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Structure des monoméeres

D-Glucosamine (anomere o)

Acide D-Glucuronique (anomére o)

Acide L-Iduronique (anomére p)

Unité insatureée provenant de 1'action

de 1'héparinase sur un acide uronique




AVERTISSEMENT

Dans cette etude, nous employons de fagon
abusive certains termes propres aux "RMNistes", mais
sans doute impropres aux puristes j; ceci afin de ne pas

trop alourdir les phrases, et surtout car il est tres

difficile de ne pas écrire de la fagon dont on parle.

Ainsi, pour "pulse", il faut comprendre "impulsion", et
remplacer mentalement '"magnétisation" par "aimantation”.
Lorsque le mot anglais "offset" est employé, il s’'agit

du décalage en fréqguence.

La 1liste n'est peut-8tre pas terminéde, et nous esperons
que cela ne compliquera pas la t3che ardue des courageux

lecteurs.
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Intérét des oligosaccharides

Les glucides constituent une classe de ‘composés
bio-actifs d’'importance considérable. 1ls se rencontrent dans
la matiére vivante sous . des formes trés diverses allant de
monomeres simples (tels que le glucose), d'oligoméres (lactose,
saccharose, ete...) ou de polymeres de trés haut poids
moleéculaire. Bien que 1leur importance ait été reconnue de
longue date, la variéteé des fonctions qu’'ils remplissent a éteé
tres longtemps sous-estimée. I1 était alors admis que de
petites molecules jouaient un rdle essentiellement inter-

mediaire par leur participation aux processus élémentaires de

la photosynthese et leur position c¢clé dans 1les cycles
métaboliques. Les macromolécules résultant de la poly-
condensation de ces mono ou oligosaccharides etaient

considérées comme des substances de soutien (celluloses par
exemple) ou de réserve énergétique permettant de régulariser la
vie métabolique de 1la cellule. Dans cette classification des
constituants de la matiere vivante, les glucides ne
béneficiaient pas de 1la noblesse des protéines ou des acides

nucléiques par exemple.

Il est pourtant rapidement apparu que de nombreux composés de
nature glucidique complexe intervenaient treés souvent pour
contrdler des processus biologiques divers. De trés nombreuses
proteines subissent une maturation conduisant & la formation de
dlycoprotéines par addition de segments oligosaccharidiques ;
c'est le cas de plusieurs protéines plasmatiques, des lectines,
des protéines membranaires, des facteurs de groupes sanguins,
etc ... Dans ces édifices moléculaires, la particule glucidique
joue le plus souvent le fale de signal destineé a €tre reconnu
par un autre élément, macromolécule ou cellule (1).

De plus, de nombreux polysaccharides jouent un réle clé dans la
régulation des processus vitaux, en intervenant par exemple
pour activer ou inhiber une cascade de réactions enzymatiques.
Le contréle des phénoménes de coagulation par 1 héparine est
exemplaire dans ce sens (2). La multitude de phénoménes
biologiques dans lesquels des structures osidiques sont
impliquées a donné un nouvel essor a4 1 analyse structurale de

ces composes.
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La premiére t3che que se sont fixés les biochimistes a &té de
mettre en évidence la nature chimique exacte de ces composés.
La situation se trouve compliquée par le fait gque de nombreux
composeés actifs sont en fait de nature polymérique : un méme
polymere peut correspondre a plusieurs activités biologigues
apparemment independantes et correspondant a 1’'expression de
segments spécifiques de 1la macromolécule. lLa situation est
toute différente de celle rencontrée avec les protéines pour
lesquelles la structure est optimisée pour une activité donnée.
Ici au contraire, une action biologique peut éventuellement

resulter d’'une irrégularité structurale difficile a détecter.

En admettant qu'un segment actif soit isolé gr3ce a des
techniques biologiques souvent treés élaborées, le probleéeme de
la determination de sa structure se pose de fagon pressante. La
nature méme des uniteés glucidiques et leur mode de liaison ne
permettent pas une mise en oeuvre des méthodes de séquengage
chimiques si precieuses pour les peptides. Malgreée 1la
disponibilité de quelques proceédés enzymatiques, la majoriteé
des techniques d’'analyse reposent sur des deégradations
chimiques et 1'analyse de fragments. Bien que ces approches se
soient révelees tres efficaces, elles sont +treés longues a
mettre en oeuvre, sont destructives pour 1'échantillon et ne
peuvent pas s’ appliquer si de tres faibles quantités sont
disponibles, ce qui est le plus souvent le cas. De plus, elles
ne permettent pas la plupart du temps une "vision" du compose
dans les conditions naturelles dans lesquelles son activite

s‘'exprime.

Ce travail a pour but de montrer que des techniques
physico-chimiques telles que la Résonance Magnétique Nucléaire
permettent de repondre & 1 ensemble des questions posées sans
conduire a la destruction de 1 échantillon, et de pousser
1’analyse au-dela des problémes structuraux vers les probléemes
conformationnels pour la definition de relations structure-
activite, base de 1la compréhension du mode d’'action de ces

composes,
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Apports de la RMN

De multiples informations peuvent &tre extraites d’un
spectre de RMN, aussi bien d’'un point de vue statique gue d’'un
point de vue dynamique. En effet, grace a la qualité croissante
des techniques d’'excitation et d’'observation (RMN pulsée,
utilisation des méthodes de transformation de Fourier, ...),
ainsi que 1 amélioration constante des possibilités de réso-
lution des signaux (augmentation des champs magnétiques, ...),
l'eétude 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 presenter au départ : soit on
connait sa formule et il ne s'agit que d'une veérification de sa
structure (analyse), soit on ne possede que peu de
renseignements , et la recherche doit aboutir & la mise en

evidence de la nature du produit.

- indications sur la conformation du composé en solution.

LCe deuxieme aspect demande obligatoirement la connaissance de
la structure. En effet, la premiére nécessite lors de
l"élucidation par Resonance Magneétique Nucleéaire de 1la
conformation en solution d’un composé est d'assigner totalement
le spectre, c'est & dire d'attribuer chaque signal a un atome

de la structure.

Ces considérations ne sont évidemment valables que si 1 espece
etudiee est suffisamment représentée dans le compose 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 observeée par RMN. L'étude
presentee ici ne faillira pas a la regle, et 1 ' accent sera mis
sur les meéthodes utilisant la RMN du proton, efficaces méme si
seulement de tres petites quantites d'échantillon sont

disponibles (dans le domaine des milligrammes).
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Pour 1les oligosaccharides, deux autres noyaux sont evidemment
en quantité importante : le carbone et 1 'oxygene. Ce dernier ne
possédant pas la propriété d'€tre facilement observable en RMN,
seul le carbone accompagnera le proton dans cette étude. De
sensibilite et d’'abondance isotopique bien moindres, il
demandera de plus grandes quantités de produit. Son observation
servira neanmoins d'illustration & la théorie des transferts

d ' aimantation, base de la plupart des expeériences.

Dans 1 'étude des sucres, deux particularités sont observees :
Tout d’abord, 1la RMN du protbn des oligosaccharides est
compliquée par le fait que 1la plus grande partie des noyaux
observables sont placés dans des environnements tres similaires
et que peu de dispersion spectrale est attendue pour des
raisons de structure (3).

D'autre part (et paradoxalement), le travail est facilite par
le fait que chaque unité constitue essentiellement un systeéeme
de spins isolé, puisque les couplages scalaires ne s’ effectuent
pas a travers 1 atome d oxygéne joignant deux cycles. Ce qui
est pour cela un avantage peut €tre aussi bien wvu comme un
inconveénient, puisque dans une expérience classique, on ne
pourra pas établir directement de lien entre les différentes
unités, et il faudra avoir recours a des experiences faisant

intervenir d’'autres phénomeénes que le couplage scalaire.

La plupart des études concernant des composés naturels ou
synthétiques doivent €tre reéalisées en solution aqueuse pour
simuler autant que possible 1les conditions naturelles dans
lesquelles 1 'activité biologique de ces composés s’ exprime.
Jusqu’' a présent, toutes les etudes ont été conduites dans 1l eau
lourde afin de s'affranchir du signal de 1 'eau et pour cette
raison, les informations majeures ne peuvent €tre obtenues que
des protons non échangeables c'est & dire dans le cas preéesent,
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 1 'eau légere.
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Toutefois, dans les conditions classiques d’'observation
(solution dans 1'eau lourde), les seuls éléments accessibles
sont 1ssus des protons non labiles. Il est évident que dans 1le
cas de composées protégeés ou d'intermeédiaires de synthese, de
nombreuses études sont possibles en solution organmique (DMSO,
€DCl3...) et permettent 1 'observation des 0OH, NH etc... mais
nous ne nous intéresserons dans ce travail qu’'a des composés

pour lesquels seule 1 étude en solution aqueuse a un sens.
Parametres a deéterminer dans 1 'étude d oligosaccharides

Le cas le plus difficile correspond au scénario
suivant :
Apres de longues et laborieuses semaines de travail, un
oligosaccharide, de preéférence biologiquement actif, est isoleé

par des equipes 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 probléme dans la mesure ou
l;échantillon est totalement récupérable. Il existe trés peu de
cas pour lesquels le composé isole est totalement inconnu, les
méthodes utilisées pour le séparer et 1°'isoler étamt toujours
informatives dans ce sens. Toutefois, il devrait 8tre possible
de déterminer une structure a priori sans influences
exterieures qui peuvent fausser ou orienter des interprétations
se reéevelant wultérieurement par trop hatives. Les gquestions
auxquelles on doit pouvoir répondre de fagon absolue sont les

suivantes :
1°- Quel est 1'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 chaTne oligomeérique ?
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4°— Quels sont les eventuels substituants présents sur ces
diverses unités de base ?

Par exemple, dans 1le cas des derivés d’'héparine, il est
fondamental de savoir si des groupes sulfate , aceétyle, etc...
sont présents et il est impératif de pouvoir les localiser de

fagon totalement univoque.

5°- Dans Qquel ordre ces uniteés sont-elles enchainées 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 deécrire la conformation de chacun des

cycles osidiques?

8°— Enfin, si des etudes de relation structure-conformation-—
activité sont envisagées, 11 sera necessaire de mettre en
oeuvre des meéthodes permettant d'accéder & la conformation
globale de 1la molécule, c'est & dire pouvoir deéfinir une
conformation moyenne analogue aux structures secondaires ou

tertiaires des proteines.

Nous allons tenter de montrer gque 1la mise en oeuvre de
techniques RMN (essentiellement protonique) peut fournir
suffisamment d’'informations univoques pour que 1 'ensemble de
ces problemes soient résolus. Apreés une rapide exploration des
maigres apports de 1la RMN classique, nous montrerons que des
approches plus élaborees permettent de lever successivement
toutes 1les ambiguités et de surmonter toutes les embliches qui
ne manqueront pas de se preésenter. Enfin, pour contourner
certains inconvénients intrinséques des approches proposées, en
pafticulier en RMN bidimensionelle, des méthodes efficaces et
rapides seront proposées et appliquées aux cas présenteés dans

ce travail.
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Présentation du plan

Cette ¢étude a donc pour but de décrire différentes

expériences en RMN haute résolution, et de montrer leurs
applications sur quatre oligosaccharides présentés dans le
chapitre 1IU. D'un obJjectif au départ purement méthodologique,
elle est compleéteée par des exemples concrets d'inter@ét
biologique important.
Tout au long de cette étude, deux méthodes d' analyse des
experiences de RMN sont mises en parallele , afin de montrer
leur compleémentarite (et leurs similitudes) ; 1 ' appréciation
des deux permettra une compréhension plus nette des phénoménes
mesureés, comparable a 1la vision d’'un objet sous deux angles
différents.

Ainsi dans un premier temps, nous rappellerons trés briévement
les principes de 1la RMN, en wutilisant tout d’'abord une
description classique (chapitre ), puis un formalisme dérive
de la mecanique quantique (chapitre ). Ceux-ci nous
permettront par la suite de traiter les séquences de deux
manieres différentes en utilisant la plus adaptée & chaque cas.
Les insuffisances des "anciennes" techniques de RMN seront
montrées dans le chapitre IU, alors que le chapitre U servira
en quelque sorte d introduction aux meéthodes nouvelles
d'investigation par utilisation des couplages scalaires, en
traitant des transferts d'aimantation (au sens le plus général
du terme) avec les expériences hétéronucleaires 13c - 4 a une
dimension. Le chapitre Ul présentera les principes généraux des
expériences a deux dimensions, avant leur développement dans
les chapitres suivants : corrélations simples (chapitre UI),
multiples (chapitre Ull), et corrélations via les cohérences
double quantum (chapitre IX). Ces derniéres nous permettront
d introduire et d'expliquer les manipulations effectuées dans
1 eau légere au chapitre X ; dans cette partie, nous
considererons aussl les méthodes d'excitations sélectives qui
seront utiles pour les expériences de correélations a une
dimension (chapitre XI), permettant d obtenir des sous-spectres
correspondant a des lignes ou colonnes de matrices 2D, mais
possédant de nombreux avantages.

Toutes ces expériences nous permettront de déterminer 1la

structure et la conformation de chaque unite.
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LLa derniére partie de ce travail concerne les interactions
dipolaires (chapitre X)), qgqui sont destinees a mettre en
évidence des proximiteés entre atomes (chapitre XW), et donc
donner des renseignements sur 1 'enchaTnement inter-uniteé et la

conformation en solution des composés.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION A LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE
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I-1) Phénoméne de Résonance Magnétique Nucléaire :

Certains noyaux possédent un moment angulaire éésocié a
un moment magnétique deétectable par RMN. En effet, ils
constituent des charges électriques en constante rotation
(similaires A& des boucles de courant) gui se comportent comme
des dipdles magnétiques.

Ces dipéles, placés dans un champ magnétique intense Bo,
subissent deux forces, puisque & la fois leur moment cinétique
P et leur moment magnétique u interviennent. L'effet résultant

est une précession autour de 1'axe de Bo (précession de

Larmor), ou le dipéle forme avec le champ magnétique un angle
d'autant plus grand que le champ est faible (figure O-1).

FIGURE Q-1

-t -
M I moment magndétigue P ! moment angufzire
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L' énergie d’'interaction entre ce dipdle et le champ magnetique

est :

E=-w.By=-u, By
daP - -

or : E= —=-P . o,
dt

d'DL‘l:F’.w°=u..Bo

W
w, = % ; B,

On deéfinit donc un facteur représentatif de chaque noyau @

Lt .
T = * ; rapport romagnetique

ce gqui permet d'écrire :

0wy, =7 B° éguation de Larmor

Le rapport gyromagneétique peut @tre positif ou négatif, ce qui
définit 1le sens de précession des vecteurs magnetisation d’un
noyau et leur orientation par rapport au champ Bo. De plus,
pour un champ constant, la fréquence de précession des vecteurs

est d'autant plus grande que 7 est éleve.

La spectroscopie de Résonance Magnétique Nucleéaire pulsee
consiste a envoyer par 1'intermédiaire d'un champ radio-
fréquence Bi une énergie qui doit @tre absorbée par ces
vecteurs en précession. Ceci peut @tre visualisé comme un
phénomene de résonance, puisque la vitesse de rotation de Ba1

doit @tre égale a o, Pour gque 1l absorption d 'énergie ait lieu.

La détection est reéalisée dans 1le plan perpendiculaire a §°
suivant une seule direction (simple détection) ou suivant deux
directions orthogonales dans ce méme plan (noté xy = plan
transverse), simultanément ou alternativement (detection en

quadrature, detaillée ulterieurement).

o-2) Quantification du phénoméne :

Toutes les équations données par la mécanique classique

ne sont applicables que pour des grandeurs macroscopiques,c ' est
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4 dire qu’'elles concernent les résultantes de phénoménes
individuels impossibles & observer séparément.

Pour raisonner sur des vecteurs individuels, il est necessaire
d’ avoir recours a la mécanique quantique. Celle-ci indique que
le moment cinétique (et donc le moment magnétique) est

quantifié. De fait, la composante P, de P dans la direction de

-

B, ne peut prendre que des valeurs entiéres ou demi-entiéres

[a]
multiples de — = 4 :
2w

Pz =m, % (et, par suite : W, = M, 7H)

m, est¢ e nombre quantigue de .;Pin et preut prendre (21 + 1)
valeurs.

[, spin nuclféaire, reut étre entier ou Jdemi-—entier sefon une
rédglte empirique concernant (¢e numéro atomique et fte nombre de

MALS S =

Exemple :

- spin 1/2 : H,3C,3'P,9%F,5N, ...
- spin 1 : 2H,'*N, ...

- spin 3/2 : 2%°Na, ...

L'aimantation macroscopique qui en résulte provient d’une
distribution inégale des populations dans les differents états
de spin, et elle est fonction de la température. Le rapport des

populations obéit a4 la loi de distribution de Boltzmann.

Etudions plus en détail le cas de noyaux de spin 1/2 (seul cas
developpe dans cette etude) :

v, Ne peul prendre gque deux valeurs distinctes qui sont :

Bol

Lvh
+ 3

FIGURE JI-2




A 1'équilibre,

d’ ' énergie :

le systéme

sping paralléles

Les niveaux o
distribution
est

E - E

o g
Nu -
ﬁ_ = o kT
2]

Puisque 1 énergie d’'interaction avec B

1

m _— -
1 2
état o

N_ spins

et p ne sont

Ee = ~ w,By = - m vk B,
alors : E - EB = - 714 B0

vﬁso
No<
— T kT
NB
soit :

NfﬁBo Nmoﬁ
N - N_ = =

o p 2kT 2kT
W =N+ N
L'écart entre les deux
gyromagnétique du noyau,

température.
pourra,
11 convient

gyromagnétique

aussi de

positif, i1

populations

qe l1'intensiteé
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est donc constitué de deux états

spins antiparalleles

m, = -

etat p

Na spins

N+

pas dégéneres et selon la loi de

de Boltzmann la valeur du rapport des populations

tenmpérature (Kefvin)
FJacteur 4de Boltzmann
érnergies des états a et £

&N

o est :

Amplitude de la magnétisation
longitudinale
= Pplarisation

depend

Pour augmenter cette différence de population, on

soit augmenter le champ, soit diminuer la température.

remarquer que pour un

y aura

parallelement au champ que de dipdles antiparalleles.

donc du rapport

du champ B0 et de la

rapport

plus de dipéles orientes
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Bo

FIGURE O-3

Popufations de spins nucléaires soumis & un chamP 50 en

€ ‘absence de tout qutre champ.

/It n'existe aqaucune cohérence Jde pPhase pPour fas spins &
€ ‘équilibre, < est & Jdire que Ca projection sur Ce plan
transverse =x¥ dJde a résuftante dJde tous Ctes vecteurs spins

nuctéaires est nuflfe.
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La résultante de ces vecteurs peut 8tre décrite par :

FIGURE [I-3 : Repreésentation par vecteurs d Heisenbergqg

L'exceds de population sur un Jdes deux niveaux et fa non-—
corérence dJde phase pour Ceés spins impligque que feé vecteur

résultant est aligné sefon ¢ ‘axe =z.

I-3) Concepts généraux :

I-3-1) Impulsion :

Lorsque 1°'on envoie le champ radio-fréquence 81 pendant
un temps extrémement court ("pulse"), 1'équilibre est rompu,
~car les populations " des deux niveaux changent, certains spins
passant de 1’'état « &a 1'état p.
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PN

FIGURE O-5
Représentation des propulations de spins nucléaires (et

description par vecteurs dJd 'Heisenberg) aprds impulsion radio-—

sréquence B1i.

C'est le temps d’'application de 1 'impulsion (de puissance fixe)
qui détermine 1'ampleur du déséquilibre créeé, et donc
l'orientation du vecteur aimantation résultant qui en découle.
Aprés une telle perturbation, deux phénoménes entrent en jeu
pour chaque noyau

- 1les populations vont retrouver leur proportion initiale, par
l1'intermédiaire des phénoménes de relaxation. Ceux-ci sont
régis par deux parameétres, le temps de relaxation longitudinal

T1 et le temps de relaxation transverse T2 dont nous parlerons

plus tard.

- chaque vecteur magnétisation va continuer & précesser autour
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de B, des que B, aura disparu avec sa fréquence de Larmor
propre, mais cette fois sa précession sera détectable, puisque
la composante de 1'aimantation dans le plan tranverse est non

nulle.

FIGURE W-6

Précession et retour & ¢ 'équilibre de ¢ ‘aimantation aprds

Perturbation pPar un pPulse radiosréFuence-

I-3-2) Concept de phase :

Consideérons le vecteur magnétisation transverse Mxy tournant

autour de 1'axe z avec la vitesse angulaire o.

Si Mxy est orienté selon 1'axe x au temps t = O, sa rotation

peut €tre décrite par les expressions @

Mxy cCos wt

2
]

M s5in ot
v 3% @

o, A& tout instant, Mx et My sont les composantes de la
magnétisation selon les axes x et vy.

Remarquons que My peut @tre écrit :

My = Mxy cos(ot - &)
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T
o ¢ (quili est dans ce cas é&gal a 5 rad) est appelé 1° angle de

phase. M _ et My correspondent aux termes réels et imaginaires

de la fonction décrivant la rotation des vecteurs.
0I-3-3) Notion de référentiel tournant :

Dans 1le référentiel fixe le champ Bi* tourne dans le plan xy a

la fréquence de Larmor Vo - Afin de simplifier les
raisonnements, il est plus simple d'utiliser un nouveau
référentiel x'y’'z, ou x'° et y’' sont des axes orthogonaux

tournant (autour de 0z) a la fréguence v Dans ce réfeéerentiel

tourrnant, le champ Bi1 est stationnaire, e:, de la m&me maniére,
les moments magneétiques précessant & la freéquence Yo sont
fixes. Ceci revient a ignorer completement 1 ' existence du champ
Bo et a se débarrasser de ses effets.

On parlera ainsi par exemple de pulse 90;, qui signifiera
egalisation des populations de spins créée par un champ de

phase x dans le reéeferentiel tournant.

I-3-4) Deplacement chimique et couplage :

A) Deéplacement chimique :
Si les freéquences de transitions pour chaque noyau répondaient
exactement a la condition de Larmor, la Résonance Magnétique
Nucleaire n'apporterait que de faibles renseignements. En fait,
le champ effectif que subit un noyau dépend des électrons
appartenant aux noyaux voisins, et on lui associe une constante

d écran o

noyau i : Bi = Bo(l - o)

Ainsi, des vecteurs spins nucléaires, méme d’ ' espeéce identique,
peuvent preécesser a des fréguences différentes caractéristiques
de leur environnement. La position effective de résonance par
rapport a une référence permet de deéfinir le déplacement

chimique 5 :
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3, = (0.4 — @;)-10° parties par million

Yess Vi 6
.10° ppm

v ]
i

B) Couplage_scalaire 3

(Noteé aussi couplage indirect par opposition au couplage
direct — beaucoup plus fort - & +travers 1’ espace, mais ne se
manifestant pas sur les spectres de substances liquides

isotropes. Cf. chapitre sur le NOE.)

La structure multiple observee au niveau d'un type de noyau
provient de 1"interaction des spins nucléaires par 1l 'inter-
médiaire des liaisons. Cette interaction se produit par la
polarisation des spins électroniques par les spins nucléaires
et par le mouvement des électrons de valence. Ce phénomene
intramoleculaire a travers 1les 1liaisons explique Qque la
constante de couplage observée sur le spectre ne dépend pas de
la valeur de Bo. Le résultat net est que les spins nucléaires
se transmettent une information mutuelle sur leurs états de

spins.

Couplage_dans un_systeme_a_ deux spins @

Considérons un systéme & deux spins 1/2 couplés faiblement
Av

— > 10]}.

J
Sans couplage, le diagramme d’'énergie correspondant a un tel

systéme est représenté sur la figure 0I-7.

Si on suppose que J > 0 (on pourrait faire une analyse
identiqde avec J < 0), on peut montrer que les niveaux a spins
paralleéeles (niveaux «« €t pp) ont leurs énergies augmentées de

J
Z et que les niveaux & spins antiparalleles ont leurs énergies

J
abaisseées de Z. Ce serait 1l 'inverse avec J < O, mais le spectre

obtenu serait le méme (figure II-8).
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FIGURE TI-7

sp

-

+ J/4 = =T

- \J/4 '..----.‘..‘

- J/4 Poc

-

+ J/4 " o [+ 2 X

FIGURE .-8

/It ¥y a dégénérescence des états 4 énergie du systadme.
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Du point de vue vectoriel, chaque vecteur spin nucléaire

(précessant a la fréquence v) est séparé en deux composantes
J J

qui tournent a des fréquences v + 5 et v - 5 (soit en vitesses

angulaires : o + nd et o - wd) :

A

/‘— Vi
P x
y
FIGURE @[-9

Séparation Jdes composantes Jd'un vecteur sprin nucféaire Jdue au
couplage avec un autre noyau {on se Place Jdans lte rérérentiel

tournant & €a rrégquence vJ).

1
53, il y a refocalisation, c’'est a dire
que les deux vecteurs se retrouvent au méme endroit.

Au bout d'un temps t

On comprend donc que 1°'effet de précession par couplage
apparait comme une fonction sinusoidale pour un deétecteur place

dans le plan transverse :

officacité du couplage

temps

FIGURE @I-10
a couplage = J/2

[
S

+ couplage
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I-3-5) Phénomenes de relaxation :

Ces phénomenes ne sont décrits ici que briévement afin de

montrer leurs effets dans les expériences de R.M.N, pulsée.

Chaque particule (noyau ou electron), entourée d’'un grand
nombre d’autres particules en mouvement et ayant leur propre
frequence de Larmor, pergoit un champ effectif modulé par une
composante aleatoire et fluctuante appelée "le bruit
magnétique”. Celle~-ci contient une proportion plus ou moins
grande d’'éléments & 1la fréquence du noyau consideéré, qui
permettent d’induire des transitions et de rétablir 1°'équilibre
de Boltzmann.

— T L o T v " " o

Elle régit 1la décroissance de la composante transverse de
1'aimantation, donc du signal mesuré au cours du temps. Elle
est influencée par de nombreux phénoménes :

- la premieére contribution (la plus importante) est due a des
interactions directes entre spins (flip-flop) ; c‘est pourquoi
Tz est aussi appelée relaxation spin-spin. Lors du processus de
flip-flop, deux spins de nombre quantique différent
s'échangent (figure 0O-11).

!

»

(

FIGURE [-11
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Il n'y a cependant aucune cohérence de phase entre les
directions initiales et finales de 1°un ou 1'autre spin. Cela
conduit donc & un déphasage de la magnétisation dans le plan
transverse M (mais aucunement a une variation de

1'aimantation x:Dngitudinale M, s puisque les populations des
niveaux ne sont pas modifides).

- Une autre contribution & T2 est 1’'inhomogéneite du champ B,.
En effet, ce paramétre entraine une disparité au niveau des
spins précessant apres impulsion, et donc une diminution de Mxy
résultante par rapport au cas. ideal ou B, est tout a fait

constant.

Relaxation_longitudinale Ti : (spin-réseau)
Elle regit le retour a . l'équilibre de 1 aimantation
longitudinale aprés une perturbation, et est provoquée par une
evacuation de l'exces d’'énergie par interaction avec

1l environnement.

| |

y *

Ua T E

FIGURE JI-12

Mécanisme Jde relfaxation spin—réseau.
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lLors de ce processus, il n'y a 1la encore pas conservation de la
phase entre les positions de départ et d'arrivée, ce qui
implique que Ti contribue également & diminuer 1 aimantation

transverse Mxy.

Ainsi, on comprend gue Ti ne peut pas ftre plus court que T2z,

et que 1la relaxation 1longitudinale apparait comme une des
composantes de la relaxation transverse. Pour la RMN haute
resolution sur des liquides, il n'y a pas de processus de
relaxation spécifique a8 Tz, donc Ti1 = T2z, & condition gque Bo

spit parfaitement homogéne.

I-4) Détection :

I-4-1) Principe :

Le schéma classique de la réception est le suivant :

Le signal est deétecté au moyen d'une (ou plusieurs) bobine et
apparait sous forme de force électromotrice qui est amplifide
ensuite et demodulée par la fréquence de la porteuse. Un filtre
passe—-bas est alors appliqué pour éliminer les composantes
préceésant a des freéquences trop é¢loignées, ce qui impliquerait
des contraintes d'échantillonnage trop sévéres. En effet, le
signal analogique (continu) est converti en signal digital
(discret), automatiquement echantillonneé en fonctiomn du
theoreme de Nyquist. Ce théoréme énonce que pour représenter
correctement une fonction sinusoidale, il faut 1l 'échantillonner
(relever ses valeurs) au moins deux fois par période.

Ainsi, toute raie située & une fréquence vy Par rapport a la

porteuse (vo) ne pourra 8tre correctement définie en position

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

2
période, soit par intervalles de temps de T———————T maximum.
v - v
i o
Dans 1le cas contraire, elle apparaitrait & une freégquence de
repliement (calculable), avec une phase non linéaire par

rapport aux raies correctes.
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En raison des phénomenes décrits précédemment (précession de
Larmor et relaxation) qui agissent sur les vecteurs
magnétisations transverses, le signal récupéré par le détecteur

("Free Induction Decay" = FID) aura pour forme :

Spin_isole :

- résonnant exactement a la fréquence nominale v, du pulse :

o]
La précession apparente du vecteur dans le référentiel tournant

est nulle et 1'évolution du signal est due uniquement a la

relaxation transverse :

FREE INDUCTION DECAY

0.9 -
0.8 -
Q.7 -

0.6 -

Mo X os -

0.3 ~
0.2 -

0.1 -

temps

FIGURE Q[-13

- résonnant a une fréquence v, différente de vo ¢

FREE INDUCTION DECAY

— -
0.9
0.8 -
0.7 -
c.8 -

o5 <
o4 -
o'; : /\
0.2
h‘o X Q; ] //«\\ //ﬂ\\ L’.\\\"/fgzﬁ;,
0.1 - \v/ \

-0.2 -
-0.3 -
-0.4 -
-GQ.86 -
~-0.6 -
-0.7 -
-Q.8

temps

FIGURE T-14
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Systeme multispin :

Si le pulse couvre une gamme de fréquence assez large (celle-ci

est égale & ;— Hz, ou tp est la durée du pulse),‘tous les
[

noyaux d'une méme espéce sont excités :

FREE INDUCTION DECAY

®
TRANSFORMATION AILE

DE FOURIER

-

" § r
Yo fréquence

FIGURE [I-15
I-4-2) Modes de deéetection :
a) Detection simple :

Si 1la fréquence de la porteuse est comprise dans la gamme de
fréquence des noyaux irradieés, la deétection simple ne permet
pas de différencier les vecteurs précessant a (v° - vy et a
(vg + v,), so0it, apres démodulation, - v, et v .

Exemple :

Détection wunique selon 1'axe x (seule la composante en x des
vecteurs est détectée) :
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—p-N

MEME FID POUR LES DEUX VECTEURS

FIGURE H-16

Ainsi, apres transformation de Fourier du FID, pour un noyau

précessant a Vs 3 ON récupere un spectre erroneé contenant en

plus un signal image symétrique de v par rapport a v

A o
(rappelons que la transformée de Fourier d'une fonction réelle

est une fonction paire).

e - «
e - wcw e

Vo

FIGURE O-17
Exemple de sigrnaux obtenus par détection sinplte quand le

spectre est situd Jda part et 4 'acutre de fa rorteuse.

Traits pleins ! Pics TNOrmaux vointiflds : prics images

Pour s'affranchir de ce probleme, il est nécessaire que tous
les vecteurs précessent plus vite (ou moins vite) que le
référentiel, c'est & dire que 1 'impulsion soit placée a 1 'une

ou 1l autre extrémite du spectre.
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N

, i |l' || lll

%

FIGURE 0I-18
Suppression dJdes pics images en déplacant Cfa Porteuse & une

extrémitédé du spectre.

Ce mode de detection présente toutefois de nombreux

inconveénients :

- 1'impulsion doit couvrir deux fois la gamme spectrale, ce qui
peut poser des problémes pour disposer d’une puissance
suffisante au niveau de 1 'émetteur.

— le bruit de la partie gauche est contenue dans le FID, ce qui
entraine une diminution du rapport signal/bruit (S/N)

- le détecteur doit échantillonner le FID & une fréquence deux
fois supérieure 3 celle qui serait suffisante si 1 ' impulsion

était au centre du spectre.
b) Détection en quadrature :

Cette technique revient a considérer deux détecteurs
orthogonaux collectant 1 'information spectrale simultanément,
réalisant la réception des points reéels et des points
imaginaires du FID. Ainsi la transformation de Fourier d’'une

telle fonction complexe fournira le spectre de part et d autre
de v_ :
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P N

D A ﬂ

x D
: D2 o
Vo
y
D2
Di+D2 —A—v—
FIGURE [[-19

Détection en quadrature-.

Dans le systéme NICOLET, les valeurs réelles et les valeurs
imaginaires sont stockées respectivement dans la premiere et
dans la seconde moitié 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 (reel), les points pairs au canal B

(imaginaire).
Avantages de la détection en quadrature :

- Le rapport S/N est multiplie par JE (donc le gain de temps
est de 2) puisqu’il n'y a pas repliement du bruit comme en
détection simple, et qu’il y a non—-cohérence du bruit dans
les deux canaux.

- Reépartition plus uniforme et optimisation de la puissance du
pulse.

- L‘'échantillonnage s’'effectue A& une fréquence deux fois
moindre qu’'en détection simple, puisque la gamme & couvrir,
de 1'offset (fréquence de 1la porteuse) au pic le plus

éloigné est divisee par 2.

La détection en quadrature peut toutefois générer des anomalies
dues A des petites variations des caractéristiques des canaux

d'eéchantillonnage?
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- inéquivalence de gain des deux canaux :

La non-compensation des différences de sensibilité des deux

canaux peut entralner 1]'apparition de petits pics images

parasites :
- _ L J\
A ‘

[\/\/\AA ‘_'> ) J |

A+B A .

FIGURE @O-20
Probtédne J indgquivalence dJdeée gain pour fes deux canaux de

réception de fa quadrature.

Un osimple systéme & deux phases (0O et 90°) pour le récepteur
diminue d'un facteur 2 1°'erreur d'amplitude due a cette

différence de gain.

- non orthogonaliteé des récepteurs :

(ou décalage de phase non parfait)

Leci peut entrainer 14 encore 1 'apparition de pics parasites :
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détacteur /\

A A

détecteur B \/ VA
B
R
FIGURE JI-21

Problteéme de non—orthogonalité des Jdeux Jdétecteurs raussant fa

Fuadrature -

Pour éliminer ce probléme, une alternance (0-180°) de la phase

du pulse et des récepteurs est utilisable :

/ AN

détecteur

détecteur ‘ (:>
A V

0L0)

FIGURE QI-22

Corrections du problténe 4de non—orthogonatlité.
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Gain d’'un facteur 2.

Ainsi un cyclage utilisant les quatre phases (0,590,180 et 270°)
permet de diminuer les erreurs dues au gain et a la
non-orthogonalité des détecteurs par un facteur 8. Ce systéme
est le systeme CYCLOPS :

pulse] récepteur
X +A +B
Yy -B +A
-x ~-A -B
-y +B -A

Ouvrages utilisés :

- R. K. Harris :

Nuclear Magnetic Resornance Spectroscopy "
Pitman Publishing (1983)

- R. R. Ernst, G. Bodenhausen et A. Wokaun :
" Principles of nuclear magnetic resonance
in one and two dimensions "

Clarendon Press - Oxford (1987)

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

Experimental Pulse NMR "

Addison - Wesley Publishing Company, Inc. (1981)

-~ D. Shaw :

Fourier Transform N.M.R. Spectroscopy "
Elsevier Science Publisher B.V. (1984)
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CHAPITRE 1

FORMALISME QUANTIQUE
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n-1) Introduction :

Ce chapitre peut sembler de prime abord hermétique a
qui n’'est pas familiarisé avec la mécanique quantique et les
talculs d'opeérateurs. Cette voie est néanmoins nécessaire pour
comprendre et représenter correctement les effets des séquences
de pulses sur des systémes de spins, dans quelque condition que
ce soit. En effet, la mécanique classique, fondée sur une
interpretation de phénoménes macroscopiques, ne permet pas de
décrire tous les évenements produits sur des spins individuels.
Par exemple, si 1'on peut représenter l1’'action d'un pulse 90°
sur un vecteur magnétisation, qu’'il soit aligné selon =z
(correspondant a une différence de population), ou dans le plan
xy (correspondant a une excitation) par un schéma classique,
ceci devient impossible dés lors gqu’'il s'agit d'une transition
multiple guantum (reliant les états oo et pf d'un systéme &
deux spins par exemple). De la m@me maniére, la description des
effets d'un pulse différent de 90° ou 180° sur la forme et
l'intensité des raies d'un multiplet deviendrait trés complexe

par cette méthode.

Explicitons treés succinctement le formalisme qui va suivre :

Si 1'on mesure une grandeur physique B8, un état de ce systéme
est deécrit par un vecteur appelée ket |¢) (son vecteur conjugueé
est {(¢| nommé bra). Il se modifie par l‘'action d’'un opérateur B
qui transforme ce vecteur en un autre vecteur (¢’ ) par la
transformation Bl¢) = |¢° ).

L 'évolution avec le temps d'un systéme macroscopique (dont on
ne peut donner avec certitude 1la poSitiDn et le mouvement de
chaque élément) est decrite par 1 action d'un Hamiltonien. Ce
dernier est un opérateur qui intervient par 1'équation de
Schrodinger sur un vecteur représentatif aussi précis que

possible de la distribution du systeme, nommé& fonction d’'onde.

Ce chapitre a éeété inspiré des travaux de M. Goldman (1) et de

0. W. Sgrensen (2).
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n-2) Matrice densité :

Considérons par exemple un systéme formé de N spins
1/2. Selon les régles de la mecanique quantique, un état de ce
systéme caractérisant les propriétés de chacun de ces N spins
doit comporter des vecteurs de la forme : '51’52""’5N> ou
chaque &, peut @€tre + ou — (+1/2 ou —-1/2 pour le nombre
quantique de spin).
Le nombre de composants, donc la dimension de la base, est
ainsi énorme, et il est impensable de manier un tel espace,
voire méme d'arriver a connaitre les vecteurs individuels,
puisque de toute fagon le principe d incertitude d Heisenberg
et le fondement mE&me dé la mécanique quantique (" 1 observation
perturbe 1la mesure ") interdisent d’'envisager une méthode
d ' observation précise d'un tel systéme microscopique.
On wutilise alors une approche statistique dans laquelle on ne
précise que la distribution des probabilités qu’'un spin donne
spit dans un état quelconque du systeme. Cette deéemarche est
analogue a ce qui se fait en mécanique et thermodynamique
statistique, et elle est justifiee par le fait que, pour la
plupart des grandeurs macroscopiques, la fluctuation

statistique autour de leur valeur moyenne est trés faible.

Dans un état 4> bien déterminé, la moyenne d’'une grandeur
physique B d'opérateur B est egale a <4|Bl¢>.
Pour un ensemble statistique de kets distribués selon la loi de

probabilites $(¢), cette moyenne devient :

(B) = j Pb) (4Bl ) dr [11]
s . . . .
(B) = &Lu I PCo) (11 NWilBIiIXJile) dx [21]
i,
(Puisque E: |i2<i| = 7 th- de ctbture)
z
s .
= & <i]|Blji>] P($)<PI1><T 14> dr [31
i,

On deéfinit un opérateur o tel que :
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o = J PC4) le><e| dr (4]

qui est 1 'opérateur densité.

Ainsi 1'équation [3] devient :

(BY = 25 (i|Bli) ¢iloli) (5]
i,J
{B) = Trace (¢Bo) [&]

Toute 1'information statistique sur le systéme est contenue
dans 1 'opérateur o, puisque 1'on peut obtenir non seulement 1la
valeur moyenne de la grandeur B mais aussi la distribution de

probabilité de ses valeurs possibles.

n-3) Equation d 'évolution de 1 opérateur densité :

En considerant 1°'Hamiltonien dont les valeurs propres

sont des freéequences, 1°'équation de Schrédinger s’'écrit alors :

dl¢>

= 14> = —iRle> [71
dt
et, pour le bra conjugué :
20l G = ic P (81
= ¢l = 1<)
dt

1e><e 1 + 1$>< ]
- iRIeO<H] + L1e><e IR

d
donc — ]l $p><
) at b

= - iR, 1$><e 1] [9]
Ple) 1o><p] do
do _
dt dt
= | PLIELILR, 1e><01])dT
oCt) = —-i [E,oCt)] [10]

Equation de Liouville—-Von Neumann
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L'Hamiltonien 1inclut les termes de déplacement chimique, de
couplage, et d’'interaction avec des champs radiofrequences
dependant du temps. 11 peut @etre rendu indépendant du temps
dans un intervalle fini si 1'on choisit un repere mobile

adéquat.
On pourra alors écrire :

o(t) = e "t 5(0) elht

et donc o(t+ti+tz) = eiHZtZE-iHlti ol t) eiHitleiHZtZ [ll]

(Rappretons que ces éFuations sont valables uniquement si H, H1i,

H2 sont indépendants Jdu temps. )

On a ainsi décomposé 1 évolution de 1 'Hamiltonien principal

dans le temps en transformations unitaires, caractérisées par |
iHKktk

des propagateurs e s dans lesquels les Hamiltoniens Hk sont
invariables :
o(t) ——— o(t+t1) —— og(t+ti+tz)

Ayant 1'évolution de 1 'opérateur densite dans le temps, les

composantes M_ et My de la magnétisation observable seront

obtenues a partir des relations de trace (cf. équation [&6]) @

<Mx(t)> = Trace(Mx(t).c(t)) = N7h.Trace(Fxc(t))
<My(t)> = Trace(My(t).d(t)) = Nrﬁ.Trace(ch(t))
ok N = nombre de noyaux par unité de volfume, et
Fx = E:Ikx’ Fy = 2:Iky’
k k

en sommant sur tous fes spins £

d’'un isotope particufier (lsC, H, ...).

Fx et Fy sont des opérateurs observables indépendants du temps,

donc d’'apreés 1 'équation [117] :

M (t)>

NT%.Trace(er—thd(O) eifbt)
Nﬂa.Trace(e—thFx eifto(0))

Nr#.Trace(F _(t)o(0)) [12]
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On a ainsi rendu 1 opérateur dépendant du temps, ce qui permet
de retrouver la représentation d'Heisenberg, ou, par analogie

avec l'eéquation [11], 1 'évolution est décrite par :

iH, t, iH_t ~iH t, -iH_ t2
F (t+ti+t2) = e ' e 2 2F e 171 2 [131
n-4) Formalisme des opérateurs produits :
Pour reésoudre 1les eéquations J[11] et [13] , on doit

exprimer 1 ' opérateur densité comme une combinaison linéaire

d ' opeérateurs de base B, :

o(t) = 24 b (t)B,
s
N
. = »Cq-1> ® sk
ou Bs 2 TT (Iku)
k=1
u T x ou ¥ ou z ;3 k£ ! index du rnoyvau (vour fes dirrérencier)
N = nombre total de noyaux dans ¢fe systeéme Jde srins
. = I pour no¥Yau q et - 20 = O pour €fes N — g restants
7 = nombre 4 opérateurs & I spin dans € opérateur pProduit.

Un systéme &4 N spins est décrit par 4N opérateurs produits.

Exemple : recensement des 16 opérateurs produits B, pour un

systeme a 2 spins.

= 0 1]1
Q P35
g =1: le’ Ily’ Ilz’ IZx’ IZy’ Izz
Q=2 : 21 T 21,1, 21,15,
ZIinZX, 211y12y, 211y122,
211212x’ 2IlzIZy’ 2112122'
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Opeérateurs_a_1 _spin :

I, : magnetisation longitudinale du spin Ik
Ikx : magnétisation transverse (en phase) selon x
ky ° magnetisation transverse (en phase) selon y

FIGURE -1

Représentation dJdes opérateurs & un spin par {teés vecteurs
d ' Heisenbaerg et populations (pPour z) ou transitions (x ou ¥)

correspondantes »
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Cohérences_A 2 spins

21, ,1,, ¢ magnétisation longitudinale d'ordre 2

ZIkxllz : magneétisation transverse x de I,

en antiphase par rapport a I,-
ZIkyIIz : magneétisation transverse y de I,

en antiphase par rapport a I,.
2T, 1, 2Iky11y’ 21kx11y’ ZIkyIIX : opérateurs formant les

cohérences a4 0 et 2 quanta.

2Ikyltz:'
z
X
y

N

20 Z(Ikxllx - IkyIIV):

NON REPRESENTABLE PAR
VECI1EURS D'HEISENBERG

OQ 2(Ikx11x * Ikyliv):

NON REPRESENTABLE PAR
VECTEURS D*HEISENBERG

FIGURE H~2
Fxemples 4 opérateurs 3 deux spins (représentation

d ' Heisenberg et diagrammes 4 énergies).

B
l/( lgj
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Dans un systéme a 3 spins, on aura aussi :

Qpeérateurs_a_trois_spins :

H
[
L]

magnetisation transverse x en antiphase
par rapport a I, et a I,

H»
-
-
-
-a

coherence 2 spins en antiphase par rapport a I,

H
-
-
-
L1}

magnétisation longitudinale d‘ordre 3.

H
-
—
(]
L L]

coherence a 3 spins.

|k,- tee |
e~ (S el
B o %@
2 lkx liz gee il

4|kx|lz |mz red

enx B<p R dd

Y g alalul
L{-3
¢ e xx€ Xx@x )

L7 3 , ocot o

FIGURE -3
Diagrammes d'énergie sur Cesquels sont représentdes leos
transitions corresprondant aux nultiprfets / s 27 4 33
&2 kox" Cz

41‘:%1‘!‘[”z (tous de rréguence wk)-
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La cohérence & 2 spins en antiphase comprend des transitions a
0 et 2 quanta (notées OB et 20Q) avec des multiplets de

composantes en opposition de phase dépendant de la polarisation

Imz du spin "passif" I .
Remarque : on parle de ‘"magnétisation"” uniquement pour les
transitions 4 1Q observables, et de ‘"cohérence" pour la

magneétisation transverse et pour la cohérence multiple quantum.

Les effets de précession libre et des pulses radiofréquence
sont donc decrits par des séquences de transformatiomns du
type

-319B i®B
e ".B,.e
on ¢Br = (ri)/kz pour précession par déprlacement chinique,
¢Br = (7[./',:‘!).’2/’63.’{_,z vour évolfution par couP€a90,¢Br = 8/,, vour

rulse radiocorréquence 4 angfe B8 sefon € ‘axe u

Les phases relatives des différents pics d’un signal peuvent
tre retrouvées & partir des opérateurs produits. On utilise
pour cela (par exemple) une procedure dans laquelle on définit

un parametre a;; ¢

e eI
3%
a,, = - 2 {donc eégal a4 1 ou -1)
R E N R EOR N I

iy ° couprlage entre i et ;7

7£’7j : rapports Qyromagnétiyues

Lorsqu’'un spectre est “multiplié" par ce paramétre, cela

signifie que les phases de toutes les raies sont :

-~ changées de 18B0° quand a,; = -1
- inchangees quand a; 4 = 1.
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; |

Ji2

.

l2z

2lix L2z |

| an
Ji3
l aizais
l I3z
4 |1x |zz l‘l’ | | ai2 aa

Jiz >Js

FIGURE [I-4

Construction du nrultiprplfat 4,1;\:,2:,3: (détecteur supprosé sur x).
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I-5) Evolution des opérateurs produits :

Rappelons la formule de 1'Hamiltonien dynamique de 2
spins 1/2 faiblement couplés non perturbés, lorsque 1 'on

neglige les phénomeénes de relaxation :

N
, t ek dd szkllkzllz
k k<1

)

1z

X o= 20 Q(1,,) + 22 »d, (21, I
k k<1 '

que 1°on peut réécrire en termes d’'opérateurs produits B_,. Les
termes de cette équation commutent, donc 1 'éveolution causée par
les termes individuels de 1 'Hamiltonien imperturbé peuvent &tre
traités séparément en ordre arbitraire. Ainsi on peut traiter
les problémes (les séquences complétes) en '"cascades" de termes
de deéplacements chimiques et de '"cascades" de termes de

couplages, par analogie aux cascades de pulses.

I-5-1) Déplacements chimiques : (rendant une Jdurde v)

- sur gpérateurs_a 1 _spin :

I, — I cos(e.) + I, sin(a,x)

1 —_— 1 cos(ﬂkr) -1

ky ky xs.1n(nkr)

k

Ikz Ikz

- Qpérateurs_a_ 2 _spins

magneétisation en antiphase :

QT Ikz

21kxIlz —_— 2Ikx11zcos(nkf) + ZIkyI‘zsin(nkr)
QT Ikz

2Iky11z —y 2IkyIIZCDS(QkT) - 21kxllzsin(nkr)
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¢ 171z
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I-5-2) Couplages spin-spin : (pendant une Jdurde )

- sur opérateurs_a 1 _spin :

ka11'2Iklez

Ikx —+ Ikxcos(kalr) + ZIkyI
ka\T'ZIkzllz

Iky - IkyCDS(anlr) - ZIkxIlein(anIT)

1z51”(“Jk1T)

Ceci correspond & 1la conversion de magnétisation en phase en
magnetisation antiphase. Si on démarre en antiphase,
l1'eévolution sous couplage scalaire génére de la magnétisation

en phase :

kaIT'ZIkzllz

21, 1., » 21, T, cos(nrd,  v) + I, sin(md, <)

nd,  t.21, 1,

21,1, » 21

kyltzcos(anlr) - 1, .,3in(nd, o)
L'evolution des cohérences multiple quantum n'est pas affectée
par le couplage entre deux noyaux appartenant & la transition.

Par exemple :

nd,  v.21 I

k1 kz" vz
+ 21

2IkxI‘l.x

kxltx ’

mais les structures de multiplets dans les spectres multiple
quantum resultent des spins passifs ;3 ainsi, pour une cohérence
pAC, 1le couplage effectif avec wun spin passif I, est defini

par

Jeff = E: AmJd, ., ou am = *1 selon la variation du nombre

quantum de I,- On a alors :

kamr.ZI I

kz " mz

PGCY » {pAC} cos(ml _,,v> + 21, {pAC} sinCmd _, ,©>
anmr.ZI I

kz " mz

{pGC}y — {pGC}ycos(nJeffr) - 21mz{pDC}xsin(nJeffT)
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M-5-3) Pulses =

- ppérateurs _a 1 spin :

BI, . |

Ikz _ Ikzcosﬁ - Iky51ne
BIkx

Iky —_— Ikycosﬂ + Ik251ne
BIky

Ikz ———p Ikzcosﬁ + Ikx51nﬁ
BIky .

Ikx b Ikxcosb - Ik251n3

- gperateurs_a_2 spins :

A) magnetisation antiphase :

¥

a) 21k)(I'tz f —2Ikzllx i

hiA
E(Iky+ II )/ !

C'est 1le passage de 1 opposition des vecteurs magnétisation du
spin k a 1 'opposition des vecteurs du spin 1.
Cas général (angle quelconque) :

BCI, , *+ 1.0

21 xIIz ’ 2{Ikxcosa - Ikzsine}{llzcoss + I1xsina}

- 2 . - . _ -

= Z{Ikx11zcos B + Ikx11x51nacosb Ik211251n5cose Ikz11x51n B}
24
-Z-(Ikx + I'l.x)

b) 21kx11z » —ZIkxIIy’ ce qui correspond a une

transformation en cohérence a8 2 spins.

Cas général :

r')’(Ikx + I‘I.x)

21kxllz » 2{Ikx}{1lzcosa - Ilysina}

B) Opérateurs de 2QC :

Comparees aux transitions a 10, les cohérences double quantum
sont deux fois plus sensibles aux pulses et aux inhomogéneéites

de champ :
¢FZ .
{peC} —— e~ iP¥¢paCy
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Remargues :

1- Pulses_avec une phase arbitraire :

L'effet d'un pulse d'angle p et de phase ¢ peut @tre calcule

par décompositian en trois étapes sépareées :

—cbzIkz ﬁzlkx (I)ZI
k k

K kz
ot D -+ > + o(t )

(vhase définie comme e Jdéolfacement & partir Jde ¢ ‘axe x vers
£ ‘axe Q).

2- Angle de_tilt :

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

rapport 4 1'axe z, la transformation des opé#rateurs densité est

décomposable en cing parties

~pul, [—— 8]A-oIky paal,
k k
o(t. ) > > -
T
- 5 - 8 ‘dIky ¢‘d1kz
k k

> » oCt,)

Ceci permet de traiter 1'effet d’'un pulse sur un noyau éeloigne
de la fréquence centrale. L 'offset est exprimée sous forme

d'angle 8 calculé en fonction du champ effectif regu par ce

noyau,

T
Notons qQu'a la résonance (vi = vo), 8 = E.
3- Pulses_selectifs_et semi-sélectifs :

—_—r e T Rt T et T T e BT TRt T A

X les pulses sélectifs agissent sur les pics individuels, avec
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| 731' < 12rd} < AQ, et peuvent @tre décrits par combinaisons
linéaires d’'opérateurs produits. Dans un systéme de deux spins

couplés, un des composants du doublet du spin I, est égal a

(Ikxi 21k 1 ) ¢
|AA

x 1z
2'1:'2!
|,.+2 |1l|2!A

FIGURE JI-5

Ainsi la transformation créée par un pulse sélectif sur une des

raies du multiplet selon 1'axe u et d'angle p s’ écrira :

1z

1
B S Iy, % 21,1,

On peut appliquer 1le mé@me raisonnement pour d'autres types de

multiplets.

X Pour les pulses semi-sélectifs, c’est a dire ceux qui
touchent toutes 1les raies du multiplet d'un spin donné
uniformément, il suffit d’appliquer les opérateurs classiques
(évidemment & celles-ci uniquement) en tenant compte de 1 'effet
de 1'offset (différence de fréquence avec le pulse) par la

correction d’'angle de tilt, comme nous venons de le voir.
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n-6) Aspects pratiques des calculs d’opérateurs densite :

Expériences d ' écho de spin :

(sequence /2 - 180° - /2)

1/ Hétéronucleéaire :

(pulse 180° appliqué uniquement au noyau I)

EIGURE W-6&6

Fcho de spin Aétéronucléaire.

1 1 1
—ﬂJT.ZIzSz Eﬂsr.sz —Qlt.lz nlo EQST'SZ
o, > N e — —
1 1
EQIT.IZ EmJt.ZIzSz
’ — o

En wutilisant les regles liédes aux opérateurs exponentiels,
1’ occurence celle qui concermne les pulses 180° :

(si B est la composantebd’un opérateur agissant sur k)

iee inl in1 -108
e K, e Tkx =g kx g k

on voit que ceci est équivalent a :

o > * O

2

couplage et déprlacement chimique Jde [ rerocatisés (annulés),

déplacement chimique de S conservé.

en
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2/ Homonucléaire :

(I et S sont deux noyaux de m&me espéce)

1§0°

1§0°

FIGURE J-7

Fcho de spin hAomonucléaire.

1 1
0’1 > > » » »
1
EQIT'Iz ---rtJ-r.ZIzSz
» » o'z
équivalent a :
n:I0 nSw nJr.ZIzSz
o, » + » o,

er’et de coupfage conservé.

On vérifie que dans les deux cas, 1'effet de précession par
déplacement chimique sur le noyau qui subit 1 'écho de spin est

supprime.

I-7) Cyclage de phase :

(pour sélectionner les types de transitions)

De nombreuses séquences de pulses utilisent des cycles
de phase pour sélectionner les cohérences voulues. Un exemple

important en est la spectroscopie multiple quantum, ou le fait
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que les cohérences 4 p quanta aient une sensibilite p fois plus
grande aux effets de pulse et d’inhomogénéité de champ que les
1@ permet d'envisager un moyen de séparation entre les deux
phénomeénes. Détaillons une séquence d'excitation des cohérences

multiple quantum paires :

Soit Uy un propagateur (séquence de pulseé) schématise par :

o0? 1807 90,

EIGURE W-8

ou tous les pulses ont la méme phase & 1'intérieur d’'une

experience, mais ou la phase varie d’'une expérience & 1'autre.

Ty W W%
2 ® 2 Ty 2 2 °®
o'o - — + » » 0'1
- T
§F° —¢Fz 2 * q’Fz
Or ——— équivaut A& -+ > - , donc en transformant

les termes de 1 'équation précédente :

-¢F U oF

Si %o represente 1°'équilibre thermique, 1le premier "pulse"
(rotation) selon z n'a aucun effet, et on veit que, dans
1’analyse d’'expériences incluant des cycles de phase, il est
suffisanf de calculer 1'evolution sous U, - pour une seule
valeur de ¢ - et ensuite d’'appliquer des pulses 2z pour

connaitre 1 'évolution pour d'autres valeurs de ¢.
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Remarque : si une séquence de pulses constituant un propagateur
U transfere des cohérences &a p quanta en cohérences a p’
quanta, sa sensibiliteée au changement de phase peut @Etre

exprimée par :

-¢F 8] oF _
{pQC} » + + {p'GC}

¢quivalent a :

. UX z
{pGCY.eiP® . (p'GC}.e iP®

~i(p' -pl&_ -iapd

ce qui donne un facteur de phase de e

d'ou :|{pRCH(¢) = e 12P® (p'aCy
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Iu-1) Présentation des composés étudiés dans ce travail :

Les performances de la RMN et des mouvelles approches
décrites dans ce travail seront illustrées par des applications
a quelques oligo—-saccharides naturels ou synthétiques dérives
de 1’ héparine.

Ce polymére naturel possede plusieurs propriétés biologiques
importantes et la compréhension des mécanismes régissant ses
activités passe par 1la détermination des séquences corres-
pondant & 1’'expression de 1‘'une ou 1 autre de chacune de
celles—ci. '

Les deux fonctions principales de 1 'héparine sont le contréle
des processus de coagulation (par 1'intermédiaire de 1la
fixation de certains segments de ce polymére sur 1'anti-
thrombine W) et 1la régulation de certains phénoménes de
croissance. De nombreux travaux ont été consacrés & la mise en
évidence des oligo-saccharides 1limites capables de remplir

1'une ou 1 autre de ces fonctions.

La struclire de base de 1" héparine est un disaccharide dont 1la

structure est représentée ci-dessous :

cn,o SO;

co2
1 \oH .
0S0;

NHSO; |

FIGURE JU-1

Structure Jde base de ¢ héparine-




&8

Elle correspond & un enchaTInement :

acide (1 — 4)—D—(a—L—idbpyranosylurQnic 2-sulfate) -—-—

(1 — 4)-(2-déoxy-2-sulfamino—-o«—D-glucopyranosyl b6-sulfate)

mais en realité de nombreuses irrégulariteés existent et peuvent
etre fondamentales pour 1'expression de certaines activites
biologiques. La mise en évidence des oligomeres limites
possédant wune activiteé biologique donnée passe par 1 ' isolement
de fragments d héparine apreés deépolymerisation partielle par
voie chimique, la séparation de ces fragments, la recherche de
leurs eéventuelles activités et enfin la détermination de la

structure exacte des molécules isolées.

Les composeés utiliseés ‘dans ce travail sont représentés sur la

figure IU-2 et ont éteé fournis par 1 'Institut CHOAY.

Le tétrasaccharide Ti1 est un composé synthétique comportant
quelques unités de base de 1°'héparine, et qui a été utiliseé
pour la mise au point de la plupart des expériences originales
décrites dans ce travail. ,

Le pentasaccharide P1 a étée mis en eévidence comme étant la
partie active du site d'interaction de 1 'héparine avec
l’antithrombine 1 (1). Le pentasaccharide Pz n'en differe que
par la méthylation de 1 acide glucuronique, et est totalement
inactif. L’ ' hexasaccharide Hi a eteé décrit par certains auteurs
(2) comme actif, en désaccord avec les observations effectuées
par 1 ' Institut CHOAY ; une étude RMN intensive a été nécessaire

pour confirmer la structure (3).

Dans la description des résultats successifs conduisant a 1la
caractérisation complete de ces oligosaccharides, nous
considererons toujours que les structures sont déja connues

afin de simplifier la présentation des reésultats.
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FIGURE IU-2
Composés utifisds Jdans cette étude.
Pour daq raisons de cohérence; fa nomenclature Jdes unités

est identique & celtlte des articltes Jdécrivant ces produits.
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IU-2) Spectres proton :

Considérons & titre d'exemple le spectre RMN protonique
du pentasaccharide Pi1i qui a été présenté précédemment. Ce
spectre est montré sur la figure IU-3.

CH,0S0; COo; CH,0S03 CH,0803
o) ) 0
HO OH ) OH (o) OH OCH,
NHSO; OH NHSO;
r
HDO
L M\
Ll T L] I L] L4 1 v I v L T L) [ 1 L) Ll L ' L] L] o L) ' L] L) ¥ L '
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5

PPM

FIGURE IU-3
Sprectre 1y du rentasaccharide Pi1 dans 220 & SO0 MH=z.

La premiére observation majeure qui peut ftre faite est que
l1'ensemble du spectre est localisé sur un domaine spectral tres
restreint (moins de 3 ppm) et que seule la reégion situeée a
champ faible semble résolue (de 4.5 & & ppm). Elle contient en
effet essentiellement des protons anoméres (protons 1) qui sont

déblindés par le fait que contrairement & tous les autres, ils




71

sont portés par des carbones de type acétalique. Cette
particularite est extrémement importante et sera utilisée comme
point de départ pour 1’ immense majorité des méthodes que nous
mettrons en oeuvre par la suite. En dehors de cette portion
claire du spectre, la reégion 3 - 4.5 ppm est tres confuse mé&me
s'il apparait qu'elle contient en fait une treés grande quantite
de signaux individuellement bien résolus. Dans 1le cas du
compose preésenté ici, tous les protons non labiles et non
anomeriques sont effectivement situeés dans ce domaine spectral.
I1 faut de plus souligner que ce spectre a été enregistre a 500
MHz et sur un pentasaccharide. Les spectres obtenus a des
champs inferieurs ou avec des composés plus complexes peuvent
donc rapidement devenir inextricables, ‘au moins au premier
abord.

Nous devons garder a l'esprit le fait qu une étude complete
d'un oligosaccharide "inconnu" doit permettre la détermination
univogue de tous les déplacements chimiques, couplages
scalaires et dipolaires qui sont nécessaires pour @tablir sa
structure et sa conformation en solution.

Voyons dans un premier temps ce gue les méthodes classiques de

la RMN peuvent apporter comme information :

Iu-3) Techniques de découplage :

L'une des approches les plus simples pour mener a bien
l1"analyse d’un spectre protonique consiste & irradier
successivement les signaux correspondant & des protons isolés
(sur le spectre) afin de mettre en évidence par la suppression
des couplages scalaires la fréquence de résonance des protons
voisins. Ceci est bien sir faisable dans le cas présent puisque
nous avons vu que les protons anomériques sont isolés sur le
spectre. On peut donc envisager d ' irradier successivement les
protons 1 pour localiser 1les protons 2 et espérer pouvoir
poursuivre méme au deld ce type de deéemarche. La figure IU-4
montre les résultats obtenus avec le pentasaccharide Pi1 qui est
tout a fait représentatif de la situation rencontree

quotidiennement avec ce type de composés.
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4 B U -
ey

PPM

FIGURE J¥U-4
Fxpérience de découplage sur te pPentasaccharide Pi.
{z) Spectre normat (Partia?)

(6) Irradiation Jde A:r & 5.82 prm

(c) irradiation Jde A;r et A:.

Laes sldches indigquent fes signaux modifiés dans Ce spectre.
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I1 est parfaitement clair que 1 irradiation des protons A]" et
Af par exemple permet de localiser parfaitement les protons Ag"
et A; et de mesurer les couplages 2-3. Toutefois, ceci
repréesente la fin du voyage, car ces protons mis en évidence
sont pratiquement superposés et une irradiation spécifique de
Ag" ou de A: est impossible techniquement. L’ irradiation
ponctuelle de ces signaux est inconcevable car ils sont trop
proches, et, si deux solutions sont théoriquement envisageables
a priori, elles s’'écroulent d'elles—-mémes dés qu'il s’ agit de

les mettre en oeuvre :

- par le canal de découplage, 1l'envoi d’un pulse de tres faible
puissance (de maniere & ce qu’'il ne couvre que quelques
hertz) ne permettra pas d’'arriver a 1 'état de saturation pour
le proton irradié, et donc n’'emp@chera pas les transferts
d aimantation entre celui-ci et les noyaux voisins.

- par le canal principal, la durée d'un pulse qui ne couvrirait
que quelques hertz serait beaucoup trop 1longue et
entrainerait des distorsions sur tout le spectre, rendant
ininterprétables les transformations occasionnées par ce
"découplage particulier". L'utilisation de pulses selectifs

sera deéveloppee ultérieurement.

Toute tentative de perturbafion sur le massif contenant ces
deux signaux (voir figure IU-4c) se traduit donc par deux
réponses distinctes mais il est bien sGr impossible d ' attribuer
ces réponses a l'un ou 1 ' autre des protons Ag” ou A:. Dans ces
conditions, 1" ambiguiteé ne pouvant ftre levee, 1 analyse est
totalement inefficace et si des différences importantes
existent entre ces deux unités , elles ne pourront pas 8tre
mises en évidence par suite du caractére partiel de la
détermination de structure. Cette situation est extrémement
frequente dans le domaine des oligo-saccharides, car, alors que
les protons anomériques trés sensibles aux differences
d environnement sont souvent seéparés, les protons 2 sont au
contraire trés peu affectés par des variations parfois
importantes de la nature des substituants des carbones 2. Ceci
est bien sdr particulierement critique guand, comme dans le cas
des oligosaccharides dérivés de 1 héparine, le nombre de types

d'unités possibles est relativement limiteé.
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I1 est donc clair gue les méethodes de routine ne sont
pas utilisables pour mettre en évidence la structure complete
de composés de ce type. Toute analyse partielle pouvant
conduire a des reésultats grossierement faux, il convient de
rester tres prudent gquant aux informations qui peuvent €tre
déduites de ces méthodes. On pourrait penser qu’'en raison du
caractere particulier des protons anomériques isolés sur le
spectre, une inspection superficielle de ce dernier permettrait
de dénombrer au moins les unités constitutives. Ceci constitue
bien sir une information précieuse mais en 1 ' absence d’'autres
méthodes, le spectre RMN seul ne permet mEéme pas d'extraire cet

elément avec certitude pour les raisons suivantes :

- La nature des unités osidiques impose gque, dans la majoriteé
des cas, le proton anomérique apparaisse sous Tforme d’un
doublet puisqu’en principe il n'est couple scalairement qu’'a
un seul proton. Toutefois, c’est aussi le cas des protons 5
des acides uroniques (cf Is et Gs par exemple); De plus la
proximité du groupe carboxyle peut induire un deéblindage
suffisant pour faire apparaitre les signaux correspondants

dans la region "anomerique".

-~ La nature de la liaison glycosidique exerce une considérable
influence sur le deéplacement des protons anomériques :
ainsi, une liaison de type béta (sur un sucre de la série D)
conduit a des protons anomériques situés dans la région
4.5-4.8 ppm qui peuvent @&tre enfouis sous des signaux
provenant de protons non anomériques. Ils peuvent toutefois
€tre reconnus par la valeur importante du couplage 1-2
compare & ce qui est observe pour la liaison de type alpha

dans les mémes séries.

Il peut @tre utile aussi de faire varier les conditions
expérimentales telles que pH, température, force ionique...
pour obtenir quelques renseignements vsupplémentaires sur
l1'identité des signaux observés. Par exemple, une méthode pour
reconnaitre le proton 5 d'une unité uronique (qui apparait donc
comme un doublet, et & fréquence pas forcément établie) est de
faire varier le pH de la solution ; le proton 5, preés du groupe
carboxylique, subit un effet de deéplacement beaucoup plus grand
que le proton 1 (&4 pH 7, 1le signal de Is se trouve preées de

l'eau 3 & pH < pK, il se déplace vers les champs faibles).
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La +triste conclusion de ce paragraphe concernant 1 analyse
sommaire d’'un spectre protonique est que 1’'on ne peut obtenir
que des informations trés précaires par cette méthode. Dans la
mesure ou peu de renseignements sont disponibles sur la
structure du composeé étudié, des méthodes plus élaborées sont
indispensables. En particulier dans le domaine concernant
l'etablissement de relations structure-conformation—activite,
il serait treés dangereux de se limiter & une étude auési
sommaire et équivoque pour établir de fagon crédible des
structures moléculaires dans le domaine des oligo-saccharides.
Il faut toutefois reconnaitre que 1°'analyse superficielle garde
tout son sens pour la détermination de la pureté d’'un composée
de ce type. De faibles quantités de contaminants peuvent @tre
mises en évidence et dosées par RMN du proton en raison de la
grande sensibiliteé intrinseque de cette technique, si

l'observation est effectuée & champ trés éleve.

I10-4) Apports de la RMN classique du 13¢c :

Nous avons vu précédemment que la RMN classique du
proton ne permettait méme pas de déterminer avec une absolue
certitude le nombre d'unités constitutives d’'un oligosaccharide
inconnu. Ceci est di au fait que les protons anomériques sont
trop sensibles & des variations d’'environnement trés grandes
qui peuvent fausser les estimations. Cette importante
information doit toutefois pouvoir &tre obtenue par la RMN du
3¢ (4). Les carbones de type aceétalique (Ci) donnent des raies
3¢ dans une région caractéristique du spectre (vers 100 ppm)
qui ne correspond en général pas A d autres types d’'atomes de
carbone que 1'on rencontre classiquement dans 1les oligo-
saccharides. Ceci est montreé sur la figure IU-5 dans laguelle
les cing carbones anomériques sont parfaitement visualisés, ne

laissant pas de doute sur la taille de cet oligomére.
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108 9@ 8@ 70 60
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FIGURE IUY-S

Srectre 130 du pentasaccharide P1i.

La région contenant les signaux Jdes carbonyles est exclua-

Cependant, la situation n’'est pas toujours aussi claire : un
. , autre exemple est montré sur la figure IU-46 concernant 1 hexa-

saccharide H1i.

S IWMI i kakuily

8 70 80 20
il0 100 80 0 PPN
FIGURE JI9-6

Spectre 1°¢C de ¢ 'hexasaccharide H1i.
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Ce spectre semble indiquer la présence de sept unités, ce qui

s’averera faux ultérieurement.

Nous verrons dans la suite de ce mémoire qu’'une confirmation du
nombre d'unités du composé plus probante gque par ces spectres
carbone est apportée par les expériences de corrélation
hétéronucléaires. Il est toutefois de toute premiére importance
de noter que ces mesures ne sont possibles que si des quantiteés
importantes de matériel sont disponibles (dans le domaine de
20-30 mg pour des composés de cette taille). Cette condition
n'‘est pas toujours remplie quand on s’ adresse & des composés
naturels, et 1la grande majorité des méthodes présentées
ulteérieurement sera ciblée sur les techniques de RMN protonique
dont la sensibilite est tres supérieure. Les approches
utilisant 1le !'°C ne seront que des confirmations éventuelles,
et il est évident gque la RMN du proton doit pouvoir fournir la
totalité des donneées permettant la construction de la structure

moléculaire et ne laisser strictement aucun doute.
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g-1) Introduction :

Dans 1le chapitre I, nous avons vu que plusieurs
parameétres intervenaient lors de la précession du moment
magnetique d'un noyau de spin 1/2 : outre 1le déplacement
chimique, qui induit des différences de vitesse de rotation
entre les spins, les phénomenes de relaxation et de couplage
agissent. Pour des liquides en RMN haute résolution, le premier
phénomene, di aux interactions dipolaires entre les différents
spins et aux interactions avec le milieu, est de 1 ' ordre de la
seconde, car il fait intervenir des échanges thermiques (les
processus n'étant jamais reéellement adiabatiques). Il sera
traité dans les chapitres XI et suivants.

Le second phénoméne, beaucoup plus rapide, car provenant de
mouvements eélectroniques, est a la base de nombreuses
experiences et sera développé dans ce chapitre, d'un cé&té par
la méthode des vecteurs d’'Heisenberg et de 1'autre par les

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

est utilise dans la plupart des expériences de RMN
multipulsées, qu'elles soient A& une ou deux dimensions, pour
vehiculer une information d'un novyau & un autre, par
1l intermédiaire des liaisons, et 1la connaissance de son
principe est fondamentale pour la compréhension et 1la

realisation de toutes les séquences modernes.

Au sein mEme de ce chapitre, seules des experiences
héteronucléaires o4 une partie de 1’'aimantation d’'un noyau X
passe sutr un noyau A d’'une autre espece seront éetudiées, car
leur cas est plus facilement analysable par 1les vecteurs
d Heisenberg (1). En effet, on ne décrira que les expériences
d éditions de spectres comme applications des transferts de
polarisation, c'est a dire que pour illustrer le principe de
base qui est 1 'inversion sélective de population, on détaillera
les seéquences hétéronucléaires qui permettent de sélectionner
les noyaux en fonction du nombre de noyaux de 1 'autre espece

qui leur sont liés.
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g-2) Théorie :

Nous allons d"abord étudier les transferts de
polarisation sur un systeme particulier a 2 spins 1/2 : C-H,

puis nous généraliserons a un systéme AX.

U-2-1) Cas du systéeme C-H :

Les spectres classiques (sans découplage) seront les suivants :

A\

\

13C 1H

|

<+ 4
JecH JcH
FIGURE U-1
Spectres 130 et 1// prévisibles pPour une pPaire “‘c - 1# ({sans

autre couprlage) en abondance naturelle.

i

La sensibilité d'umn noyau étant directement fonction de son
rapport gyromagnétique, les satellites du spectre proton seront
théoriquement quatre fois plus facilement détectables que le
doublet én 13¢ , mais 1ils seront masqueés par le grand pic (dG
aux protons 1liés a un 1z¢ qui sont presque cent fois plus
nombreux que les protons liés a4 un '°C (abondance naturelle '3C
= 1.1%)). Ce grand pic va saturer la mémoire de 1 'ordinateur et
les satellites peuvent @tre pris pour du bruit de fond puisque

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

On retrouve le diagramme d’ énergie de la figure I-8 avec les

populations particuliéres du proton et du carbone 13 :
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FIGURE ¥-2

Diagranme 4 'énergie pour un systédme CH.

On deéefinit pour chaque noyau la fraction de spins en exces

N“ - NB 7B°ﬁ
= = d’ apres le chapitre II.
P N 2kT P P

Ceci permet de vérifier que p (puisque Ty = 4~

= 4 )
CH) p(‘°t) ¢

et le diagramme d ' énergie peut Btre écrit comme suit :

1"p4-4p

FIGURE g-3

Normatisation ! fa somme Jdes populations est é9afe & <.
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Rappelons que la vitesse de précession des spins X est aussi

directement proportionnelle & Tys €t on peut écrire :

T vy Intensitéx
— k— = k-’ -
Ta Y Intens:ttéA

On vérifie sur le diagramme que 1 'intensité des tranmsitions !°C
est égale &4 un quart de celle des transitions proton.
Si, dans le spectre proton, on irradie un des deux satellites

par un pulse de 180° :

\
=

o
/ -
)\ A N
-V
FIGURE g-4
1” - 130.

Irradiation sélective 4 'un satelflite
Cela revient &8 inverser les populations au niveau des protons

liés a un état de spin particulier du '2C, ce qui donne sur le

diagramme d’'énergie :

1-3p ®

FIGURE ¥-5

Diagramme d énergie aprds inversion des niveaux 2 et %
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soit, pour le spectre '3C :

10p

_.fs‘)

FIGURE U-6
Sprectre carbone résultant. Les intensitds dJdes raies sont

calcutbes & pPartir Jes difrérences dJde populations I — 2 et
3 — <.

Le total en valeur absolue des intensités est de 1é6p, alors
qu’'au départ on avait 4p, donc on a aobtenu un gain en
sensibiliteé. La seule différence est que 1la phase est
détruite 3 une partie de la magnétisation du noyau proton a é&té

transférée sur le carbone.
U-2-2) Cas géneéral :
A) Systeme AX :

L inversion sélective de population (SPI)  sur un tel systeéme

pour le noyau X, donnera lieu au diagramme d’ énergie suivant :
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FIGURE ©O-7
Frret de £'£nver3ion sélective de popufation sur fe Jdiagramnme

d ' énergie 4 ' un systeéme AX.

2¢Pp, — Py Ty

a gain = =1 - —
2P, Ta

2(p, + Py Ty

b gain = =1 + —
2p, Ta

Remarques :
- d’'une maniére générale, quand deux noyaux A et X sont
- couples, toute variation des populations de spins sur le
noyau X va affecter le noyau A, et réciproquement. Du point
de wvue physique, cela revient A considérer que le champ
magnétique local dG au noyau voisin est change. ‘
- il n'y a pas de variation de déplacement chimique dans ce
cas, car la densiteé électronique est inchangeée quel que soit
1'état de spin du noyau voisin.

- si on irradie les deux satellites X :
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FIGURE U-8 o=

Cela ne change rien pour les transitions A. En fait,
l"inversion selective de population sur X revient & changer les
populations de départ ou d'arrivée des transitions A, et donc
l'intensité des raies. Si on inverse toutes les populations X,
on change & 1la fois les populations de départ et d arriveée de
la méme quantité, ce qui n’'a aucun effet sur A ; ainsi pour
parvenir a un transfert de magnétisation de X sur A, il faut

arriver, dans le modele vectoriel d’'Heisenberg, a 1la
situation :

FIGURE 9-9

7 i on s . .

A AB ! popufations (états a et L) du spin A.
X (Xb) ! excds de popufation X fiée & A_ (AB)'
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Remarque :

lLes

pics P sont moins inteéressants (i.e. le COSY type P est

moins sensible que le N), car :

EVOLUTION :

le récepteur n'est pas cyclé sur les gquatre phases.

les pics P ne bénéficient pas de 1l 'effet d'écho réalisé pour
les pics N. En effet, puisque le sens de précession des
vecteurs N est inversé lorsqu’ils passent de ti & tz, les
effets d’'inhomogénéité sont compensés pendant cette derniére

période :

>N

///’—— ==£L==-— ///’—— : X

DETECTION :

>n
>n

FIGURE UI-12

Bvolution des vecteurs N pendant t1 et t2

La refocalisation compléte survient lorsque t, = t,, c'est
pourgquoi en observant le FID en cours de réalisation pendant

1 expérience, on peut connaftre la valeur correspondante de

t, a partir du maximum du signal :




































































































































































































































































































































































































































































































































































































