criX = UT, 
en app l iquant  a a;, on v o i t  que a i Y  = uz. 

On remarque que s i  on cyc l e  ce  t ro i s iéme pu lse  de l a  façon 

suivante : 

a l o r s  : 

= I l x 1 2 y  + 2 1 1 y 1 2 x  = (2QC)Y 

l ' opé ra teu r  provenant du sp i n  s  non couplé e s t  é l im iné.  

Finalement, un pu lse  (a /2) ,  donne des doublets  ant iphase : 

- - l l x I ? z  + 1 1 z 1 2 x  

Donc, par un systéme de phases judicieusement c h o i s i ,  on 

pa rv ien t  A ne récupérer que l e s  signaux provenant de 

t r a n s i t i o n s  A 20, en é l im inan t  l e s  autres.  

gxgnelg : 

S i ,  en 13c, on a v a i t  : 

F I G U R E  IX-3  

Spectre cCcrssique carbo7zo (dbcoupCa~r proton) .  



avec I'INADEQUATE ID, on rPcupPre : 

FIGURE I X - 4  

Spectre des satebdites 1 3  C - obteau avec d a  sbquo-e 

ZNADPQUATP. Les transitions Z Q  correspondant aux paires 

12c - "C sant Pbiaiaées. 

Une a l t e r n a t i v e  pour r é a l i s e r  l e  f i l t r e  double quantum c o n s i s t e  

a garder l a  phase des t r o i s  premiers pu lses f i x e  ( t o u j o u r s  Li,), 

e t  de c y c l e r  sur  l e  pu lse  de l e c t u r e  e t  l a  phase du récepteur ,  

I X - 3 )  Particularités des expériences A deux dimensions : 

1 
s o i t  : 1 I 

De la même façon que pour l e  COSY e t  l e s  a u t r e s  

expér iences A deux dimensions c lass iques,  dans l ' expé r ience  de 

double quantum il e s t  nécessaire,  pour s i m p l i f i e r  l ' i n t e r -  

p r é t a t i o n  de l a  ma t r i ce  contenant l e s  taches de c o r r é l a t i o n ,  de 

d i f f é r e n t i e r  l e s  p i c s  d 'écho e t  l e s  p i c s  d 'an t iécho,  a f i n  de 

r é a l i s e r  l a  quadrature en F I  (seconde dimension).  
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Nous avons vu dans le chapitre QI que les pics d'écho 

(précessant dans le mEme s e n s  pendant ti et t z )  étaient 

beaucoup plus intéressants q u e  les pics d'antiécho pour le 

COSY, car le temps tz permettait d e  refocaliser c e s  vecteurs 

magnétisation qui avaient é t é  dispersés par les effets 

d'inhomogénéité d e  B o  pendant ti, en réalisant comme leur nom 

l'indique u n e  sorte d'écho. Cet effet est identique dans 

l'expérience d e  double quantum, a la différence près que lA il 

faut attendre une valeur t2 = 2 t i  pour obtenir une 

refocalisation cornplPte d e  c e s  vecteurs, puisque pendant la 

période d'évolution ceux-ci précessent deux fois plus vite (et 

sont donc deux fois plus sensibles aux inhomogénéités d e  champ) 

que pendant le temps d'acquisition aprés qu'ils aient été 

transformés en transitions observables. 

I l  faut donc parvenir a différentier les deux types d e  pics et 
A n e  sélectionner que l e s  pics d'écho ; pour cela plusieurs 

méthodes ont été développées (3,4). Avant d e  les considérer, 

détaillons la séquence d e  base 2D : 

Si l'on reprend le systéme AX d u  paragraphe précédent : 

- Dans l'expérience A deux dimensions, l'évolution pendant t, 

s e  traduit par : 

s i  + 2  = s i n  C(wl  + w 2 ) t l )  

On rapPeCCe que Ge coupCage 1-2 n 'a  aucun eyyet  sur Ca 

cohbrence 2Q entre ces deux s p i n s .  



En combinant les deux : 

- Pulse e x  : 

e x  
u - <2ac>i2 C1+,Ce + (21,x12z + 211z12x) C1+2Se 

soit, si l'on n e  garde que les termes observables : 

=t21 lxlZz + 2 1 1 z 1 2 x ) C 1 + 2 S ~  + (21 ly12z + 21 1 ~ ~ 2 ~ ) ~ 1 + 2 ~ 8 ~ B  

ce = COS 8 se = sin 8 

Le premier terme apparaît A < w ~ , w ~ + ~ )  dans la base (F2,F1), le 

second A C W ~ , W ~ + ~ ) .  

I l  n'y a pas d e  différentiation possible entre écho e t  antiécho 

(autre que par un cycle d e  phase) puisque le facteur indiquant 

la modulation en t, n'est constitué que par u n  terme en 

cosinus ; c e  facteur n'étant pas complexe v a  donner a p r é s  

transformation d e  Fourier un signal d'évolution symétrique par 

rapport B la fréquence zéro d e  la seconde dimension ( v o i r  

chapitre QI), et le sens d e  la précession double quantum n e  

pourra pas être déterminé. 



Puisque l e s  termes appara issant  A wl e t  dans F2 s o n t  modulés 

par l e s  mêmes fac teu rs ,  il s u f f i t  de ra i sonne r  sur  un seu l .  

A i n s i ,  s i  l ' o n  ne garde que l e s  termes c o n s t i t u a n t  l a  tache A 

(w,,w,+,) , e t  s i  l ' o n  cons idé re  que l ' o n  r é a l i s e  l a  d é t e c t i o n  

en quadrature se lon  l ' a x e  x ,  a l o r s  l e  terme 211x12, a p p a r a i t  

comme r é e l  pour l e  récep teu r ,  e t  l e  terme 2I iyIZz comme 

imag ina i re .  

A i n s i  l e  s i g n a l  dé tec té  e s t  : 

k : cons tan te  

e t  s i  l ' o n  no te  C =  =cos(wlt2) s, = s i n ( w 1 t 2 )  : 

s o i t ,  en n o t a t i o n  t r a d i t i o n n e l l e  : 

t a  premiére p a r t i e  - modulée en s i n e ( 1  + cos8> - c o n s t i t u e  

l ' a n t i é c h o  (p récess ion  dans l e  mtme sens en t i  e t  t z )  e t  l a  

seconde - modulée en s i n e ( 1  - cos8> - l ' é c h o .  On v o i t  donc que 

l e  cho ix  de l ' a n g l e  8 e s t  fondamental pour l a  s é l e c t i o n  de l ' u n  

ou l ' a u t r e  t ype  de p i c  : 



FIGURE IX-5 

SICsction des pics d'&ch0 (+) et d'anti&cAo ( 0 )  Pa, Co putse 8 .  

Un ga in  de 30% sur  l ' i n t e n s i t é  du s i gna l  e s t  r é a l i s é  lo rsque 

l ' o n  c h o i s i t  0 = 120. au l i e u  de 90.. Cependant l a  va l eu r  

communément u t i l i s é e  dans ces expériences es t  de 13S0, car e l l e  

f o u r n i t  l a  me i l l eu re  d i s c r im ina t i on  en t re  p i c s  N  e t  P en 

augmentant quand même l ' i n t e n s i t é  des taches de 20%. 

La deuxiéme méthode pour r é a l i s e r  l a  quadrature dans l a  seconde 

dimension e s t  c e l l e  c lass ique q u i  cons is te  A décaler  l a  phase 

du s i gna l  d ' é v o l u t i o n  de 90. ( e t  A c y c l e r  l e  récepteur  en 

consequence) en cons t i t uan t  une deuxiéme expérience pour chaque 

va leu r  de t~ ( c f .  c h a p i t r e  P I ) .  Cet te  méthode é t a n t  employée 

dans tou tes  l e s  expériences A deux dimensions, il e s t  normal 

d ' y  penser pour l lexp&r ience présente ; rappelons t o u t e f o i s  que 

c e t t e  technique ne permet pas de r&cup&rer une mat r i ce  phasée. 

Ceci n ' e s t  pas impor tant ,  ca r  l e  s igne des r a i e s  des m u l t i p l e t s  

obtenus e s t  t r é s  d i f f i c i l e  21 p révo i r ,  v o i r e  mtme imposs ib le  

pour des systémes possédant p l us  de deux sp ins couplés. 

Pour l ' expér ience  de1NADEQUATE (terme que nous employons 

abusivement auss i  pour l e  p ro ton ) ,  l a  r é a l i s a t i o n  simple de 

c e t t e  technique n ' e s t  envisageable que s i  l ' o n  peut incrémenter 



l a  phase des t r o i s  premiers pulses de 45". En e f f e t ,  pour 

décaler  l a  phase r é s u l t a n t e  b l a  f i n  du temps d ' é v o l u t i o n  de 

90°, il conv ien t  de t e n i r  compte du f a i t  que l e s  cohérences 

double quantum sont  deux f o i s  p l u s  sens ib les  aux changements de 

phase que l e s  e x c i t a t i o n s  c lass iques  A un quantum, e t  donc 

qu'une r o t a t i o n  p r é l i m i n a i r e  d 'un  angle Q su r  ces opérateurs 

i n d u i r a  un changement de l a  phase d ' é v o l u t i o n  de 2Q. 

S i  l ' o n  ne possède pas l ' a p p a r e i l l a g e  nécessaire pour envoyer 

des phases m u l t i p l e s  de 45', il f a u t  se tourner  ve rs  une a u t r e  

s o l u t i o n  q u i  cons i s te  b u t i l i s e r  des pulses composites (121, 

dont l ' e f f e t  sera  de f a i r e  tourner  l a  magnét isat ion A un 

quantum de 45' se lon  l ' a x e  z, e t  l a  cohérence A deux quantum de 

90'. S i  l ' o n  n é g l i g e  l e s  e f f e t s  d ' o f f s e t  e t  d' inhomogéneité du 

champ radiofréquence, il peut a t r e  montré que l a  séquence 

90; - Q,, - 901, e s t  équ iva len te  b p z  (décalage de phase d 'un  

angle Q)  de mfme que 901, - - 90;. De ce  f a i t  l a  deuxième 

p a r t i e  de l a  séquence ( c o n s t r u i t e  uniquement pour l a  quadrature 

en F i )  se présente sous l a  forme su ivante  (on app l ique l e  pu lse 

composite après l e  t ro i s iéme p u l s e  q u i  crée l a  cohérence A deux 

quanta) : 

90; - 901, - 45:,, - 90; s i m p l i f i a b l e  en 451y - 90;, 

901, - 90; - 45; - 901, s i m p l i f i a b l e  en 45; - 901,. 

La séquence r é s u l t a n t e  e s t  donc : 

FIGURE I X - 6  

[NADEQUATE 20 dans Caquette Ca quadrature en Pi est r&aCis&e 

par C 'addit ion de deux P/D O& d e  signa& d'bvobut ion est d&cad& 

de 90' Les phases des puCses sont idiqu&es dans Ce texte- 



Il f a u t  maintenant d i s t i n g u e r  l e  cas du carbone 13 e t  c e l u i  du 

p ro ton .  Pour l a  premiére espéce, l e s  seu l s  systémes que l ' o n  

peut  r e n c o n t r e r  son t  de type  AX (pour  l e s  r a i s o n s  c i t P e s  dans 

l e  paragraphe p récédent ) .  De p l u s ,  l e s  t r é s  f a i b l e s  s e n s i b i l i t é  

e t  abondance i s o t o p i q u e  de ce noyau ne permet tent  pas 

d ' env i sage r  l ' u t i l i s a t i o n  de l a  séquence d é c r i t e  s u r  l a  f i g u r e  

I X - 6 .  

En proton,  on peut  a v o i r  des systémes AX, AMX, ... e t  il e s t  121 

i m p é r a t i f  A l a  f o i s  de s é l e c t i o n n e r  l e s  p i c s  N par l e u r  

i n t e n s i t é  ( p a r  l a  va leu r  du p u l s e  8 )  e t  de suppr imer l e s  a u t r e s  

au moyen du c y c l e  de phase d é c r i t  précédemment. 

En e f f e t ,  l ' a u t r e  probléme q u i  se pose avec de t e l s  systèmes 

e s t  que s i  l ' o n  e f f e c t u e  un pu l se  de l e c t u r e  de 90°, on 

récupére théor iquement une m a t r i c e  contenant non seulement l e s  

c o r r é l a t i o n s  d i r e c t e s  e n t r e  sp ins ,  mais a u s s i  l e s  taches des 

s p i n s  p a s s i f s  pour une somme de fréquences dans F i  donnée (13). 

D é t a i l l o n s  ce  p o i n t  : 

Sur un systéme de 3 s p i n s  couplés 1-2-3, s i  l ' o n  r é a l i s e  

l ' e x p é r i e n c e  d'INADEQUATE 2D avec un d é l a i  7 supposé o p t i m i s é  

pour l e s  t r o i s  couplages, on a au début du temps d ' é v o l u t i o n  : 

S i  l ' o n  ra i sonne  uniquement s u r  l e  premier  opérateur ,  l e s  

e f f e t s  de déplacement chimique e t  de couplage pendant l e  temps 

d ' é v o l u t i o n  v o n t  l e  t rans fo rmer  en : 

cJ, s J  : cos<rJsfft i )  eYYet de coupeabe avec d e  spin passi/ 



Pulse de lecture 8 : 

Termes observables : (A < m l  + m 2  > dans F i )  

On voit que si 8 = 90°, la tache <a3,w1 + O,) a même intensité 

que les deux autres représentant des corrélations directes. 

Pour un angle 8 différent de 90°, les taches étant formées de 

multiplets en absorption et en dispersion, il est trPs 

difficile d e  prévoir leur signe. Néanmoins, puisque les quatre 

multiplets (pour O, et a, dans F2) sont tous différents, la 

hauteur maximale relative des pics correspond A la totale 

cohérence des opérateurs. L'intensité des taches "directes" est 

donc proportionnelle a lsin8 + 2sinûcosû + sin28cos8) , alors 

que le signal dû au signe passif est modulé par sin3@ qui 

diminue quand 8 s'écarte d e  90". 

De plus, on peut constater qu'au facteur d'angle prPs, les 

intensités des deux taches directes sont gouvernées par les 

mêmes opérateurs, que c e  soit en dispersion ou en absorption. 

Le calcul pour l'un des deux modes donne donc des indications 

sur les effets "d'interférences" constructives ou destructives 

des opérateurs. 



( t  intervention du couplage avec le spin passif 
- 

J c f f  - + J 2 3 )  

Qmultipliée par alzsin8) 

{a 12a,3sin~cos8 ) 

Tache résul tan te : 

si J,, > O : 

O i n t e n s i t B  : s i n 8 ( 1  - c o s & )  O i n t r n s i t B  : s i n 8 ( ~  + c o s @ )  

b )  Tache ( w ~ , w ~  + m,) : 

si J,, > O : 



A ins i ,  s i  l e s  taches apparaissant A même fréquence en FI, e t  

provenant de c o r r é l a t i o n  d i r e c t e  ( c ' e s t  h d i r e  symétriques par 

rappor t  h la d r o i t e  de pente 2 )  on t  mTme o r i e n t a t i o n ,  a l o r s  l e s  

deux couplages avec l e  s p i n  pass i f  on t  même signe. 

La f i g u r e  I X - 7  présente un schéma g l oba l  de comparaison en t r e  

l e s  matr ices obtenus théoriquement pour un systéme AMX avec 

l ' expér ience  double quantum h deux dimensions pour l e s  deux 

va leurs de 0 t r a i t é e s  précédemment ( 8  = 90' e t  8 = 135'). 

FIGURE I X - 7  

e = 90' 6 )  4 = 2 3 5 .  

L'expér ience A deux dimensions avec un angle 8 d i f f b r e n t  de 90' 

possPde donc un t r i p l e  avantage pour un compas& contenant des 

systPmes AMX. Tout d 'abord, e l l e  permet l a  s é l e c t i o n  des p i c s  

d'écho, mais auss i  e l l e  supprime l e s  signaux de c o r r é l a t i o n  non 

d i r ec te ,  e t  e n f i n  e l l e  permet de conna î t re  l e  s igne des 

couplages par  l e s  o r i e n t a t i o n s  respect ives  des taches. 

De plus,  l a  s t r u c t u r e  hyper f i ne  e s t  t r è s  souvent v i s i b l e  

directement sur l a  ma t r i ce  ( se lon  F 2 ) ,  car  l e  f a i t  que l ' o n  

obt ienne des composantes en absorp t ion  e t  en d i spe rs ion  a f f i n e  

l e s  signaux i n i t i a u x ,  puisqu'en cho is i ssan t  convenablement l e s  

niveaux d ' i n t e n s i t é  on peut ne garder que l e s  r a i e s  provenant 

de l ' a d d i t i o n  cohérente des deux composantes. 



l 
IX-4) Applications aux oligosaccharides : 1 

Les techniques de corrélations via les transitions a 
deux quanta seront illustrées ici par des experiences en RMN du 

proton sur les oligosaccharides (les experiences INADEQUATE I3c 

étant beaucoup trop insensibles pour les quantités d'échan- 

tillon dont nous disposons). 

Considérons les résultats obtenus avec le pentasaccharide Pi. 

Le contour complet est montré sur' la figure IX-B. 

On peut dés A présent noter que les signaux de l'eau et du 

méthoxy sont extrêmement faibles par rapport aux observations 

classiques. Ceci est dû au fait que ces systémes ne peuvent 

donner de cohérences a deux quanta et leur contribution est 

éliminée par le cycle de phase qui supprime les transitions 

classiques A un quantum. 

La figure I X - 8  montre les schémas d'attribution pour les deux 

unités G et A r  . Les enchaînements ont étP interrompus dès 

qu'une ambigulté s'est présentée, et il est clair que ce type 

d'expérience permet d'aller beaucoup plus loin que les 

corrélations classiques (COSY). 

L'absence de diagonale constitue un atout majeur pour la mise 

en évidence de corrélations dans les systémes fortement 

couplés. De plus, il faut noter que la structure des multiplets 

est conservée dans la matrice et que ceci peut être utilisé 

pour estimer la valeur des constantes de couplage. L'expérience 

peut en effet être conduite de manière A augmenter la 

résolution dans la dimension F2 en sacrifiant éventuellement 

celle de la dimension Fi pour Pviter de créer et manipuler des 

matrices de trop grande dimension ; il n'y a en effet aucune 

contrainte pour les rapports de résolution entre les deux 

dimensions. 

Nous avons détaillé dans le chapitre précédent la forme et 

l'orientation théorique des taches apparaissant sur la matrice 

de l'expérience INADEQUATE. La figure IX-9 montre qu'en 
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FIGURE IX-8 

Trac4 30 e t  contour d'une e z p i r i e w r  de corrddation par Ces 

coh&rences deux quanta ( ZNADPQUATP ' H  ) sur Ce pontasacchar ide 

PI. L a  pseudo diagonute e s t  marguio a ins i  que Ce schéma 

d ' a t t r i bu t  ion concernant C ' un i t ,  A'. 



FIGURE I X - 9  

Contour d  'una oxplr i rnsa  d  ' [NAOCQUATE proton r6aCis&o sur Co 

ndeanso da   on ta sac char id as P i  + P2. Qued9u.r taches sont 

aorandior a f i n  do nwntror 80s e f f e t s  d ' o r i e n t a t i o n  0 6  Cos 

d i f . f i r e n t s  couPCages Cos c o n s t i t u a n t .  



choisissant de façon adéquate les niveaux d'intensité, on peut 

connaître quelques couplages directement, sans que cela ne 

nécessite une grande résolution (taille identique A celle des 

autres expériences 2D telles que COSY ... 1.  L'orientation des 

taches est conforme A ce qui avait été prévu précédemment, 

c'est a dire qu'elles sont toutes dans le même sens, puisque 

les systémes que l'on observe ne possédent que des couplages de 

même signe (couplages vicinaux). Seules les parties 5, 6, 6' 

pourraient montrer des signaux - A même fréquence dans Fi - 
orientés différemment, mais on ne peut les voir, car les 

couplages avec le spin passif sont de signes opposés et tendent 

a "écraser" les taches dans la seconde dimension. 

Les performances de cette catégorie d'expériences sont telles 

qu'elles devraient être utilisées beaucoup plus systéma- 

tiquement qu'elles ne le sont actuellement. Nous verrons 

ultérieurement qu'elles permettent de plus de nombreuses 

variations trés utiles et qu'el les sont précieuses pour mettre 

en évidence des corrélations autrement très difficiles a 
observer, comme par exemple lors des travaux dans l'eau légére. 

La possibilité de réaliser les attributions bien au delA de ce 

qui est généralement possible en corrélation classique fait que 

ces expériences constituent une alternative trés efficace aux 

techniques de transferts multiples (RELAIS, ... ) dans le cas où 
l'on est confronté A des problémes de largeur de raies, comme 

dans les polyméres par exemple. Dans cette optique la, ils 
peuvent aussi remplacer de façon avantageuse les expériences de 

transferts dans le champ tournant qui sont, elles, limitées par 

la relaxation transverse trés importante de ces composés. 
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I X - 5 )  ExpCrience de double quantum re layée  : 

L '  i n t é r f  t majeur que présentent  l e s  expériences 

d'INADEQUATE 2D t i e n t  dans l e  p r i n c i p e  d ' é v o l u t i o n  des 

cohérences double quantum pendant ti, q u i  permet d ' o b t e n i r  dans 

l a  seconde dimension l a  somme des fréquences des signaux 

co r ré lés ,  e t  donc d 'espérer ,  o u t r e  l a  suppression de l a  

d iagonale e t  des p i c s  de noyaux non couplbs t e l s  que so l van ts  

e t  aut res,  une sépara t ion  p l u s  grande (dans F I )  des p i c s  de 

fréquences proches. Dans l e  COSY, pour que deux taches s o i e n t  

superposées, il s u f f i t  que l e s  p a i r e s  de signaux correspondant 

a i e n t  des déplacements chimiques proches, a l o r s  que dans 

I'INADEQUATE, il f a u t  auss i  que l e s  sommes des signaux coupldo 

s o i e n t  iden t iques ,  ce q u i  e s t  moins f réquent .  

Ces cons idéra t ions  o n t  condu i t  quelques Bquipes (17,181 A ! 1 

envisager de r e l a y e r  l ' i n f o r m a t i o n  obtenue sur  ces mat r ices ,  1 i 
a f i n  de r&cupdrer su r  une marna " l i g n e "  dans FI l e s  deux signaux 1 
d i r e c t s  p l u s  ceux des protons q u i  l e u r  sont  l i é s .  1 

FIGURE IX-10 

Comparaison schdrirrrt igue dos ma* ~ i c o s  2 

a d ' /NADFQUATP,  

6 ) d ' / NADPQUATE re C a y & r .  



La séquence e s t  l a  su i van te  : 

L ' u t i l i s a t i o n  d ' u n  s imple r e l a i s  par l a  séquence 
- 

r - 180' - r - 90' ( i d e n t i q u e  au r e l a i s  c lass ique )  placée aprés 

l'INADEQUATE, t e l  que l ' o n t  conçu Macura e t  c o l l .  ( 17 )  s ' e s t  

montrée d 'une f a i b l e  s e n s i b i l i t é  sur  nos o l igosacchar ides,  e t  

présente l ' i n c o n v é n i e n t  de demander un impor tan t  c y c l e  de phase 

pour l a  r é a l i s a t i o n  c o r r e c t e  de l ' expé r ience .  

De plus,  su r  l a  mat r ice ,  on récupére o u t r e  l e s  taches normales 

de p a r t  e t  d ' a u t r e  de l a  "diagonale" de pente 2, une d r o i t e  de 

pente 1 correspondant a des t r a n s i t i o n s  10 d i r e c t e s .  11 d o i t  

s ' a g i r  des t r a n s i t i o n s  2Q q u i  son t  r e f o c a l i s é e s  par l e  second 

sandwich T, - 180' - r p  . Notons que l e s  signaux des noyaux 

i s o l é s ,  t e l s  so lvant ,  OCH3 ... n 'appara issent  pas sur  l a  

matr ice,  donc l e  c y c l e  de phase l e s  supprime bien. 

Pour contourner ces problémes, nous proposons une a u t r e  

s o l u t i o n ,  q u i  combine l ' e x p é r i e n c e  dlINADEQUATE avec l ' e m p l o i ,  

pour r e l a y e r  l a  magnét isat ion,  d 'un  pu lse  de sp in- lock a f i n  de 

r é a l i s e r  l e s  c o n d i t i o n s  de Hartmann-Hahn su r  l e s  cohérences 2Q. 

FIGURE IX-11 

P x ~ é r i e n c e  DRPAW 

("DoubCe quantuni  ReCay Pnhanced by A d i a b i c  M i x i r r g " )  

Les cohérences double quantum évoluent  pendant t i ,  permettant 

l ' o b t e n t i o n  d 'une m a t r i c e  du même type que c e l l e  de 

l'INADEQUATE, e t  sont bloquées dans l e  p lan  t ransverse ( se lon  

un axe) par l e  pu l se  de sp in- lock,  l e s  cohérences non 

p a r a l l e l e s  a c e t  axe é t a n t  immédiatement défocal isées.  



Ainsi, puisque ces cohérences répondent aux conditions de 

Hartmann - Hahn pendant leur évolution commune dans le champ 

tournant, des échanges de magnétisation isotropes se produisent 

entre elles, conduisant A des transferts d'aimantation entre 

noyaux même faiblement couplés. De ce fait, on peut espérer 

récupérer avec une telle expérience une matrice montrant des 

corrélations relayées via les transitions double quantum. 

Ap~lication aux olicaosaccharides : 

Cette nouvelle expérience a été réalisée avec succés sur le 

pentasaccharide Pi, ainsi que le montre la figure IX-12. 

La durée du pulse de spin-lock est de 26 ms, et 160 incréments 

de ti ont été utilisés (beaucoup moins que pour l'INADEQUATE, 

ce qui explique que les taches soient légérement allongées en 

Fi). Tous les autres paramétres sont identiques h ceux de 

l'expérience INADEQUATE. 

Sur la matrice, on s'aperçoit que la magnétisation est 

effectivement bien relayée pendant le spin-lock, puisque i l  y a . 

de nombreuses taches supplémentaires par rapport au double 

quantum classique. Toutes les taches ont été interprétées, et 

on constate que l'on a même dépassé le stade du relais, puisque 

par exemple tous les protons 1 présentent plus de deux taches 

dans Fi : si 1 'on regarde A la f réquence du proton 1 de 1 'unité 

A: , on trouve des taches de corrélation A (col ,o, +, >, < a l ,  o, +, ) 

et bien sûr, mais aussi A <u,,w,++), et même une 

toute petite A <w,,w,+, > 
Pour les unités composant ce pentasaccharide, il existe de 

nombreux couplages +J, c'est a dire par exemple des couplages 
1-3 ou 2-4. Ainsi, le spectre contient de nombreux systémes 

AMX, et l'on peut se dire que pour obtenir des taches relayées 

comme ( w ~ , " ~  + il suffit d'appliquer un pulse de lecture 

de 90" la place du 135" de 1'INADEQUATE classique, comme nous 

venons de le voir. Cette expérience a été réalisée sur le même 

pentasaccharide, et i l  s'avère que de nombreux artefacts 

apparaissent, dûs a une mauvaise réalisation de la quadradure 

en Fi. De plus, 1 'expérience DREAM permet, en rallongeant la 

durée du spin-lock, d'espérer obtenir des effets de double, 

triple, voire quadruple relais, et posséde la un deuxiéme 
avantage considérable sur 1'INADEQUATE 90". 



F I G U R E  IX-12 

Contour cowCet  de C ' e x ~ 6 r i e r u ; o  DRPAM r i a d i s é e  sur Ce 

ioentasaccAaride P l  t e  schbma d ' a t t r i b u t  i o n  dos prof ons de 

C ' u n i t &  A* est  i n d i ~ u b ,  et Ces tachas de r a t a i s  pour ces 

Protons sont entourbes. 
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1 EXPERIENCES DQNS L ' EAU ~ ~ b c n k  1 





X-1 1 I n t r o d u c t i o n  : 

Le p r i n c i p a l  i n t é r ê t  des t ravaux de R M N  dans l ' e a u  

l égé re  e s t  l ' o b s e r v a t i o n  des p ro tons  l a b i l e s  des molécules 

é tud iees ,  c ' e s t  A d i r e  ceux q u i ,  l i é s  A un atome d'oxygène ou 

d ' azo te ,  peuvent s 'échanger avec l e s  p ro tons  du s o l v a n t  ; c e  

son t ,  dans l e  cas des o l igosacchar ides ,  essen t i e l l emen t  l e s  

p ro tons  appar tenant  aux groupements OH e t  NH (pour  l e s  pep t i des  

e t  p ro té ines ,  l e s  NH appar tenant  aux r é s i d u s ) .  De p lus ,  il peut 

ê t r e  t r é s  i n t é r e s s a n t  que l e s  é c h a n t i l l o n s  r e s t e n t  dans l e u r  

m i l i e u  i n i t i a l  ( l a  p l u p a r t  du temps, f a i b l e s  concen t ra t i ons  en 

m i l i e u  aqueux) A l a  f o i s  pour s ' a s s u r e r  que l e s  r é s u l t a t s  des 

mesures son t  f i a b l e s  e t  correspondent A ce  q u i  e x i s t e  en 

environnement n a t u r e l  ( c e r t a i n e s  p r o t é i n e s  s o n t  dénaturées par 

l a  l y o p h i l i s a t i o n )  e t  a u s s i  pour pe rme t t re  d ' a u t r e s  ana lyses 

physicochimiques en ayant  l a i s s é  l e s  p r o d u i t s  dans l e u r  é t a t  

i n i t i a l .  De ce  f a i t ,  l e s  expér iences de R M N  sur  de p e t i t e s  

concen t ra t i ons  de s o l u t é  dans H20 prennent ac tue l lement  

beaucoup d 'ampleur  (11, e t  s u s c i t e n t  de nouveaux i n t é r ê t s  au 

f u r  e t  A mesure que l e s  techniques e t  l e s  a p p a r e i l l a g e s  

dev iennent  p l u s  performants.  

L a  présence d ' u n  immense p i c  d 'eau  s u r  un s p e c t r e  présente de 

nombreux inconvén ien ts .  Tout d 'abord,  ce  p i c  peut  cacher 

c e r t a i n s  signaux i n t é r e s s a n t s  en l e s  recouvran t  to ta lement  ; 

e n s u i t e  de sé r i eux  problémes concernent a l o r s  l ' a p p a r e i l l a g e  : 

- r é s o l u t i o n  inadéquate pour l e  conve r t i sseu r  

analogique-numérique, 

- dépassement de l a  c a p a c i t é  de l a  mémoire, 

- e r r e u r s  d ' a r r o n d i s  pendant l a  t r a n s f o r m a t i o n  de F o u r i e r ,  

- non l i n é a r i t é  du systéme de d é t e c t i o n .  

Il e s t  donc i m p é r a t i f ,  en RMN A t ranformée de F o u r i e r ,  

d ' u t i l i s e r  des techniques s p é c i a l e s  pour s ' a f f r a n c h i r  de ces 

obs tac les .  

D'une maniére généra le ,  ces techniques se pa r tagen t  en t r o i s  

groupes : 

- c e l l e s  q u i  d é t r u i s e n t  l a  magnét i sa t ion  l o n g i t u d i n a l e  du 

s i g n a l  i n d é s i r a b l e  avant  l a  séquence elle-même, de t e l l e  

maniére que l ' a i m a n t a t i o n  t r ansve rse  aprés l e  p u l s e  

d ' o b s e r v a t i o n  s o i t  l a  p l u s  p e t i t e  poss ib le ,  



- celles qui utilisent une excitation sélective touchant tout 

le spectre sauf le pic de solvant, 

- celles qui consistent A exciter les transitions multiquanta 

et A sélectionner au moyen d'un cycle de phase approprié 

uniquement les noyaux couplés. Ces expériences ont été 

détaillées dans le chapitre précédent. 

La premiére catégorie de méthodes a généré d'une part les 

expériences basées sur la séquence d'inversion-recouvrement 

(2,3), qui reposent sur la différence de temps de relaxation 

longitudinal entre les noyaux du solvant et ceux du soluté, 

d'autre part la simple saturation (4) qui supprime l'aiman- 

tation du solvant. La saturation peut permettre une trPs 

efficace suppression des protons de l'eau, mais ne convient 

plus lorsqu'ils sont en échange rapide (plus rapide que la 

relaxation intrinsèque du solvant) avec des noyaux intéressants 

du soluté, puisque dans ce cas on aboutit aussi h la 

suppression de ces derniers. Cela exclut donc l'utilisation de 

cette technique pour l'observation des protons appartenant aux 

groupements hydroxyles des unités oligosaccharidiques. 

Une autre technique consiste h diminuer le temps de relaxation 

spin-spin des protons de l'eau au moyen d'un sel (NHiC1-, ... 1 

et h utiliser la séquence de Carr - Purcell - Meiboom - Gill 
pour supprimer totalement leur signal ( 5 ) .  LA encore, cette 

méthode est déconseillée pour notre étude des oligosaccharides, 

car, outre le fait qu'elle "détruit" l'échantillon, 

l'introduction de composés fortement dipolaires risque de 

perturber la conformation du produit observé. De plus, le 

changement de constante diélectrique induit par ces ions ne 

permettra pas de conserver les mêmes conditions expérimentales. 

Le deuxiéme type de techniques de suppression du solvant est 

donc l'envoi de pulses sélectifs. 

Lh encore, on peut distinguer deux types d'expériences : 

- celles qui utilisent des pulses longs et de faible puissance 

(Pulses "mous"), 

- celles qui utilisent des trains de pulses intenses et trés 

courts, séparés par des délais. 

Les pulses mous demandent un appareillage particulier, ou 

l'utilisation de pulses composites : 

E_xe-mglg : séquence "2-1-4" de Redfield (6,7) 



Les expér iences h t r a i n s  de pu lses  i n t e n s e s  permet tent  p l u s  

f ac i l emen t  un c o n t r ô l e  de l a  phase obtenue : 
- 

Çxgmelg : séquences DANTE (8) e t  "1-1" ( 9 )  

Comme nous l e  ver rons  par  l a  s u i t e ,  ces deux types de séquences 

possédent l e s  mêmes i nconvén ien ts  pour l a  suppression de l a  

résonance de l ' e a u  : t o u t  d 'abord,  il e s t  t r é s  d i f f i c i l e  de 

d é t e c t e r  l e s  signaux proches du so l van t ,  e n s u i t e  l e s  i n t e n s i t é s  

des r a i e s  ne son t  p l u s  forcément respectées,  e t  e n f i n  il peut  

ê t r e  nécessa i re  d 'employer une c o r r e c t i o n  de phase v i o l e n t e  e t  

non l i n é a i r e  du s p e c t r e  r é s u l t a n t .  A i n s i ,  ces techniques s o n t  

progressivement supplantées par  l e s  séquences de pu l ses  

"p01 ynômiaux" . 

X-2 Théorie des formes d'excitation : 

Pour un systéme h l ' é q u i l i b r e ,  l ' a i m a n t a t i o n  t r ansve rse  

générée par  une e x c i t a t i o n  F ( t )  e s t  éga le  A : 

A i n s i ,  s i  l ' o n  peut  n é g l i g e r  l e s  phénoménes de r e l a x a t i o n ,  l e  

s p e c t r e  d ' e x c i t a t i o n  (en f o n c t i o n  de l a  f réquence) e s t  

p r o p o r t i o n n e l  A l a  t ransformée de F o u r i e r  de l a  f o n c t i o n  

c o n s t i t u é e  par  l a  séquence de pu lses  rad io f réquence  précédant 

l ' a c q u i s i t i o n .  

X-2-11 DANTE : 

C e t t e  séquence e s t  c o n s t i t u é  par  de p e t i t s  pu lses  séparés pa r  

des d é l a i s  i d e n t i q u e s  e t  f i x e s .  Il s ' a g i t  donc d 'un  peigne de 

D i r a c  dont  l a  t ransformée de F o u r i e r  e s t  un a u t r e  pe igne dans 

l e  domaine des f réquences : 



pulses de largeur At 
At e r 

+a0 

Rapp08 t S est Co s ~ m b ô G o  de Kra-ker 
S ( x )  = 2 pour 1: = O  
S  l x )  = O pour x Z O 

LILLE (3 

s i n  Rr 
Rapp08 : sinc x = 

T X  



- 

La f o n c t i o n  d ' e x c i t a t i o n  r é e l l e  du s p e c t r e  e s t  la combinaison 

des deux f o n c t i o n s  précédentes : 

A&p=d&sa_t&on_ : 

( t r o n c a t u r e  due au f a i t  que l e  s i g n a l  n ' e s t  pas i n f i n i )  

FIGURE X-1 

8 : opbrateur de convoCuf i o n  



Comme on l e  v o i t ,  l ' i r r a d i a t i o n  s é l e c t i v e  par l e  DANTE n ' e s t  

pas p a r f a i t e ,  puisque l e  s i g n a l  p r i n c i p a l  e s t  accompagné de 

nombreuses - " o r e i l l e s " .  Pour o b t e n i r  une encore m e i l l e u r e  

s é l e c t i v i t é ,  d ' a u t r e s  méthodes o n t  é t é  proposées. En e f f e t ,  l e s  

c r i t é r e s  d ' o p t i m i s a t i o n  des formes d ' e x c i t a t i o n  s é l e c t i v e  sont 

doubles. Tout d 'abord,  il f a u t  o b t e n i r  une bande assez l a r g e  

d ' e x c i t a t i o n  n u l l e  autour  de l a  fréquence du so lvant  

(généralement l a  fréquence de l a  por teuse) ,  a f i n  que l ' o n  

puisse t o l é r e r  de p e t i t e s  inhomogénéités du champ B o  e t  des 

e r reu rs  sur  l a  p o s i t i o n  de l a  porteuse, mais auss i ,  

paradoxalement, que l e s  au t res  signaux s o i e n t  convenablement 

e x c i t é s  même s ' i l s  sont proches de c e l u i  du so lvant .  

Cela a condu i t  a penser aux f o n c t i o n s  s i n n < x >  ( r é f .  10) q u i  se 

rapprochent de ces c r i t é r e s  (on  met l ' o f f s e t  du p i c  supprimer 

a , = O ,  : 

n 
X-2-21 Fonct ions s i n  (XI : 

G<v> = s i n n < n v r >  

FIGURE X-2 



La transformée de Fourier inverse de telles fonctions est 

donnée par : 

- 
n 

,a (E) = -**"a b C I a r e n t  du ~ o d y n o m o  de P a s c a C  d ' o r d r e  n 

Exemple : sin2x : n = 2 donc polynôme 1 2 1 

donc la séquence est : a* - r - 2a-* - T - a*. 

FIGURE X-3 séquence 1 2 1 

La barra sur Ce 2 s i g n i / i e  Quo Ca phaso est  invers&o de 180 

La séquence 1 3 3 1 est la plus utilishe. 

Les fonctions cosinusoïdales correspondantes (lorsque l'on veut 

irradier la fréquence 0 )  sont : 

conduisant aux séquences 1 2 1, 1 3 3 1, 1 4 6 4 1 ... 



&e-cqys : l e s  f o n c t i o n s  s i n u s o ï d a l e s  ( t r a i t é e s  comme 

imag ina i res )  conduisent ,  aprPs t r ans fo rma t i on  de F o u r i e r  a des 

f o n c t i o n s  impa i res ,  donc l e s  deux m o i t i é s  du s p e c t r e  de p a r t  e t  

d ' a u t r e  de l a  f réquence O se ron t  en o p p o s i t i o n  de phase. Par 

con t re ,  l a  phase sera i d e n t i q u e  pour tous  l e s  signaux des 

spec t res  obtenus avec une f o n c t i o n  d ' e x c i t a t i o n  cos inuso ida le .  

X-2-31 Pu lses  aaussiens : 

Une enveloppe gaussienne (11) e s t  un bon compromis e n t r e  

l ' o p t i m i s a t i o n  de l a  s é l e c t i v i t é  dans l e  domaine des f réquences 

e t  l a  m i n i m i s a t i o n  de l a  durée de l a  séquence dans l e  domaine 

des temps, puisque l a  t ransformée de F o u r i e r  d 'une  gaussienne 

e s t  une gaussienne. 

Pour envoyer ces pu lses  gaussiens, c e r t a i n s  spect rométres o n t  

s u b i  quelques m o d i f i c a t i o n s  q u i  l e u r  permet ten t  d 'envoyer  des 

pu lses  "mous", mais il e s t  a u s s i  p o s s i b l e  de r é a l i s e r  c e c i  en 

u t i l i s a n t  des pu l ses  polynômiaux. 

E x g m g l g  : séquence OBTUSE ( 12) 

X-3 1 Applications aux oligosaccharides : 

L ' o b s e r v a t i o n  des p ro tons  l a b i l e s  dans l ' e a u  o r d i n a i r e  

e s t  cond i t i onnée  p a r  l a  v i t e s s e  d'échange avec l e  s o l v a n t .  Dans 

l e s  c o n d i t i o n s  normales d 'é tude ,  l e s  o l i gosaccha r i des  ne 

rep résen ten t  pas une c a t é g o r i e  de composés favo rab le ,  c a r  l e s  

p ro tons  hyd roxy l i ques  s 'échangent  t r é s  v i t e  avec l ' e a u  e t  son t  

l a  p l u p a r t  du temps inobservab les .  

Une a u t r e  c a t é g o r i e  e s t  c o n s t i t u é e  pa r  l e s  p ro tons  de groupes 

NH, e t  en p a r t i c u l i e r  ceux q u i  appa r t i ennen t  aux groupements 

acétamides, t e l s  que ceux de l a  N-Acéty l  Glucosamine. C e t t e  

u n i t é  e s t  m i n o r i t a i r e  dans l ' h é p a r i n e ,  mais l ' a c é t y l a t i o n  

m o d i f i e  profondément l e s  p r o p r i é t é s  des d é r i v é s  a c t i f s .  Toute 

N - a c é t y l a t i o n  ( o u  N -acy la t i on )  d o i t  donc pouvo i r  ê t r e  mise en 

évidence de façon univoque. Les é tudes r é a l i s é e s  j u s q u ' a  

présent  u t i l i s e n t  en f a i t  l e  déplacement ch imique du p ro ton  2 

de l a  glucosamine comme c r i t é r e  d ' a c é t y l a t i o n .  Malheureusement, 

deux éco les  s 'opposent  régu l ié rement  en p l a ç a n t  ce p ro ton  .A 



F I G U R E  X - 4  
Spectre ' H  de t a  N-Acbtyt-GCucosaaino dana H ~ O / D P O  (90:10 v / v )  

B 500 #Hz (sotut ion  10 d) pH = 7 . 0  tenr~&rature 296 K. 

a) Spectre obtenu par ac9u is i t ion  ctassiqur 

6 )  Spectre obtonu avec &Cimination du p i c  de C'aau par t a  - 
sbgue-e 1  3 3 1 .  



3.95 (13)  ou 3.40 ppm (14,15,16) .  Il e s t  é v i d e n t  qu 'une t e l l e  

d i f f é r e n c e  e s t  anormale e t  q u ' i l  f a u t  t rancher  d é f i n i t i v e m e n t  

e n t r e  ces deux va leu rs .  L ' u t i l i s a t i o n  de ces données par 

d ' a u t r e s  au teu rs  a  en e f f e t  dé jA  condu i t  h des dé te rm ina t i ons  

de s t r u c t u r e  ( e t  de r e l a t i o n s  s t r u c t u r e - a c t i v i t é )  to ta lement  

erronées. La réponse absolue ne peut  v e n i r  que d 'une 

observa t ion  d i r e c t e  du  s i g n a l  NH (dans l e s  c o n d i t i o n s  

c l ass iques  d 'é tude ,  s o i t  dans l ' e a u ) ,  e t  de l a  mise en évidence 

d 'une  maniére ou d 'une  a u t r e  de l a  c o r r é l a t i o n  s c a l a i r e  NH - Hz 

dans c e t t e  u n i t é .  

C ' e s t  ce probléme que nous a l l o n s  t r a i t e r  dans l e  cas de 

1  ' hexasaccharide H i  contenant  h p r i o r i  une u n i t é  N-acéty lée.  

La premiPre é tape c o n s i s t e  A observer  l e  p ro ton  NH dans l ' e a u  

o r d i n a i r e .  A f i n  de ne pas r e n c o n t r e r  d ' amb igu ï té  l o r s  de 

l ' a t t r i b u t i o n ,  l e s  premiéres expér iences s e r o n t  r é a l i s é e s  sur  

l e  monomére N-Acetyl  D-glucosamine (présence de deux anoméres). 

La f i g u r e  X-4 montre l e s  spec t res  de ce composé dans l ' e a u  

o r d i n a i r e .  

O n  cons ta te  que s i  l e  s i g n a l  e s t  t r P s  d i f f i c i l e m e n t  d é t e c t a b l e  

avec une expér ience c l a s s i q u e ,  l e s  technique? de pu lses 

composites du t ype  1 5 3 1 permet tent  un n iveau  de suppress ion 

t r P s  é levé ( f a c t e u r  600 i c i  ! 1 .  

Les signaux des p ro tons  NH correspondant aux deux formes 

anomériques son t  b ien  v i s i b l e s  A 8 .1  e t  8.2 ppm. Le couplage 

J N H - H Z  e s t  de 8.7 Hz dans l e s  deux cas e t  l a i s s e  env isager  des 

c o r r é l a t i o n s  e n t r e  NH e t  D2 par i n t e r a c t i o n  s c a l a i r e .  

Que l l e  que s o i t  l a  méthode c h o i s i e  : COSY, expér iences 

s é l e c t i v e s  de t r a n s f e r t  h une dimension, c o r r é l a t i o n s  v i a  l e s  

cohérences double  quantum, on d o i t  adapter  l a  méthode en tenan t  

compte du f a i t  que - l e  p i c  d ' eau  d o i t  ê t r e  é l i m i n é .  S i  l e s  

techniques basées sur  des t r a i n s  de pu lses  t ype  1 5 3  1 son t  

auss i  u t i l i s a b l e s  pour r é a l i s e r  des expér iences de c o r r é l a t i o n  

A deux dimensions, e l l e s  s o u f f r e n t  du f a i t  que tous  l e s  signaux 

proches de 1  'eau ( e n t r e  4.5 e t  5.1 ppm) ne s e r o n t  que t r P s  

fa ib lement  e x c i t é s ,  e t  ne  donneront pas de réponses f i a b l e s .  

De même, l a  p r é s a t u r a t i o n  de l ' e a u  dans une expér ience  de COSY 

c l ass ique  c o n d u i t  A une s a t u r a t i o n  impo r tan te  des NH. Toutes 

ces méthodes o n t  é t é  essayées, mais ne son t  en généra l  pas 

to ta lement  s a t i s f a i s a n t e s .  Les  approches u t i l i s a n t  l e s  

t r a n s i t i o n s  A deux quanta o n t  au c o n t r a i r e  donné de bons 

r é s u l t a t s  ; l e  s i g n a l  d ' e a u  e s t  en e f f e t  na tu re l l emen t  supprimé 



FIGURE X - 3  
a l  Corr6Cat ion v i a  Ce* solilrancœr doubCœ rluantur pour 

C 'liexasassharido Hi àanr Y ~ O / D I O  I Q ~ : Z O )  d 296 K (soCution 8 m H )  

e t  500 MHz. 

6 ) P x t e ~ r ~ i o n  da Ca r l g i o n  non anorJri9ua. 



sans que l e s  s ignaux q u ' i l  recouvre s o i e n t  a f f e c t é s ,  A 

c o n d i t i o n  que ces d e r n i e r s  pu i ssen t  p r o v e n i r  de cohérences A 

deux quanta transformées. 

Les r é s u l t a t s  obtenus avec l e  composé HI son t  r e p o r t é s  su r  l a  

f i g u r e  X - 5 .  

Sur c e t t e  f i g u r e ,  l a  c o r r é l a t i o n  e n t r e  l e  NH du groupe 

acétamide e t  l e  p ro ton  D2 e s t  pa r fa i t emen t  v i s i b l e .  Le 

déplacement chimique de D2 A 3.95 ppm e s t  a i n s i  pa r fa i t emen t  

déterminé, t ranchant  d é f i n i t i v e m e n t  l a  ques t i on  précédemment 

soulevée (17 ) .  

On cons ta te  de p l u s  que t o u t e s  l e s  c o r r é l a t i o n s  a t tendues son t  

observables,  mêmes c e l l e s  q u i  concernent  des p ro tons  proches de 

l ' e a u .  On n o t e r a  p a r t i c u l i P r e m e n t  l e s  c o r r é l a t i o n s  dans l ' u n i t é  

A, s u r t o u t  l a  tache  A 2  - A 4  due A un couplage A longue 

d is tance .  

La f i g u r e  X-5 ( b )  montre que l ' o n  peut  i d e n t i f i e r  presque 

to ta lement  l e s  signaux d ' une  u n i t é  donnée ( i c i  l ' u n i t é  F I .  

11 e s t  donc év iden t  que l e s  techniques passant pa r  l ' e x c i t a t i o n  

e t  l a  sé lec  t i o n  des cohérences double quantum c o n s t i t u e n t  une 

approche de cho ix  pour l e s  études dans l ' e a u  lPgPre, en 

p a r t i c u l i e r  l ' o b s e r v a t i o n  des c o r r é l a t i o n s  concernant des 

p ro tons  t r é s  proches du s o l v a n t .  

-'- -1- -1- -8- -'- 
I I I , ,  
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CHAPITRE XI 1 
MESURE DES COUPLAGES SCALAIRES 





La mesure des constantes de couplage peut se f a i r e  de 

p l u s i e u r s  maniéres ; l e s  deux techniques p r i n c i p a l e s  que nous 

avons u t i  1;sées sont d une p a r t  l e s  expériences de J-Resolved , 
e t  d ' a u t r e  p a r t  l e s  expériences d ' i r r a d i a t i o n  sé lec t i ve .  

XI-1) Expérience de J-Resolved : 

Le J-Resolved e s t  une expér ience a deux dimensions dans 

l a q u e l l e  l e  temps d ' é v o l u t i o n  t i  e s t  coupé en son cen t re  par  un 

pu lse  180' (1). 

FIGURE XI-1 

Sbquence de J -RosoCved hononucClai* .~ 

C e l u i - c i  permet de ne conserver d?ns l a  seconde dimension que 

l e  couplage, p u i s q u ' i l  provoque un écho de s p i n  ( v o i r  

paragraphe 1-61. En e f f e t ,  l e  sens de précession des vecteurs 

dans l e  r é f é r e n t i e l  f i x e  dû au d4placement chimique e s t  

inversé ,  ca r  l e s  popu la t ions  sont  invers+as, a l o r s  que l a  

r o t a t i o n  dans l e  r é f é r e n t i e l  tournant  (due au couplage 

homonucléaire) n ' e s t  pas changée, l e  pu lse  180' touchant l e s  

popu la t ions  des deux vecteurs mis en jeu dans une i n t e r a c t i o n  

s c a l a i r e  de l a  même façon. 

On récupére donc dans l a  premiére dimension l e s  déplacements 

chimiques e t  l e s  couplages ( t 2  e s t  une a c q u i s i t i o n  normale) e t  

dans l a  seconde uniquement l e s  couplages. Une opéra t ion  de 

t rans format ion  de l a  m a t r i c e  ((co,,co,> -+ (a, - ~ , , a , > >  permet 

d ' o b t e n i r  des signaux symétriques par rappor t  8 l a  fréquence O 

de l a  deuxiéme dimension, ca r  seu ls  l e s  déplacements chimiques 

sont  gardés dans F2. 



XI - 2 )  Excitations sélectives : 

L e  chapitre précédent a traité des différentes 

techniques d'excitations sélectives pour la suppression des 

pics de solvant. Ces techniques sont néanmoins utilisables 

pour, cas inverse, l'irradiation d'un seul signal ou groupe de 

signaux d a n s  un spectre. Dans c e  chapitre nous parlerons 

d'irradiation sélective, qui est un terme impropre au sens d e  

la mécanique quantique ; en effet on distingue (cf. chapitre ï t )  

pulse sélectif, n e  touchant qu'une raie d'un multiplet, et 

pulse semi-sélectif affectant tout le multiplet correspondant a 
un spin. En RMN du proton, il est rarement possible d e  

n'exciter qu'une seule composante d'un massif, car les 

couplages scalaires sont généralement trop petits - c e  qui 
n'est pas le cas pour d'autres noyaux, pour lesquels nous avons 

pu réaliser d e s  transferts d'aimantation A partir d e  

l'irradiation d'une seule raie (2) ; on parlera donc d e  pulse 

sélectif A la place d e  pulse semi-sélectif. 

Comme nous l'avons vu, toute expérience A deux dimensions 

consiste en un o u  plusieurs pulses suivis par un délai 

incrémenté, qui sert .A créer la deuxiéme dimension en 

différenciant les spins par leurs déplacements chimiques 

respectifs. Ceci conduit a certaines remarques : tout d'abord, 
la résolution obtenue dans les expériences 2D n e  peut pas être 

trés bonne eu égard aux contraintes d e  temps et d e  capacité d e  

stockage, ensuite, si l'on parvient A séparer les différents 

spins en générant des FID n e  contenant q u e  l'information 

provenant d'un seul noyau, il n'est plus nécessaire d'utiliser 

toute une série d'expériences pour obtenir des sous-spectres 

montrant les corrélations entre spins. Pour n'exciter qu'un 

seul noyau, la solution la plus évidente est bien sûr 

1 ' irradiation sélective. 

Le but d e s  expériences qui vont suivre est donc double ; d'une 

part un gain d e  temps énorme et d'autre part l'obtention d e  

sous-spectres possédant une résolution bien meilleure, 

identique A celle d'un spectre 1D classique. 



XI-2-2 Méthode : 

Les critéres h prendre en compte pour la réalisation de ces 

expériences sont, évidemment, la sélectivité du pulse 

d'excitation, sa durée, mais aussi la facilité avec laquelle on 

peut calculer son angle et sa phase, puisque ces deux 

paramétres sont drastiques dans les séquences possédant plus 

d'un pulse. 

Ceci a conduit les équipes qui possédent des appareillages 

spéciaux A utiliser des pulses de formes gaussiennes (3,4), et 

cela devrait Gtre aussi réalisable avec des trains de pulses 

polynômiaux. Cependant, nous avons préféré utiliser la séquence 

DANTE qui a l'avantage d'être facilement implantable sur tout 

spectromhtre, et ne nécessite pas de calcul compliqué pour la 

définition de ses paramétres. Nous avons rejoint dans ce choix 

Brondeau et coll. ( 5 , 6 )  pour la réalisation d'impulsions 

sélectives. 

Cette méthode ayant été décrite dans le chapitre précédent, 

nous n'y reviendrons pas dans le détail, mais regardons 

simplement la sélectivité que l'on peut espérer : 

- si l'on réalise une impulsion sélective i3 partir de n pulses, 

en appliquant la fonction G , < v )  définie dans le chapitre 

précédent, on peut connaître la largeur entre le maximum 
1 

d'irradiation et le premier zéro, qui est égale A - Hertz, ou 
nr 

0.64 
bien la largeur A mi-hauteur approximativement égale A - Hz. 

nr 

largeur A mi-hauteur : 16 Hz. 



FIGURE X I - 2  

HoduCat ion en i n t e n s i f  4 obtanue avec una e x c i t a t i o n  s&Cect i ve  

type  DANTE,  an fonct ion d4 C a  di/Y&ronce de Yr6quance avec Ce 

centre  de C ' i r r a d i a t  ion (part i a  d r o i t e  seudemelrt ) . 
D 'au t r e  pa r t ,  l a  r é a l i s a t i o n  p ra t i que  de l ' expdr ience  e s t  l a  

su ivante : Pour envoyer un pu lsa  s é l e c t i f  h des protons s i t u é s  

A A V  de l a  frdquence de l a  porteuse, il f a u t  separer l e s  bréves . 
A 

impulsions composant l e  DRNTE par un d a l a i  r = -. 
Au 

L 'ang le  e s t  c a l c u l &  en sommant l e s  durées de tou tes  ces 

impulsions, e t  en comparant l a  durCe t o t a l e  h c e l l e  d 'un  pulse 

c lass ique (pa r  l e  m€me cana l ) .  

Le r es te  de l a  séquence es t  analogue h ce q u i  e x i s t e  en deux 

dimensions, h quelques p o i n t s  prés : 

A ) -  l e  temps d ' é v o l u t i o n  (correspondant h t l )  n ' e s t  p l u s  

va r iab le ,  mais f i x é  ( D o )  de façon h ce que l e s  t r a n s f e r t s  

d 'a imanta t ion  so i en t  optimums, en tenant  compte du couplage 

moyen en t re  l e s  noyaux. 

Les séquences de t r a n s f e r t s  s é l e c t i f s  appara î t ron t  donc'sous l a  

forme : 



COSY s é l e c t i f  : 

- 

FIGURE X I - 3  

S b Q u e n c e  de base du COSY s & C e c f i /  p a r  C a  môfhode DANTE.  

S S P P  : S e m i  S e C e c f  ive P r c i f a f  ion P u C s e  - .  

Re la i s  s é l e c t i f s  : 

F I G U R E  X I - 4  

S & Q u e n c e  g 6 d r a C e  des R e C a i s  s 6 C e c t i f s  p a r  C a  d t h o d o  DANTE. 

SSEP 2 Acquisition 

B I -  l e  c yc l e  de phase n ' e s t  pas forcément c e l u i  de 1'cxpCrience 

a deux dimensions correspondante, p u i s q u ' i l  n ' e s t  kvidamment 

p l us  nécessai re de se préoccuper de l a  r é a l i s a t i o n  de l a  

quadrature en F i .  Les seu ls  parametres impor tants  sont d 'une 

p a r t  l e  passage par l e s  quat re  phases du dbtecteur ,  c ' e s t  A 

d i r e  l e  syst6me CYCLOPS ( c f .  c h a p i t r a  II), mais auss i  e t  su r t ou t  

l a  suppression des composantes q u i  ne sont pas touchées par l e  

.... 

\ 'n 

on 
I 

on 



premier pulse 90,,, , mais qui sont basculées par le second 

pulse, et qui seraient automatiquement détectés si l'on ne 

réalisait pas de cycle de phase particulier. Cette modification 

de la phase est la même que celle de suppression des pics 

axiaux dans une expérience A deux dimensions, puisqu'en fait 

cela revient a éliminer les vecteurs qui ne sont pas modulés 

pendant le temps d'évolution. 

Pour le COSY sélectif, le cycle de phase est donc : 

XI-3) Mesures des couplages sur les oligosaccharides : 

90" sélectif 

Y 

Y 

-Y 

-Y 

-X 

-X 

x 

x - 

Nous allons montrer les applications des deux 

techniques précédemment décrites pour les mesures de couplages 

sur les oliqosaccharides. 

Cette expérience 2D a été réalisée sur le pentasaccharide Pi, 

avec une taille de matrice de 2048 x 64 points. 

La figure XI-5 montre le contour complet correspondant, ainsi 

qu'un agrandissement de la région A champ fort. La premiére 

constatation est que les taches sont extrêmement résolues, 

permettant une mesure des couplages au dixiéme de hertz prés. 

On note cependant la présence de quelques systémes couplés au 

second ordre, qui ne sont que trés difficilement 

interprétables. 

Les inconvénients intrinséques d 'une tel le expérience sont sa 

longueur d'exécution (bien qu'elle soit beaucoup plus courte 
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J-ReaoCved r6aCis4 sur Co penfasaccharide Pi. 

a) Contour compCet. 

6 )  Extension de Ca r6gion d c h a w  fort montran* Ces e f I r t s  da 

s e c o d  ordre ( i d i g u 4 s  par Ces /Caches) 



qu 'un COSY ou qu'une INADEQUATE) e t  l a  t a i l l e  de l a  m a t r i c e  

r é s u l t a n t e .  En e f f e t ,  l a  l a r g e u r  s p e c t r a l e  de l a  seconde 

dimension é t a n t  t r P s  f a i b l e  demande des incréments  du d é l a i  

d ' é v o l u t i o n  t r è s  grands, e t  dès l o r s  on se heu r te  h des 

problPmes de r e l a x a t i o n  par T 2 ,  q u i  n é c e s s i t e n t  que l ' o n  

e f f e c t u e  de nombreux F I D .  

Les expér iences de t r a n s f e r t s  m u l t i p l e s  en une dimension seron t  

i l l u s t r é e s  par des exemples concernant l e  t é t r a s a c c h a r i d e  TI  

( 7 )  e t  l e  pentasacchar ide P z .  Ces deux exemples représen ten t  

l e s  s i t u a t i o n s  extrêmes pour l e s q u e l l e s  l e  p r o t o n  anomérique 

i n t é r e s s a n t  e s t ,  s o i t  i s o l é ,  s o i t  au c o n t r a i r e  en tou ré  d ' a u t r e s  

signaux. 

T r a i t o n s  t o u t  d 'abord  l e  cas du  t é t r a s a c c h a r i d e  T i .  Le spec t re  

convent ionnel  avec l e s  a t t r i b u t i o n s  des p ro tons  anomériques e s t  

représen té  su r  l a  f i g u r e  X I - 6 .  L ' é c h a n t i l l o n  e s t  une s o l u t i o n  7 

mM dans D20. 

Nous a l l o n s  cons idé re r  dans un premier  temps l e  p ro ton  

anomérique de l ' u n i t é  A *  A 5.45 ppm ; c ' e s t  s u r  ce p ro ton  

q u ' e s t  a p p l i q u é  l e  p u l s e  s é l e c t i f  par l a  méthode DANTE. La 

s é l e c t i v i t é  e s t  op t im isée  pour e x c i t e r  uniformément l e  doub le t  

( l ' i m p u l s i o n  de 90' e s t  i c i  c réée  par  78 impu l s i ons  de 0.5 p s ) .  

La fréquence por teuse e s t  p lacée  A l ' e x t é r i e u r  du spec t re  ( A  

3.0 ppm) a f i n  d ' é v i t e r  de c r é e r  des e x c i t a t i o n s  harmoniques 

pa ras i t es .  Les expér iences s o n t  e n s u i t e  condu i t es  en u t i l i s a n t  

un temps de t r a n s f e r t  Dn f i x e  de 30 ms. Dans l e s  expér iences 

u l t é r i e u r e s ,  ces temps se ron t  op t im isés  s u i v a n t  l e s  r e l a i s ,  en 

f o n c t i o n  des cons tan tes  de couplage déterminées au fur e t  A 

mesure. La  f réquence por teuse  e s t  rep lacée  au c e n t r e  du spec t re  

( A  4.5 ppm) avant  l ' a c q u i s i t i o n ,  pour permet t re  une r é s o l u t i o n  

maximale du spec t re  f i n a l .  Les signaux obtenus s o n t  évidemment 

t r è s  d i f f i c i l e m e n t  phasables en r a i s o n  des d é l a i s  m u l t i p l e s  

i n t r o d u i t s .  Le s i g n a l  e s t  de ce f a i t  présenté en mode va leu r  

absolue aprés a p p l i c a t i o n  de f i l t r e s  gaussiens des t i nés  A 

amé l io re r  l e u r  forme de r a i e .  Nous ver rons  u l t é r i e u r e m e n t  

comment ces  séquences peuvent ê t r e  éventue l lement  amél iorées.  
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FIGURE XI-7 

Tra.ruYerts obtenus partir du prote* A: (a S.45 pprr) dana QI 

tbtrasaccharidr T I .  t 'indice n indiqua be nodrr de rotais 

r6abis6o. 



La f i g u r e  XI-7 montre l e s  r é s u l t a t s  obtenus pour l e s  d i v e r s  

r e l a i s  ( n  = O j u s q u ' a  4 )  A p a r t i r  du p ro ton  A T .  

Les r é s u l t a t s  présentés su r  c e t t e  f i g u r e  montrent  que 

l ' i n f o r m a t i o n  e s t  e f fec t i vement  cor rectement  t ransmise de façon 

s é q u e n t i e l l e  s u r  l 'ensemble de l ' u n i t é .  Les signaux non 

concernés par l ' e x c i t a t i o n  sem i - sé lec t i ve  su r  A: son t  supprimés 

par l e  c y c l e  de phase u t i l i s é ,  a l ' e x c e p t i o n  des r a i e s  de l ' e a u  

r é s i d u e l l e  e t  du groupement O-CH3. Ce phénoméne (appara issan t  

auss i  dans l e s  ma t r i ces  2D correspondantes) e s t  l i é  a des 

problémes de r e l a x a t i o n .  En e f f e t ,  l e s  v a l e u r s  des temps de 

r e l a x a t i o n  l ong i t ud inaux  de l ' e a u  e t  du méthoxy son t  t r é s  longs  

( s u p é r i e u r s  a 2 s )  en r a i s o n  de l e u r s  temps de c o r r é l a t i o n  

propres t r P s  c o u r t s  ( c f .  c h a p i t r e  XII) ; dans ces c o n d i t i o n s ,  l e  

temps de recyc lage  u t i l i s é  ( 1 s )  e s t  t r é s  i n s u f f i s a n t  e t  l e s  

signaux de ces groupes ne peuvent ê t r e  to ta lement  supprimés. 

Nous ver rons  dans l ' exemple  s u i v a n t  qu 'un  d é l a i  de recyc lage  

beaucoup p l u s  l ong  permet e f f ec t i vemen t  de l e s  é l i m i n e r .  Les 

t r a c é s  obtenus avec n  = O j usqu 'a  4 permet tent  de déterminer  

avec une grande r é s o l u t i o n  l e  déplacement chimique e t  l e s  

couplages pour chaque p ro ton  nouvel lement apparu. La 

comparaison de ces r é s u l t a t s  avec l e s  v a l e u r s  de couplages 

obtenues par a i l l e u r s  montre un accord e x c e l l e n t .  Le g a i n  de 

temps e s t  b i en  s û r  cons idérab le ,  puisque l 'ensemble de ces 

spec t res  i n d i v i d u e l s  pour l ' u n i t é  A *  peut  ê t r e  obtenu en moins 

de d i x  minutes. 

Les spec t res  avec n  = O o n t  é t é  r é a l i s é s  avec 16 t r a n s i e n t s ,  

ceux pour n  = 1 e t  2 avec 32 e t  ceux pour n  -3 e t  4 avec 64 

passages. 

L ' e f f i c a c i t é  des t r a n s f e r t s  dépendant de l a  va leu r  des 

couplages, on peu t  se demander ce que donne c e t t e  approche pour 

des systPmes comportant  des couplages t r P s  d i f f é r e n t s  de ceux 

pour l e s q u e l s  l e s  t r a n s f e r t s  son t  op t im isés .  Nous avons donc 

a p p l i q u é  c e t t e  méthode A l ' u n i t &  i du ron ique  1 du t é t r a -  

sacchar ide  T i ,  don t  l e  p ro ton  1 I résonne A 5.25 ppm. C e t t e  

u n i t é  ne c o n t i e n t  que des noyaux couplés fa ib lement  ( 2  A 4 H z )  

pour des r a i s o n s  con fo rmat ionne l les .  La  f i g u r e  X I - 8  montre l e  

r é s u l t a t  f i n a l  obtenu avec n  = 3, ce q u i  permet un t r a n s f e r t  

complet  su r  t o u t  l e  c y c l e  (1 + 2 --+ 3 4 4 -+ 5 ) .  Le temps de 

t r a n s f e r t  Dn a é t é  maintenu a 30 ms pour t ou tes  l e s  

expér iences.  
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FIGURE X I - 8  

PxiP&rience de t r u n s / e r f  auet ipCa ( n  = 3)  concernant C ' u n i t 6  / 

du t&f rasacchar ide  71. 



On peut constater un excellent transfert entre les protons, 

jusqu'h 1s. C e  spectre a été obtenu avec 64 passages, sur la 

même solution q u e  précédemment (7 mM). 

Les résultats trés encourageants fournis par c e s  méthodes 

peuvent laisser envisager le traitement d e  cas plus difficiles 

pour lesquels il est important d'évaluer la sélectivité d e  la 

même méthode. 

L e  pentasaccharide P z  déja considéré (et identifié) par les 

expériences d e  transfert dans le champ tournant sera utilisé 

comme exemple d e  c a s  plus compliqué. Nous avons vu que c e  

composé différait d e  Pi par un ester méthylique sur l'unité 

glucuronique. Nous allons utiliser la méthode d e s  transferts 

monodimensionnels pour mettre en évidence tous les protons d e  

cette unité et confirmer les attributions précédentes. 

L e  proton Gi est situé h 4.65 ppm et est entouré par d e s  

signaux trPs proches (1, et A:). De plus, la qrande valeur d u  

couplage G, - G, dû A la nature d e  la liaison glycosidique 

(liaison d e  type p 1 -, 4 )  peut laisser craindre une difficulté 

au niveau d e  la sélectivité d e  l'excitation. Cette derniére 

doit être suffisamment modérée pour toucher l'ensemble du 

doublet d e  Gi, c e  qui peut avoir pour effet d'exciter aussi en 

partie les protons voisins. L e s  résultats sont présentés sur la 

figure XI-9 pour des transferts allant d e  n = O jusqu'h 3. 

On peut constater que la sélectivité est ici optimisée ( 3 2  x 

1 ys) pour exciter correctement Gi sans trop perturber le 

voisinage immédiat. On peut ainsi attribuer trés facilement les 

protons d e  cette unité et mettre en évidence l'effet d e  la 

méthylation sur le déplacement d e  Gs. 

Ces résultats sont en tous points identiques A ceux fournis par 

la corrélation dans le champ tournant. Ici d e  plus les 

constantes d e  couplage peuvent être mesurées avec une trPs 

grande précision. 

L e s  signaux résiduels dans la région 4.2 - 4.6 ppm proviennent 
essentiellement d'une faible excitation ( e t  des transferts 

résultants) d e s  protons A: et 1, situés a proximité d e  G,. Dans 

le c a s  présent, un temps d e  recyclage de 5s a été utilisé, et 

on peut constater q u e  le signal d u  groupement méthoxy d e  

l'ester, A 3.84 ppm, est presque totalement supprimé. 
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FIGURE X I - 9  

Trawferts s6Coctifs ZD sur C'unit4 G i  du penta~accharido Pz. 

te nombre de reCais effoctu4s est idiqu4. 



Cette expérience montre que mgme dans un cas assez peu 

favorable comme celui d'un acide glucuronique, l'approche mono- 

dimensionnelle reste très efficace. Notons qu'une méthode pour 

affiner la sélectivité consiste A exciter simultanément, mais 

de façon séparée les deux raies du doublet en utilisant un 

double train d'impulsions. 

Ces expériences, bidimensionnelles A l'origine, reconverties en 

une dimension constituent un moyen trés efficace d'analyse des 

connectivités et surtout de détermination des constantes de 

couplage. 

L'expérience de transfert complet sur toute l'unité fournit le 

même type d'information que la méthode proposée par d'autres 

auteurs (8,9) utilisant le transfert isotrope dans le champ 

tournant ; toutefois cette derniére méthode ne permet pas 

d'identifier les protons de façon séquentielle, ce qui 

constitue un handicap important. 

Ces nouvelles approches peuvent être améliorées, au moins en ce 

qui concerne la qualité des informations. Le probléme des 

distorsions de phase qui obligent A traiter violemment le 

signal peut être résolu en incorporant une séquence de purge 

(type filtre z )  avant l'acquisition (10) ; cependant cette 

technique conduit A l'introduction de délais supplémentaires 

qui ont pour effet majeur de rPduire considérablement la 

sensibilité, A cause des pertes de signal par relaxation. 

X I - 4 )  Simulation : 

Les expériences de J-Resolved homonucléaire et de 

transfert par irradiation sélective ont permis d'obtenir très 

précisément les valeurs des déplacements chimiques et des 

constantes de couplage des protons du composé T i ,  et une 

simulation compléte de ce tétrasaccharide a été réalisée au 

moyen d'un programme d'ajustement par calculs itératifs (11) 

(PANIC : Parameter Adjustment in NMR by Iteration Calculation). 

Les unités, indépendantes car ne possPdant pas de couplage 

scalaire entre elles, ont été simulées une par une (exemple en 

figure XI-10 ) ,  puis assemblées pour former le spectre total 

(figure XI-11). 
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FIGURE XI-10 

Simutation de C'unit6 fduroniquo du t6~rasaccAarido Ti. 

FIGURE XI-11 

Comparaison entre spectrr r6eC (a) et si~uCation ( 6 )  pour Ce 

tbtrasaccharido Ti. 



4 ce  stade, l ' a t t r i b u t i o n  cornplPte de tous  l e s  déplacements 

chimiques e t  couplages a  é t é  r é a l i s é e ,  ce q u i  permet d ' o b t e n i r  

non seulement l a  s t r u c t u r e ,  mais auss i  l a  conformat ion de 

chaque u n i t é  ( h  p a r t i r  des couplages)-  chaise,  bateau ... ou 

des combinaisons de ces formes -. 
Par con t re ,  on ne peut  pas encore c o n n a î t r e  l 'enchaînement  

e n t r e  l e s  u n i t é s ,  n i  l a  t o p o l o g i e  g l o b a l e  de l a  molécule ( s a  

" s t r u c t u r e  t e r t i a i r e " ) ,  ce  que l ' o n  va chercher A o b t e n i r  par 

l e s  expér iences met tan t  en j e u  l e s  i n t e r a c t i o n s  d i p o l a i r e s .  
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CHAPITRE XII 

INTERGCTIONS DIPOLAIRES 





XII-1 1 Introduct ion : 

Lorsque deux noyaux possédant un spin non nul sont 

assez proches dans l'espace (pas nécessairement couplés 

scalairement), il existe entre eux une interaction 

dipôle-dipôle d'énergie : 

donc d ' Hami 1 tonien : (formute ~BnOraCe ) 

r : distance entre Ces deux dipôdes 

,uo : constante de peraeabitit4 

Dans le cas de liquides ou de solutions isotropes, l'agitation 

thermique (mouvements browniens) moyenne les différents termes 

de l'équation, et annule cet Hamiltonien (1) ; cela signifie 

que les interactions dipolaires n'affectent pas les énergies de 

transition ni les intensités pour les spectres de R.M.N. haute 

résolution. Cela permet d'ailleurs la mise en évidence des 

couplages scalaires qui ne seraient que difficilement visibles 

autrement, car masqués par les phénoménes dipolaires d'énergie 

beaucoup plus forte. 

Si cette énergie ne conduit A aucun changement dans les 

frPquences des signaux du spectre, elle joue cependant un rôle 

important dans les transferts de polarisation entre spins. En 

effet, si l'on perturbe l'un des noyaux en l'irradiant par 

exemple par un champ radio-fréquence, le second noyau va voir 

sa dynamique de spin changer. Ce phénoméne est appelé l'Effet 

Overhauser Nucléaire (NOE).  



La variation d'intensité par effet Overhauser provient de la 

relaxation croisée entre les deux noyaux. Le premier noyau, 

dans un M a t  excité puisqu'il a absorbé l'énergie du pulse 

radio-fréquence, peut perdre son énergie par interaction avec 

le second noyau de deux manigres différentes ( 2 )  ; soit il lui 

transfére son énergie en l'excitant (les populations des 

niveaux se rapprochent) et l'intensité du signal observé est 

alors plus petite que la normale, soit les deux noyaux perdent 

leur énergie dans un processus couplé, et dans ce cas 

l'intensité du signal est plus grande. Le signe et l'importance 

de la variation d'intensité du pic observé sont une indication 

sur la contribution de l'irradiation du premier noyau A la 

relaxation du second, et donc sur la proximité spatiale et les 

mouvements relatifs des deux entitCs ( 3 , 4 ) .  

Les expériences réalisées sont les suivantes : 

FIGURE xn-L 
( 2 )  AcQuis i t ion si-Ce sur  Ce noyau A. 

( 2 )  Dbcoupbago cont inu  dm X e t  obsmrvat i o n  dm A .  



On définit alors un facteur de modification de l'intensité du 

signal, rlAi qui s'appelle le facteur d'exaltation Overhauser 

nucléaire : 

/, : intansite du si9-8 de A sans irradiation de X 

/, 
: intsnsitd du signa8 de A avec d4couptage de X 

Le phénomene de transfert de polarisation peut être 

explicité comme suit : 

a )  cas d'un soin isolé : 

Sous l'effet d'un champ magnétique, on retrouve la situation 

décrite au chapitre II, c'est b dire que les dipôles s'orientent 

parallélement ou antiparall&lement au champ. 

.l 
m, = + - 

2 
état a 

antioaral léle 

- 1 
m I  - - - 

2 
état p 

W p  = probabilité de transition de p vers OL 

W = probabilith de transition de vers p 
œ 

Np = population de spins dans l'état p 

N = population de spins dans l'état ct 
a 

La différence de population entre les deux niveaux d'energie 

évolue de la façon suivante : 



dn 
Quand le noyau est plongé dans le champ Bo seul, - = O 

d t 

En fait, l'équation [3 )  décrit le retour A l'équilibre de la 

composante selon z de la magnétisation aprés que cet équilibre 

ait été rompu par un pulse ; on peut donc exprimer cela en 

fonction du temps de relaxation longitudinal Tl ,  et Bcrire : 

dMz Pl: - M, 
On retrouve l'équation de Bloch : - = 

dt T l  

b )  cas d'un svstéme de deux soins 1/2 : 

Soit deux noyaux A et X pas forcément couplés scalairement : 

Los Colt ros  X e t  A 
i  d i q u o n t  Cos 
poss ib ib i t4s  da 
t r a w i f i o r w  Pour Ces 
sp i -  da cos noyaux 

FIGURE XI1 - 2 
Diagra-0 d '67~0rgio pour un swst/mo A X .  

On réalise sur ces noyaux les deux séquences précédentes : 
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a) ~ ~ d & c = u ~ l g g g  &e-X-: (expérience ( 1 )  ) 

L'intensité d u  signal d e  A est proportionnelle A : 

l'intensité d u  signal d e  X h : 

n x  = <NI - N 3 >  + <N2 - N+>  

donc, aprPs calculs : 

que l'on peut écrire : 

- R A  - 2 W A  + W o  + W z  : v i t e s s e  d ' Q U ~ O - ~ ~ C Q X Q ~  ion de A 
- Ax - 2 V x  + V o  + W Z  : v i t e s s e  d 'auto-?-eCaxation do X 

aAx= W p  - W o  : v i t e s s e  de redaxation croisde entre  A e t  X 

b )  S i o n _  Arcadie Le-n=y--X-: (expérience ( 2 )  1 

d n A  
O r  - - - O puisque l'irradiation continue d e  X crée un Ptat 

d t 
stationnaire s u r  A. 



O 
(W2 - N O >  n x  

Donc nA - n i  = - 
W o  + 2 W A  + W, 

nA et n: - différences de population A l'équilibre - sont 
directement proportionnelles aux rapports gyromagnétiques des 

noyaux, donc : 

Solomon ( 5 )  a évalué les probabilités W,, W,, W, : 

c 
: temps de corr6Cation = temps pour 9ue Ce vecteur 

faoCécuCe, groupement, atonre, . . = ) tourne d *un radian 

Quand aZrz  << 1, c'est 21 dire pour de petites molécules (zone de 

rétrécissement extrême), on peut négliger ce terme et écrire : 



d'où : 

I l  est 21 remarquer que les équations [ 5 ]  A [ 9 ]  ne sont valables 

que si la relaxation est uniquement de type dipôle-dipôle ; si 

ce n'est pas le cas, il convient de rajouter a R A  et Rx les 
termes p A  et p ,  qui sont les contributions des autres 

mécanismes A la relaxation (spin-rotation, paramagnétiques, 

etc.. . 1 .  

L'équation [ 8 ]  devient alors : 

Si l'on se trouve dans la zone de rétrécissement extrême, la 

mesure du facteur d'exaltation donne donc une information sur 

l'efficacité de la relaxation par un mécanisme exclusivement 

dipolaire. 

XE-3) Paramétres gouvernant l ' e f f e t  NOE : 

XIi-3-1) Rapoorts avromapnétioues des novaux : 

En reprenant la formule [ 9 ]  on voit que : 

- lorsque les noyaux sont identiques (cas homonucléaire) 

a = 0.5, c'est A dire que l'intensité du signal de A 

est augmentée de 50% dans le cas idéal. 

- dans le cas hétéronucléaire : 
. si les deux rapports gyromagnétiques sont de même 

signe, q > 0. 
~xFQ~~-s-: 13c - IH, 31p - I 9 j Z  

. si les deux rapports gyromagnétiques sont de signe 

contraire, q < 0. 
E_xe-mglg : "N - 'H. 



Ceci p e u t  condu i re  A q = -1, ce q u i  e n t r a î n e  une i n t e n s i t é  

n u l l e  du s i g n a l  l o r sque  l ' o n  découple l ' a u t r e  noyau (danger 

dans 1'INEPT "N ... (6)). 

X I I - 3 - 2 1  I n f l u e n c e  de l a  d i s t a n c e  e n t r e  A e t  X : 

La fo rmu le  [ ? ]  f a i t  a p p a r a i t r e  que q e s t  indépendant de rAx. 

En e f f e t ,  pour deux sp ins  en i n t e r a c t i o n ,  mais i s o l é s  du 

r e s t e  du m i l i e u ,  l e  f a c t e u r  d ' e x a l t a t i o n  ne peu t  pas 

condui re  A des mesures de d is tance .  

Par c o n t r e ,  s i  pour un noyau A, on mesure l ' e f f e t  NOE 

p r o d u i t  par découplage de deux a u t r e s  noyaux X e t  Y 

indépendants e n t r e  eux, e t  s i  p A  = O, on remarque que : 

Dans l a  zone de ré t réc i ssemen t  extrême, on a  a l o r s  : 

11 f a u t  cependant s ' a s s u r e r  que l ' e f f e t  NOE mesuré n ' e s t  pas 

pe r tu rbé  par  a u t r e  chose. 

Xiï-3-31 I n f l u e n c e  des substances ~ a r a m a ~ n é t i a u e s  : 

Les substances paramagnétiques (oxygène de l ' a i r ,  r e s t e  de 

ca ta l yseu r ,  e t c  ... 1 i n t r o d u i s e n t  une r e l a x a t i o n  t r é s  

e f f i c a c e  q u i  a p p a r a i t  dans l a  v a l e u r  de q pa r  l e  terme p,. 

O n  v o i t  que p l u s  9 ,  augmente, p l u s  q diminue.  Comme de 

f a i b l e s  q u a n t i t é s  paramagnétiques condu isen t  A p A  t r é s  

grand, il e s t  nécessa i re  d ' é l i m i n e r  t o u t e  t r a c e  de ces 

substances pour o b t e n i r  une mesure d ' e f f e t  NOE c o r r e c t e .  

XE-3-4) I n f l u e n c e  de B o  e t  de r c  : 

Lorsque l ' o n  ne se t r o u v e  pas dans l a  zone de ré t réc issement  

extrême, e t  que l ' o n  r é i n j e c t e  l e s  termes de p r o b a b i l i t é  non 

s i m p l i f i é s  dans l ' é q u a t i o n  [8], il a p p a r a i t  que r( dépend 

auss i  de l a  f réquence de résonance (donc du champ B o )  e t  du 

temps de c o r r é l a t i o n  sc. 



La reprbsenta t ion  graphique de l a  v a r i a t i o n  de q en f o n c t i o n  

de ces paramétres es t  donnée en f i g u r e  3. 

FIGURE xn - s 
Cour60 (uniquemont quaCitat ive ) donnant C '&voCut ion du jacteur  

d 'exaCtat ion en fonct ion de ruore. 

On remarque : 

- que l ' o n  peut ob ten i r  des NOE n é g a t i f s  meme quand qmaXi 

précédemment d é f i n i  e s t  p o s i t i f .  Le cas peut se p rodu i re  s i  

l ' o n  e s t  en m i l i e u  visqueux ou s ' i l  s ' a g i t  de grosses 

molécules. 

- que q mesuré A deux fréquences d i f f 6 r e n t e s  peut Qt re  

d i f f é r e n t .  

- que l ' o n  peut, dans des cond i t i ons  extrames : t r é s  haut 

champ, te f a i b l e ,  a r r i v e r  au cas où q =  -1, c ' e s t  A d i r e  A 

l ' a n n u l a t i o n  du s i gna l .  

Ces remarques sont  importantes quand on t r a v a i l l e  avec des 

macromolécules ou dans des so lvan ts  visqueux où r, > 10~'s. 
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Xa-4) Equations des t e m p s  d e  relaxation : 

XII-4-11 Svstème A deux s ~ i n s  1/2 : 

a) &he~o-çl&a&rg : 

Si on réalise l'expérience suivante : 

FIGURE XII-4 

Expérience d'inversion-recouvrement hCt&ronucl&aire. 

7 : dotai Que C'on fait varier pour avoir pGusieurs points de 

Co courbr do reCaration. 

Le pulse 180. inverse les populations de 6 ,  et l'équation CS] 

du paragraphe II-2 devient : 

Puisque les spins du noyau X sont irradiés en continu, la 

relaxation de A s'effectue jusqu'A un état stationnaire (cf. 

équation [ b ] ) ,  défini par : 

En remplaçant dans l'équation Cl21 : 



Re laxa t i on  un i -exoonen t i e l l e .  

donc, 

Cl31 : 

Les termes causant l a  r e l a x a t i o n  sp in- rgseau conduisent  A une 

i n c e r t i t u d e  dans l e s  t r a n s i t i o n s  e t  donc dans l e s  l a r g e u r s  de 
1 

r a i e s  ; c e c i  i m p l i q u e  une c o n t r i b u t i o n  A T, éga le  I - Tl . 
2 

( rl >, r2). Le c a l c u l  (non d é t a i l l é  i c i )  donne : 

La fo rmu le  expr imant  l e  temps de r e l a x a t i o n  l o n g i t u d i n a l  dans 

l e  champ tou rnan t  <Tlp) e s t  t r é s  proche de c e l l e  du temps de 

r e l a x a t i o n  sp in -sp in  ( T 2 )  puisque l e s  vec teu rs  magnet i sa t ion  

s o n t  bloqués dans l e  p l a n  t ransverse .  La v i t e s s e  a n g u l a i r e  des 

s p i n s  du noyau 4 dans l e  champ rad io f réquence,  wlA, i n t e r v i e n t  

cependant dans l a  formule,  puisque l e s  vec teu rs  magnét i sa t ion  



sont d'autant plus éloignés du plan transverse que la valeur de 

ce champ est élevée. 

On remarque que 1 ' on aura toujours : 

Les termes de flip-flop de 1'Hamiltonien dipolaire ne sont plus 

tout A fait négligeables devant les termes Zeemann, puisque les 

fréquences de précession entre les deux noyaux sont moins 

éloignées. 

Si on réalise l'expérience suivante : 

FIGURE XII-5 

Ex~érience d'inversion-recouvrement homnnucléaire 

Co- dams b'exp6rie7~~0 h6#6ronucb6airo, on r6aCàso puCsàeurs 

exP6riencos avec diff6rentrs vabours do r. 

La formule régissant la variation de population des spins des 

diffdrents niveaux aprés perturbation par un champ radio- 

fréquence (correspondant au systéme d ' équations [ 5  3 du 

paragraphe XII-2) devient : 



donc, (on considare  que w A  = w ,  = w o )  

Si A la place du pulse 180' couvrant toute la gamme spectrale, 

on envoie un pulse 180' sélectif n e  touchant qu'un seul des 

deux noyaux, alors le temps d e  relaxation mesuré correspond d 

c e  qui a été calculé dans le cas hétéronucléaire. 

Seul le cas homonucléaire (7) sera traité ici, c a r  il permet 

d'introduire la théorie d e s  expériences d deux dimensions 

mettant en j e u  des interactions dipolaires. 
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EXPERIENCE D'INTERACTION DIPOLAIRE A DEUX DIMENSIONS 





XE-1) B u t :  

6 la  dif fhrence des expdr i~nces  de corr&lat ion,  

l ' o b j e c t i f  de ce t te  exp&rience n 'es t  pas d 'obten i r  des 

couplaQ*s c l a i r e s ,  donc des enchaînements par l i a i son  der 

a toms d'une mol+rule, mais p l u t ô t  d' indiquer des proximitds 

ent re  noyaux i t ravers l'espace. Dans l e  chapi t re  prdcddent, 

nous avons vu que des mesures d ' e f f e t s  Overhauser nucldaires 

permettaient d 'obten i r  des distances re la t i ves  ent re  noyaux par 

1 ' i n te rm ld ia i re  du facteur qu i  r d g i t  l e  facteur 

d 'exa l ta t ion  lorsque plus de deux noyaux rmt en in te rac t ion  

(r,,+trnt l a  distance ent re  l e s  noyaux R e t  X ) .  Ce pr inc ipe est  

u t i l i s d  sans q u ' i l  s o i t  i c i  question d'une &tudm prdcise des 

distances 8 ce t t e  exp4rience fourn i ra  simplemmt une matr ice 

avec, dans chaque dimension, l e s  d&placrments chimiques ( e t  les  

couplages observobl8s sur l e s  taches 1 - m e ,  e t  der 

signaux hors-diagonale carrc t d r i s r n  t les  in te rac t ions  

d ipo la i res  entre deux noyaux. 

XI-2) Principe r 

Le sch+ma global d'une enp4riencm deux dimensions 

permettant l a  a ise  en dvidence dm re laxat ion croisde ent re  

noyaux es t  l e  suivant r 

FIGURE - 
Si9urnco do d 'or~+rioncr 20 d 'intoracf 20- dC~o#a2ros : NOCSY 



Nous allons décrire briPvement cette expérience. 

- Le premier pulse 90; crée la magnétisation transverse. 

Pendant le temps t,, qui est incrémenté entre chaque FID, les 

vecteurs magnétisation précessent A la fréquence o k .  Ce temps 

d'évolution sert A créer la deuxiéme dimension ; comme dans 

toute expérience 2D, il sépare les différents composants de la 

magnétisation par leurs fréquences respectives (cf. COSY). 

- Le deuxiPme pulse 90; fait basculer la composante en y de la 

magnétisation sur l'axe z. 

1 1  est A remarquer que jusque la on retrouve la séquence de 

pulses d'un COSY, et si on faisait l'acquisition A ce moment, 

on aurait la matrice ZD de corrélation homonucléaire 'H - 'H. 

La différence est que dans le cas du COSY, c'est la composante 

en x avant le 2'"* pulse qui est intéressante et subsiste dans 

le plan transverse aprés ce pulse. Pour le NOESY, c'est la 

composante de magnétisation basculée sur z par ce pulse qui va 

contenir l'information, c'est A dire qu'il faut que la 

magnétisation soit longitudinale (paralléle au champ) pour que 

la relaxation croisée puisse s'accomplir. 

Cette séquence est suivie d'un délai assez long et 

variable : le temps de mélange ("Mixing Time" rrn) qui est de 

1 'ordre de T l  pour permettre A 1 'effet Overhauser de 

s'effectuer. 

Pour les composantes de magnétisation qui nous intéressent dans 

cette expérience, les deux premiers pulses 90; séparés par t, 

(qui ne sert qu'A créer la deuxiéme dimension, rappelons-le, et 

est inactif sur ces vecteurs) sont assimilables A un pulse 180; 
unique. La séquence est alors A rapprocher d'une expérience de 

mesure de Tl par inversion-recouvrement. 

X l i - 3 )  Traitement théorique de cette expérience : (réf ( 1 )  

Soit un systPme de g groupes de noyaux, chaque groupe 

contenant nk spins équivalents, et résonnant A w k  : 



FIGURE Xiü-2 

CxowCe num&rigue expdicitanf Ca signijtcation de 

La relaxation longitudinale suit l8&quation : 

- 
Le vecteur m comprend les déviations de Mzk (magnétisation 

longitudinale des spins du groupe k )  de l'équilibre thermique 

pour les g groupes de spins r 

R : matrice de relaxation avec les constantes de vitesse R k l ,  

comprenant les contributions de relaxation croisée et de 

relaxation externe. 

ukl : vitesse de relaxation croisée entre k et 1 

R, : vitesse de relaxation externe 



La r o d a r a t i o n  c r o i s b e  
conduit  h une d i s t r i b u t  i o n  de 
magnbt i ~ a t  i o n  sur de syst  &mu, 
Ga reGaxat i o n  r r t e r n o  une 

Port  e  de  magn&t i s a t  Con 
dans 8  'onv ironnomont . 

FIGURE XI-3 

La période essentielle dans un NOESY est le temps de melange rm 

pendant lequel la relaxation s'effectue. 

Déviation de la magnétisation au dabut de T~ : 

Pendant r,, la ddviation de la maqndtisation longitudinale 

suit : 

Juste après le troisième pulse x, sans effet de relaxation, on 

aurait : 

(On peut vérifier que t, = O implique M y  = -Mo, car la séquence 

revient alors h un pulse 270i.l 

donc, pendant T Z ,  la magnétisation serait dacrite par : 



Mais puisque le retour .A l'équilibre de la magnétisation 

pendant le temps de mélange est gouverné par l'&quation [4], on 

récupére : 

(équation 17 1 )  

soit : 

avec S k Z  : sYnrboCe de Kroneker 1 (équation [ 8 ] )  
= O s i  k # G  S A C  = 2 si k = C 

1 Ceci peut être ddcomposé en deux parties : 

(équation [9a]) i 



Ce terme comprend l e s  composantes modulées en t,, donc formant 

l e s  p i c s  c r o i s é s  ( e t  au to -p i cs )  e n t r e  CO, e t  o k .  Pour un temps 

rm long,  ces composantes déc ro i ssen t  e t  tendent  ve rs  0, c a r  des 

phénoménes de f u i t e  de magnét i sa t ion  t e l s  que d i f f u s i o n  de s p i n  

(21,  ... appara issen t .  

regroupe l e s  composantes non i n f l u e n c é e s  par t,, e t  c o n d u i t  aux 

p i c s  axiaux i n d é s i r a b l e s  (appara issen t  A a, = O dans l a  seconde 

d imens ion) .  

On v o i t  donc qu 'un  c y c l e  de phase quelconque ne c o n v i e n t  pas 

pour une t e l l e  expér ience p u i s q u ' i l  f a u t  suppr imer : 

A )  l e s  r e s t a n t s  de magnét i sa t ion  t r ansve rse  (3,4), 

B) l e s  p i c s  ax iaux (provenant  de l ' é q u a t i o n  [ 9 b ] ) .  

A )  a- Puisque pour l e s  vec teu rs  de magnét i sa t ion  donnant l i e u  A 

des phénoménes de c r o s s - r e l a x a t i o n  l e s  deux premiers  

pu lses  son t  a s s i m i l a b l e s  A un pu l se  180; , l e  f a i t  de 

changer l e  sens de r o t a t i o n  (180:~) en a p p l i q u a n t  deux 

pu lses 90" de phase -x  r e v i e n t  au même e t  a l i g n e  de l a  

même façon ces vec teu rs  se lon  l ' a x e  z avant  l e  temps de 

mélange. Par c o n t r e  l e s  vec teu rs  de magnét i sa t ion  

t ransverse  q u i  ne son t  a f f e c t é s  que par l e  premier  pu l se  

sont  i n v e r s é s  e n t r e  l e s  deux séquences r é s u l t a n t e s  : 

L ' a d d i t i o n  de ces deux FID é l i m i n e  donc l e s  i n t e r f é r e n c e s  

de magnét i sa t ion  t r ansve rse  de maniére s i g n i f i c a t i v e .  

b- De p l u s ,  s i  h chaque f o i s ,  on . f a i t  v a r i e r  de façon 

a l é a t o i r e ,  on peut  o b t e n i r  une d i s t r i b u t i o n  un i fo rme des 



vecteurs ma~,n+t isat ipn dspq Ir plan transverse-avant le 

second pulse 9 0 ° ,  e t  a i n s i  amoindrir encore l e s  e f f e t s  de 

magnhtisation transverse. 

- .. . ,i . . 
8) Dans une te l l e -en~e r i anca , ,  deux Cypes-4m pics  4~km.t~  mant i 

L - i  

r i dou te r  Lesfl p y m i e r s  spn t ceqx q u i  agaparaissent pendant l e  
r" i .f . 

temps d*&vol*ut ion - 5 %  fde%gî;:qr) uniqyqmmnt-A "narquw" l e s  
r .  - 

sp ins p i r  '1."'; friqueng= l a  secpnde . , diarnqion, e t  non a 
c r ~ e r ' d d j h  un' '&?et de re laxa t ion)  e t  sont supprimds en mfmc 

temps que l e s  autres vecteurs de magn+t&sation. transverse 
+ 8 .  

par l e  cyc le  da phase* d r l c r i t  d w s l p  payaqra#q~ priCcldant, 
a .  ' - t  

' lei - & e c o ~ d  apparaissent et cro issent  d+ fagw dramatique 

quand Ir temps de melange augmsnte, e t  doAvent tou t  autant  

8 t r e  supprimhs. I l s  proviennent du re tou r  d 1 ' 9 q u i l i b r e  de 

l'a magndtisat ion pendant l e  temp, de &lange par 

autorelaxat ion. Une methode pour l e s  rupprimsr cons is te  

créer des saquences de type : 

le' t rans ien t  

. * 

de phare suivante t 
19'7 +T?%L- 4 +q' r k  9: 1 . Y ~ + ? . + ~ J $ F ~ Q ; T :  3 ,  r l Q $ a . T s @  ' ' l  

@ n q i S $ o  -93 I - I L  
,araxi C B B ' I P  Li t $ S & f i ~ W k d  

$gt a i ~ ~ ! J q  ~ ~ F L  

-1 aapmfbs -.~u@g %&,i!?@d b r ) i i r w l  
$3 =*$; .if-$, 1 1  -. ( $ a d g ~ ~ & & i o ~  C , . 

< - 
iI -' 

3- A.$ , 7 %  fi3+@$: *" 
aq9b*.-p&>3~+&.gp;t;tl LX 7 i u ~ l Q  

add i t ion '  des FID, e t  y @ r l ~ $ l p h @ ~ t i + l s ~ t  
- . a  3 .tl* -CL. +... *, 

Fa chaque FID. 
-3 & - 7  ., , j , + , * ~ ~ ~ . - h . ~  5 Fu:ej ' T:'? $9 ~ ~ L * % z A  7 i r  :* ' 

â & t , i  ' <  + f J &  1 s u p  .&,-; , lz  1';' <-*i3'f'j4f t j i ~ ! 3  : " Y k v i i i .  s 

t '7 g , ,% Ce =yc l phase CO~P;+!@~~ p @ ~  ,)ip., g ~ ~ ~ q q t ~ f z . ~ 2 F , r  1 a 
des pic. double p&ppL'w,3;.*t_fyPk eyc*q,qff s)kp.. 

CYCLOPS en FZ. 



XIU-4) Application aux oligosaccharides : 

Les interactions dipolaires résiduel les mises en 

évidence par effet Overhauser nucléaire dans cette expérience 

seront utilisés pour donner des renseignements sur la proximité 

de protons dans l'espace. On peut donc espérer deux types 

d'informations adaptées aux cas des oligosaccharides : 

1- détermination de la séquence d'enchaînement des unités, par 

interactions des protons 1 et 4 de deux unités successives 

par exemple, 

2- conformation spatiale de la molécule par la construction 

d'une carte de distances entre protons permettant de 

connaître les angles q au niveau de la liaison inter- 

qlycosidique. 

Nous avons vu précédemment que l'intensité de l'effet NOE est 

trés fortement dépendante du terme orc ; il se trouve que pour 

les oligosaccharides comportant de quatre A d i x  unités observés 

A température ambiante et A 500 MHz, ce paramétre est trPs 

défavorable et conduit A des effets trPs faibles voire 

négatifs. 

Dans ces conditions, il faut trouver une façon de modifier la 

valeur de rc puisqu'il n'est pas possible de changer o. En 

effet, toute mesure A une fréquence nettement plus basse se 

heurte A des problPmes de sensibilité et de résolution du 

spectre (nous verrons dans le paragraphe suivant qu'il existe 

un moyen de contourner cette difficulté en mesurant des 

interactions dipolaires dans le champ tournant). I l  n'est pas 

non plus judicieux de modifier le solvant, et la seule solution 

consiste A travailler A température plus basse pour allonger le 

temps de corrélation (ralentir les mouvements moléculaires). 

Pour les oligosaccharides en solution aqueuse, une température 

de 283 K constitue un compromis acceptable entre NOE 

significatifs et conditions expérimentales pas trop délicates. 

I l  convient toutefois de signaler que l'attribution des signaux 

du spectre doit être réalisée A nouveau, certains signaux ayant 

des coefficients thermiques importants. 



La figure Xm-4 montre le résultat obtenu avec le penta- 

saccharide Pi lors d'une expérience de NOESY réalisée A 283 K. 

Nous avons utilisé la version phasée qui permet dans ces 

conditions de séparer les pics dûs aux interactions dipolaires 

(négatifs) et ceux provenant des corrélations scalaires ou 

autres phénomènes parasites (positifs). 

Sur cette figure, on rappelle également le contour du quadruple 

relais qui va permettre d'identifier immédiatement les 

corrélations 1 -4 4 A l'intérieur d'une même unité facilitant 

la détermination de séquence. Pour chaque proton anornérique, on 

détermine le proton 4 corrélé de façon dipolaire et on remonte 

ensuite au proton 1 de cette unité. Le séquençage peut ainsi 

être réalisé de façon univoque. 

On peut vérifier que PI: ne donne pas de tache avec son proton 4 

puisqu'il est A l'extrémité terminale réductrice. Par contre, 

la tache A L  - OCH, est parfaitement visible et indique sans 

ambiguité la position de cette unité. De même 4:' ne donne 

aucune corrélation dipolaire avec un proton anornérique en 

raison de la localisation de cette unité A l'extrémité non 

réductrice. 

Si les conditions expérimentales sont favorables (ajustement de 

la température pour que le NOE ne soit pas nul ou très faible 

par exemple), cette démarche permet une détermination trPs 

efficace de la séquence. Elle repose sur l'attribution sûre et 

prPcise des protons 4 pour chaque unité et justifie donc 

totalement que le maximum d'efforts soit fait pour les 

identifier de façon univoque. 

L'expérience NOESY présentée montre que de nombreuses autres 

taches de corrélation existent et n'ont pas été utilisées pour 

la détermination de séquence. Les proximités entre protons 

mises en évidence par ce procédé peuvent être utilisées pour 

donner des renseignements sur la conformation moyenne en 

solution. Cet aspect sort du cadre fixé pour cette thése et ne 

sera pas détaillé. On peut plutôt résumer les résultats obtenus 

par un schéma indiquant les effets observés. On notera 

toutefois l'existence d'un effet Overhauser intense entre 1, et 

1, caractéristique d'une conformation *s, pour cette unité 

(figure X I i - 5 ) .  
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FIGURE XI-4 

(a) ROPPIC du contour da 8 'ozp4rionca de RELAIS  ~ U U ~ ~ U P C O  Pour 

C ' ident  i ~ i c a t i o n  da tous Cas pro tow do chaque unit . .  

1 6 )  Contour du NOPSY < T ~  = 700 ;RJ> ct 283 R. SauCs Ces contours 

nbgat i f s  sont t r a c i s  . Le schimz ut iCis4 Pour Ce s49uencage 

comPtel du ~antasaccharido e s t  indS9u4 en  Point i CC4s. 



FIGURE XI-5 
a) C l l o f s  Oworhauso~ HusC6airrs obrorv4r sur 80 pontasacs~ar ido  

P i  à 283 K. 

6 )  Ropr6sonf a t  ion do C a  sonformat ion 's*. 



X I I - 5 )  I n t e r a c t i o n s  d i p o l a i r e s  dans  le champ tournant  

Xn-5-1) Introduction : 

Nous avons vu dans les chapitres précédents que 

l'intensitb de l'effet Overhauser nucléaire dépendait de 

nombreux paramétres, dont le terme C O ~ T ~  qui est, en étude 

homonucléaire sur un composé pur (sans trace de para- 

magnétiques), le facteur limitant pour l'observation des 

signaux représentatifs des interactions dipolaires entre noyaux 

proches dans l'espace. En effet, dans de nombreux cas, les 

composés étudiés (et lA  en particulier nos oligosaccharides a 
500 MHz) présentent des temps de corrélation tels que l'on se 

trouve prés de la condition W ~ T ~  = 1. Dans cette situation, le 

NOE est quasiment nul, et nous venons de voir qu'il faut 

recourir 21 des changements de conditions expérimentales - 
température, solvant - pour pouvoir obtenir des résultats 

interprétables. Ces contraintes de modification du milieu 

peuvent cependant être gênantes, pour plusieurs raisons, qui 

tiennent du fait que l'on s'éloigne des paramétres "in-vivo". 

Cela est encore plus problématique dans le cas où l'on veut 

mesurer ou mettre en évidence des conformations en solution. 

Pour pallier A ces inconvénients, la solution est de modifier 

le champ apparent dans lequel les interactions dipolaires 

interviennent (pour changer le terme W )  , sans bien sûr que cela 
se fasse au détriment de la résolution du spectre, c'est a dire 
qu'il faut utiliser deux champs : un pour l'excitation des 

noyaux, et l'autre pour le développement des effets Overhauser. 

Pour une telle expérience, on utilise donc le champ radio- 

fréquence Bi, et ceci rapelle immédiatement les expériences de 

transfert scalaire dans le champ tournant, puisque l'on 

retrouve les conditions de Hartmann-Hahn. En effet, l'autre 

façon de considérer cette expérience est la suivante : 

pendant l'impulsion de spin-lock, les spins sont bloqués dans 

le champ radiofréquence et les termes de flip-flop de 

1 'Hamiltonien dipolaire (en 1 ;I; et 1 ;I;) interviennent pour 

augmenter la vitesse d'interaction entre les noyaux, par 

l'intermédiaire des densités spectrales qui seront changées. 



Xm-5-21 Ex~ériences de mesure du facteur d'exaltation : 

A )  Relaxation dans le champ Bo : 

Considérons un systéme homonucléaire de 2 spins 112 A et B. 

D'aprés l'équation [8] du chapitre XII, on a : 

Or, puisque : 

= 2<w2 + w,) = R~ + =AB 

1 - 1 

- T i h o m o  T l ,  on peut écrire : - TA - - - 
1 R - 

De la même maniére, le facteur d'exaltation Overhauser dans le 

champ tournant est le rapport de la relaxation croisée sur la 

relaxation directe ; le raisonnement sera donc identique ( 5 ) .  

Revenons aux échanges dipolaires classiques (dans Bo) ; les 

expériences A réaliser pour mesurer directement le facteur 

d'exaltation sont donc, 1"- une expérience de mesure de TI type 

inversion-recouvrement, mais avec un délai de mélange optimisé 

pour fournir un effet NOE maximum, 2"- la même expérience ou le 

premier pulse est transformé en un pulse sélectif. Un simple 

calcul peut fournir ensuite l'effet Overhauser nucléaire. 



FIGURE XI-6 

( 2 )  axPlrienca tYp& mesure da Tl par inversionrecouvrerurrt 

( 2 )  exPlrience type riusure da f s l d r c t i ) .  

BI Relaxation dans l e  champ tournant : 

Tout d'abord , de l a  m9me manibre que dans le cas prCcbdent il 

f a l l a i t  mesurer T l  , l a ,  il e s t  nkcesraire de connaître TIP 

avant toute mesure du facteur d 'exa l ta t ion .  

( 1 )  Mesure de Tlp ' : 

L'expérience est  t r é s  simple e t  peut Strc sch&matisée par l a  

séquence d é c r i t e  sur l a  f igure  XP-7. 



Px~4rirnca da -sur- do Ti p .  

t e  c h a m  Bi de spin-Cock est  aPPCiQu4 pandant un tenpo variabte 

r. 

L'aimantation est d'abord basculée selon l'axe Oy par une 

impulsion non sélective et "verrouillde" par le champ 

radiofréquence Bi. Ce champ est maintenu pendant un temps r 

durant lequel une partie de l'aimantation disparaît par 

relaxation quasi-transverse. Pour chaque valeur de r, la 

magnétisation transverse résiduelle est alors mesurée. 

L' intensité du signal est donnée par : 

La décroissance exponentielle de M permet donc de ddterminer 

( 2 )  Mesure de Tip sélectif : 

On ne peut pas réaliser simplement cette expdrience en ne 

changeant que le premier pulse 90' par un pulse sblectif, car 

pour que les conditions de Hartmann-Hahn soient présentes, il 

faut que tous les spins (participant aux interactions) soient 

bloqués dans le champ tournant Bi, et donc qu'avant l'impulsion 

de spin-lock, ils soient déja dans le plan transverse. On 

effectue donc une autre séquence : 



FIGURE XE - Q 
Pxp6rience de Ti "s6Cect i?".  

i';U @ Lors de c e t t e  expérience, seu le  l a  r e l a x a t i o n  c ro i sée  u,, 

i n t e r v i e n t  pour f a i r e  d é c r o î t r e  l e  s igna l .  Donc, pour ob ten i r  

l e  fac teu r  d ' e x a l t a t i o n  Overhauser dans l e  champ tournant,  il 

f a u t  app l iquer  l ' é q u a t i o n  : 

XII-5-31 Déterminat ion des courbes q,,, = f<ooz,> : 

Les courbes thdor iques donnant q,,, en f onc t i on  du terme or, 

sont obtenues p a r t i r  des équat ions des temps de r e l a x a t i o n  du 

chap i t r e  précbdent, so i t ,  pour l e  NOE c lass ique,  c e l l e s  q u i  

concernent l e  T i  hé téronuc léa i re  e t  l e  T i  homonucldaire. 

Pour l ' e f f e t  Overhauser dans l e  champ B i ,  l e s  Bquations sont 

c e l l e s  q u i  rég issen t  l e  T i p  hétero-  e t  homonucléaire. Cependant 

pour l a  p l u p a r t  des molécules w 1, c ' e s t  A d i r e  que l a  

puissance du champ tournant  B i  é t an t  beaucoup p l u s  f a i b l e  que 

c e l l e  de Bo, l e s  vecteurs sont  quasiment a l i gnés  sur  l ' a x e  y ; 

l e u r  r e l a x a t i o n  e s t  t r é s  s i m i l a i r e  A l a  r e l a x a t i o n  transverse, 

e t  en premiPre approximation, on pourra considérer  T2.  



si on a Bo = 500 #HZ, Bi  = Z KHz 

O* T = Z O - ~ ~  
C 

aCors : w o  = 3,ZS ioSrad/s - w O r c  = 3,15 rad 

et : u i  - 6300 rad/s - w 1 ~ ,  = 6,3 10 -6rad << z 

Ainsi, on peut écrire par approximation : 

Rappelons que 1' dquation est celle qui correspond au cas 

- hét&ronuclBaire (avec l'approximation oA = w B  - w o  1 ,  car le 

pulse 180' est sélectif. 

FIGURE XI-9 

Graphique donnant C 'aCCuro dos sourdes do NO@ (facteur 

d'exaCtation Cors de Ca reCaxation dan8 Ce champ statique B O )  

et Co ROP (reCaxat ion dans Ce champ f ournanf en Zonef ion de 

W ~ T c  

0.6 - 
0.4 - 
0.3 - 
0.2 - 
0.1 - 

-0.2 - 
-0.3 - 
-0.4 - 
-0.5 - 
-0.6 - 
-0.7 - 
-0.8 - 
-0,o - 

-1 

NOE 

. . . . . . . , , , , , , . , m . . .  , . " " ,  " ' . . .  

0 0  t, - 



Xïü-5-41 Expérience h deux dimensions : ROESY 

L'expérience de ROESY se construit trés facilement A partir de 

ce1 le de mesure du T i p ,  car il suffit de séparer le pulse 90" 

et l'impulsion de spin-lock par un délai d'évolution variable 

tl propre aux expériences a deux dimensions. De ce fait, les 

spins sont basculés dans le plan transverse par le premier 

pulse, puis évoluent en fonction de leurs déplacements 

chimiques respectifs, se séparant dans la seconde dimension. 

Ensuite l'impulsion de spin-lock les bloque dans le champ 

tournant pour que la relaxation croisée selon T i p  puisse 

s'accomplir. La durée du spin-lock est fixe déterminée grâce a 
une mesure préliminaire de Tip. 

Xïü-5-51 Inconvénients du ROESY : 

Si l'on se rapporte h l'expérience de HOHAHA (cf. chapitre QlII) 

dont la séquence est trés proche de celle du ROESY - bien que 
la durée du spin-lock soit beaucoup plus grande dans cette 

derniére - on voit que plusieurs phénoménes parasites se 

produisent pendant l'impulsion de spin-lock (6). 

En effet, avec les signaux normaux d'interactions dipolaires 

dans le champ tournant apparaissent aussi des signaux de 

corrélation scalaire directe (type COSY), et des signaux de 

transfert scalaire isotrope (type H O H A H A ) .  

L'équation [l] du paragraphe PlII-5-3 montre que l'on peut 

résoudre le deuxiPme probléme, c'est A dire éliminer les effets 

de Hartmann-Hahn scalaires, en prenant certaines précautions : 

- utilisation de champs radiofréquences les plus faibles 

possible (en prenant garde d'irradier tous les signaux du 

spectre correctement), 

- décalage de la fréquence centrale du pulse (pour éviter que 

le terme Inv: - A ne soit minime). 

On voit immédiatement que ces deux points rendent l'expérience 

de ROESY trés délicate h réaliser, puisque le fait de décaler 

le centre du pulse demande que l'on envoie une puissance plus 

grande, (ce qui est le facteur limitant sur beaucoup de 

spectrométres actuels), donc s'oppose A la premiére condition. 



De ce fait, dans la matrice de ROESY, on récup&rera la plupart 

du temps des pics dûs A des interactions scalaires, qui seront 

heureusement phasCs diffbremment des signaux normaux. hinsi, si 

l'on phase naqativement les pics ROESY, on a 

- les pics COSY en antiphase (donc leur integrale est nulle), 

les pics HOHAHA positifs (ainsi que la d i a q ~ n a l e ) ~ ~ ~ , ~ ~ ~ ~ ~  
) .''.;lb (% &.. - 73 s ,  

t r e  part que pour les Bchantillons subissant des 

échanges chimiques Ou posslrdant des T z  tr+s courts, 

l'expérience n'est alors que tr&s difficilement réalisable. 

Le problbme de la diffusion de spin peut de plus s'avérer 

crucial et empScher l'application 

i -lécules- 
v -  

Dans nmr+g cas particulier 

étant regroupes sur une petite gamme spectrale (3 ppm) et les 

temps de relaxation transverse restant suffisamment proches des 

, nous avons pu rPa1iser cette experience sans trop de 

problémes sur un appareil I disposant P.§ d. : .~ .hd?p ;= =>+$$ . < T  



FIGURE X1-10 

Mesure de Tl des protons anomôrigues du pentasaccharide P i  h 

500 # H z  et 29s K. Los vadeurs irrdi9u4es sous chaque spectre 

Part ird correspondent h Ca d u ~ 4 e  du spin-dock. 

Dans l e  cas des o l igosacchar ides,  l e s  va leurs  moyennes de Tlp 

pour l e s  protons anombriques sont  de l ' o r d r e  de 0.5 b 1 s 

su ivan t  l e s  un i tes .  C e  param&trs d d f i n i t  l ' o r d r e  de grandeur 

des temps ca rac té r i s t i ques  q u i  seront  n d c o s a i r e s  pour l e s  

échanges d i p o l a i r e s  dans l e  champ tournant.  

XIH-4-21 E x ~ é r i e n c e  de ROESY : 

 e expérience ROESY a 8 t +  appliqueta au pentasaccharide PI,  e t  

une expérience NOESY a étB ef fectuCe exactement dans l e s  l e s  

mêmes cond i t i ons  de temps d'accumulat ion, de rCso lu t i on  e t  de 

température. Ces deux techniques sont u t i l i s é e s  en mode phasé ; 

l a  comparaison des deux e s t  donnée sur  l a  f i g u r e  XI-11. 



G< , , , , , , , , , - 1  ;, , ;; , , y ,  - ,  , Ip;-= 
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 

PPH 

FIGURE XI-11 
Contour (a) d'une orp&rirnse HOCSY (r_ = 0.7 r) rf (6 1 d-unr 

oxp6rionco ROPSY ( rsL = 0.7 r 1 pour Cr ~enfasassharidr P l  d 

296 K .  SouCr Ces nivrau~ dgatifr son* trac4r W u r  Ce NOCSY,  

aCorr que Ce ROPSY no fournit que des sig-ur ~ozitiYs. 



La comparaison des r é s u l t a t s  e s t  t r é s  en faveur  de l ' e x p é r i e n c e  

ROESY. Dans l e s  c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s  (296 K ) ,  l e s  e f f e t s  

Overhauser dans l e  champ B o  son t  t r é s  f a i b l e s  e t  n é g a t i f s .  Nous 

avons vu dans l e  c h a p i t r e  consacré au NOESY q u ' i l  e s t  

nécessa i re  de r e f r o i d i r  l e s  s o l u t i o n s  ve rs  10°C pour o b t e n i r  

des e f f e t s  s i g n i f i c a t i f s  sur c e  type  de composé A 500 MHz ,  en 

r a i s o n  de l a  v a l e u r  dé favorab le  de wrc . Dans l e  cas de 

l ' e x p é r i e n c e  ROESY, au c o n t r a i r e ,  l e s  e f f e t s  son t  beaucoup 

moins s e n s i b l e s  A ces paramétres, e t  de p l u s  l e  passage par O 

n ' e s t  pas p o s s i b l e .  C e t t e  approche permet donc de s ' a f f r a n c h i r  

des problémes expérimentaux souvent rencon t rés  dans l e s  

expér iences d ' i n t e r a c t i o n s  d i p o l a i r e s  c l ass iques  pour des 

molécules de t a i l l e  moyenne. Les r é s u l t a t s  obtenus avec l e  

ROESY son t  i den t i ques ,  au moins q u a l i t a t i v e m e n t ,  mais l a  

q u a l i t é  e s t  t r é s  * supér ieure .  On peut  n o t e r  en p a r t i c u l i e r  l a  

t r é s  n e t t e  tache de c o r r é l a t i o n  d i p o l a i r e  e n t r e  A:' e t  OCH,. 

C e t t e  tache e s t  p résen te  dans l e  NOESY A 283 K, mais e l l e  e s t  

t r é s  f a i b l e  en r a i s o n  de l a  m o b i l i t é  p ropre  du groupe 

méthyl  ; l e  terme gouvernant l e  n.0.e e n t r e  l e s  p ro tons  HI e t  

OCH3 n ' e s t  pas l e  temps de c o r r é l a t i o n  p ropre  de l a  molécule 

e n t i é r e ,  mais  c e l u i  p l u s  c o u r t  du  vec teur  H, - CH3. 

A t i t r e  i n d i c a t i f ,  l e  n.0.e observé A 283 K ( p a r  des mesures 

c lass iques  monodimensionnel les) n ' e s t  env i ron  que 20% de l a  

va leu r  c a l c u l a b l e  A p a r t i r  des a u t r e s  e f f e t s  s u r  l a  p a r t i e  

" r i g i d e "  du pentasacchar ide.  Dans l e  ROESY, l e s  e f f e t s  de temps 

de c o r r é l a t i o n  s o n t  beaucoup a t ténués  e t  on observe une tache 

de c o r r é l a t i o n  d i p o l a i r e  dont  l ' i n t e n s i t é  e s t  p l u s  proche de l a  

va leu r  a t tendue par  l a  p r o x i m i t é  de ces protons.  

En conc lus ion ,  il e s t  é v i d e n t  que pour des molécules de t a i l l e  

moyenne f o u r n i s s a n t  des e f f e t s  Overhauser t r é s  f a i b l e s  A 

température ambiante, l ' u t i l i s a t i o n  des échanges d i p o l a i r e s  

dans l e  champ BI (ROESY) f o u r n i t  de t r é s  bons r é s u l t a t s ,  e t  

é v i t e  d ' a v o i r  r ecou rs  A des a r t i f i c e s  des t i nés  A m o d i f i e r  de 

façon impor tan te  l a  v a l e u r  de rc, c ' e s t  A d i r e  l a  m o b i l i t é  

mo lécu la i re .  Ceci  permet d ' é t u d i e r  l e s  composés b i o - a c t i f s  dans 

des c o n d i t i o n s  de s o l v a n t  e t  de température p l u s  r e p r é s e n t a t i f s  

de l e u r  environnement n a t u r e l  (7). 
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XIP-1) Préparation des échantillons : 

Les o l i gosaccha r i des  présentés dans ce t r a v a i l  o n t  é t é  

é t u d i é s  A pH 7 en s o l u t i o n  aqueuse . La p l u p a r t  des mesures 

ayant  é t é  r é a l i s é e s  dans l ' e a u  lourde,  l e s  p ro tons  l a b i l e s  o n t  

é t é  échangés c o n t r e  des deutérons par  l y o p h i l i s a t i o n  répé tée  

dans l ' e a u  l ou rde  (99,98 % D ) ,  l a  d e r n i é r e  é t a n t  r é a l i s é e  

d i rec tement  dans l e  tube de mesure. En ce  q u i  concerne l e s  

mesures en RMN du carbone 13, l e s  p r o d u i t s  s o l i d e s  s o n t  

simplement d i s s o u t s  dans l ' e a u  lourde .  A f i n  d ' é l i m i n e r  

d ' é v e n t u e l l e s  t r a c e s  de métaux paramagnétiques t r é s  néfastes,  

en p a r t i c u l i e r  pour l e s  expér iences de nOe, l e s  o l i g o -  

sacchar ides son t  au p r é a l a b l e  t r a i t é s  par  une f a i b l e  q u a n t i t é  

de r é s i n e  c h é l a t a n t e  Chelex 100 e t  f i l t r é s  s u r  M i l l i p o r e .  

Pour l e s  expér iences en RMN du p ro ton  , une t r a c e  de TSP 

( T r i m é t h y l - s i l y l -  2-2-3-3 t é t r a d e u t é r o  p rop iona te ,  s e l  de 

sodium) e s t  a j ou tée  comme ré fé rence  i n t e r n e .  Pour l e s  mesures 

en RMN du carbone 13, l e  méthanol e s t  u t i l i s é  comme ré fé rence  

i n t e r n e  secondaire.  Toutes l e s  expér iences concernant l e  p r o t o n  

o n t  é t é  r é a l i s é e s  avec des s o l u t i o n s  dans l a  gamme de 

concen t ra t i on  5-15 mM en tube de 5 mm. Pour l e  carbone 13, l a  

c o n c e n t r a t i o n  e s t  de l ' o r d r e  de 10-30 mM en tube de 10 mm. 

X In-2 1 Apparei 1 lage : 

Toutes l e s  mesures en RMN p ro ton ique  o n t  é t é  e f f ec tuées  

s u r  un spect rométre  BRUKER WM500 opérant  A 500 MHz pour l e  

p ro ton .  Cet a p p a r e i l  e s t  équ ipe d ' u n  c a l c u l a t e u r  Aspect 3000 

avec Array processor e t  Process c o n t r o l l e r .  Il a de p l u s  é t é  

m o d i f i é  de maniére a pouvo i r  r é a l i s e r  l e s  expér iences de t y p e  

r e v e r s e  e t  l e s  mesures dans l e  r é f é r e n t i e l  tou rnan t .  Cet  

a p p a r e i l  e s t  équipé d ' u n  c o n v e r t i s s e u r  a n a l o g i q u e - d i g i t a l  de 16 

b i t s .  La durée de l ' i m p u l s i o n  correspondant A un angle  de 

basculement de 90 degrés (pour  l e  p r o t o n )  e s t  de l ' o r d r e  de 12 

microsecondes. Pour l e s  expér iences de t r a n s f e r t s  s é l e c t i f s  

u t i l i s a n t  une e x c i t a t i o n  de type  DANTE, l e  canal  émission e s t  

a t t énué  de maniére h a l l o n g e r  l ' i m p u l s i o n  dans l e  domaine 40-50 

microsecondes. A l ' e x c e p t i o n  des mesures de NOESY ( e f f e c t u é e s  



le plus souvent A 283 K I ,  les expériences ont été réalisées h 

296 K. 

Les mesures en RMN du carbone ont systématiquement été 

effectuées A l'aide d'un spectromètre BRUKER MSL 300 opérant h 

300.13 MHz pour le proton et 75.47 MHz pour le carbone . Toutes 
les expériences ont été conduites A 300 "K en utilisant une 

sonde sélective carbone 10 mm. Les durées des impulsions sont 

de 9 microsecondes pour le carbone et 18 microsecondes pour le 

proton (via le canal de découplage atténué de 4 dB) en mode 

basse puissance. Pour toutes les expériences utilisant des 

transferts d'aimantation proton-carbone, une valeur moyenne de 

150 Hz a été utilisée pour le couplage direct C-H. 

XIQ-3) Paramètres d'acquisition en RHN du proton : 

Les spectres classiques ainsi que les expériences de 

transferts ID ont été enregistrés sur 16K (points complexes), 

le temps total de recyclage étant typiquement de 1-2 secondes. 

La plupart des FID obtenus ont été traités par multiplication 

Lorentzienne-Gaussienne optimisée. Les spectres de transferts 

ID sont de plus traités en mode valeur absolue pour améliorer 

leur présentation . Ces spectres sont en effet difficilement 

phasables sauf si on leur adjoint un filtre Z qui conduit 

toutefois A une importante perte de signal. 1 1  en est de même 

pour les spectres obtenus dans l'eau légére par les séquences 

composites. 

Les expériences bidimensionelles sont, soit réalisées en mode 

absolu (COSY, relais multiples et corrélation A deux quanta), 

soit en mode phasé (NOESY, ROESY, HOHAHA). Pour les 

corrélations de type scalaire, 256 incréments de ti sont 

utilisés et la matrice est finalement de lKxlK (points réels) 

après zéro-filling. Pour les corrélations via les transitions a 
deux quanta, 300-400 incréments sont utilisés pour fournir une 

matrice finale de 512x2K. Les fonctions d'apodisation de type 

sine-bel1 sont utilisées dans les deux dimensions. En ce qui 

concerne les expériences de corrélation dipolaire, 128 valeurs 

du temps incrémentable sont prises en compte. Les fonctions 

d'apodisation de type sine-bel1 sont décalées de n/20 dans les 



deux dimensions. Le temps de mélange e s t  c h o i s i  en f o n c t i o n  du 

temps de r e l a x a t i o n  TI moyen des p ro tons  anomériques. Des 

v a l e u r s  s i t u é e s  dans l a  gamme 400-700 msec de l ' o r d r e  de 

400-700 msec o n t  é t é  u t i l i s é e s  dans l e  cas présent .  Des mesures 

annexes des e f f e t s  Overhauser 1 D  o n t  montré que dans ces 

c o n d i t i o n s  l ' e f f e t  de l a  d i f f u s i o n  de s p i n  e s t  t r è s  f a i b l e .  

A f i n  de suppr imer l e s  c o r r é l a t i o n s  s c a l a i r e s  l o r s  de ces 

expér iences,  l e  temps de mélange e s t  changé de façon a l é a t o i r e  

h l ' i n t é r i e u r  d 'une  f o u r c h e t t e  correspondant A i 20 msec. Tous 

l e s  e f f e t s  Overhauser présentés dans ce t r a v a i l  s o n t  n é g a t i f s  

( a  l ' e x c e p t i o n  b i e n  s û r  des e f f e t s  e n r e g i s t r é s  dans l e  

r é f é r e n t i e l  t o u r n a n t )  e t  s e u l s  l e s  con tours  n é g a t i f s  sont  donc 

présen tés .  

XIP-4) Parametres d'acquisition en RMN du Carbone 13 : 

Les spec t res  s tandard s o n t  accumulés s u r  8K p o i n t s  

complexes e t  t r a i t é s  de l a  même façon que l e s  spec t res  

p ro ton iques .  Les expér iences de c o r r é l a t i o n  h é t é r o n u c l é a i r e  

son t  r é a l i s é e s  avec 256 incréments  de t i  e t  présentées en mode 

v a l e u r  absolue. Les f o n c t i o n s  d ' a p o d i s a t i o n  de t y p e  s ine-be l1  

son t  décalées de d l 0  dans l e s  deux dimensions F1  e t  F2. 









Nous avons montré dans ce travail les différentes 

approches permettant de déterminer sans ambiguïtés la structure 

d'oligosaccharides dérivés de l'héparine. Chaque technique 

présente des avantages et des inconvénients, et i l  est 

nécessaire d'adopter une stratégie cohérente pour obtenir des 

informations univoques. I l  est possible de déterminer 

totalement une structure en utilisant exclusivement la RM N  du 

proton et en mettant en oeuvre des méthodes dont l'efficacité 

est prouvée. La situation est un peu différente si des études 

conformationelles ultérieures sont requises, dans le cadre 

d'une analyse de relations structure-activité par exemple. Dans 

ce cas, une détermination très précise des constantes de 

couplage et des valeurs quantitatives des effets Overhauser 

nucléaires sera nécessaire. 

En présence d'un composé inconnu, ou d'un mélange, la 

détermination de la nature de toutes les unités constituantes 

est le plus souvent accessible par les méthodes de corrélation 

scalaires de type COSY. Une grande partie des ambiguités peut 

être levée par les expériences de relais simples ou multiples. 

Une façon de procéder qui s'est révélée particuliPrement 

efficace consiste A acquérir simultanément le COSY et le RELAIS 

SIMPLE A l'aide de microprogrammes enchaînés. Cette méthode 

permet d'optimiser le temps machine disponible et de comparer 

très facilement les résultats obtenus, dans la mesure où les 

deux expériences sont réalisées dans des conditions 

expérimentales rigoureusement identiques. Les méthodes 

multirelayées sont utiles en complément et sont également mises 

en oeuvre sous forme de microprogrammes enchaînés. Elles 

peuvent par ailleurs, si le nombre d'ambiguités résiduelles est 

faible, être remplacées par une corrélation totale de type 

HOHAHA. Les techniques de corrélation par les transitions A 

deux quanta constituent une voie complémentaire qui devrait 

être beaucoup plus utilisée qu'elle ne l'est A l'heure 

actuelle. Ces méthodes de corrélation permettent trés souvent 

une analyse très complète en une seule expérience et leur 

intérét devient évident pour l'analyse de composés de forte 

masse moléculaire pour lesquels les phénomènes de relaxation 

reduisent l'efficacité des relais scalaires multiples. Elles 

trouvent enfin un intérét considérable pour l'identification de 

protons labiles dans l'eau légére. 



La détermination de la nature et des conformations des 

unités passe obligatoirement par l'obtention des constantes de 

couplage qui ne peuvent qu'être estimées par les expériences 

bidimensionelles h cause de limitations intrinséques de 

résolution. Pour les molécules complexes, les expériences de 

type J-resolved sont de peu de secours A cause d'artefacts 

inhérents A la méthode qui peuvent conduire h des 

interprétations erronées. Dans le cas, trés fréquent, où les 

protons anomériques des diverses unités fournissent des signaux 

séparés, il est clairement démontré ici que les techniques de 

transferts monodimensionnels sont extrêmement efficaces et 

permettent d'accéder sans ambiguïté aux déplacements chimiques 

et aux couplages avec une résolution trés élevée. Ce type 

d'expériences peut être réalisé trés facilement sur les 

appareils commerciaux et devrait rapidement apparaître comme 

une technique de choix même pour remplacer les méthodes de 

double irradiation classiques. Leurs performances sont 

toutefois réduites pour les composés de masse moléculaire 

importante. 

La reconstruction compléte de l'édifice A partir des 

éléments constitutifs mis en évidence par les diverses 

techniques décrites ci-dessus est du ressort des expériences de 

corrélation dipolaires telles que le NOESY.  La séquence peut 

ainsi être déterminée et les données quantitatives d'effets 

Overhauser serviront de base au calcul de la conformation 

moyenne adoptée par la molécule en solution. Ces mesures sont 

toutefois souvent rendues difficiles par la faiblesse des 

effets observés pour les oligosaccharides de taille moyenne. 

Afin d'éviter de se placer dans des conditions "biologiquement" 

peu significatives, de solvant ou de température par exemple, 

la détermination des interactions dipolaires dans le 

référentiel tournant ( R O E S Y )  constitue une parade trés efficace 

malgré les contraintes expérimentales qui ne peuvent en faire 

une expérience de routine A l'heure actuelle. 

On dispose donc d'un arsenal complet de méthodes 

efficaces qui, associé une stratégie d'analyse réfléchie, 

garantit des déterminations fiables et trés précises. La 

démonstration de l'utilité des techniques originales 

développées dans ce travail a été réalisée en prenant des 

oligo-saccharides comme exemples. 1 1  est évident que ces 



approches sont applicables h la plupart des problémes de 

détermination de structures rencontrés en RMN, en particulier 

en ce qui concerne les composés oligomériques. Elles sont 

actuellement appliquées avec succès A des polypeptides, 

qlycopeptides, oligo-nucléotides et même A des composés 

antitumoraux phosphorés (en RMN du "P ) et devraient être 

encore étendues dans un avenir proche. 
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! , , processus a6taboliques de la vie cellulaire, nécessite une connais- 
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relations structure-aotivite. 
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d'obtenir ces informations en n'utilisant que de très faibles 
quantités d'échantillon, et constitue une méthode d'analyse non 
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reprkentatives du milieu naturel. 

Cependant, la structure complexe des composés rend les 
spectres classiques difficilement interprbtabler, et de nouvelles 
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des transitions à deux quanta. Elles permettent de définir des 
strategies d'analyss trds efficaces dont l'utilité est gdadrale pour 
l'étude de compos~s~oligom~riques. L'efficacité de ces approches est 
démontrbe sur quelques compos&s bioactifs isoles B partir d~ 
l'h6parine. 
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