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Introduction générale

Deux stratégies sont actuellement connues pour 1’élaboration de molécules synthétiques: la
synthése en phase homogene et la synthése en phase solide. La synthése en phase solide, beaucoup
plus récente que la synthése en phase homogene, a connu un essor tres important depuis sa
découverte en 1963 par Merrifield (Merrifield, 1963). C’est notamment la facilité a séparer la
molécule synthétisée des exces de solvants, de réactifs et d’impuretés qui fait que cette technique
appliquée a I’origine pour la syntheése de peptides, a été¢ développée pour la synthése de molécules
organiques. Cependant, 1’un des problémes majeurs pour le développement de nouvelles synthéses
en phase solide est le manque de techniques analytiques rapides et non destructrices permettant la
caractérisation des composés lorsqu’ils sont encore ancrés au support solide de synthése.
Récemment, une technique d'analyse par RMN a ét€ développée pour l'analyse directe des
composés sur support solide. Cette méthode est basée sur I'utilisation de la technique de la rotation
de I'échantillon a I'angle magique (Magic Angle Spinning, MAS), qui est une technique empruntée
a la RMN du solide (Andrew et al., 1959; Lowe, 1959), combinée avec le gonflement de la matrice
solide & I'aide d'un solvant organique approprié. Cette méthode d'analyse est une méthode sensible,
directe, rapide et non destructrice qui ne nécessite aucune modification, ni marquage particulier de la
molécule a caractériser. Une étude détaillée de la technique RMN MAS pour la synthése en phase
solide est présentée dans le chapitre I. Nous nous intéresserons 2 la fois aux aspects théoriques et
expérimentaux de cette méthode. Cette derniére sera appliquée d’une part pour le suivi complet
d’une réaction organique, ol pour chacune des étapes de la syntheése I’identification compléte de
chaque entité moléculaire nouvellement formée sur la résine sera obtenue. D’autre part, 1’ utilisation
de la technique RMN MAS permettra dans le domaine de la synthése peptidique d’identifier et
d’étudier les origines structurales des problémes rencontrés lors de la syntheése d’une séquence dite

’séquence difficile’’.

Dans le chapitre I, nous nous sommes intéressés au développement de la technique RMN
MAS pour I’amélioration des cond.iions de synthése dans le domaine de la chimie des peptides.

Apres coupure de la résine, le peptide mis en solution peut étre caractérisé par RMN liquide haute

10
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résolution. Beaucoup de macromolécules biologiques étudiées jusqu’a présent par RMN sont
obtenues par synthése en phase solide. De nos jours, ces études ont pour but de déterminer le plus
précisément possible la structure tridimensionnelle de ces macromolécules. Les structures de
protéines de masse moléculaire 10-15 kDa peuvent étre obtenues en 'H. L’enrichissement en *C et
en N a porté la barre 4 20 kDa pour la détermination de la structure tridimensionnelle, et 4 30 kDa
pour la détermination de la structure secondaire. Pour de telles molécules, de nouvelle séquences
impulsionnelles ont été développées, elles sont multidimensionnelles (2D, 3D et 4D) et de plus en
plus complexes. Cependant, Iattribution des signaux protons suivie par la détermination de la
structure tridimensionnelle reposent sur deux expériences de base: les expériences TOCSY
(Braunschweiler & Ernst, 1985) et NOESY (Jeener et al, 1979). En solution acqueuse, nous
sommes confrontés au probleme de la suppression du signal du solvant. Ce probléeme est résolu
depuis longtemps par la technique de présaturation et plus récemment par 1’utilisation de gradients
de champ. Néanmoins, I’inconvénient majeur de ces techniques est de générer un état saturé de
I’aimantation de 1’eau a la fin de chaque expérience, ce qui a pour conséquence de réduire I’intensité
des signaux des protons de la macromolécule échangeant rapidement avec les protons de 1’eau.
Dans le chapitre II, nous présenterons en détail comment, par I’incorporation d’impulsions
sélectives sur I’eau (impulsions water flip-back), nous avons obtenu une minimisation de I’état de

saturation de 1’eau dans les expériences NOESY et TOCSY.

Les séquences d’implusions NOESY et TOCSY que nous avons développées ont été
avantageusement utilisées pour I’attribution des résonances d’une toxine, V50F17, isolée du venin
de I’araignée Segestria Florentina. Jusqu’a présent, aucune structure tridimensionnelle de toxine de
venin de cette espéce d’araignée n’était connue. A partir des données obtenues par RMN
homonucléaire et hétéronucléaire en abondance naturelle en "*C, nous avons pu déterminer la
structure tridimensionnelle de la toxine V50F17 dont I’étude est présentée dans le chapitre III. Cette
toxine a été synthétisée par voie chimique au laboratoire et des tests d’activité ont montré que cette
toxine inhibait spécifiquement les canaux calciques de type N. Par comparaison avec les structures

tridimensionnelles de toxines isolées du venin d’autres especes d’araignée, V50F17 présente une

11
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conformation originale en raison de la présence d’un domaine structuré en hélice o. jamais jusqu’a

présent observé chez les toxines de venin d’araignée.
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Chapitre I La RMN MAS et la synthése en phase solide

A. La synthese en phase solide et les techniques d’analyse

1. Structure générale des composés en phase solide

Toutes les molécules synthétisées en phase solide présentent une structure commune
constituée de quatre domaines. Le premier domaine est le support solide de synthése (domaine (a),
Figure I.1). Ce support insoluble est en général une résine, c’est a dire une matrice réticulée et
constituée de polystyréne et de divinylbenzeéne comme dans les résines de Merrifield, Wang et
TentaGel. Cette matrice est assimilée a des billes. Sur chacune d’entre elles sont attachés des bras
moléculaires (domaine (b), Figure 1.1) qui vont séparer les molécules synthétisées de la matrice
solide de syntheése. Le bras moléculaire est chimiquement inerte et de longueur variable. Il est de
courte longueur dans le cas des résines de Merrifield et de Wang, nettement plus long lorsqu’il
s’agit de la résine TentaGel ou le bras est du polyéthyléne glycol (PEG): le PEG est un polymeére
linéaire de plusieurs centaines d’atomes. La longueur du bras sera un facteur déterminant pour la
mobilité de la chaine moléculaire qui est synthétisée, et parfois pour les propriétés de gonflement de
I’ensemble. A I'extrémité du bras, nous trouvons le groupe fonctionnel qui va servir d’ancrage
(domaine (c), Figure L.1) entre le bras et la molécule a synthétiser. En fin de synthese, la coupure
de la molécule synthétisée de son support solide se fera au niveau de I’ancrage. Le dernier domaine
est celui constitué par la molécule qui est synthétisée (domaine (d), Figure I.1). Est illustrée ci-

dessous une Fmoc -(Lysine)- Boc sur une résine de Wang (Figure I.1).

Bras moléculaire (b) Molécule synthétisée (d)
— —>
Matrice solide Ancrage (c)

Résine (a)
Figure 1.1
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Chapitre [ La RMN MAS et la synthése en phase solide

Pour le composé€ pris en exemple et qui sera utilisé en syntheése organique (voir § C.1), les
groupements Fmoc (fluorenylmethyloxycarbonyle) et Boc (tertio-butyloxycarbonyle) correspondent
a des groupements protecteurs dits respectivement ’’temporaire’’ et *’permanent’’ : protection
temporaire car elle sera coupée en cours de syntheése pour permettre la réaction entre la fonction
déprotégée et un nouveau groupement réactif; protection permanente car elle empéchera la fonction

protégée de participer aux réactions durant toute la synthése.

Dans le cas de la synthése peptidique (voir § C.2), deux grandes stratégies de protection
sont généralement utilisées. Il est important pour permettre la seule formation de lien amide entre le
NH d’un résidu fixé sur la résine et le groupement carbonyle du résidu que nous désirons coupler,
d’une part de protéger le NH de ce résidu par une protection temporaire, mais également de protéger
les fonctions réactives des chaines latérales par des fonctions permanentes pour éviter des réactions
secondaires. Les protections permanentes, contrairement aux fonctions temporaires, ne seront
coupées qu’en fin de synthése. Si nous choisissons la stratégie Fmoc, la protection temporaire
Fmoc sera coupée par la pipéridine, et les protections permanentes, nécessairement résistantes a la
pipéridine, seront coupées en fin de synthése par l’acide trifluoroacétique (TFA). Si nous
choisissons la stratégie Boc, la protection temporaire Boc sera coupée par le TFA, et les protections
permanentes, nécessairement résistantes au TFA, seront coupées en fin de synthése par 1’acide
fluorhydrique (HF). Le principe général de la synthése peptidique en phase solide est présentée de

facon schématique sur la figure 1.2
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Résine

d-A-NH-@ ]

Déprotection l

§ (A - NH: cycle 1
Activation, couplage l HOOC -{B |- NH - (D)
)-[A]-NH-CcO-[B]-NH- @ . -

Déprotection

-NH 2

>

-NH-CO -

cycle 2

O L

Activation, couplage l HOOC-|C|{-NH- (@

A]-NH-CO-[B]-NH-CO-[C]-NH- @

®

Déprotection totale J,
et clivage

HOOC- A -NH-CO-B -NH-CO- C -NH 2

A, B et C sont rapportés a des acides aminés

T et P sont rapportés aux goupes protecteurs
temporaires et permanents respectivement

Figure 1.2

15



Chapitre I La RMN MAS et la synthése en phase solide

2. Les techniques analytiques pour la synthése en phase solide

2.1 Les méthodes destructrices

L’un des problémes majeurs au développement de la synthese en phase solide est le manque
de techniques analytiques rapides (si possible non destructrices) pour la caractérisation des
composés synthétisés et encore ancrés au support solide de synthése. Jusqu’a il y a peu de temps,
la méthode classiquement employée par les chimistes consistait & cliver la molécule synthétisée de
son support solide, éventuellement & la purifier et ensuite a la caractériser par les techniques
d’analyse classiques telles que la spectrométrie de masse ou la RMN liquide haute résolution. Cette
procédure est relativement longue, de plus il peut y avoir introduction de produit d’artéfacts suite
aux réactions de clivage et de déprotection. Le produit synthétisé peut de plus ne pas étre soluble
apres coupure de la résine. Cette procédure est tres efficace mais a le sérieux désavantage d’étre

destructrice.

Néanmoins lorsque le composé synthétisé est encore attaché a la résine, certaines méthodes
de contrdle peuvent €tre employées. Il existe notamment en synthése peptidique, des tests
coiorimétriques qui permettent d’évaluer le succes ou I'échec des étapes de déprotection et de
couplage en mesurant le taux de groupements amines libres qui ont été déprotégés ou qui n’ont pas

réagi (Sarin et al., 1981; Arad & Houghten, 1990).

La méthode de spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption
Ionization Time Of Flight) est une méthode d’analyse trés sensible et trés fine pour I’analyse des
composés sur résine (Egner et al, 1995). Cette méthode consiste a séparer a I’aide d’un
rayonnement laser la molécule synthétisée de la bille. Apres libération au sein du spectrométre de la
molécule de son ancrage photosensible, elle est analysée classiquement par spectrométrie de masse.
Cette méthode est destructrice, mais ne nécessite que trés peu de matériel (quelques billes suffisent).
La limite de la méthode réside dans la nécessité d’incorporer un ancrage photosensible et parfois un

groupement ionisable par la technique MALDL
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Chapitre I La RMN MAS et la synthése en phase solide

2.2 Les méthodes non destructrices

Récemment des méthodes d’analyse non destructrices, directement sur résine, ont été
développées. Ces techniques ne sont pas utilisées de maniére courante car elles nécessitent souvent
I’incorporation d’un *’marqueur’’ dans la molécule synthétisée pour augmenter la sensibilité et/ou la

résolution de la technique d’analyse.

Avec la technique infrarouge a transformée de Fourier (IR-FT) le taux de déprotection peut
étre évalué directement sur la résine, mais il est nécessaire que les groupes protecteurs portent du

deutérium pour rendre la technique résolutrice (Larsen et al., 1993; Russell et al., 1996).

Avec la résonance paramagnétique électronique (RPE), une agrégation de la chaine
moléculaire sur la résine peut étre identifiée (Cilli et al. 1997). Ce type d’information est tres
important notamment en synthése peptidique, car Pagrégation sur résine des chaines
polypeptidiques est souvent a P'origine de chute brutale de rendement lors de I’élongation de la
chaine peptidique. Mais une limite importante & I’utilisation de cette technique réside dans

I’incorporation nécessaire d’un acide aminé paramagnétique dans la séquence.

Une autre technique non destructrice employée en vue d’une analyse structurale du composé
encore attaché a la résine est la RMN du "“C. Cette technique est élégante car elle ne nécessite
aucune modification de I’échantillon, ni de conditions préparatoires particulicres pour 1’analyse,
hormis la nécessité fort peu contraignante de gonfler la matrice solide de synthése a I’aide d’un
solvant organique (Giralt ez al., 1984; Look et al., 1994). Cette méthode d’analyse, contrairement a
I'IR-FT et a la RPE, peut étre utilisée de maniére courante. La limite de cette technique est sa
sensibilité. En effet le faible rapport gyromagnétique du "*C, sa faible abondance naturelle (1.11 %)
et la charge relativement réduite en matériel ancré sur la résine nécessitent des temps d’acquisition
extrémement longs, rendant trés difficile le suivi complet de réaction en phase solide. D’autres
noyaux plus sensibles tels que le °F (Svensson et al., 1996) et le *'P (Johnson & Zhang, 1995) ont

aussi été observés en utilisant la méme procédure pour le suivi d’étapes particulieres de synthese.
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La limite de la méthode est 1’impossibilité d’observer I’'un des noyaux les plus abondants dans les

composés synthétisés: le 'H.
2.3 Une méthode non destructrice de choix: La RMN MAS

Récemment une technique s’est révélée étre la méthode de choix pour I’analyse directe de
composés synthétisés en phase solide: il s’agit de la RMN MAS. Cette méthode est basée sur
I'utilisation de la technique de rotation de I’échantillon a I’angle magique (MAS, Magic Angle
Spinning), qui est une technique de base erﬁpruntée a la RMN du solide (Andrew et al., 1959,
Lowe, 1959), combinée avec le gonflement de la matrice solide de synthése par un solvant
organique approprié. Cette méthode d’analyse est une méthode directe, sensible, rapide et non
destructrice qui ne nécessite aucune modification, ni incorporation de *’marqueur’’ particulier sur la
molécule pour sa caractérisation. La rotation (plusieurs kHz) a I’angle magique de I’échantillon de
résine gonflée permet I’observation directe des noyaux 'H et °C en abondance naturelle avec une
résolution proche de celle de la RMN liquide haute résolution (Fitch et al., 1994; Anderson et al,
(a), (b), 1995; Pop et al., 1996; Garigipati et al., 1996; Maas et al. 1996; Keifer et al., 1996;
Jelinek et al., 1997).
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B. La technique RMN MAS pour I’analyse directe

de composés en phase solide

Nous allons nous intéresser en détail a la technique RMN MAS appliquée a la synthése en

phase solide.

Nous allons tout d’abord présenter les principes généraux de la technique. Nous nous
intéresserons en détail a I’échantillon, lorsque la résine portant la molécule synthétisée est séche,
puis gonflée par un solvant. Nous identifierons les différentes contributions responsables de

I’élargissement des signaux RMN lors de 1’étude de ce type de composé.

Nous présenterons ensuite une description détaillée de la technique RMN MAS pour la

synthése en phase solide.

Nous décrirons les aspects expérimentaux et pratiques de la technique li€s a la préparation de

I’échantillon et a I’analyse RMN.

Enfin nous terminerons par I’application de la technique RMN MAS pour le suivi complet

en phase solide d’une synthése organique, et d’une synthése peptidique.
1. Principe général

La technique RMN MAS appliquée a la synthése en phase solide repose sur la combinaison

de deux conditions:
- (i) les billes (domaine (a), Figure I.1) constituant le support solide de synthése, a défaut

d’étre dissoutes, doivent €tre gonflées a I’aide d’un solvant organique approprié; (ii) I’analyse RMN

doit étre réalisée =n v+ isant la technique de rotation de I’échantillon & I’angle magique (MAS).
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Tandis que I’addition d’un solvant a la résine (domaine (a), Figure 1.1) meéne 2 une
solvatation efficace des molécules synthétisées (domaine (d), Figure I.1) et leur confére ainsi une
mobilité augmentée, la rotation rapide de I’échantillon & I’angle magique va efficacement moyenner
les différences de susceptibilité magnétique sur la totalité de 1’échantillon hétérogéne, ce qui permet
d’avoir accés & des spectres résolus en 'H et en *C pour la molécule ancrée 2 la résine. La trés
bonne résolution des données RMN obtenues avec cette technique fait qu’elle est aussi appelée

technique RMN Haute Résolution MAS (HR-MAS).

En combinant le gonflement de la résine et le MAS, le comportement des molécules ancrées
tend a se rapprocher des composés classiques rencontrés en RMN liquide haute résolution. Toutes
les séquences impulsionnelles utilisées sont celles empruntées a la RMN du liquide, éui utilisent les
transferts via les couplages scalaires homonucléaires et hétéronucléaires ainsi que 1’effet dipolaire de

type NOE.

Grice a la technique RMN MAS nous avons directement accés a I’identification compléte
des molécules encore attachées au support solide de synthése. Cette méthode analytique permet de
faire le suivi complet d’une réaction en phase solide, oli pour chacune des étapes un simple
prélévement de quelques milligrammes de résine permet de déterminer le succes ou I’échec de la
synthese. Il est aussi possible d’identifier les problémes structuraux a I’origine des étapes difficiles
dans la synthése qui nécessitent des couplages et des déprotections répétés. Enfin une analyse
conformationnelle approfondie de la molécule sur support solide, basée sur 1’analyse des contacts
NOE (Wiithrich, 1986) et sur la déviation des déplacements chimiques du 'H et du ’C (Wishart et
al., 1992, 1995; Wishart & Sykes, 1994) peut aussi étre réalisée par cette méthode. Ce dernier cas
concerne surtout la synthese peptidique en phase solide, et peut présenter un avantage considérable

par rapport a la RMN liquide, pour I’étude de peptides qui ont tendance a s’agréger en solution.
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2. L’échantillon: la molécule attachée a son support solide

2.1 La résine séche

L’ attribution des 'H et des °C de la molécule attachée & son support solide de synthese,
lorsque la résine est seche, est impossible en raison de I’élargissement important des raies de
résonance: les spectres consistent en des enveloppes tres larges et non résolues. Ces élargissements
sont dus aux interactions classiques rencontrées en RMN du solide: I’anisotropie de déplacement
chimique (CSA), et les interactions de type dipdle-dipdle. Pour un échantillon de résine seéche, ces
interactions produisent des signaux 'H complétement inexploitables dont la largeur de raie peut

atteindre 10 kHz (Figure 1.3 (A)).

Il faut également considérer les effets d’élargissement et de perturbation des raies de
résonance dus a la présence de fortes inhomogénéités de susceptibilité magnétique a I'intérieur de
I’échantillon. Ces variations de susceptibilit¢ magnétique proviennent de la nature hétérogéne de
I’échantillon (Figure I.1), mais aussi des différences de susceptibilité magnétique des matériaux

constituant la sonde de mesure RMN (les bobines, le stator qui va accueillir le rotor).

2.2 La résine gonflée

Apres ’addition d’un solvant organique a la matrice solide, un gradient de mobilité se
développe, ol des mouvements lents se développeront au niveau de la matrice solide gonflée
(domaine (a) Figure 1.1) et des mouvements plus rapides au niveau des molécules a analyser
(domaine (d) Figure I.1). Les interactions de CSA et dipolaire 'H-'H (interaction dipolaire
dominante) qui existaient lorsque la matrice solide était seche, sont fortement moyennées a zéro en
raison de la liberté de mouvement des molécules ancrées qui conduisent a2 des mouvements de
réorientation rapides et aléatoires des chaines. La largeur de raie du spectre en 'H devient alors
inférieure a 1 kHz (= 0.6 kHz) mais le spectre reste cependant compleétement inexploitable (Figure

1.3 (O)).
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Figure 1.3: Spectres 1D 'H de la peptidyl-résine (Résine Wang)-Ile-Val-Ser(OtBu)-Gly-Arg(Pmc)-

Ala-NH,: (A) spectre statique de la peptidyl-résine séche, (B) spectre sous MAS (w, = 5 kHz) de la

peptidyl-résine séche, (C) spectre statique de la pep” . 7l-résine gonflée dans le DMF-d7, (D) et (E)

spectres sous MAS (o, = 4 kHz) de la peptidyl-résine gonflée dans le DMF-d7.
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Quant aux discontinuités de susceptibilité magnétique, elles deviennent plus importantes,
avec I’addition de solvant, en raison du caractere treés hétérogéne de I’échantillon qui présente de
nombreuses interfaces (solvant / billes gonflées). Lorsque la résine est gonflée, ’échantillon n’est
plus un solide: il présente des domaines ne contenant que du solvant, des domaines non solubles de
mobilité réduite (domaine (a) Figure 1.1), et des domaines intermédiaires de mobilité importante
(domaines (b), (c), et (d) Figure 1.1). Tous ces domaines vont définir, a I’intérieur de 1’échantillon,
des susceptibilités magnétiques différentes qui seront responsables en partie de la largeur de raie

résiduelle encore importante (Figure 1.3 (C)).

3. Principe de la technique RMN a P’angle magique

3.1 Les interactions en RMN

3.1.1 L’interaction avec le champ magnétique externe: I’interaction Zeeman

Les noyaux qui posseédent un spin ont un moment magnétique nucléaire qui leur est associé.
C’est Dinteraction entre ces moments magnétiques nucléaires et le champ magnétique externe B o
qui est 4 1a base de toute expérience en RMN. Cette interaction, connue sous le nom d’interaction

Zeeman, est toujours I’interaction la plus importante pour les spins 1/2 ('H, *C, "N ...).

Du point de vue classique, I’énergie d’interaction d’un moment magnétique m avec le champ

magnétique externe Bo est E = - m.Bo. En mécanique quantique, I’interaction d’un moment

magnétique nucléaire m; (avec m; =; fi I; ot ; représente le rapport gyromagnétique du noyau j, et

ou fi = h/2w avec h la constante de Planck) avec le champ externe Bo s’exprime par le Hamiltonien

d’interaction Zeeman:
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En plus du champ magnétique externe appliqué, les noyaux vont aussi ressentir de

nombreux champs magnétiques internes d’intensité nettement plus faible que Bo.

3.1.2 L’interaction électron-noyau: le déplacement chimique

Sous l'effet du champ magnétique externe Bo, il y a une polarisation des électrons des
noyaux, et précession de Larmor des électrons périphériques autour des noyaux. La déformation
des orbitales électroniques d’un noyau due aux électrons des noyaux voisins va se traduire par
P’apparition de champs magnétiques internes, qui vont s’ajouter vectoriellement a Bo, et qui vont
modifier le champ ressenti par ce noyau: c’est le phénomeéne d’écrantage ou de déplacement

chimique.

Dans un échantillon solide, cas d’une poudre par exemple, toutes les orientations spatiales
sont possibles et équiprobables pour un noyau. Pour chacune de ces orientations statiques, le noyau
pourra avoir un environnement différent. Un déplacement chimique sera observé pour le noyau
pour chacune des orientations que celui-ci aura dans I’espace: c’est I'anisotropie de déplacement
chimique ou CSA. L’interaction de CSA est responsable d’un élargissement important des raies de

résonance en RMN du solide.

Dans un échantillon liquide, du fait du caractére isotrope et rapide des mouvements, le
déplacement chimique sera moyenné a une valeur unique pour chaque noyau: c’est le déplacement

chimique isotrope.

3.1.3 L’interaction dipoéle-dipdle

Une autre source de champs magnétiques internes est issue de la polarisation nucléaire. Les
moments magnétiques nucléaires vont s’orienter de manicre paralléle ou antiparalléle par rapport a la
direction du champ magnétique externe Bo. Chaque moment magnétique nucléaire m va créer dans
I'espace un champ magnétique interne qui va perturber le champ ressenti par tous les noyaux

voisins: c’est 'interaction dipdle-dipdle ou interaction dipolaire. L’amplitude de Iinteraction
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dipolaire entre deux moments magnétiques dépend de I’inverse de la distance au cube entre les deux

moments magnétiques, et de I’orientation du vecteur internucléaire r par rapport au champ externe

Bo.

Dans un échantillon liquide, I'interaction dipolaire sera moyennée a zéro du fait des
mouvements rapides et aléatoires des molécules. Elle ne contribuera que par son caractére fluctuant

a la largeur de ligne, via la relaxation T,.

Dans un échantillon solide, cas d’une poudre par exemple, les mouvements moléculaires
sont nettement plus réduits et toutes les orientations des vecteurs internucléaires r sont possibles et

équiprobables. Un élargissement trés important des raies de résonance sera observeé.

3.1.4 La susceptibilit¢é magnétique

Une autre source de perturbation du champ magnétique ressenti par les noyaux est issue de
I’échantillon lui méme lorsqu’il est placé dans le champ magnétique externe Bo. Cette contribution
est fonction de la nature de 1’échantillon, et plus précisément de la facon dont celui-ci va *’réagir’’
dans le champ Bo: nous parlons alors de sa susceptibilit¢ magnétique. En effet, le caractére
inhomogene de la susceptibilité magnétique 2 'intérieur de 1’échantillon est une source de

perturbation importante sur le champ ressenti par les noyaux.

Dans le cas des composés sur support solide (Figure I.1), lorsque la résine est séche,
I’échantillon est purement solide, il en a les caractéristiques et propriétés. Lorsque la résine est
gonflée, 1’échantillon ressemble a un gel, 4 mi-chemin entre les états solide et liquide. Il présente
des domaines de compositions différentes qui seront caractérisés par une mobilité distincte ainsi que
par une susceptibilité magnétique individuelle. Les domaines fortement solvatés (domaines (b), (c)
et (d) Figure 1.1) contiennent des molécules mobiles, et seront caractérisés par une susceptibilité
magnétique proche de celle du solvant. En revanche la matrice solide (domaine (a) Figure 1.1) qui,

elle, sera moins mobile contribuera 2 une autre susceptibilité magnétique. Ces susceptibilités
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magnétiques sont fonction de la composition de chaque domaine, de leur volume et géométrie, et de
leur orientation relative par rapport au champ magnétique externe Bo.

Toutes ces discontinuités, accompagnées de celles issues des composants de la sonde de
mesure RMN, auront pour effet d’affecter les fréquences de résonances des noyaux, causant une
distribution de déplacements chimiques qui apparait comme une augmentation de la largeur des raies

de résonance.
3.2 L’interaction dipolaire

3.2.1 Définition

Un noyau avec un moment angulaire de spin fil;, possede un moment magnétique nucléaire

m; = ¥, fi I. Ce moment magnétique va créer un champ magnétique local B,(r), qui va interagir avec

tous les moments magnétiques environnants: c’est l'interaction dipolaire. Le champ B(r) va

s’ajouter vectoriellement au champ magnétique externe Bo.

L’énergie d’un moment magnétique m,- situé a une distance r de m; est donnée par

I’expression classique de I’énergie de my dans le champ dipolaire du & m, (Figure 1.4):
Edipolaire = - M - B; (r)

Ho {3(r.mj)r - rzmj)
4 s

avec Bj(r) =

L’énergie dipolaire devient

Ea _ Mo {rz(mj.mk)-3(r.mj)(r.mk)}
dipolaire = Et— } 5
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Figure 1.4

Dans le champ externe et intense Bo (selon I’axe (OZ)), les moments magnétiques, tout en
subissant les effets de perturbation des champs dipolaires de leurs voisins, gardent une orientation
proche de celle de I’axe (OZ): c’est I’effet de perturbation du champ dipolaire sur le champ total
ressenti par les noyaux. Sans le champ Bo, le moment magnétique m, s’oriénterait dans la

direction du champ dipolaire B,(r) créé par my (et inversement).

Nous remarquons immédiatement que, lorsque le moment magnétique m, en un point P de
I’espace est perpendiculaire a la direction du champ magnétique B(r) créé en P par le moment
magnétique m;, I’énergie d’interaction dipolaire E = - m,.B(r) entre les deux moments

dipolaire

magnétiques m, et m, est nulle.

Nous avons calcul€ et représenté dans la figure L5, quelques lignes de champ de B(r).
Lorsque le moment magnétique m, est perpendiculaire au vecteur champ dipolaire porté par la ligne
de champ en ce point, I’interaction dipolaire est nulle. Cette condition est réalis€e, quand le vecteur
internucléaire r fait un angle de 54°7 avec le champ magnétique externe Bo: c’est la condition de

I’angle magique.
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<

Figure I.5

Lorsque les deux moments magnétiques m; et m, ont la méme orientation par rapport au

vecteur r (Figure 1.4), I’énergie dipolaire devient:

(m;.mg)
Edipolaire = %——Jré——k—(l - 3 cos20)

L’interaction dipolaire est de symétrie axiale, et dépend des paramétres (r, 6) qui définissent

la longueur et 'orientation du vecteur internucléaire r par rapport 3 Bo (Figure 1.4). Nous

retrouvons la condition de I’angle magique, qui annule 1’énergie d’interaction dipolaire. En effet la

dépendance angulaire (1 - 3 cos” 6) est nulle lorsque 6 = arccos (3''?%) = 54°7.
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3.2.2 Intensité de l’interaction dipolaire

L’intensit¢ de Iinteraction dipolaire entre deux noyaux est indépendante du champ

magnétique externe Bo, et sera un facteur déterminant pour la largeur de raie. Elle peut étre

facilement calculée en utilisant la définition quantique du moment magnétique m =7 fi I, ainsi nous

obtenons:

= Ho %% fi
4 r3

ol U,/ 4m = 107 mkg.s2. A et fi = 1.054 10 rad" kg.s™

L’interaction dipolaire homonucléaire

Dans le cas de deux protons distants dans ’espace de 2.00 A, I'intensité de I’interaction

dipolaire est de 1’ordre de 15 kHz:

V% fi

3

= Mo
wp (H-H) =
avec v,;=2.67510°rad. kg'.s. A nous obtenons

(107 m kg s2. A2) (2.675 108rad. kg!.s. A)*(1.054 103%rad . kg. m2.s!)
(2.00 10710 m)3

op (H-H) =

wp (H-H) = 943 10%rad . s'! = 15kHz

Nous remarquons irnmédiatement que I’interaction dipolaire 'H-'H peut étre trés intense (15

kHz), néanmoins elle sera toujours tres faible devant I’interaction Zeeman (300 MHz a 6.5 T).
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C’est pour cette raison que l'interaction dipolaire est toujours considérée, dans les calculs de

mécanique quantique, comme une perturbation devant I’interaction Zeeman.

Dans les solides, I'interaction dipolaire 'H-'H va étre responsable de 1’élargissement
important des raies de résonance. Cet élargissement peut atteindre jusqu’a 120 kHz, et produit des
signaux 'H complétement inexploitables. La gamme de déplacements chimiques en 'H est trés faible
(= 10 ppm), chaque raie individuelle est trés large car l'interaction dipolaire est forte, nous

n’observons alors que ’enveloppe des différentes raies individuelles.

L’interaction dipolaire PC-"C est négligeable en raison du faible rapport gyromagnétique du

13C et de sa faible abondance naturelle (1.11%).

L’interaction dipolaire hétéronucléaire

Dans le cas d’un proton et d’un carbone distants de 1.00 A, Pintensité de I'interaction

dipolaire est de I’ordre de 30 kHz:

Mo Ycyufi

3 ~ 30 kHz

wp (CH) =

avec Y, = 6.728 107 rad.kg'.s. A

Dans les solides, lorsque le *C est observé, c’est I'interaction dipolaire *C-'"H qui va étre

I’interaction dipolaire dominante, responsable de 1’élargissement important des raies de résonance.

3.2.3 Description du Hamiltonien d’interaction dipolaire

La description quantique de I'interaction dipolaire entre deux moments magnétiques m; et

m, est décrite par le Hamiltonien d’interaction dipolaire dipolaire-
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Avec m; =7y fi Let m, =, fi I, nous avons:

o dipolaire™= :l—no' Yi Yk fi2 {

2@ I -3 (r. L) (r.Ix) )

En effectuant les produits scalaires nous obtenons:

3

= Ijx Ikx + ij Iky + Ijz j

"XIjx +yij +ZIjZ

Le Hamiltonien peut étre développé de la maniere suivante en coordonnées cartésiennes:

Cyedipolaire -Ho Vi

4r

3

fi2 2 3 y2
(Tl (1 - 2854 Ty Ty (1 - S+ e T (1 -

Cette expression peut aussi s’écrire sous forme matricielle:
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ou encore d’une fagon plus réduite par:
Cj}edipolaire'_' fiop Ij. D.I

Ho % Y fi

avec Wp = i 3
r

ou D représente le tenseur d’ordre 2 de linteraction dipolaire. Nous remarquons

immédiatement que le tenseur Dest de trace nulle et symétrique (D, = Dy). De plus si le vecteur

internucléaire r est le long de I’axe (OZ), le tenseur D devient diagonal. Le systéme d’axes ou le

tenseur D est diagonal est appelé le référentiel d’axes propres du tenseur. D est de symétrie axiale

D,=D,=1

D dans son référentiel d'axes propres a pour expression | 0 1 0

11 est plus pratique pour déterminer le spectre résultant de deux moments magnétiques en

interaction dipolaire, d’exprimer le Hamiltonien dipolaire J€ dipolaire €1 Coordonnées sphériques.

La passage des coordonnées cartésiennes aux coordonnées sphériques s’effectue

simplement en posant X =1 sin @ cos @, y =r sin O sin @, etz =r cos 6 (Figure 1.4). Et en

exprimant les opérateurs de spin I, et I, en fonction des opérateurs ascendants I, = I, + 1 I et

descendants I =1 - i I des spins I; et I, nous obtenons:
O*Gdipolain; fiop (A+B+C+D+E+F)

Ho %t fi

avec (Mp = P
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A= LI, (1-3 cos28)

B = - i-(lj+1k_+1j_1k+)(1-3 cos2 )
C= - %(Ij+ Iz +L; iy ) sin © cos § ei®
D= - %(Ij_ Iz + I L) sin® cos O ei®
E = - 2— Iis I+ sin? @ e-2i¢

F= - % I I sin?@ e+2i¢

Chacun des termes A a F contient une partie constituée d’opérateurs de spin et par une partie

angulaire dépendant des parametres (8, ¢).

Les termes A et B commutent avec le Hamiltonien d’interaction Zeeman € 4. . . 1ls

représentent la partie séculaire du Hamiltonien d’interaction dipolaire. Ils sont responsables de la

forme de raie. Ces termes sont utilisés pour le calcul de perturbation au 1* ordre de 1’énergie. Nous

remarquons immédiatement que les termes A et B sont nuls sous la condition de I’angle magique 0

= 54°7.

Les termes C, D, E et F ne commutent pas avec CC ... Ils représentent la partie non

séculaire du Hamiltonien d’interaction dipolaire. IIs sont liés a la relaxation. Ces termes entrent en

compte dans le calcul au second ordre de 1’énergie.

Cas d’un liquide

Dans un liquide, par suite des mouvements rapides et isotropes des molécules (mouvement
Brownien), les orientations des vecteurs r sont équiprobables, ce qui conduit & I’élimination de

'interaction dipolaire statique. La dépendance angulaire des termes A et B est moveri.-.- a zéro:
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2x T
j [(300829-1)sin9 dede =0
0 0

Cas d’un solide

Dans un solide, toutes les orientations des vecteurs r sont possibles par rapport a la direction
du champ magnétique externe Bo. Comme le montre I’expression du Hamiltonien d’interaction
dipolaire, chaque orientation du vecteur r va contribuer au spectre total. Le spectre résultant sera
une enveloppe tres large contenant ’ensemble des contributions de chaque orientation des vecteurs

r.
3.2.4 Calcul du spectre théorique pour deux spins 1/2 identiques

Plagons nous dans le cas d’un solide monocristallite od une orientation unique de r est
possible par rapport a Bo. Pour calculer le spectre théorique d’une paire de spins 1/2 identiques, en
interaction dipolaire dans un champ magnétique externe Bo, on ne retiendra que la partie séculaire

du Hamiltonien d’interactiorn dipolaire.

3.2.4.1 Les états énergétiques

Soient m, =y fi I, et m, = v fi I, les moments magnétiques associés & deux spins 1/2

identiques (y, = Y, = V), I, et I, sans couplage scalaire J direct et ayant le méme glissement

chimique. Le Hamiltonien total qui va décrire les états €énergétiques des deux spins s’exprimera par:

O)‘6Total = deZeeman + 0}6 dipolaire

ou le Hamiltonien d’interaction Zeeman décrivant l’interaction des deux moment:

magnétiques m, et m, avec le champ magnétique externe Bo s’exprime par:
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C§716)Zeeman= - Y (o + I2)-Bo = - ﬁmo(Ilz + Iy;)
avec ®,=7YB,

En ne retenant que la partie séculaire du Hamiltonien d’interaction dipolaire pour les deux

spins, nous avons:

La dépendance des coordonnées spatiales se trouve encore dans les termes A et B.

Alternativement, nous pouvons séparer les coordonnées spatiales des opérateurs de spin et écrire:

Cylf/jdipolaire,: fiop (0) {Iljz Iy, - %( L Lo+ 11 Ipy )}

avec Wp(0) = rTox;—ﬁ (1-3 cos208)

Les deux spins 1/2 I, et I, sont identiques. Plagons nous dans le cas de !’interaction
dipolaire homonucléaire 'H-'H. Cette interaction est trés intense (elle peut atteindre 50 kHz),
cependant elle reste trés faible devant I’interaction Zeeman (300 MHz a 6.5 T). C’est pourquoi
I’interaction dipolaire est traitée comme une perturbation dans le calcul des €états énergétiques des
spins I, et I,. Ce calcul a été effectué en utilisant une base couplée représentant les états des deux
spins I, et I, en interaction dipolaire dans le champ magnétique externe Bo (voir Annexe I.1).

Les états énergétiques des spins de deux protons en interaction dipolaire dans le champ

magnétique externe Bo peuvent étre représentés sous forme d’un diagramme énergétique (Figure

1.6).
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Sans champ externe Bo o€ Zeeman O"ezf,eman + o"6Dipolajre

Figure 1.6

Le diagramme montre immédiatement que sous !’interaction Zeeman, une seule transition

sera observée en ®,. En tenant compte de I’interaction dipolaire, un doublet symétrique par rapport

a m, est observé: deux transitions sont autorisées, elles correspondent aux écarts énergétiques [®,

3/4 @, (0)].

3.2.4.2 Le spectre théorique

En raison de I’interaction dipolaire, le spectre théorique pour deux protons, dont le vecteur

internucléaire r fait un angle 6 avec le champ magnétique externe Bo, sera un doublet symétrique

par rapport a . Les deux raies ont leur fréquence de résonance a
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2
ST N . PP
W, +/ 1 B (1-3cos?0).

Cette relation montre que I’écartement entre les raies est périodique de période &, qu’il est

fonction de I’orientation du vecteur internucléaire r entre les deux protons par rapport a la direction

du champ Bo, et de la distance entre ces deux protons (Figure 1.4).

$ b @ )

0=0° I
(@
W, + % W, o, - % ®o
@ )
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0=45°
1 1o ®)
W, +-L® o, - L
Bo °T 2" ° 7
) 2
8=90° é--@
Il 12 (C)
O)o + % (DD

(d)

S
coo+-3-con(e) wo-%mo(e)

Pour une orientation 8 quelconque (e)

Figure L7
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Le spectre théorique est schématiquement représenté sur la Figure 1.7 pour 6 = 0° (a), pour
8 = 45° (b), pour 8 = 90° (c), et pour une orientation 6 quelconque du vecteur r par rapport 2 B o

(e). Quand 8 = 54°7, le spectre se réduit a une raie unique centrée en ®, (d): ’élargissement

dipolaire est alors nul.

L’écartement maximal wy, (0) des deux raies correspond aux positions du vecteur r ot 8 =
kr et 6 = w/2 + kr (Figure 1.7). Ainsi 'une des raies se trouvera dans le domaine des fréquences

Ao tel que:

La seconde raie se trouvera dans le domaine de fréquence A®' tel que:

®o

N
e
o
IA
b
=]
IN
e
o
+

NN

Dans le cas d’un échantillon de poudre, toutes les orientations du vecteur r par rapport 2 Bo

sont possibles et équiprobables. Les domaines de fréquences autorisées pour les deux transitions

montrent que la largeur totale du spectre sera de 3 ;. Chaque orientation du vecteur r va contribuer

au spectre final qui sera une enveloppe large (3 ®;) contenant 1’ensemble des paquets de doublets

correspondant a chaque orientation du vecteur r par rapport a Bo.

3.2.5 Calcul du spectre théorique 'H d’une poudre: le gypse

Le gypse (SO,Ca, 2 H,0) contient deux molécules d’eau rigidement li€es au réseau

cristallin. Il constitue un bon modele pour représenter un ensemble de paires de spins 1/2 isolées en
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interaction dipolaire (Pake, 1948). Faisons abstraction de la dynamique moléculaire de ces
molécules d’eau, en se placant a trés basse température. Toutes les orientations des vecteurs
internucléaires r reliant deux protons d’une molécule d’eau (d = 1.58 A) sont possibles et

équiprobables.

Le calcul de la forme théorique du spectre peut se réduire a la construction d’un

histogramme, ol pour chaque valeur de 6 nous attribuons deux transitions a ®, + 3/4 w,(6) et un

nombre de molécules d’eau ou le vecteur r fait un angle 6 avec I’axe (Oz). En utilisant les

coordonnées sphériques, cette derniére probabilité est donnée par:

2r '

1 . 1

47‘[ do sin® > sin 6
0

Nous pouvons ainsi construire cet histogramme (Figure 1. 8), et nous confirmons bien que

les deux transitions sont limitées aux domaines de fréquences {®, - 3/4 W, AW < ®, + 3/2 ©,} et

{®, - 372 0, < Aw' < 0, + 3/4 ,}respectivement.

o S

) 1 L 1 1
3w, -3 3 3
'29):, 4(0D O T(OD 2(»0D

Figure L.8
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Toutes les orientations possibles et équiprobables des vecteurs r contribuent au spectre final

de largeur totale 3 ®, (Figure 1.8), ol chaque raie d’un doublet est autorisée a se trouver dans un

domaine de fréquence donnée Am et Aw'.

3.3 La technique de rotation de I’échantillon a I’angle magique

3.3.1 Origine

Trouver I’équivalent, pour un solide, des mouvements moléculaires observés dans les
liquides, qui moyenneraient a z€ro les interactions statiques de type anisotropie de déplacement
chimique (CSA) et de couplage dipble-dipdle, a été a I’origine de la méthode de rotation a haute
vitesse de I’échantillon a 1’angle magique (MAS) découverte par Andrew et Lowe (Andrew et al,

1959; Lowe, 1959).

3.3.2 Définition

5

La technique de rotation de I’échantillon a I’angle magique consiste a effectuer dans le

référentiel du laboratoire des rotations rapides a la vitesse ®, (plusieurs kHz) de 1’échantillon autour

de la direction de I’angle magique. La direction de 1’angle magique fait un angle de 54°7 par rapport

a la direction du champ magnétique externe Bo (Figure 1.9 (a)).

3.3.3 Description de la rotation a I’angle magique

La rotation rapide du rotor a 1’angle magique (Figure 1.9 (a)), va entrainer tous les vecteurs
internucléaires ry, 2 effectuer un mouvement de rotation autour de la direction de 1’angle magique
(Figure 1.9 (b)). Pour chacun des vecteurs ry, c’est a dire pour chaque paire de dipdles, le

mouvement de rotat. . fait comme si les deux dipdles se voient en moyenne sur I’axe de rotation, et
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si cet axe est choisi le long de la direction de I’angle magique, 'interaction dipole-dipdle va se

trouver moyennée a z€ro paire par paire.

Bl! = 5407'

@
r

Rotor

(a) (b)

Figure 1.9

3.3.4 La rotation a I’angle magique en RMN du solide - paralléle

avec I’échange chimique en RMN du liquide

Cas d’un liquide

Lorsqu’un noyau peut occuper deux environnements dans une molécule en solution, deux
situations peuvent se présenter. La premiére est celle oul le noyau échange lentement entre ces deux

positions. Un déplacement chimique est observé pour ce noyau dans les deux environnements,

soient deux déplacements chimiques séparés par Av. Le nombre de fois ol le noyau va échanger

par seconde entre les deux positions est la constante d’échange k (s™).

T
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L’échange sera dit lent lorsque nous sommes capables d’observer pour ce noyau

simultanément ces deux environnements, soit lorsque k << Av, c'est a dire que le temps de

résidence du noyau dans chacune de ces positions est long.

La deuxieme situation est le cas ou le noyau échange rapidement entre ces deux
environnements. Un déplacement chimique unique est observé, il va correspondre au déplacement .

chimique moyen des deux environnements occupés par le noyau. La constante d’échange k est telle

que k >> Av.

En solution, la constante d’échange k est une constante moléculaire (Kaplan, 1996). Le
phénomene d’échange est aléatoire et gouverné par le mouvement Brownien des molécules en

solution: le phénomene est non déterministe. Si nous connaissions la position d’une molécule a

I’instant #, il nous est impossible de connaitre sa position exacte a I’instant ¢ + At.

Cas d’un solide

Dans un solide, un noyau est autorisé non pas a occuper uniquement deux environnements
mais un trés grand nombre. A un environnement du noyau va correspondre un déplacement
chimique. Ce phénoméne pourrait s’apparenter & un phénoméne d’échange chimique multi-
positions, ol la largeur de raie statique Av définit les environnements ’’extrémes’’ que le noyau

peut occuper dans le solide. Les atomes étant fixes (ou trés peu mobiles), tous les environnements

sont observés sous une enveloppe trés large Av: I’échange chimique est tres lent.

Introduisons du mouvement macroscopique apporté par la rotation rapide () de

I’échantillon a 1’angle magique. Les mouvements macroscopiques de rotation vont entrainer des
mouvements microscopiques pour chaque noyau, Aui va parcourir 1’enveloppe statique des

glissements chimiques. Ce dernier phénoméi.. est comparable au phénomeéne d’échange chimique
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en solution. Si nous augmentons la vitesse de rotation jusqu’a ce que celle-ci soit supérieure 2 la

largeur de raie statique Av, un environnement unique moyen pour chaque noyau de la molécule sera
observé. L’échange est devenu rapide, la constante d’échange , est telle que @, > Av. Nous

retrouvons la condition sur la vitesse de rotation a I'angle magique: la vitesse de rotation ®, doit étre

supérieure a la largeur de raie statique pour supprimer les élargissements statiques de raie.

Pour un solide en rotation a I’angle magique, la constante d’échange est un parameétre que

I’on maitrise parfaitement: c’est la vitesse de rotation ®,. Connaissant la position d’un atome a un

B

instant #, nous pouvons déterminer sa position exacte a l’instant ¢ + At: le phénomeéne est

déterministe.

Ces deux constantes d’échange, k et @, ont exactement le méme mécanisme d’action, mais

des origines complétement différentes. L’une est déterministe (®,), I’autre ne I’est pas (k).

3.3.5 Description du Hamiltonien d’interaction dipolaire

sous la rotation a I’angle magique

Lorsque I’échantillon est placé dans un rotor qui tourne a la vitesse @, autour d’un axe décalé

d’un angle B" par rapport 4 la direction du champ Bo, tous les vecteurs internucléaires r,, reliant

les dipdles magnétiques m, et m,, vont décrire des mouvements de rotation autour de la direction de

I’axe du rotor (Figure 1.9 (b)). Les angles Ojk (angle entre le vecteurs ry et Bo) seront dépendants

du temps, et la dépendance angulaire (3 cos? ij(t) - 1) des termes A et B du Hamiltonien dipolaire

aura des valeurs qui pourront €tre positives ou négatives.
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Pour mieux comprendre I’effet de la rotation rapide de I’échantillon a I’angle magique, il est

plus commode de se placer dans le référentiel du laboratoire, c’est a dire le référentiel de la rotation

o, (Figure 1.10). Nous pouvons exprimer le Hamiltonien d’interaction dipolaire dans le référentiel

du laboratoire pendant la rotation ®,, celui-ci a pour expression pour un ensemble de spins j (le

calcul détaillé est réalisé en I’ Annexe 1.2):

Lab. e fi 3 cos2 B -1 3cos? By -1
SRR RS Y L LNETS VR N NI L
i<k 2Tk

+ C@flo(Qj'k) sin2B" e Tiwt

2 ' . " N
+ OaiZO (ij) sin? B e T2iwt }
- o, est la vitesse de rotation du rotor

- B" est I’angle entre 1’axe de rotation du rotor et la direction du champ Bo

- B'; est I'angle entre I’axe de rotation du rotor et la direction du vecteur Iy

Axe du rotor

Figure 1.10
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Nous pouvons distinguer deux termes dans cette expression du Hamiltonien dipolaire.

Un terme indépendant du temps

Le premier terme CY€ |, est responsable de 1’élargissement dipolaire. 11 est indépendant du

temps, et est nul lorsque le rotor est en rotation le long de la direction de I’angle magique B" = 54°7.

Sous rotation rapide a I’angle magique, 1’élargissement dipolaire est moyenné a zéro.

v fi 3 cos 2 -1 3 cos? '~ -1
o = Z LIRS (3L, L, - L. Iy { 2B 2B“‘ }

j<k 2 I?k
Si nous posons  F( [3") =‘-§-( 3 cos 2 B" -1)
Nous obtenons
o= F(B) Z A (3L Iz - I Ig) 3 cos 2 B}k -1
j<k 2 I331( 2

S Vel
B =% F(B) =3

1

0 F(PB)

=
I

54°7 F( B") = 0 condition de I'angle magique

™,
]

La fonction F (") montre que la rotation du rotor le long de la direction du champ Bo n’a

aucun effet sur 1’élargissement dipolaire. Si le rotor est en rotation & 90° par rapport a2 Bo, il y a

réduction de moitié de 1’élargissement dipolaire.
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11 est important de noter que I’ajustement de I’angle magique doit étre soigneusement réalisé.
Toute variation angulaire € va entrainer une nouvelle source d’élargissement de V2 & fois la

contribution dipolaire statique.

F( B"+ €) = V2¢

Un terme dépendant du temps

Le second terme V€ 2, €st dépendant du temps et périodique: il varie en ®, eten 2 ®. 1l
sera moyenné a zéro a haute vitesse, car il varie faiblement et rapidement dans le temps. Ce terme
est a I’origine de I’apparition de bandes de rotations espacées du muitiple de la vitesse de rotation

.

r

A ﬁ , " ‘
CyeZ(t): z ’YJ_Z’Yk—_ (3Ijz L, - Ij ) { @ilo(ﬂjk) sin ZB e fiot
j<k jk

2 ' . " .
+ @tzo(ij) sin2 B e t2ont }

3.4 L’Anisotropie de déplacement chimique
3.4.1 Définition

Le déplacement chimique est une interaction du type électron-noyau qui ne dépend que de la
distribution spatiale des électrons autour du noyau. Sous ’effet du champ magnétique externe Bo,
il y a précession de Larmor des électrons périphériques autour du noyau et une déformation des
orbitales électroniques due aux €lectrons des noyaux voisins. Cela se traduit par 1’apparition de
champs magnétiques locaux proportionnels 2 Bo, qui s’opposent ou s’ajoutent & la direction du

champ externe Bo: il s’agit du phénoméne d’écrantage ou de déplacement chimique. Ainsi le noyau
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n’interagit pas avec le champ magnétique externe Bo mais avec un champ effectif (1 - czs).Bo, oll &

représente le tenseur d’anisotropie de déplacement chimique (voir Annexe 1.4).

Le Hamiltonien, décrivant I’interaction des spins nucléaires j avec le champ magnétique

externe Bo et I’anisotropie de déplacement chimique, s’exprime par:
o= - Y yfil;.(1-0).B,
j

3.4.2 Le Hamiltonien d’anisotropie de déplacement chimique

L’ anisotropie de déplacement chimique, comme [l’interaction dipolaire, est une interaction

tensorielle. Le Hamiltonien d’anisotropie de déplacement chimique dans le référentiel du laboratoire

peut étre décrit par I’expression suivante (voir Annexe [.4):

e b

Yj fiLjz \Oiso + §2Q(3COSZB -1 -ng sin? B cos2 o)

ou (o, B) sont les angles polaires décrivant les axes propres du tenseur d’anisotropie de

déplacement chimique o par rapport 4 Bo. Les paramétres 6, , 86 et NG sont le déplacement

chimique isotrope, I’anisotropie de déplacement chimique et le paramétre d’asymétrie

respectivement.
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cas d’un liquide

En solution, par suite des mouvements moléculaires rapides et aléatoires, seule la partie

isotrope G, du tenseur G est observée, car nous avons:

2n ®

(3cos20 -1 +7Mgsin?6 cos2¢ )sin® d8 do = 0

Cas d’un solide

Dans un solide, ol toutes les orientations spatiales sont possibles pour un noyau, un
déplacement chimique différent sera observé pour ce noyau pour chacune des orientations que celui-
ci aura dans 1’espace: c’est son anisotropie de déplacement chimique. Le spectre résultant est une

superposition des raies élémentaires correspondant a chacune des orientations. Si nous faisons

tourner I’échantillon a I’angle magique sous une vitesse m, supérieure a I’ anisotropie de déplacement

chimique, le spectre se réduit a I’observation du déplacement chimique isotrope G,,, pour chacun

des noyaux: I’anisotropie de déplacement est alors moyennée a zéro. Si la vitesse de rotation est

plus petite que 1’anisotropie de déplacement chimique, il apparaitra pour chaque raie des bandes de

rotation distantes les unes des autres de la fréquence de rotation @,

3.5 Les discontinuités de susceptibilité magnétique

dans les composés sur support solide

3.5.1 Les discontinuités internes de susceptibilité magnétique
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3.5.1.1 Origine

Pour toute expérience RMN, un champ magnétique externe Bo uniforme est appliqué sur
une échelle significativement plus grande que I’échelle moléculaire. Le champ magnétique externe
Bo est tres homogeéne, mais I’introduction dans ce champ homogéne d’un élément de volume
quelconque avec une susceptibilité magnétique donnée modifie le champ interne ressenti a la fois a

Pintérieur et a I’extérieur de I’élément de volume, créant des déviations de ligne de champ.

La forme ellipsoidale est la forme géométrique, qui dans un champ magnétique externe
uniforme donne lieu & un champ magnétique interne le plus uniforme possible. Le cylindre de
longueur infinie et la sphere sont des ellipsoides de révolution. Ce type de géométrie, approximant
une ellipsoide, est la forme que possédent les échantillons a analyser en RMN (Garroway, 1982;

Barbara, 1994).
3.5.1.2 Les composés sur support solide

Les composés sur sﬁpport solide sont constitués d’une matrice solide (domaine (a) Figure
I.1), dont la forme s’apparente a une bille. Les billes sont par nature toutes différentes en taille et en
forme, cependant elles sont généralement assimilées a des spheres. Les molécules synthétisées
(domaine (d) Figure I.1) sont attachées par les bras moléculaires (domaines (b) et (c) Figure 1.1)
aux réticulations de la bille qui se trouvent a sa surface et 2 Pintérieur. Définissons une entité
constituée de la bille de résine supportant les molécules synthétisées. Chaque entité est définie par
de petits domaines de susceptibilité magnétique différente (voir § B.2 et § B.3.1.4). Comme la taille
du réseau de réticulation de la bille est trés grande devant la longueur des chaines moléculaires
synthétisées, on considere que la forme globale d’une entité€ correspondra a celle de la bille, c’est a

dire a une sphére.

Soit une entité introduite dans le champ magnétique uniforme Bo. Nous pouvons calculer la
distribution des champs magnétiques internes a !’intérieur de chaque entit€ de la maniére suivante.

En un point de I’entité, ol I’on désire calculer le champ magnétique interne ressenti, définissons
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une cavit€ sphérique €lémentaire V qui sera la plus grande sphere de méme susceptibilité
magnétique existant en ce point. Subdivisons le volume restant de I’entité en volumes sphériques j,
de volume V;, de fagon a considérer le volume entier de I'entité (Figure 1.11). Réalisons cette

subdivision pour chaque entité de I’échantillon.

Figure I.11

Le champ magnétique interne ressenti par chaque sphére sera la somme (i) du champ
magnétique externe homogéne Bo, (ii) avec le champ du a la polarisation uniforme de la cavité
sphérique dans le champ Bo, et (iii) avec la contribution des champs dipolaires locaux créés par les
autres spheres environnantes de susceptibilité magnétique différente (VanderHart, 1996). Dans le
cas d’ui cavité sphérique (facteur démagnétisant 1/3), la contribution en champ interne d’une

sphére, provenant de la polarisation de cette sphere dans le champ Bo, est annulée par le champ
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démagnétisant. Chacune des sphéres va présenter un moment dipolaire macroscopique L. Le champ
magnétique ressenti par une sphére sera le champ magnétique externe Bo et toutes les contributions
des champs dipolaires créés par les autres sphéres j: il s’agit maintenant d’interaction dipolaire
macroscopique. Ces contributions en champ dipolaire (par unité de volume) peuvent s’exprimer

par:

Apres projection selon la direction du champ magnétique externe Bo et eén coordonnées

polaires, nous obtenons:

L 23 COSzej -1
)

4 rf

r; représente la distance entre le centre de la sphére de volume V et le centre d’une autre

sphere j. 6, est I’angle entre la direction du vecteur r; et du champ externe Bo.

Chacune de ces interactions dipolaires, d’origine macroscopique, va €tre moyennée a z€ro
par la rotation rapide de I’échantillon & I’angle magique. Ces interactions dipolaires macroscopiques
vont étre éliminées de la méme maniere que les interactions dipolaires microscopiques (voir §

B.3.3.3).

Les fortes discontinuités de susceptibilité magnétique, existant a I’intérieur de 1’échantillon,
dues aux nombreux interfaces, notamment lorsque la résine est gonflée (solvant / billes gonflées),

vont étre moyennées conduisant & une susceptibilité magnétique quasi-isotrope dans I’échantillon.

La cc- wibution des inhomogénéités de susceptibilité magnétique a 1’élargissement des raies

a déja été mise en évidence en RMN du solide par Stoll (Stoll & Majors, 1981). Sur un composé de

50



Chapitre [ La RMN MAS et la synthése en phase solide

NbH, présentant une largeur de raie statique en 'H de 13 kHz, ceci malgré des valeurs de T, = 75

ms et T, = 35 ms, Stoll a montré qu’une vitesse de rotation a I’angle magique nettement inférieure

(3.4 kHz) permettait de réduire de plus d’un facteur 4 la largeur de raie statique. La contribution
dominante responsable de I’élargissement statique a alors été attribuée aux fortes discontinuités de

susceptibilité magnétique a I'intérieur de I’échantillon.
3.5.2 Les discontinuités externes de susceptibilité magnétique

Des inhomogénéités de susceptibilité magnétique vont persister sans étre affectées par la
rotation a I’angle magique. Ces derniéres ne proviennent plus de 1’échantillon mais'de la sonde de
mesure RMN. Ces discontinuités de susceptibilité magnétique proviennent des composants
électroniques et mécaniques de la sonde. Si ces composants sont disposés de maniére asymétrique a
I'intérieur de la sonde, cela va perturber le champ ressenti au niveau de la bobine de mesure. La
solution peut étre de disposer de maniere symétrique ces composants, et de les éloigner dans la

mesure du possible de la bobine pour limiter leurs effets perturbateurs.

Modifier certains des composants de la sonde peut aussi améliorer la résolution, par exemple
en remplacant le matériau de la bobine radiofréquence par un matériau de susceptibilité magnétique

la plus proche de celle de I’air (Fucks ez al., 1992).
Pour les composés en phase solide, une procédure de shimming de la sonde se révele

toujours &tre une étape indispensable avant I'expérience pour réduire au maximum les

inhomogénéités macroscopiques de champ a I’intérieur de I’échantillon.
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3.6 La technique RMN MAS des composés en phase solide

3.6.1 Le gonflement de la résine et la rotation a ’angle magique

Le spectre statique en 'H, lorsque la résine est séche, présente une raie trés large (= 10 kHz)
complétement inexploitable (Figure 1.3 (A)). La rotation rapide a ’angle magique (jusqu’a 5 kHz),
n’apporta aucune amélioration sur la résolution du spectre (Figure 1.3 (B)). Actuellement la vitesse
maximale que nous savons atteindre avec 1’unité pneumatique de notre spectrométre est de I’ordre
de 7 kHz, il est dans ces conditions impossible d’obtenir un spectre '"H résolu de 1’échantillon
lorsque la résine est séche. Les interactions de CSA, de dipolaire et les discontinuités de
susceptibilité magnétique a I’intérieur de I’échantillon sont beaucoup trop importantes pour pouvoir

étre éliminées par le MAS.

Il est intéressant de noter que le gonflement seul de la résine ne permet pas non plus
d’obtenir un spectre résolu en 'H (Figure 1.3 (C)): le spectre reste large et non résolu (= 0.6 kHz).
Cette remarque montre que le gonflement de la résine et la rotation a I’angle magique sont des
parameétres essentiels. Ces deux conditions doivent étre impérativement remplies pour I’analyse par
RMN de composés sur support solide. Une entorse a cette observation existe cependant, elle ne
concerne pas le 'H mais le '°C. En effet, la dispersion des déplacements chimiques du "*C étant
large (= 200 ppm) devant celle du 'H (= 10 ppm), les problémes de largeur de raie sont moins
critiques en "*C. Ce qui explique que des spectres résolus en >C peuvent étre obtenus sur des

échantillons de résines gonflées sans avoir recours au MAS (Giralt et al., 1984; Look et al., 1994).

Si maintenant nous combinons la technique de rotation de I’échantillon & I’angle magique
avec le gonflement des billes de résine, des résultats qui approchent ceux de la RMN liquide haute
résolution peuvent étre obtenus pour les composés sur support solide (Figures 1.3 (D) et (E)). Les
résonances associées aux molécules attachées aux billes présentent une largeur de raie moyenne de
I'ordre de 20 Hz en 'H et de 10 Hz en ">C. Les résonances de la matrice immobilisée demeurent
non identifiables. Toutes les séquences d’impulsions de la RMN liquide peuvent étre utilisées, et

ainsi nous avons acces a 1’identification compléte des composés sur support solide.
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3.6.2 La rotation a ’angle magique et les mouvements moléculaires

Dans I’échantillon, lorsque la résine est séche, les mouvements moléculaires sont trés
réduits. Les atomes occupent des positions figées et leurs orientations fixes sont aléatoirement
réparties dans I’espace. Les interactions dipolaires, de CSA, et les inhomogénéités de susceptibilité
magnétique sont trés fortes et impossibles & €liminer par le MAS (Figure 1.3 (B)). Le spectre 'H

résulte en une enveloppe tres large (= 10 kHz) (Figure 1.3 (A)).

Lorsque les billes de résine sont gonflées a I'aide d’un solvant, le volume macroscopique
des billes augmente. La solvatation de la matrice solide (domaine (a) Figure 1.1)" et des chaines
moléculaires (domaines (b), (c) et (d) Figure I.1) introduit un gradient de mobilité dans le systeéme
qui dépend de la maniere dont chaque domaine (Figure 1.1) est solvaté. Les mouvements lents se
situeront au niveau de la matrice solide, alors que les mouvements plus rapides se situeront en bout
de chaine moléculaire. La libert€ de mouvement et ’espace conformationnel autorisés pour les
molécules ancrées a la bille augmentent. Ces molécules se déplacent en se réorientant rapidement et
de manicre aléatoire, ce qui moyenne a zéro les interactions de CSA et dipolaires. Ainsi le
gonflement de la résine conciuit a une forte réduction (par un facteur 20) de I’élargissement de la raie
statique en 'H (= 0.6 kHz) (Figure 1.3 (C)). Néanmoins le spectre reste inexploitable. C’est le
caractere tres hétérogeéne de I’échantillon qui, par les discontinuités de susceptibilité magnétique,

contribue & cette largeur de raie résiduelle importante.

Lorsque 1’échantillon est mis en rotation rapide a I’angle magique, les discontinuités de
susceptibilité magnétique vont étre moyennées et les interactions dipolaires macroscopiques vont
étre éliminées a la fois par les mouvements microscopiques des chalnes moléculaires et par les
mouvements macroscopiques dus a la rotation a I’angle magique (Andrew, 1996; Stoll & Majors,
1981). Dans ce cas, les mouvements macroscopiques rendent les mouvements moléculaires
microscopiques plus efficaces. Une vitesse de rotation de 1’ordre de la largeur de raie résiduelle
statique est suffisante pour faire apparaitre des raies de ré=onances fines en 'H pour les chaines
moléculaires (Figures 1.3 (D) et (E)). Des vitesses cie rotation plus importantes que la largeur de raie

statique n’apportent aucune amélioration quant a la résolution des spectres. Cependant,
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expérimentalement des vitesses de rotation de I’ordre de sept fois la largeur de raie résiduelle
statique (soit ®, = 4 kHz), sont choisies de maniére a ne pas observer de bandes de rotation dans le

domaine intéressant des spectres en 'H.

3.7 Tableau récapitulatif des élargissements en RMN MAS

des composés en phase solide

Nous présentons en la Table I.1. un récapitulatif décrivant schématiquement I’intensité des
différentes contributions responsables de I’élargissement des raies, et leur résultante apres

gonflement de la résine et sous rotation rapide de I’échantillon a I’angle magique.

Contribution a Résine seche Résine eonflé Résine gonflée
I'élargissement des raies e sece esIne gontlee  sous MAS 2 4 kHz
Anisotropie de -
déplacement chimique (CSA) ++++ + 0
Interaction dipolaire 'H -'H ++++ + =0

Inhomogénéités microscopiques v
de susceptibilité magnétique + + + + + +
(interfaces échantillon / rotor)

Inhomogénéités macroscopiques
de susceptibilité magnétique ++++ ++++ + +

(composants de la SOl’ldC) corrigées par le shimming

=20Hz ('H)

. 1 ~
Largeur de raie 'H 10 kHz < 1kHz ~10Hz (°c)

P

Table I.1
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3.8 Aspects expérimentaux et pratiques
3.8.1 Le gonflement de la résine

Pour I’analyse par RMN MAS de composés sur support solide, la préparation de
I’échantillon est primordiale afin d’obtenir une bonne résolution (Kiefer, 1996). C’est la capacité du
solvant a gonfler les billes de résine (domaine (a) Figure 1.1) et les molécules ancrées qui va
déterminer la mobilité des chaines moléculaires (domaine (d) Figure 1.1). Les molécules de solvant
vont pénétrer les billes pour les gonfler en solvatant les molécules ancrées (domaine (d) Figure I.1)
et la matrice solide (domaine (a) Figure 1.1). Plus le volume macroscopique des billes gonflées sera

important, plus la mobilité des chaines moléculaires qui y sont greffées sera importante.

Tester la capacité de différents solvants a gonfler la résine, permet de déterminer avant
I’analyse par RMN MAS les meilleures conditions expérimentales. La mesure sous microscope
binoculaire du diameétre moyen des billes gonflées permet d’estimer la capacité d’un solvant a
gonfler la résine. Nous utiliserons le paramétre V,, qui désigne le rapport du volume moyen d’une
bille gonflée sur le volume moyen d’une bille séche (Tam & Lu, 1995). Le solvant présentant le V,
le plus élevé sera la solvant le plus approprié€ a solvater I’échantillon. Ces mesures n’entrainent pas
de perte d’échantillon, car ce dernier peut étre ensuite séché et réutilisé. Pour 1’analyse par RMN
MAS, les solvants utilisés pour gonfler la résine sont deutérés pour éviter I’apparition de signaux

'H intenses issus du solvant, mais aussi de maniére 2 utiliser le H pour le signal de lock.
3.8.2 L’analyse

Pour toute analyse RMN, il est nécessaire d’avoir un champ magnétique externe homogene.
Les inhomogénéités de champ magnétique sont corrigées par une procédure de shimming. Pour un
échantillon liquide cylindrique, le shimming est facile a réaliser du fait de la symétrie axiale de
I’échantillon. Pour un échantillon solide, les inhomogénéités locales de champ magnétique sont
moins critiques en raison de la largeur de raie intrinséque trés importantr “zr contre pour un

composé sur support solide (lorsque la résine est gonflée) placé en rotation a I’angle magique, la
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situation est bien plus critique. Bien que les contributions locales aux inhomogénéités de champ,
dues au caractere tres hétérogéne de I'échantillon soient en grande partie moyennées par le MAS,
des inhomogénéités macroscopiques de champ magnétique demeurent. Ces perturbations
proviennent des interfaces rotor / échantillon et des composants de la sonde. Une procédure de
shimming est alors trés importante. Le manque de symétrie axiale de I’échantillon & I’angle magique
et le rapport (longueur du rotor / diametre du rotor) défavorable modifient complétement la
procédure de shimming habituellement employée pour un échantillon liquide cylindrique. La
méthode consiste a compenser les inhomogénéités de champ essentiellement par les bobines de
champ X, Y, XY, (X>-Y?), X* et Y?, et ensuite 2 affiner avec la bobine de shim Z et ses ordres
supérieurs. Dans notre procédure de shimming, le niveau des inhomogénéités de champ a été évalué
en utilisant I’intensité du signal de lock du *H du solvant deutéré servant & gonfler la résine. Pour
cela la bobine associée au canal de détection X de la sonde a été accordée sur la fréquence du *H.
Ainsi une raie parfaitement symétrique avec une largeur a mi-hauteur de 2 Hz (a 300 MHz pour le

'H) peut étre obtenue pour un échantillon statique d’eau (80% H,0 / 20% D,0) a I’angle magique.

3.8.3 Considérations pratiques

Pour I’analyse, une quantité de 30 mg de résine supportant la molécule synthétisée est
nécessaire pour remplir completement un rotor de 4 mm de diametre. Le gonflement de la résine se
fait avec un solvant deutéré, il peut étre réalisé directement dans le rotor, mais il est préférable de le
faire préalablement a I’extérieur dans un eppendorf. Le gonflement peut &tre effectué en mélangeant
a |’aide d’une pipette le solvant a la résine, le gel ainsi formé peut ensuite étre légeérement agité. Une
petite quantité (2 a 5 microlitres) de tétramethylsilane (TMS) peut étre ajoutée a la résine gonflée
pour servir de référence pour les déplacements chimiques 'H et °C. Tout type de solvant organique
ou combinaison de solvants peut étre utilis€ pour le gonflement. Dans certaines cas, un chauffage
de la résine est utile pour faciliter le gonflement. La quantité de solvant a ajouter a la résine séche est
a déterminer avec précaution, car il faut éviter d’avoir dans le rotor deux phases: une phase gel et
une phase liquide de solvant. Une quantité trop importante de solvant dans le rotor pourrait rendre

difficile la rotation stable du rotor a I’angle magique.
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Apres avoir mis le rotor en rotation a I’angle magique, il est nécessaire d’accorder le canal de
détection X de la sonde pour pouvoir utiliser le signal de lock du *H du solvant. Cette configuration
permet le shimming de la sonde, et pourra étre maintenue pour toutes les expériences
homonucléaires, mais sera modifiée pour les expériences hétéronucléaires car ces dernieres
nécessitent I’ utilisation du canal X pour 1’observation du "*C par exemple. Une vitesse de rotation
de 4 kHz & 300 MHz pour le 'H, est suffisante pour supprimer les élargissements de raie et obtenir

des bandes de rotation hors du spectre 'H.
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C. La technique RMN MAS appliquée a la synthése en phase solide

1. Suivi complet d’une synthese organique

en phase solide: la réaction de Heck

1.1 Introduction

Deux stratégies sont actuellement connues pour générer des bibliotheques de petites
molécules organiques: la synthése en phase homogene (Gravert & Janda, 1996) et la synthése en
phase solide (Gordon et al., 1994; Gallop et al.; 1994). Dans le domaine de la synthése organique,
la synthése en phase homogene est largement employée depuis trés longtemps, alors que la
synthése en phase solide n’a que trés récemment fait ’objet de beaucoup d’attention. C’est
notamment la facilit€¢ a séparer la molécule synthétisée des excés de solvants, de réactifs et
d’impuretés qui fait que cette technique se développe en syntheése organique, alors qu’elle était

appliquée depuis plusieurs décennies dans le domaine de la chimie des peptides (Merrifield, 1963).

L’un des problemes majeurs dans le développement de nouvelles synthéses en phase solide
est le manque de techniques analytiques non destructrices permettant la caractérisation des
composés sur le support solide. Ceci vient du fait que les techniques d’analyse utilisées pour la

synthése en phase homogene sont inadaptées pour la phase solide.

Récemment, la technique RMN MAS combinée avec le gonflement de la matrice solide,
s’est révélée étre la méthode d’analyse de choix pour caractériser les composés organiques sur
support solide. Nous nous sommes intéressés ici au suivi par la technique RMN MAS de la réaction
de Heck en phase solide (Hiroshige et al., 1995). Cette réaction présente un grand intérét
notamment en synthése combinatoire car elle permet d’explorer un grand nombre de bibliotheques

de petites molécules par la génération de liaisons carbone-carbone.

1.2 Suivi complet d’une synthése organique en phase solide

incluant la réaction de Heck

58



Chapter 23

Magic-Angle Spinning NMR Spectroscopy
of Polystyrene-Bound Organic Molecules

Monitoring a Three-Step Solid-Phase Synthesis
Involving a Heck Reaction

Christophe Dhalluin, Iuliana Pop, Benoit Déprez, Patricia Melnyk,
André Tartar, and Guy Lippens

Chimie des Biomolécules, Unité Recherche Associée, Centre National
de la Recherche Scientifique 1309, Institut Pasteur de Lille,
1 rue du Pr Calmette, 59019 Lille Cédex, France

Organic synthesis by solid phase methods is emerging as a powerful
tool for the combinatorial synthesis of large arrays of small molecules.
The major difficulty in organic solid phase synthesis development lies
in the structure determination of the compounds still tethered to the
insoluble matrix. Until now, cleavage of the tethered molecule from
the support and classical homogeneous phase methods were employed
for the control of products synthesized on solid supports. Recently, the
possibility of performing NMR analysis of polymer-linked molecules
has been reported. We report here the MAS NMR gel phase
monitoring of a three-step synthesis performed on a divinylbenzene
crosslinked polystyrene. Theoretical and experimental aspects of the
MAS NMR technique applied to organic solid phase synthesis are
discussed.

High-resolution Magic Angle Spinning (MAS)"? NMR has recently attracted
considerable attention as a method to analyze the products resulting from organic
solid-phase synthesis (SPS) without the need of cleaving them from their solid
support.>* Whereas the NMR assignment of compounds still attached to the insoluble
matrix using the standard high resolution techniques remains a real challenge due to
the line broadening caused by the restricted molecular motion of the molecules on the
polymer beads and by the bulk magnetic susceptibility discontinuities in the rotor, the
use of the MAS technique has allowed to overcome some of these limitations. In this
report, we explore a number of experimental factors and their influence upon the
quality of the NMR spectra, we discuss the general assignment strategy of a
compound on a bead and exploit the previous results to demonstrate the step-by-step
assignment of a chemical reaction without the cleavage of the intermediate products.
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The solvent motion in the polymer network leads to chain expansion observable
on a macroscopic scale as a swelling of the bead and is accompanied by an enhanced
local mobility of the attached molecules at the microscopic level. As a consequence
of the enhanced molecular mobility the various interactions that govern the line width
of the NMR signal will be motionally averaged, including the homonuclear dipolar
interaction that can broaden proton signals up to values of 20 kHz in a static solid
state sample. This motional averaging may be incomplete, due to the anisotropic
environment of the solvent molecules in the polymer. The resulting residual dipolar
broadening can be further reduced by spinning the sample at the magic angle at a
spinning rate higher than the non-spinning residual line width. This last condition on
the spinning rate can be advantageously exploited to suppress the lines of the more
rigid supporting polymer while obtaining a liquid-like spectrum for the more mobile
attached molecules.

MAS will also eliminate the magnetic-susceptibility broadening caused by the
difference in (electronic) magnetic susceptibility between the polymer and the pure
solvent, combined with the irregular shape of the solvent/polymer interface.>’
Although removed by the same experimental operation of spinning the sample at
relatively low speeds (a few kHz), the two phenomena of dipolar broadening and
magnetic-susceptibility broadening should be clearly distinguished. This distinction
was made very early in a pioneering study on the NMR behaviour of hydrogen
trapped in NbH,.° The hydrogen diffusion is rapid enough to remove any
homonuclear and heteronuclear dipolar broadening, but static linewidth for the .
proton signal as large as 13 kHz was observed.® Still, this static line width was

accompanied by T, and T,, values superior to 10 ms, indicating that the broadening
was entirely due to spatial inhomogeneities. The authors convincingly showed that it
could be considerably narrowed down by spinning the sample at a rate largely
inferior to 13 kHz.

We will show that in the case of MAS NMR on the support-attached products of
solid-phase synthesis a spinning rate of 2 kHz, easily obtainable on a standard solid
state probe, is sufficient to eliminate to a large extent both mechanisms of line
broadening mentioned above, at the condition that certain experimental parameters of
solvent and bead structure are obeyed. The influence of solvent and swollen bead
structure with its linker on the resulting spectra can be understood in the framework
of the motional averaging as described above. Observation of these simple rules leads
to 1D and 2D homonuclear and heteronuclear spectra allowing the complete
attribution of structurally complex molecules.

NMR Technical Aspects.

Whereas the first results of MAS NMR in SPS were presented using a specially
designed probe (the ‘Nano-probe’ , Varian NMR Instruments, Palo Alto)*’, it readily
became clear that completely satisfactory results could be obtained on a standard
MAS probe.** In the present work, we continue along the last lines : all our resuits
were obtained on a Bruker 300 MHz DRX spectrometer, equipped with a pneumatic
unit and a standard 7 mm MAS probe.

In high resolution NMR spectroscopy, the homogeneity of the static magnetic
field is of paramount importance for the quality of the lineshape in a liquid sample,
and is obtained by the well-known shimming procedure.® In solid state NMR,
however, the intrinsic line broadening is such that extensive shimming is normally
neglected. For the applications described here, it is clear that shimming - though
different from the procedure used on an axially symmetric liquid sample - will be of
uttermost importance. Indeed, whereas the local contribution to the field
inhomogeneity (due to the many irregular surfaces) will be averaged out by MAS, the
macroscopic field inhomogeneity (due to probe design, the various interfaces
rotor/sample,...) should be minimized by the shimming procedure.
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In high-resolution liquid NMR, the level of field homogeneity is usually
evaluated from the intensity of the field lock dispersion curve.’ The conventional 7
mm MAS solid state probe we used possesses no dedicated lock channel, but is
equipped with two detection channels for the 'H and X nuclei. For the initial
shimming, the X channel was set to the H nucleus frequency, and the probe was
properly tuned in *H, allowing ready use of this coil for a field frequency lock. The
adjustment of the shim coils has been performed by using the magnitude of the field
frequency lock signal. This homology with the situation normally encountered in
liquid high-resolution NMR facilitated the shimming protocol, and proved to be
easier than shimming on the decay of the envelope of the Free Induction Decay
signal.

The lack of axial symmetry with respect to the main static field, and the
unfavorable ratio of sample length/diameter leads to deviations from the habitual
shimming protocol.'®"! The field inhomogeneities in the sample were compensated
primarily by a fine adjustment of the radial shim coils X, Y, XY, (X*>-Y?), X® and Y?,
and after that by a minor contributions of the Z coil and its higher order. A well
symmetric signal with a final line width of 5 Hz could be obtained on the 'H water
resonance of a static sample of water (90%H,0/10%D,0) oriented at the magic
angle.

The frequency lock as implemented through the X coil was also used in
homonuclear spectra to minimize drifts in the magnetic field during the data
collection. For heteronuclear spectra, however, the X coil was set to the
heteronucleus ('*C), and these spectra were run without field locking. Still, field
drifting was not important during the reasonably short duration of the HMQC spectra
(3 hours), leading to high quality heteronuclear correlated spectra on the same
standard MAS probe.

A spinning rate of 2 kHz was sufficient to obtain line narrowing and to avoid
any spinning side bands in the 'H spectra. For larger rates superior to 3 kHz, the
rotation of the sample was harder to stabilize, and for some solvents the tightness of
the rotor proved to be insufficient, leading to the escape of some solvent from the
rotor. However, for samples where the higher spinning rate could be used, no
significant improvement of the spectral quality was observed. Therefore, all further
studies were performed at a 2 kHz spinning rate. Whereas the previous
considerations are mainly concerned with the removal of as many as possible
magnetic field inhomogeneities, a second important factor proved to be the residual
dipolar coupling experienced by the attached molecules. This parameter is directly
linked to the mobility of the molecules in the heterogeneous environment that are the
swollen beads. It is not straightforward to evaluate this parameter, but in the next
paragraph, we try to establish a correlation with the solvent-dependent swelling of
the beads.

Physicochemical Characterization of the Resin Beads.

The preparation of the resin sample which has to be submitted to a MAS NMR
experiment is extremely important to obtain workable data. One key issue is to find
out the best swelling conditions for the resin sample. First, it is important to
determine the minimal volume of solvent required to swell a given amount of resin.
Indeed, a resin sample prepared for a MAS NMR experiment should macroscopically
behave as a stable suspension of beads in the solvent. The bead packing occuring in
the spinning rotor must not lead to the separation of two distinct phases as this would
induce a deterioration of the magnetic field homogeneity. On the other hand, in terms
of microscopic behaviour, as previously discussed, the mobility of the molecules
tethered to the polymer is a determining factor for the resulting line width. This
mobility depends itself on the solvation volume of the resin. We therefore tested
different solvents on their ability to swell the resin, and set out to establish a
correlation between this parameter and the resulting spectra.
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Table 1. Solvation of the Wang-Lys(Boc)-Fmoc resin in different solvents.

entry solvent solvation volume of averaged volume
volume * swollen beads  diameter ratio °

(UL/100 mg)  (uL/100 mg) (Lm)

1 pyridine 700 1000 109.6 6.3
2 DCM 700 800 107.5 5.9
3 chloroform 750 900 103.4 54
4 benzene 620 900 102.9 5.2
5 DMF 540 900 92.7 3.8
6 DMSO 200 300 85.1 29

< minimal volume of solvent required to swell 100 mg of dry resin. * the ratio of

solvated volume and the volume of dry resin as calculated from the averaged diameters
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The resin which was further used for the MAS NMR experiments was a
commercially available 1 % divinylbenzene crosslinked polystyrene Wang-
Lys(Boc)-Fmoc resin. The minimal volume of solvent required to swell 100 mg of

resin was determined. 50 UL portions of solvent were added to a known quantity of
resin until solvent saturation of beads (appearing of a liquid phase). The volume
occupied by the resin beads swollen in the different solvents was measured using a
graduated test tube. The swelling ability of different solvents, associated with the
volume ratio (ratio of a solvated bead volume to the volume of the dry bead) was

then established more precisely. The averaged diameter of the dry bead was 59.5

pm.The polymeric bead volumes were determined by direct measurement of their
diameters under a light microscope provided with a micrometric ocular. For the
solvated resin, beads (200 - 400 mesh) preswollen in the solvent were spread over a
slide with a coverglass to minimize solvent evaporation. The resin beads proved to
have even diameters so a total of about 100 beads for each determination was enough
to determine an averaged diameter. For all these studies, six solvents were tested
(Table 1).

The volume of solvent necessary to completely solvate the beads correlates well
with the final volume occupied by the individual beads. A very low amount of

dimethylsulfoxide (100 puL) was sufficient to completely solvate the beads, and the
final volume ratio shows that dimethylsuifoxide (DMSO) does not efficiently
penetrate into the polymeric network. The same rule was observed when comparing
the solvation volumes for the other solvents, with pyridine needing a maximal
solvation volume and showing the highest volume ratio. However, when we regard
the volume of solvent needed to saturate the beads with respect to the final
macroscopic volume of the swollen beads (and not with the individual bead volume),
the correlation is not obvious. Indeed, we observe an almost constant volume of the

swollen beads (about 900 plL/100 mg resin), despite the different solvation volume
used. This would indicate that larger swollen beads (eg. for pyridine) pack more
closely than the smaller ones (eg. for N, N - dimethylformamide), leading to a similar
final volume. Although we presently do not understand very well the underlying
phenomenon, the resulting NMR spectra (see below) show very similar line widths,
indicating that the mobility of the tethered molecules is not directly affected.

A good solvation of the bead is likely to be related to a wide relaxation of the
polymeric framework and an improved mobility of the tethered molecules. The
inability to obtain workable NMR data for the resin swollen in deuterated DMSQ can
be correlated to its poor swelling ability. The motional freedom for the internal
molecules, which represent more than 99 % of the tethered molecules, is probably
more restricted when using the DMSO than for the other solvents. Good resolution
was obtained when the polymeric beads were swollen in deuterated pyridine, but
spectra of comparable quality were obtained when working in deuterated for N, N -
dimethylformamide (DMF) as well as in deuterated chloroform, dichloromethane
(DCM) or benzene. There probably exists a threshold for the solvation volume above
which the mobility of the tethered molecules becomes important enough to reduce
the residual dipolar coupling.

The MAS 'H spectra exposed sharp resonances with a line width of 21 Hz in
deuterated chloroform, DCM, pyridine and DMF and of 32 Hz in deuterated benzene.
The signals in the '*C MAS spectra have an average line width of 13 Hz in each
solvent. The high motional freedom exhibited by the protected lysine bound to the
solvent swollen beads results in solution-like properties and hence in sharp
resonances. These entirely satisfactory resolutions in 'H and "*C obtained with a
conventional MAS probe are of similar quality to that obtained with a ‘Nano’ probe.?

Since swelling properties of a resin depends on the nature of the growing
molecule fixed on the polymer -a fact well known to solid phase chemists- it is likely
that a systematic study of the swelling should be performed after each step of the
synthesis.



260 MOLECULAR DIVERSITY AND COMBINATORIAL CHEMISTRY

ppm
1.0
NH(1YHy,8 NH(2)Hy,

NH(1yHp

4.5 H6/H7,7’
4; ,m ] [ J
5.0 NH(1¥Ha . 4
: HS,5’

¢’ H4,4'

o~ - .

10.0 T ™ T T T T T T T

R2 7. 8
R1 OD 4o ofi[o Q
‘<:>s

Figure 1. 2D phase sensitive TOCSY spectrum for the Wang-Lys(Boc)-Fmoc resin
(1) swollen in the deuterated pyridine, obtained with a 70 ms MLEV-17 mixing
sequence and with MAS at 2 kHz.
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Attribution of a Molecule Attached to its Bead

Using a conventional 7 mm MAS solid state ?robe and the above described
experimental conditions, ‘solution’ quality 'H and '*C NMR data could be collected
for the Wang-Lys(Boc)-Fmoc resin (1). TMS was added as internal reference to the
deuterated pyridine before the resin swelling, and the *H resonance of the solvent was
used for the field frequency lock during the homonuclear data collection.

Although a line width of 21 Hz can be considered as broad for high resolution
studies, this resolution proved to be entirely satisfactory for the extraction of
structural information through two-dimensional NMR spectra. Total 'H and “C NMR
assignments and structural identification for the Wang-Lys(Boc)-Fmoc resin could
readily be obtained using standard TOCSY'? and 'H-"C HMQC" experiments. For
the TOCSY experiment, a 70 ms MLEV-17 mixing time was used with a field
strength of 10 kHz and appropriated delays to compensate for ROESY effects (clean-
TOCSY).!? The TOCSY and HMQC data were collected as a data matrix of
1024*256 complex points with 16 scans per increment. The total time for each 2D
experiments was approximately 3 hours. These results for the deuterated pyridine
swollen beads are shown in Figures 1 and 2, but results for the other solvents (except
for deuterated DMSO) were comparable. The identification of the 'H spin system of
the protected lysine was unambiguous using the pattern of relayed connectivities in
the TOCSY spectrum as described in the Figure 1. The chain can be traced from the

backbone amide proton through the a-proton and the different side chain protons up
to the e-protons. The reverse pathway from the fert-butoxycarbonyl (Boc) protected

amide proton through the -protons and all side chain protons until the o-proton can
also be identified. The 9-fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) proton resonances are
characterized by a typical pattern of connectivities in the aromatic region. The H6
and H7 protons connecting the Fmoc group to the Lysine residue were assigned as a
group of three interconnected protons, whereas the H4 and HS protons form isolated
proton pairs and could not be unambiguously assigned at this stage.

The carbon assignments follow directly from the previously determined proton
assignments and from the observed 'H-">C correlation peaks as shown in Figure 2.
Complete 'H and '*C NMR assignments for the Wang-Lys(Boc)-Fmoc resin swollen
in the deuterated pyridine are provided in the Table 2. The chemical shift assignment
obtained here agrees well with the values obtained by Anderson and al. for the
Wang-Lys(Boc)-Fmoc resin.’

Whereas the 2 kHz Magic Angle Spinning removes the residual static line
broadening caused by the proton dipolar coupling, the dipolar cross-relaxation
mechanism is unaffected by this process.'* Therefore, a NOESY'!® experiment
performed with a 600 ms mixing time yielded intense cross peaks between the
protons spins of the attached molecules. Figure 3A shows the TOCSY spectrum for
the Wang-Lys(Boc)-Fmoc resin swollen in deuterated benzene, which yields results
very comparable to those obtained in deuterated pyridine. A part of the
corresponding NOESY spectrum is shown in Figure 3B. NOE connectivities between
the H6 and H7 proton resonances and the H8 proton resonance of the Fmoc group
can be observed. The NOESY spectrum allows further an unambiguous identification
of the H4 and HS resonances. A sharp NOE peak was observed between H4 and two
aromatic protons of the ring noted R2, whereas a broad NOE peak was observed
between H5 and two aromatic protons of the ring noted R1 which already belongs to
the polymer solid support. The line width read from these NOE connectivities is
directly correlated to the motional freedom of the protons H4 and HS5 in the molecule:
HS is closer to the polymer bead than H4, and presents a broader line width. The

difference in line width observed in the ®, dimension clearly indicates the mobility
gradient for the two aromatic rings R1 and R2: whereas the proton resonances of the
R1 ring of the polystyrene bead are large, the presence of the ether linker confers an
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Figure 2. Aliphatic region of the '"H-""C HMQC spectrum for the Wang-Lys(Boc)-
Fmoc resin (1) swollen in the deuterated pyridine with MAS at 2 kHz.
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Table 2. Proton and Carbon-13 assignments for the Wang-Lys(Boc)-Fmoc resin (1)
swollen in the deuterated pyridine.

Assignment Proton Carbon-13
shift shift
o 4.73 55.26
B 1.892.03 32.14
Y 1.59 23.85
) 1.59 30.31
€ 3.26 41.13
NH(1) 9.03 -
NH(2) 7.43 -
Boc 1.53 28.73
4 527 66.80
5 5.00 70.46
Fmoc group
aromatics 7.83,7.65, nd
7.34,7.24
6 4.30 47.89

7 4.57, 4.66 66.80
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Figure 3. (A) 2D phase sensitive 70 ms TOCSY spectrum for the Wang-Lys(Boc)-
Fmoc resin swollen in the deuterated benzene with MAS (2 kHz). (B) 2D phase
sensitive NOESY spectrum for the Wang-Lys(Boc)-Fmoc resin (1) swollen in the
deuterated benzene, obtained with 600 ms for mixing time under MAS at 2 kHz.
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important degree of motional freedom to the R2 ring, resulting in a narrow line width
for protons on the latter. In contrast to the TOCSY spectrum, intense and broad
connectivities have also been identified between proton spins belonging to the
polystyrene in the NOESY spectrum.

Step-by-Step Assignment of a Real-Life Chemical Reaction by MAS NMR.

A real challenge in solid phase synthesis is the monitoring of a multi-step chemical
reaction. We decided to follow up the Heck reaction. This reaction is a well known
process to form carbon-carbon bonds and presents a great interest for the
combinatorial solid phase synthesis. It offers the possibility of exploiting a large
variety of building blocks, generating disubstituted olefins which are of great interest
in combinatorial chemistry. Moreover, the Heck reaction is generally a very mild
process, thus being readily amenable to automation. Recently, the formation of
carbon-carll7)on bond in solid phase synthesis using the Heck reaction was

16,
reported.

The same Wang-Lys(Boc)-Fmoc resin of the previously described MAS NMR
experiments was submitted to a three step synthesis (Scheme 1). First, the Fmoc
group was deprotected in the classical manner, using a 20 % solution of piperidin in

DMF. Secondly, the 3-iodobenzoic acid was coupled to the liberated aNH, group

using PyBrOP as activating reagent. The completion of the reaction was determined
by quantification of the residual NH,on the resin, using the quantitative ninhydrin
procedure.' An aliquot of the resin was cleaved using a 90 % trifluoroacetic acid
(TFA) solution in DCM and the product was analysed in HPLC. Finally, the aryl
iodide on the resin was reacted with ethyl acrylate in DMF, in presence of tris(2-
tolyl)phosphine, Palladium acetate and triethylamine, under nitrogen at 60 °C, to
generate a disubstituted olefin. An aliquot of the final resin was also cleaved using a
90 % TFA solution in DCM and the released product was analysed in HPLC and in
solution phase NMR. We thus confirmed the total convertion of the aryl iodide on the
resin into the desired olefin.

Each reaction step was followed by MAS NMR TOCSY and HMQC spectra,
using the experimental conditions previously determined for the Wang-Lys(Boc)-
Fmoc resin. Pyridine was found to be the solvent of choice to swell the polymeric
beads for the resins in all the three reaction steps (only TOCSY spectra collected
using deuterated pyridine swollen beads are presented). At each reaction step, total
structural identification and NMR assignment of the new molecular entity formed on
the polymer could be unambigously obtained on the NMR spectra (Table 3, Figures 4
to 6).

For compound 2, peaks corresponding to the Fmoc protecting group

disappeared. In the same time, the shift of the a-proton toward the high field
confirms the elimination of the Fmoc moiety which was present in. the proximity of

the Ca position. The aNH, protons have disappeared from the spectrum. This

inability to observe amino proton resonances in MAS NMR was previously reported
in the case of the NH*, of the L-alanine.”” It was explained by an interference
phenomenon between the molecular dynamics and the characteristic radiofrequency
field strength of homonuclear pulse trains employed in the NMR experiments leading
to dramatic broadening of lines of amino protons.

For compound 3, peaks that appeared in the aromatic zone of the TOCSY NMR
chart could be attributed to the 3-iodobenzoyl group newly attached to the resin. Only
three from the four protons belonging to the 3-iodobenzoyl group were detected and
we could not identify which peak corresponded to a defined proton. At this step, the

important downfield shift noted for the a-proton confirms the presence of the
benzoy!l ring in the proximity of the Ca position.
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Table 3. Proton assignments for resins 2, 3 and 4 swollen in the deuterated pyridine.

Assignment Proton Shift
resin 2 resin 3 resin 4
o 3.55 5.11 5.14
B 1.80 1.94,2.05 1.94, 2.06
Y 1.57 1.56 1.54
5 1.57 1.56 1.54 ‘
€ 3.28 3.24 3.25
NH(1) - 9.64 9.91
NH(2) 7.41 7.45 7.42
3 1.52 1.50 1.49
4 522 527 5.27
5 5.04 4.95 4.98
R3 8.63,8.17, 847, 8.23,
7.76 7.60, 7.34
9 7.78
10 6.52
11 4.18

12 1.15
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Figure 4. 2D phase sensitive 70 ms TOCSY spectrum for resin 2 swollen in the
deuterated pyridine under MAS at 2 kHz.
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In compound 4, apparition on the TOCSY NMR chart of peaks attributed to the
ethyl acrylate group confirmed the formation of the trans disubstituted olefin on
resin, via the Heck reaction. This time, the four protons corresponding to the R3
aromatic ring are much better resolved than in compound 3 but once more we could
not identify which peak corresponded to a defined proton.

Conclusions.

The MAS NMR technique was used to follow a real-life multi-step solid phase
synthesis, without cleavage of the products from their solid support. At each reaction
step, NMR assignment and total structural characterization of the new molecular
entity formed on the polymer could be unambiguously obtained. A good swelling of
the resin beads and the use of the MAS were found to be essential to obtain spectra of
good quality. ‘Solution’ quality 'H NMR data could be collected using a
conventional 7 mm MAS solid state probe on a Bruker DRX-300 spectrometer.
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Chapitre I La RMN MAS et la synthése en phase solide

1.3 Conclusion et perspectives

Pour le polymeére de départ, une Fmoc-(Lysine)-Boc sur résine de Wang, nous avons
déterminé les meilleures conditions de solvatation de la matrice solide en testant la capacité de
différents solvants a gonfler la résine. Suite aux mesures des diametres moyens des billes gonflées
dans différents solvants, la pyridine s’est révélée étre le solvant le plus approprié pour le polymeére
de départ. Ce solvant fut utilisé pour le suivi complet de la syntheése. Pour chacune des trois étapes
de la réaction, la trés bonne résolution des.spectres 1D en 'H et en °C et 2D MAS TOCSY
(Braunschweiler & Ernst, 1983) et MAS 'H-C HMQC (Bax et al, 1983), nous a permis

d’identifier complétement chaque nouvelle entité moléculaire formée sur les billes de:résine.

Nous avons ainsi démontré I’enticre faisabilité de I'utilisation de la technique RMN MAS
pour le suivi direct d’une réaction organique en phase solide, et ceci sans avoir recours a un
échantillon isotopiquement marqué en ">C (Sarkar et al., 1996). La technique RMN MAS est une
méthode analytique sensible, rapide et non destructrice qui promet d’étre trés utile pour déterminer

la structure de molécules produites par synthése combinatoire en phase solide.
Nous avons ensuite cherché a appliquer la technique RMN MAS dans le domaine de la

synthése peptidique en phase solide, de facon a identifier les causes structurales de I’origine de

problémes apparaissant durant la synthese de séquences dites *’séquences difficiles’’.
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Chapitre I La RMN MAS et la synthése en phase solide

2. Suivi complet de la synthése peptidique

en phase solide d’une ’’séquence difficile”’

2.1 Introduction

Un probleme majeur en synthése peptidique en phase solide réside dans I’existence de
séquences appelées *’séquences difficiles’’ (Krchnak et al. 1993; VanWoerkom & VanNispen,
1991; Milton et al, 1990). Dans ce type de synthese, les réactions de couplage et/ou de
déprotection s’averent incompletes. Ces problémes ont souvent été attribués a une structuration
et/ou une mauvaise solvatation des chaines peptidiques en cours de croissance sur le support solide
de synthese (Tam & Lu, 1995; Stewart & Klis, 1990; Deber et al., 1989; Ludwicic et al., 1986).
Or, du point de vue structural, il existe peu de méthodes analytiques permettant d’étudier ce type de
séquences encore ancrées au support de syntheése. Une caractérisation par des techniques telles que
I'IR-FT ou la RPE, est lourde car elles nécessitent respectivement 1’utilisation de groupes

protecteurs marqués au deutérium ou I’incorporation d’un acide aminé paramagnétique.

N

Nous montrons ici qu’il est possible grice a la technique RMN MAS de caractériser
complétement la synthése sur support solide d’une séquence peptidique de 10 acides aminés,

connue pour étre une *’séquence difficile’’ (Simmonds, 1996).

) Ile - NH,

@ Ile - Val - NH ,

C-terminal ~@——=m—m———  N-terminal

Ile - Val - Ser - Gly - Arg - Ala - Glu - Gly - Glu - Thr - NH,
I I | |
tBu PIIIIC tBu tBu tBu

(10)

Sens de la synthése

>

60



Chapitre I La RMN MAS et la synthése en phase solide

La synthése ayant été réalisée dans le DMF, nous avons utilisé la forme deutérée de ce
solvant pour gonfler la résine en vue de I'analyse RMN MAS. Pour chacune des étapes de la
synthese, la structure primaire compléte du peptide en croissance sur la résine a été obtenue en
utilisant les données des spectres 1D en 'H et '*C, et des spectres 2D MAS TOCSY
(Braunschweiler & Ernst, 1983) MAS NOESY (Kumar ef al., 1980) et MAS 'H-"C HMQC (Bax

etal., 1983). A partir de I’analyse des contacts NOE et des variations de déplacements chimiques

des Ho, Ca et Cf3, nous avons déterminé de maniére précise la structure secondaire du peptide en

cours de croissance sur le support solide. Une structure secondaire de type étendue a été identifiée a

partir des contacts NOE forts NH(i)-Ho(i+1) et de NOEs faibles NH(i)-NH(i+1) (Wiithrich,

1986), et confirmée par les indices de déplacements chimiques de Wishart (Wishart et al., 1992,

1995; Wishart & Sykes, 1994).

En utilisant différentes proportions de mélange de solvants aprotiques polaires (DMF /
DMSO) pour gonfler la résine, nous avons pu établir aux étapes difficiles de la synthése, une
parfaite corrélation entre les difficultés de couplage et un phénomene d’agrégation des chaines
peptidiques sur la résine. Ceci a été montré par les résultats d¢ RMN MAS, et corrélé par les
mesures de diametre moyens des billes et les mesures de rendement de couplage. L’efficacité d’un
solvant accepteur de liaisons hydrogenes tel que le DMSO, a été mise en évidence par une réduction
de I’agrégation du peptide sur la résine résultant en une augmentation de la mobilité des chaines
peptidiques, et en une amélioration de la solvatation de la peptidyl-résine. De plus, une amélioration
de I’accessibilité des groupements amines réactifs. du peptide a ét€ mise en évidence par une
augmentation des rendements de couplage mesurés aux étapes critiques de la synthése lorsque le

mélange (DMF / DMSO) est utilisé.

2.2 Suivi complet de la synthése peptidique

en phase solide d’une ’’séquence difficile’’
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Abstract: Solid-phase peptide synthesis of certain sequences (commonly called “difficult sequences™) suffers from
the occurrence of incomplete coupling reactions and/or partial unmaskings of N®-protection. The underlying reasons
for these problems are thought to be a structuration and/or a poor solvation of the growing peptide chains. Few
methods are available to study the structural aspects of the peptide chains when still anchored to the solid support.
In most cases, they rely on the incorporation of a specific label and examine therefore a modified peptide analog.
We describe the complete characterization by homonuclear and heteronuclear magic angle spinning nuclear magnetic
resonance (MAS NMR) of the solid-phase synthesis of a 10-residue peptide. A detailed secondary structure
determination of the growing peptide on the resin beads, based on the NOE analysis and the 'H and !3C chemical
shift deviations, indicated an extended structure on the whole length of the sequence. At critical synthesis steps, a
correlation between the coupling difficulties and the aggregation of the peptide chains was established by chemical
measurements and MAS NMR. Upon titration with the hydrogen bond-accepting solvent DMSO, the mobility of
the peptide chains on the resin beads increased, resulting in a significant line narrowing of the MAS NMR spectra.
This increased mobility is linked to an enhanced peptidyl-resin solvation as reflected by the better coupling efficiency

at the critical synthesis steps.

Introduction

Since the introduction of stepwise solid-phase peptide syn-
thesis by Merrifield in 1963,! this method has developed into a
powerful tool for the preparation of a great number of important
biological polypeptides.? However it has been frequently
reported that side products occur during solid-phase peptide
synthesis.* The N®-deprotection and, more frequently, the
acylation stages, for example, can be highly inhibited or even
totally prevented at some stage of the synthesis, leading to
deleted or truncated sequences. Peptide sequences which
display this behavior are commonly called “difficult se-
quences”.>® These difficulties in the peptide elongation have
often been attributed to a sequence dependent tendancy of the
growing peptide chains to aggregate through the formation of
secondary structures.” The driving force for these inter- or
intrachain associations is generally admitted to be hydrogen-
bonding®?® and/or apolar interactions between side-chain protect-
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ing groups.!® As this phenomenon clearly influences the yields
of peptide syntheses,'! insights at the molecular level of the
peptide during its elongation while still linked to the solid
support might suggest ways to overcome the synthesis difficul-
ties.

‘Whereas numerous methods have been developed to quantify
the final efficiency of the coupling and deprotection steps, very
few methods allow direct access to the structural features of
the growing peptide chain on the resin. Among them, the near-
infrared Fourier transform (IR-FT) spectroscopy allows to
evaluate the efficiency of deprotection reactions as the peptide
chain is being elongated.!? However efficient identification of
specific groups requires the incorporation of a deuterium source
into the protecting group. In a recent report, electron paramag-
netic resonance (EPR) spectroscopy was used to study aggrega-
tion problems of peptides on resin beads, but a major problem
is the need to include a paramagnetic amino acid in the
sequence.!® The '3C gel-phase NMR spectroscopy on resin-
bound material is a reliable technique to determine the success
or failure of chemical transformations.’* A drawback of the
method is the low sensitivity inherently linked to 1% natural
abundance of *C and to the small amount of compound attached
to the resin. Consequently it can take several hours to acquire
a spectrum with a suitable signal to noise ratio. The applicability
of NMR spectroscopy to resin-supported material was recently
extended through the combination of efficient swelling condi-
tions and magic angle spinning (MAS)!S techniques.!®!8
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Whereas the former confer a high degree of mobility to the
attached molecules, the MAS efficiency averages out the
inherent magnetic susceptibility differences over the heteroge-
neous sample making a detection of the proton signals fea-
sible.!920 This alleviates the sensitivity problems of 13C NMR
and makes the classical techniques of 2D NMR readily available.
The MAS NMR technique is therefore a sensitive and nonde-
structive analytical method to completely characterize molecules
covalently anchored to the solid support.

We report here the MAS NMR characterization of the solid-
phase peptide synthesis of a well-established difficult sequence
formed by the 10-residue peptide NH,-Thr-Glu-Gly-Glu-Ala-
Arg-Gly-Ser-Val-Tle-OH.?! First we report the NMR assignment
of our model peptide during its elongation on resin beads. We
complete the assignment by a detailed secondary structure
determination based on the NOE analysis and the 'H and 13C
chemical shift deviations. We also examine at critical synthesis
steps the influence of the swelling solvent on the success of
the synthesis, by both structural and chemical characterization
of the peptide elongation in various aprotic polar solvent
mixtures. Finally these results allow us to identify the limiting
factors for the synthesis of the difficult sequence.

Experimental Procedures

Solid-Phase Peptide Synthesis. The sequence selected as a difficult
sequence model was the Aggrecan (a human cartilage large aggregating
proteoglycan) residues 370—379 (NH,-Thr-Glu-Gly-Glu-Ala-Arg-Gly-
Ser-Val-lle-OH), which were initially required as a model substrate
for aggrecanase that cleaves Aggrecan at the Glu®3—Ala®* peptide
bond.?! This sequence was manually synthesized according to the solid-
phase method using the Fmoc/r-Bu strategy, starting with 1.37 g (1
mmotl) of Fmoc-Ile-Wang-resin (0.730 mmol/g). Side chain protecting
groups were as follows: Ser(Or-Bu), Arg(Pmc), Glu(Oz-Bu), and Thr-
(O#-Bu). The Fmoc deprotection steps were performed twice with 20%
(v/v) piperidine in N,N-dimethylformamide (DMF) for 15 min each.
Double couplings were systematically performed with 4-fold excess
of activated amino acids (4 mmol) using 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-
1,1,3,3-tetramethyluronium (HBTU) and 1-hydroxybenzotriazole (HOBt)
in the presence of N,N-diisopropylethylamine (DIEA) (4 mmol:4
mmol:8 mmol) in DMF for 45 min each. All these compounds were
previously incubated together for 2 min before transfer to the reaction
vessel. Coupling and deprotection steps were monitored by ninhydrin
tests.?? A third coupling was carried out for the couplings of Ala’™
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on Arg?”5, Glu®” on Ala®™, and Thr®”® on Glu®’!. At the end of each
cycle, a capping step of unreacted free amino groups was performed
with 10% (v/v) acetic anhydride, 5% (v/v) DIEA in CH,Cl, for 10
min. One aliquot of 100 mg of peptidyl-resin was removed at the end
of each synthesis step and submitted twice to 20% (v/v) piperidine in
DMF for 15 min each to deprotect the amino terminal function. In
this manner, the first sample contained one amino acid on the resin,
the second contained two, ..., up to the tenth sample which contained
the complete anchored peptide, protected on its side chains. Two
additional samples were also analyzed: the 5-residue sample with its
N-terminal extremity protected with a Fmoc group and the same sample
acetylated on its N-terminal extremity, after cleavage of the Fmoc group.

MAS NMR Experiments. At each synthesis step and after
N-terminal Fmoc deprotection, 10 mg of resin-supported peptide was
taken for MAS NMR analyses. As throughout the synthesis DMF was
used as the solvent for deprotection and coupling steps, the NMR
analyses were equally carried out with DMF. The peptidyl-resins were
swollen with a minimal volume of deuterated DMF (DMF-d;) before
intoducing them into a full 4 mm MAS rotor. The solvent mixture
titration was performed using deuterated dimethyl sulfoxide (DMSO-
ds). Tetramethylsilane (TMS) was added as internal reference to the
solvent before the resin swelling. Theoretical and experimental aspects
of the MAS NMR technique applied for the characterization of resin-
supported molecules have been previously described in detail.?® All
NMR experiments were performed at room temperature on a Bruker
DRX 300 MHz spectrometer equipped with a 4 mm high-resolution
solid-state MAS probe. A spinning of 4 kHz was sufficient to obtain
line narrowing and to avoid spinning side bands in the 'H NMR spectra.
TOCSY? spectra were acquired with 70 ms 10 kHz MLEV-17 spin—
lock field strength. NOESY? spectra were acquired with a 150 ms
mixing period. Both spectra consisted of 2048 complex points in 1,
and 256 complex f; increments with 16 scans/increment utilizing the
States method®® to achieve phase discrimination in w;. The 'H—1*C

" HMQC? spectra were obtained using the same procedure with 32 scans/

increment.

Bead Diameter Measurement. To study the effect of the solvent
composition on the bead size of the 9- and 10-residue samples, the
bead mean diameters have been measured with the peptidyl amino
terminal function in deprotected form under a light microscope (ocular
% 10; objective x50) on a population of 250 beads/solvation condition.
Beads, preswollen overnight in DMF or in different mixtures of DMF/
DMSO, were spread over a slide with a coverglass to minimize solvent
evaporation. A graduated ocular was used for the measurements and
was calibrated with the help of a calibrated micrometric ruler printed
on a slide.

Coupling Yield Evaluation. The coupling yields under two
conditions were measured for the 9-residue sample (Fmoc-Thr(Oz-Bu)
coupled to the peptidyl-resin) and the 10-residue sample (Fmoc-Ile
coupled to the peptidyl-resin), according to two different conditions in
DMF and DMF/DMSO solvent mixtures. First, 1 equiv of activated
amino acids (in comparison to the theoretical loading) was used with
HBTU (1 equiv) and HOBt (1 equiv) in the presence of DIEA (2 equiv)
in each solvent for 20 min. Peptidyl-resin was pre-equilibrated with
the solvent mixture for 1 h before the coupling. The yield of the
reactions was measured by the colorimetric picric acid test.2” Second,
we used 4 equiv of activated amino acids (in comparison to the
theoretical loading) with HBTU (4 equiv) and HOBt (4 equiv) in the
presence of DIEA (8 equiv) in each solvent for 45 min. Peptidyl-
resin was pre-equilibrated with the solvent mixture for 1 h before the
coupling. Here, the yield of the reaction was measured by the
colorimetric quantitative ninhydrin reaction.?? The theoretical loadings
of the 9- and 10-residue samples before coupling were respectively
0.386 and 0.364 mmol/g.
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Figure 1. 'H 1D MAS spectra for the first seven peptidyl-resins
swollen in DMF-d; at room temperature and 4 kHz spinning rate. The
assignment of the NH resonances at each synthesis step is shown.

Results

NMR Assignment. As previously shown, correct swelling
of the resin beads is a prerequisite to obtain workable spectra.!”:18
In DMF, the peptidyl-resin swelling was satisfactory, and the
MAS NMR technique allowed us to obtain high-resolution NMR
data for resin-supported peptides (Figure 1). The 'H sequential
assignment of each peptide was performed according to the
method described by Wiithrich?® using the MAS TOCSY and
MAS NOESY spectra. All residues displayed good TOCSY
patterns, from both the backbone amide and Ha. protons to the
side-chains protons. By combining the information provided
by the MAS TOCSY and MAS NOESY spectra in the
fingerprint region, the 'H sequential assignment for resin-
supported peptides became straightforward. The 'H spin system
of the #-Bu and Pmc protecting groups could also be identified.
The 'H assignment is illustrated in Figure 2 with the MAS
TOCSY spectrum of the 5-residue peptidyl-resin.

The full assignment of the peptides was completed with the
attribution of the carbon resonances based on the 'H—13C MAS
HMQC experiments (Figure 3). This analysis, analogous to the
resonance strategy for a peptide in solution, readily shows the
power of the MAS NMR. Whereas the results were also
comparable to solution data, one highly unusual 'H chemical
shift was observed at each synthesis step: the Ho resonance of
the last coupled residue presented systematically an important
upfield shift to 3.30 ppm. At the following coupling step, the
Ho resonance of this residue returned to its usual value for Ha
resonance in peptides (4.50 ppm), whereas now the anomalous

(28) Wiithrich, K. NMR of Proteins and Nucleic Acids; John Wiley and
Sons: New York, 1986.
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Figure 2. 2D MAS (4 kHz) TOCSY (70 ms) spectrum for the 5-residue
peptidyl-resin (resin-Ile!®- Val®-Ser¥(Oz-Bu)-Gly’- Argé(Pmc)-NHy) swol-
len in DMF-d;. The full assignment of the peptide and its side-chain
protection is shown. ’

chemical shift is observed for the residue that is just coupled.
This phenomenon was only observed for peptides with a free
amino group and disappeared when the N-terminal extremity
of the peptide on resin was acetylated or Fmoc protected (data
not shown). In Figure 3, we demonstrate this observation for
the 5- and 7-residue peptides: the Ho. resonances of ArgS and
Glu* in the 5- and 7-residue peptidyl-resins, respectively, are
located at 3.30 ppm, whereas the Ha. resonance of Arg in the
7-residue peptidyl-resin has returned to its standard value of
4.45 ppm. At the ninth and tenth steps, the assignment of the
resin-supported peptides became impossible because of exces-
sively broad 'H resonances (see below).

Secondary Structure. The secondary structure of the
peptides on resin was determined by a qualitative analysis of
the NOE peaks. The results are in agreement with an extended
structure throughout the peptide chains, characterized by strong
and medium sequential NH—Ha NOEs and by weak sequential
NH~-NH NOEs (Figure 4a—c). The absence of medium and
long range 'H—!H distances does reinforce the model of an
extended structure over the whole length of the peptide
sequence.

Because spin diffusion effects can possibly distort the
information of the observed NOE pattern, we completed the
secondary structure analysis by the method of chemical shift
indices (CSI) proposed by Wishart? for peptides and proteins
in aqueous solution. This method, independent of the NOE
information and therefore of spin diffusion, uses the deviation
of the chemical shifts of the Ha, Ca, Cf, and carbonyl nuclei
from their random coil values as an indication of the secondary
structure. The CSI method is a two-stage digital filtration
process. In the first stage, a chemical shift index (a ternary
index having values 1, 0, and 1) is assigned to all identifiable
residues on the basis of their Ha, Co,, Cf3, and carbonyl chemical

(29) (a) Wishart, D. S.; Sykes, B. D.; Richards, F. M. Biochemistry 1992,
31, 1647—1651. (b) Wishart, D. S.; Sykes, B. D. J. Biomol. NMR 1994, 4,
171--180. (c) Wishart, D. S.; Bigam, C. G.; Holm, A.; Hodges, R. S.; Sykes,
B. D. J. Biomol. NMR 1995, 5, 67—81.
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Figure 3. *Ca—'Ha domain of the MAS (4 kHz) HMQC spectra for the 5-residue (left) and 7-residue (right) peptidyl-resins swollen in DMF-d;.
Notice that the Ho. chemical shifts of the last coupled residues (Arg® and Glu*) in the 5-residue (resin-Ile'%-Val®-Ser’(Ozr-Bu)-Gly’-Arg®(Pmc)-NH,)
and 7-residue (resin-Iie!%-Val®-Ser¥(Or-Bu)-Gly’-Argé(Pmc)-Ala’-Glu*(Or-Bu)-NH,) peptidyl-resins, respectively, are located at 3.30 ppm.
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Figure 4. Summary of sequential NOE:s for the 5- (a), 6- (b), and 7-
(c) residue pepdidyl-resins swollen in DMF-d; and for the 9- (d) and
10- (e) residue peptidyl-resins swollen in a solvent mixture of DMF-
d,/DMSO0-ds (80/20, v/v) and DMF-ds/DMSO-ds (60/40, v/v) respec-
tively.
shift values. In the second stage, secondary structures are
delineated and subsequently identified on the basis of the values
and “densities” of these chemical shift indices. This method
was applied using the Ha, Ca, and Cf chemical shifts (Figure
5a,b). The main chemical shift deviations were identified for
the 13C shifts: we observed a local density of consecutive —1’s
and +1’s for the Co. and Cf indices, respectively, significant
of an extended structure. Good agreement exists between the
secondary structure predicted by the NOE analysis and the one
derived from the CSI method. Whereas the applicability of the
latter method is potentially hampered by the absence of random
coil chemical shifts for resin-bound amino acids in organic
solvents, the good agreement with the NOE data supports the
model of an extended structure for the peptide. It should be
noted that for peptides in the solid state, a similar approach of
conformational classification in a-helices and B-sheets has been
proposed based on 13C chemical shift displacements.>® Further
efforts of our laboratory will go toward establishing a database
of chemical shift values for resin-bound amino acids in a random
coil conformation.
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NMR Analysis of 9- and 10-Residue Peptidyl-Resins.
Upon using the same experimental stategy for the 9- and 10-
residue peptidyl-resins—combining swelling of the resin beads
in DMF with MAS NMR spectroscopy—we ran into problems
due to increased 'H line widths. We have previously shown
that adequate swelling conditions are absolutely crucial for
obtaining high-quality spectra and that the most relevant
parameter to evaluate the swelling is the diameter of the
individual beads.!” We therefore have first studied the effect
of the solvent composition on the bead size of the 9- and 10-
residue peptidyl-resins as a macroscopic parameter indicative
of the space volume available to the peptide chains. The bead
mean diameter of the 9- and 10-residue peptidyl-resins increases
significantly upon the incorporation of DMSO into the swelling
solvent (Table 1A). For the 10-residue peptidyl-resin an
optimum is reached for 40% DMSO, whereas the beads tend
to shrink again upon further addition of DMSO (Table 1B).

For the 9-residue peptidyl-resin, addition of 20% DMSO to
the DMF (v/v) improved the spectral quality to some extent
(data not shown). For the 10-residue peptidyl-resin the use of
DMSO proved to be highly critical for the NMR analysis (Figure
6). In DMF the 'H NMR spectrum displayed a broad resonance
envelope, attributed to decreased local motions of the peptide
chain. Increasing amounts of DMSO led to sharper line widths
with an optimal result (average line width of 20 Hz) for a 40%
DMSO versus DMF (v/v) solvent mixture. At this ratio 2D
spectra could also be obtained for the 10-residue peptidyl-resin
(Figure 7) and led to a full 'H sequential assignment. When
we further increased the DMSO concentration the spectral
quality was again degraded, indicating an optimal solvation and
mobility at a 60%/40% DMF/DMSO solvent mixture.

Influence of the Solvent Composition on the Coupling
Yield at Critical Synthesis Steps. The above results indicate
a clear relationship between solvent condition and NMR spectral
quality. As the line width is directly related to chain mobility,
and as the lack of mobility due to aggregation is a potential
source of synthesis problems, we have evaluated the chemical
yield in the same DMF/DMSO solvent mixtures as used for
the NMR analysis. Two different synthesis conditions were
chosen. The first condition corresponded to a low coupling
yield, chosen to amplify any existing difference in yield. The
colorimetric picric acid test was used to evaluate the coupling
efficiency. The second condition corresponded to actual condi-
tions of synthesis, where only yields superior to 98%, as
measured by the quantitative ninhydrin reaction, were considered
as satisfactory. Fmoc-Thr with a #-Bu as side-chain protection
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Figure 5. Summary of 'Ha, 3Ca, and *Cf chemical shift indices according to the method of Wishart for the 5- (a) and 7- (b) residue peptidyl-
resins swollen in DMF-d; and the 9- (c) residue peptidyl-resin swollen in a solvent mixture of DMF-d2/DMSO-d; (80/20, v/v). The glycine residues
on the *Cf axis are noted with an asterisk (*). The 'H and 3C chemical shifts were measured relative to TMS,

Table 1. Bead Mean Diameter and Coupling Yields

A. 9-Residue Peptidyl-Resin (next amino acid to couple: N-o-Fmoc-O-tert-butylthreonine)

yield (%)
bead diameter (um)* standard deviation (um) 1 equiv/20 min® 4 equiv/60 min®
dry 68 6
DMF 110 8 58 99.1
DMF/DMSO (80/20) 121 7 67 99.4
B. 10-Residue Peptidyl-Resin (next amino acid to couple: N-o-Fmoc-isoleucine)
yield (%)
bead diameter (um)” standard deviation (um) 1 equiv/20 min? 4 equiv/60 min®
dry 71 6
DMF 94 5 36 98.1
DMF/DMSO (80/20) 108 5 46 98.4
DMF/DMSO (60/40) 123 8 61 99.2
DMF/DMSO (40/60) 110 10 60 99.3

¢ Measured under a light microscope on a population of 250 beads/solvation condition. ¥ 1 molar excess of N-a-Fmoc-O-tert-butylthreonine,
HOBt, and HBTU and 2 molar excess of DIEA; reaction time 20 min; coupling yield measured by the quantitative picric acid test. ¢ 4 molar excess
of N-a-Fmoc-O-tert-butylthreonine, HOBt, and HBTU and 8 molar excess of DIEA; reaction time 45 min; coupling yield measured by the quantitative
ninhydrin test. ¢ 1 molar excess of N-a-Fmoc-isoleucine, HOBt, and HBTU and 2 molar excess of DIEA; reaction time 20 min; coupling yield
measured by the picric acid test. ¢ 4 molar excess of N-a-Fmoc-isoleucine, HOBt, and HBTU and 8 molar excess of DIEA; reaction time 45 min;

coupling yield measured by the quantitative ninhydrin test.

and Fmoc-Ile have been coupled to the 9- and 10-residue
peptidyl-resins, respectively. For both the 9- and 10-residue
peptidyl-resins the coupling yields increase upon addition of
DMSO. For the 10-residue peptidyl-resin, the efficiency
improved when using 40% DMSO and stayed constant to within
experimental error when the DMSO concentration was further
increased (Table 1B).

Discussion

The combined swelling of the resin and the MAS NMR
.technique have led to the complete 'H and !*C resonance
assignments of the peptide chains during solid-phase peptide
synthesis. It should be stressed here that the full assignment
could be obtained without any isotopic labeling, giving the
method a decisive advantage over other spectroscopic tech-

niques, such as IR-FT, EPR, or 1*C gel-phase NMR, and making
its routine use during an actual synthesis completely feasible.
The chemical shift information was combined with the distance
information from homonuclear NOE spectra and indicated an
extended structure for the peptide through its elongation. The
anomalous chemical shift for the Ho resonance of the last
coupled amino acid with a free amino group points toward a
very specific conformation of this residue or to a local or global
pH effect. We are still in the process of elucidating its structural
and chemical origin but should already point out that the
chemical shift anomaly can be advantageously used to monitor
the correct deprotection of the chains.

While the swelling with DMF proved to be satisfactory for
the peptidyl-resin with eight or less residues, the NMR analysis
of the 9- and 10-residue peptidyl-resins was nearly impossible
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Figure 6. 'H 1D MAS (4 kHz) spectra of the 10-residue peptidyl-
resin (resin-Ile-Val-Ser(Or-Bu)-Gly-Arg(Pme)-Ala-Glu(Ot-Bu)-Gly-
Glu(Ot¢-Bu)-Thr(Oz-Bu)-NH,) swollen in various solvent mixtures of
DMF-d+/DMSO-ds.

due to excessive 'H line broadening. We and others'”!?
previously have shown that correct swelling of the beads is
crucial for the applicability of the technique. Similarly, it has
since been long known in peptide chemistry that satisfactory
coupling yields cannot be obtained without a good solvation of
both the cross-linked polymer and the growing peptide chains.
The level of solvation which determines the accessibility of the
peptide chains to the deprotecting and acetylating reagents inside
the polymeric network is not necessarily constant throughout
the peptide elongation. According to the Merrifield strategy,
solid-phase peptide synthesis begins in an apolar environment
due to the polystyrene matrix, and this environment evolves
gradually toward a more polar nature when the peptide chains
grow. If the nature of the solvents does not evolve in a parallel
way, aggregation and consequently additional cross-linking into
the peptidyl-resin complex (depending on the sequence, the side-
chain protection and the resin loading) may result.’

When coupling difficulties arise in solid-phase peptide
synthesis, both allowing a longer reaction time and speeding
up the reaction kinetics by increasing the reagent concentration
and/or the temperature?! are used to improve the coupling yield.
The repetition of the reactions or the use of a low-resin
substitution® is also often applied to increase reaction efficiency.
Another strategy is aimed directly toward diminishing the
aggregation of the chains, by the incorporation of either amino
acids with a secondary a-amino group,? where the nitrogen
can no longer act as a hydrogen bond donor, or an oxazolidine-
protected pseudo-proline33 that can additionally introduce a kink
in the growing peptide chain. An alternative strategy to improve

(31) Yamashino, D.; Blake, J.; Li, C. H. Tetrahedron Lett. 1976, 18,
1469—1472.

(32) Bedford, J.; Hyde, C.; Johnson, T.; Jun, W.; Owen, D.; Quibell,
M.; Sheppard, R. C. Int. J. Pept. Protein Res. 1992, 40, 300—307.

(33) (a) Mutter, M.; Nefzi, A.; Sato, T.; Sun, X.; Wahl, F.; Waohr, T.
Pept. Res. 1995, 8, 145—153. (b) Haack, T.; Mutter, M. Tetrahedron Lett.
1992, 33, 1589—-1592.
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Figure 7. Stretch of the 'H sequential assignment of the 10-residue
peptidyl-resin (resin-Ile!%-Val®-Ser®(Ot-Bu)-Gly’- Arg(Pmc)-Ala’-Glu*-
(O1-Bu)-Gly3-GluX(Or-Bu)-Thr!(Oz-Bu)-NH,) swollen in a solvent
mixture of DMF-d/DMSO-de (60/40, v/v). The top of the figure shows
the superimposition of the NH—Ha domain of the MAS (4 kHz)
TOCSY (70 ms) spectrum and the MAS (4 kHz) NOESY (150 ms)
spectrum. Labels are added to the (dashed lines) intraresidue NH—Ha.
TOCSY cross-peaks. Full lines connect the interresidue sequential NOE
cross-peaks. The bottom of the figure shows the NH—NH domain of
the MAS NOESY spectrum.

the chain solvation is the use of chaotropic salts such as LiCl
or LiBr3* or aprotic polar solvents as efficient hydrogen bond
acceptors.>*1035 The latter strategy also seemed suitable to
extend the applicability of the MAS NMR analysis to the longer
peptides. We therefore have done both a structural and chemical
evaluation of the two critical coupling steps in different solvent
mixtures, in an attempt to examine at the molecular level the
origin of the coupling difficulties. Evaluation of the individual
swollen bead diameters was previously shown to be an easy
and rapid technique to predict the success of the MAS NMR
results. For the 9-residue peptide, addition of 20% DMSO
increased the bead diameter by 10%, which is equivalent to a
volume increase of some 30%. An extensive titration of DMSO
with the 10-residue peptidyl-resin showed an almost 30%
increase of bead diameter for the optimal DMF/DMSO ratio of
60/40 (v/v), whereas for both lower and higher DMSO
concentrations, the beads again shrink.

‘Whereas the swollen bead diameter is a macroscopic param-
eter indicating the space available to the peptide chains, the
NMR spectra provide a direct measure of their residual mobility.

(34) (a) Hendrix, J. C.; Halverson, K. J.; Jarrett, J. T.; Lansbury, P. T.
J. Org. Chem. 1990, 55, 4517—4518. (b) Thaler, A.; Seebach, D.; Cardinaux,
F. Helv. Chim. Acta 1991, 74, 628—643.

(35) (a) Pugh, K. C.; York, E. J.; Stewart, J. M. Int. J. Pept. Protein
Res. 1992, 40, 208—-213. (b) Cilli, E. M,; Oliviera, E.; Marchetto, R.; Nakaie,
C. R. J. Org. Chem. 1996, 61, 8992—9000. (c) Oliveira, E.; Marchetto, R.;
Jubilut, G. N.; Paiva, A. C. M.; Nakaie, C. R. In Peptides: Chemistry,
Structure and Biology; Proceedings of the 12th American Peptide Sympo-
sium; Smith, J., Rivier, J., Eds.; ESCOM: Leiden, 1992; pp 569—570.
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Addition of DMSO increased the mobility of the peptide chains,
resulting in an important line narrowing of the proton lines in
the MAS NMR spectra. As the chemical yields increased
simultaneously, we can conclude that chain mobility is a
determining factor for both spectral quality and chemical
optimization. The structural results of the 9- and 10-residue
peptidyl-resins give also important insights into the molecular
nature of the coupling difficulties. Whereas we do not have
direct evidence about the structural nature of the 9- and 10-
residue peptides in DMF, because of the poor line widths, the
latter parameter does indicate reduced chain mobility due to
interchain aggregation. When the NMR analysis became
possible due to the addition of DMSO, the peptide was found
in an extended conformation, analogous to the shorter peptides
in DMF (Figures 4d,e and 5c). These results substantiate, at
the difficult synthesis steps, the formation of peptide chain
clustering owing to interchain association favored by the
extended nature of the structure on resin beads. The aggregation
can lead to an incomplete solvation of the peptidyl-resin,
resulting in a shrinkage of the gel matrix, a reduced reagent
penetration, and finally a decrease in coupling yield. The
hydrogen bond-accepting solvent DMSQ, when added to DMF,
worked as an aggregation disruptive additive in the polymeric
network of the peptidyl-resin. The need to increase the polarity
of the swelling solvent to analyze the peptidyl-resin when
spectral degradation arises does reinforce the assumption of a
hydrogen-bonded interchain association, rather than an aggrega-
tion of the chains stabilized by apolar contacts between protected
side chains.!® The disruption of peptide aggregates allowed the
remaining residual free amino functions to be more accessible
for the deprotecting and acylating reagents inside the polymeric
network resulting in better coupling efficiency at critical
synthesis steps.

Conclusion and Perspectives

The MAS NMR technique is a sensitive and nondestructive
analytical method to completely characterize peptides while still

Dhalluin et al.

bound to the solid support. Coupling difficulties and aggrega-
tion of the peptides on the beads were correlated by performing
chemical analysis and MAS NMR spectroscopy in varying
swelling solvent mixtures. The structural features of the peptide
on beads showed that the main limiting factor to the synthesis
is the hydrogen-bonded interchain association inside the poly-
meric network. We have shown that MAS-NMR offers a simple
and fast method to evaluate the mobility and thus the solvation
of the peptide chains into the peptidyl-resin complex. The 1D
'H NMR spectrum taken on a sample of pepidyl-resin previously
swollen in a suitable solvent mixture is sufficient to determine
that this mixture allows an efficient solvation of the peptide
chains in the polymer and the formation of an open gel system
in which there is free access of reagents to active sites.

In this report we have focused on the identification of
synthesis problems during elongation of difficult sequences.
However, the structural analysis by MAS NMR can also be
applied to resin-bonded peptides that adopt biologically relevant
conformations. We are currently studying the applicability of
the method to the field of biological screening with various
ligand binding assays.
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Chapitre I La RMN MAS et la synthése en phase solide

2.3 Etudes complémentaires

2.3.1 Un déplacement chimique inhabituel en 'H

La résonance du groupement amine libre (NH,) en position N-terminale du peptide sur
résine n’a jamais pu €tre observée, et ceci indépendamment du solvant utilisé pour gonfler la résine
(Pop et al., 1996). Cette incapacité a observer ’extrémité libre (NH,) est probablement due & une

largeur de raie beaucoup trop importante.

Pour chacune des étapes de la synthése, un déplacement chimique 'H inhabituel a été

observé: la résonance du proton Ha appartenant a I’acide aminé (1) qui vient juste d’étre couplé & la

chaine peptidique présente systématiquement un important déplacement vers les hauts champs a

3.30 ppm (la valeur habituelle pour un proton Hat se situe entre 4 et 5 ppm). A I’étape suivante

correspondant au couplage d’un nouveau résidu (j), la résonance du proton Ha du résidu (i)

retourne a sa valeur habituelle (= 4.50 ppm), tandis que maintenant 1’effet est observé pour le

proton Ho du résidu (j) qui vient juste d’étre couplé. Ce processus est récurrent: il apparait a

chacune des étapes de la synthese et disparait a 1’étape suivante (voir Annexe 1.5). 1l est résumé de

facon schématique sur la figure ci-dessous (Figure 1.12)
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Figure 1.12

Ce déplacement chimique inhabituel est indépendant du solvant utilisé pour gonfler la résine
(Pop et al., 1996), et n’apparait que lorsque I’extrémité N-terminale du peptide en croissance est
libre (NH,). Lorsque cette extrémité est acétylée ou protégée par un groupe de type Fmoc, cet effet
n’existe pas (voir Annexe 1.5). De méme lorsque le peptide est déprotégé, coupé de la résine et

ensuite analysé en RMN liquide, dans le méme solvant (DMF-d,) que celui qui a servi a gonf -~ la
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résine, le déplacement chimique du proton Ho du premier résidu ne subit aucun effet et présente

une valeur normale.

2.3.2 Un déplacement chimique inhabituel en “C

Aucun effet sur le déplacement chimique n’est observé pour le Cot du dernier résidu couplé,

la résonance de celui-ci reste toujours dans un domaine de déplacement chimique habituel dépendant

bien sir du résidu auquel il appartient.

Par contre un déplacement chimique inhabituel est observé pour le carbonyle du résidu (i)
qui vient juste d’étre couplé: un déplacement de 3 2 4 ppm vers les bas champs de la résonance du
carbonyle du demier résidu est systématiquement observé. A 1’étape de couplage suivante, cette
résonance retourne dans le domaine de résonance des autres carbonyles de la molécule et I'effet est

observé pour le carbonyle du résidu (j) qui vient juste d’€tre couplé.

Cette observation est illustrée sur la figure I1.13 pour la peptidyl-résine (Résine Wang)-Ile-
Val-NH, avant et aprés le couplage de la valine. Le déplacement chimique du carbonyle de
I’isoleucine est 175.28 ppm, apres le couplage de la valine, il devient 172.14 ppm, et le carbonyle
de la valine est a 175.94 ppm. L’attribution des deux carbonyles a été obtenue a partir des spectres
1D C et du spectre 'H-C MAS HMBC (Bax & Summers, 1986) pour la peptidyl-résine (Résine
Wang)-Ile-Val-NH, gonflée dans le DMF-d,. Sur le spectre 'H-"C MAS HMBC (50 ms), deux

pics de corrélation importants nous ont permis d’attribuer sans ambiguité les carbonyles des deux

résidus: un pic de corrélation entre le proton Ha et le carbonyle de 1’isoleucine, et un pic de

corrélation entre le proton amide de I’isoleucine et le carbonyle de la valine. Sur la figure 1.14 est
représenté le type de couplage 'H-">C que I’on peut observer pour le squelette peptidique pendant

I’expérience HMBC.
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Figure 1.13: (Haut) Spectre 2D 'H-""C MAS (®, = 4 kHz) HMBC (50 ms) de la peptidyl-résine

(Résine Wang)-lle-Val- NH, gonflée dans DMF-d7. (Bas) Spectres 1D BC des peptidyl-résines
(Résine Wang)-Ile-Val- NH, et (Résine Wang)-Ile- NH, gonflées dans le DMF-d7.
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Figure 1.14

11 semble clair que I’effet récurrent de déplacement vers les bas champs de la résonance du
carbonyle du dernier résidu couplé, est lié 4 une conformation particuliére adoptée par ce résidu sur
la résine. Les déplacements chimiques en ’C sont sensibles a la conformation ‘adoptée par le
squelette peptidique: un déplacement vers les bas champs (pouvant atteindre 10 ppm) d’un

carbonyle est observé lorsque celui-ci est engagé dans une liaison hydrogene (Saito, 1986).

2.3.3 Origine des déplacements chimiques du proton Ho et du carbonyle

du dernier résidu couplé

Une hypothese a été formulée quant a la nature trans ou cis de la liaison peptidique reliant le

résidu (i) au résidu (j) qui vient juste d’étre couplé (Figure 1.12), pour expliquer la valeur

inhabituelle des déplacements chimiques du proton Ha et du carbonyle du résidu (j).

L’incorporation d’une proline

Pour tenter de répondre a cette question, nous avons synthétisé un peptide de cinq acides
aminés contenant une proline, I’extrémité N-terminale restant libre (NH,): (Résine Wang)-Ile-Val-
Ser(OtBu)-Pro-Arg(Pmc)-NH,. Le résidu proline a été choisi de fagon a voir 1’effet du couplage
d’un nouveau résidu (ici une arginine) sur la nature de la liaison peptidique arginine-proline en

position N-terminale de la peptidyl-résine. Si cette liaison est de type frans nous observerons des
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Figure 1.15: Domaines NH-Ho. des spectres 2D MAS (o, = 4 kHz) TOCSY (70 ms) des peptidyl-résines (Résine Wang)-lle-Val-Ser(OtBu)-Gly-

Arg(Pmc)-NH, (a) et (Résine Wang)-Ile-Val-Ser(OtBu)-Pro-Arg(Pmc)-NH, (b) gonflées dans le DMF-d7. Pour ce dernier échantillon, le systéme

minoritaire du 2 I’isomérisation de la proline est marqué par une *.
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contacts NOE de type Ho(Arg) / H38'(Pro), si elle est de type cis un contact NOE de type Ho(Arg)

/ Ho(Pro) sera observé (Wiithrich, 1986).

La résonance du proton Ha de la proline se trouve a une valeur habituelle (= 4.55 ppm),

alors que celle du proton Ho de l’arginine se trouve a 3.30 ppm. Cependant, méme avec

I'introduction d’une proline, nous ne pouvons pas conclure a partir des contacts NOE quant 2 la

nature trans ou cis de la liaison peptidique: la résonance du proton Hot de 1’arginine correspond

exactement 2 la résonance des protons H39' de la proline qui sont confondus.

Un autre effet a été observé. Une isomérisation cis/trans de la proline, comparable 2 celle
que I’on peut observer en solution pour un petit peptide contenant des prolines (Francart et al.,
1996), a été identifiée pour la peptidyl-résine. Pour les trois demiers résidus de la séquence,
derriére la proline, deux systémes de spins distincts en 'H ont été identifiés. Cette isomérisation

cis/trans de la proline est illustrée sur la figure 1.15 (a), ot sont reportés les deux systémes de spins

majoritaire et minoritaire (marqué par une *) sur le domaine NH-Ha de la carte MAS TOCSY. Pour

comparaison, sur la figure I.15 (b), est reporté le méme domaine NH-He de la carte MAS TOCSY

du peptide (Résine Wang)-Ile-Val-Ser(OtBu)-Gly-Arg(Pmc)-NH,) dans le DMF-d7.
L’incorporation d’un acide aminé non naturel en position N-terminale

Nous avons synthétisé un peptide de six résidus portant un acide aminé non naturel en
position N-terminale, une D-alanine dont I'extrémité est libre (NH,): (Résine Wang)-Ile-Val-

Ser(OtBu)-Gly-Arg(Pmc)-(D-Ala)-NH,. Ainsi nous espérions observer pour les protons de la

chaine latérale de I’alanine un effet semblable a celui observé pour le proton Hot du demier résidu

couplé. Av.cune modification n’est observée: la résonance du proton Ha de la D-alanine reste a 3.40

ppm et celles des protons du groupement méthyle de la chaine latérale sont observés a 1.20 ppm.
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Les essais d’incorporation d’une proline ou d’un acide aminé non naturel, ne nous

permettent pas de comprendre ’origine de ces déplacements importants des résonances du proton

Ha et du carbonyle du dernier résidu couplé sur la peptidyl-résine. Néanmoins il est clair que c’est

la nature de I’extrémité N-terminale libre (NH,) qui est responsable de ces déplacements. 11 est fort
probable que ces effets récurrents correspondent & une conformation particuliére adoptée par le

résidu lorsqu’il vient juste d’étre couplé a la peptidyl-résine.

2.3.4 Hypothése conformationnelle pour le résidu en position N-terminale

du peptide sur la résine

A partir de la sixiéme étape de la syntheése, un pic de croisement supplémentaire est observé
sur les cartes MAS TOCSY et MAS NOESY. Ce pic connecte la résonance des protons de 1’eau

résiduelle (= 3.50 ppm), et le proton amide de I’avant dernier résidu couplé (i). Cette observation,

comme I’effet sur le proton Ho et le carbonyle du dernier résidu couplé (j), est récurrente, et ce pic

n’est observé que lorsque l'extrémité N-terminale du peptide est libre (NH,): elle concere
systématiquement et uniquement 1’avant dernier résidu couplé (i) (Figure 1.12). Ce pic serait du a
un phénomene d’échange relativement lent entre les protons des molécules d’eau et le proton amide

de I’avant dernier résidu couplé.

Cette observation est illustrée sur la figure 1.16 (a) ou est reporté le domaine NH-Ha de la

carte MAS TOCSY du peptide de six résidus sur la résine de Wang (Résine Wang)-Ile-Val-
Ser(OtBu)-Gly-Arg(Pmc)-Ala-NH, gonflée dans le DMF-d,. Un pic d’échange est observé entre

les protons de I’eau et le proton amide de I’avant dernier résidu couplé: I’arginine.

Avant la sixiéme étape, ce phénomene d’échange n’est pas observé, mais il est possible que
celui-ci existe. L’eau présente dans 1’échantillon pourrait provenir de ’eau résiduelle du solvant
DMF-d, que nous utilisons pour gonfi=+ lz :isine, mais il est aussi probable qu’une quantité d’eau

soit apportée au cours de chaque couplage lors de la synthese.
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Dans un premier temps, nous avons tent€ d’échanger ces molécules d’eau en utilisant un
mélange DMF-d, / D,O (jusqu’a 5% en D,0) pour gonfler la résine. Cela n’eut aucun effet sur
P’échange: le pic d’échange avec I’eau resta présent et intense. Ceci peut s’expliquer par la difficuité
qu’ont les molécules d’eau deutérée a pénétrer a 'intérieur des billes pour s’échanger avec des
molécules d’eau proches du peptide (ou liées au peptide). Ensuite, nous avons utilisé un solvant
polaire qui présente une affinité plus importante que I’eau pour la matrice de polystyréne
divinylbenzéne des billes: I’alcool benzylique. Une forte diminution de !’intensité du pic d’échange
avec |’eau jusqu’a sa disparition a été observée en utilisant un mélange d’alcool benzylique non
deutéré (20 équivalents) et de DMF-d, pour gonfler la résine (Figure .16 (b)). Cela signifierait que
(1) les molécules d’alcool benzylique ont été capables de pénétrer a I'intérieur des billes, (2) et que

nous avons déplacé les molécules d’eau du peptide a I'intérieur des billes, en favorisant les

interactions polaires des molécules d’eau et des molécules d’alcool benzylique. La résonance du

proton Ho du demnier résidu couplé, une alanine, reste déplacée vers les hauts champs a 3.60 ppm.

Les effets récurrents observés, (1) sur les déplacements chimiques du proton Ho et du

carbonyle du dernier résidu couplé, (2) et sur le phénomeéne d’échange entre I’eau et le proton amide
de P’'avant demier résidu, nous laissent penser a une conformation particuliére systématiquement
adoptée par le dernier résidu de la peptidyl-résine (extrémité libre NH,). Nous avons émis
I’hypothese d’une cyclisation du peptide en position N-terminale via des liaisons hydrogénes avec
une molécule d’eau. Un modele pourrait étre le suivant: une molécule d’eau engagée dans deux
liaisons hydrogenes (ou plusieurs), reliant les résidus (i) et (j) de la peptidyl-résine en position N-

terminale comme illustré sur la représentation schématique ci dessous:
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2.4 Conclusion

La technique RMN MAS est une méthode analytique sensible, rapide et non destructrice
permettant la caractérisation compléte de séquences peptidiques sur support solide. Les difficultés
de couplage rencontrées durant la syntheése du peptide Aggrecan (Simmonds, 1996) et le
phénomene d’agrégation des chaines peptidiques sur les billes de résine, ont été corrélés 2 la fois
par les données RMIN MAS et par des mesures physiques et chimiques. La structure secondaire de
type étendue qu’adopte le peptide sur les billes montre que le probléme majeur durant cette syntheése
est une agrégation des chaines peptidiques, stabilisée par la formation de liaisons hydrogénes. Nous
avons montré que I’utilisation d’'un mélange DMF / DMSO permettait de rompre ces liaisons, et
d’augmenter la mobilité des chaines peptidiques conduisant & une amélioration de la solvatation de
la peptidyl-résine, ainsi qu’a une amélioration des rendements de couplage aux étapes critiques de la

synthese.
2.5 Perspectives

La technique RMN MAS va permettre de mieux comprendre certains aspects mal décrits ou
non compris de la synthése peptidique. Elle va permettre notamment d’étudier structuralement
I'influence de facteurs physiques et chimiques sur la synthése. La stratégie de protection des
chaines latérales, la nature et la charge de la résine, I’incorporation de groupement non peptidique
ou d’acides aminés stériquement encombrants, la nature du solvant, I’incorporation d’agents
chaotropiques et la température sont des parametres dont les effets vont pouvoir étre étudiés gréce
aux résultats des données RMN. Ainsi, des améliorations des conditions de synthése pourront étre

envisagées.

Nous pouvons aussi envisager d’établir une méthode de détermination de la structure
secondaire des peptides sur résine, comparable a la méthode de Wishart (Wishart et al.,, 1992,
1995; Wishart & Sykes, 1994) pour les protéines en solution acqueuse. Pour cela, il faut établir une
table des déplacements chimiques en 'H et en *C pour les 2{ acides aminés non protégés et en

conformation aléatoire sur résine. Une détermination rapide de la structure secondaire adoptée par le

69



Chapitre I La RMN MAS et la synthése en phase solide

peptide sur résine pourra alors €tre obtenue en calculant la déviation de ses déplacements chimiques

par rapport aux valeurs reportées dans la table.

Pour les peptides qui s’agrégent en solution acqueuse, la technique RMN MAS pourra
fournir des informations structurales trés importantes en vue de comprendre les modifications
structurales que subissent ces molécules, et ainsi de mieux comprendre les relations
structure/fonction: I’ancrage a une résine dont on maitrise la charge devrait simuler un état de trés
haute dilution. Dans le cas de la protéine du prion qui s’agrége en solution (Heller et al., 1996; Riek
et al., 1996), il a ét€ montré par RMN du solide que le choix du solvant dans lequel se trouve la
protéine avant lyophilisation permet d’observer un changement de structure secondaire du fragment
H1 a I’origine de la forme infectieuse de la protéine. Avec la technique RMN MAS sur support
solide, nous pouvons espérer déterminer completement, a partir des contacts NOE et des variations
de déplacement chimique, la structure secondaire de ce fragment dans chacune de ses conformations

(infectieuse et non-infectieuse) dans diverses conditions expérimentales.
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Annexe 1.1 Calcul des états énergétiques de deux spins 1/2

identiques en interaction dipolaire

A 1.1.1 Les fonctions d’états d’un spin nucléaire I

Cas général

Les fonctions de spin, utilisées pour décrire les états d’un spin nucléaire I, sont les
fonctions propres du Hamiltonien d’interaction Zeeman. Elles sont notées | I m >, ou I est le
nombre quantique du spin nucléaire, et m;est la composante selon I’axe (OZ) du moment angulaire
de spin en unité fi.

Les notations utilisées sont celles empruntées a 'ouvrage de Cohen-Tannoudji et
collaborateurs (Cohen-Tannoudji et al., 1977).

Pour un spin I il existe (2 I + 1) fonctions propres ou vecteurs propres | I m ;> tels que (-I <
m <) (par pas de une unité) qui constituent une base propre pour les opérateurs de spin { I%, I,

}du spin L Les opérateurs I, I* vérifient les relations:
EIlmi>=m1 I mi>
BlImi>=I(I+1)I I mr>

L’opérateur ascendant I, (avec I, =L +iL) et I’opérateur descendant I (avecI =L -iI) de

I vérifient:

BIImi>=VI(I+1)-mi(mizD)II miz1>
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Les fonctions d’états d’un spin nucléaire I 1/2

Pour un spin I de 1/2, il n’existe que deux vecteurs d’états possibles notés | ¢ > et | § > qui

constituent une base propre pour les opérateurs de spin{IL, I’} du spin L.

Ces vecteurs propres sontnotés | [=12m = 1/2>=la>,et|I=12m;=-12>=I3>

Llo>=121a>Lif>=-121B>

Pla>=3/41o>FIB>=3/418>

LiIB>=la>ILi>=ia>

L’action des opérateurs I, et I sur les états | o > et | B > respectifs est nul.

A 1.1.2 Les fonctions d’états pour deux spins 1/2 identiques

Soient m, = Yfi I, et m, = v fi I, les moments magnétiques associés a deux spins nucléaires

1/2 identiques (Y, =, =7), I, et I, sans couplage scalaire J direct et de mé€me glissement chimique.

En considérant que les deux spins I, et I, ne sont pas corrélés, les opérateurs de spin de I,

commutent avec les opérateurs de spin de L,: [I;,, L] = 0.

Les vecteurs d’états notés | I, I, m;, m;, > représentent la base découplée de vecteurs propres

des opérateurs de spin {I,,, 1,3 L,,, L?}. Pour déterminer les états énergétiques des deux spins il est
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préférable de travailler avec la base couplée notée | S m, >, c’est a dire la base couplée associée au

spin total S =1, + L.

Labase | S m, > représente la base couplée des vecteurs propres des opérateurs de spin {S,,
S%, 1,7, L}, Cette base est telle que - (I, + I,) £ m; < (I, + ). Deux valeurs de spins sont
autorisées pour le spin total S (S = 1, 0) suivant la table A.I.1. La base complete des états propres

de S est alors générée par deux sous espaces vectoriels associés 3 S = 1, 0.

mp

Table A.I.1

Le sous espace vectoriel associ€ a S = 0 est généré par un vecteur d’état | S =0 m, =0>, cet

état est dit état singulet et ne participe pas a la résonance.

[S=0 ms=0>= Ia1>IB2>-IB1>locz>}

L
V2

Le sous espace vectoriel associé a S = 1 est généré par trois vecteurs d’état qui peuvent étre

exprimés dans la base découplée des opérateurs de spin {I,,, 1,2, L, L,*}, ot | o, > et | B, > sont les

vecteurs propres associés au spin I, et | o, > et | B, > sont ceux rapportés au spin L,

IS=1ms=1>= la1>loz>

IS=1 ms=-1>= 1f1>IP2>

77



Chapitre [ La RMN MAS et la synthése en phase en solide

1L .
= {Ia1>l[32> + l[31>locz>)

A L.1.3 Les états énergétiques de deux spins 1/2 identiques

en interaction dipolaire
Considérons les deux spins 1/2 I, et I, comme étant des protons. Nous savons que
I’intensité de I’interaction dipolaire homonucléaire 'H-'H est forte (20 - 50 kHz), mais néanmoins
cette interaction reste faible devant 1’intensité de I’interaction Zeeman (300 MHz 4 6.5 T). Seuls les
termes A et B du Hamiltonien d’interaction dipolaire seront conservés pour le calcul, ces termes

commutent avec le Hamiltonien d’interaction Zeeman et sont li€s a la forme de raie. Le Hamiltonien

total qui va décrire les états énergétiques des deux spins s’exprimera par:

deTotal = Cj71€Zc:eman + O7‘6dipolaire

Pour l'interaction Zeeman des deux moments magnétiques avec le champ magnétique

externe BO nous avons.
Cj7l62eeman= -y (L + I2).B,
CyeZeeman= - o, (I + Iz)

<o | <0yl FCgeeman !t >10,> = -fie,

<Bl|<BZ| deZeemaniﬁl>lB2> =ﬁ0‘)o

<o 1<Bl + <Py l<oc2|} O"@Z'eeman,—l—(loc1>lﬁz> + IBI>Ia2>}= 0

'y
V2 V2
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Pour I’interaction dipolaire

Cj7l6)dipolaire= fi wp {Ilz Ly - %( Ly Lo+ 1 Iy )} (1-3 cos?28)
_MHony f
avec @p = — —a

Le Hamiltonien dipolaire va étre traité comme une perturbation. Comme les niveaux
d’énergie associés a le Hamiltonien Zeeman sont non dégénérés, il suffit de calculer la valeur
moyenne de la perturbation dipolaire sur les états propres du Hamiltonien Zeeman. La correction au
1* ordre de I’énergie revient a calculer les éléments de matrice diagonaux des termes A et B dans la

base du Hamiltonien Zeeman.

Calculons la perturbation au 1* ordre de Iinteraction dipolaire dans la base des états propres

S m,>.

en posant W, (08)=wy (1 -3 cos % 8) nous obtenons
I ypotaire 104> 104> = 05 (8) (I, L,- 14 (I, L +1,.1,,)) e >l o, >
d’oﬁ<all<a,ZI®7‘€dip0,mla1>locz> = 1/4 ©,(0)
I yipotaire | B1>18,> = 05 (8) (1,L,-1/4(L, L +1.L,))IB>1B,>
ol < B, [ < By | TFE gipoice | By >18,> = 1/4 0, (6)

%{<al l< B2l + <Py l<a2|} d@dip,%{lal>lﬁz> + IB1>|a2>}='-%mD(G)

79



Chapitre I La RMN MAS et la synthése en phase en solide

Les transitions induites par un champ radiofréquence n’apparaitront qu’entre les niveaux

d’énergie de I'état triplet S = 1. Ces transitions correspondent 3 A m, = +/- 1. Les énergies

associées aux états propres | S m, > des deux spins I, et I, sont:

E .= -0 +1/4 @p(0)
E, o = -12 0y(8)

E .. =0 +1/4 00,(8)

Nous pouvons alors écrire la matrice du Hamiltonien total pour les deux spins I, et I, dans

labase | S m, >

11> | 10>

< 11[-o +Lase) 0
< 10| 0 - 20, (8)
< 11| 0 0
<OO‘ 0 0
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Annexe 1.2 L’interaction dipolaire: une interaction tensorielle

dipodle-dipole
A 1.2.1 Définition

La description quantique de I'interaction dipolaire entre deux moments magnétiques m; et

m,, dans le champ magnétique externe Bo (Figure 1.4), est décrite par le Hamiltonien d’interaction

dipolaire O 4 1aire-

Avec m; =, fi I;et my = v, fi I nous avons:

dt?ciipolaire= fi op Ij . ﬁ g

Ho ¥ Y i

avec ®p = o 3
r

ot D représente le tenseur d’ordre 2 de I'interaction dipolaire.
L’interaction dipolaire, comme toutes les interactions internes (CSA, quadrupolaire,
couplage scalaire J), est une interaction tensorielle qui peut étre complétement caractérisée par 7

grandeurs.

(i) L’intensité de [D’interaction

Le couplage dipolaire est fonction des rapports gyromagnétiques ¥; et ¥, des noyaux, et des

variables spatiales (r, 0) définissant la longueur et la position des vecteurs internucléaires r par

rapport au ch;inp magnétique externe Bo (Figure 1.4).
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Mo Y% fi

- 2
m o (1-3cos28)

avec wp (0 ) =

(ii) Les trois valeurs principales du tenseur d’interaction dans son

référentiel d’axes propres

Soit (O X, Y, Z) le référentiel du laboratoire ou le champ magnétique externe Bo est aligné
selon 'axe (OZ), il existe un référentiel ou le tenseur D est diagonal: c’est le référentiel d’axes

propres du tenseur. Dans ce référentiel (O X, y, z), I’interaction dipolaire est de symétrie axiale (n =

0): le vecteur r est aligné selon la direction de (Oz).

ol
i

Dans son réferentiel d'axes propres

d = Dzz - R paramétre d'anisotropie

n= Dyy - Dxx _ parérnétre d'asymétrie

5

aveclaconvention | Dzz-R| 2 | Dyy-R| 2| Dxx - R|

(iii) Les 3 angles d’Euler Q = (ca, B, y) qui orientent le référentiel d’axes

propres (0 x, y, z) du tenseur d’interaction par rapport au référentiel du

laboratoire (O X, Y, Z).
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Le référentiel (O X, Y, Z) est le référentiel du laboratoire. Pour comprendre le
comportement des Hamiltoniens (sous !’effet de rotation par exemple), il est nécessaire de les

exprimer dans le référentiel du laboratoire.

Dxx

Dy"y
Dx"x

Figure A.1.2.1
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Pour passer du référentiel d’axes propres au référentiel du laboratoire, trois rotations suivant
les angles d’Euler Q = (ct, B, ) vont étre nécessaires. Pour I'interaction dipolaire, du fait de la
symétrie axiale dans le référentiel d’axes propres (O, x, y, z) deux rotations R, , et R, ; vont étre

suffisantes pour faire coincider I’axe (Oz) du référentiel d’axes propres a I’axe (OZ) du référentiel

du laboratoire (Figure A.12.1).

A L2.2 Expression du Hamiltonien d’interaction dipolaire

dans le référentiel du laboratoire

Soient deux moments magnétiques nucléaires m; =, fi Let my = v, fi I, associés aux spins

nucléaires I; et I,. Le Hamiltonien d’interaction dipolaire dans le référentiel d’axes propres (RAP)

de D s’écrit:
RAP =
®€dipolaire= fi op I; D. Ik

Mo Y% fl

avec Wp = = 0

Cette expression dans le référentiel du laboratoire devient
ﬁ? Lab. . = -1 -1
dipolaire= ﬁ O)D Ij . Ry-, B . RZ, o - D . R Lo - Ry’, B . Ik

Ces deux expressions du Hamiltonien dipolaire sont en fait égales car ils représentent la

méme grandeur physique.

Il existe une autre maniére d’effectuer ces deux rotations pour passer du référentiel d’axes
propres (O x, y, z) du tenseur D au référentiel du laboras e (0 X, Y, Z). En utilisant les angles

d’Euler Q = (a, B, y) et les matrices de rotation de Wigner 5@ ?__ (a, B, v) (Edmonds, 1957), on
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parvient a faire coincider [’axe principal (O z) de D a I'axe (O Z) du référentiel du laboratoire
(Figure A.I.2.1). Comme deux rotations suffisent, et du fait de la symétrie axiale du tenseur D dans

le référentiel (O x, y, z), les matrices de rotation de Wigner s’écriront @2 _,_ (., B, ¥=0).

II est plus commode de comprendre l'effet de rotation par exemple sur un Hamiltonien

lorsque celui-ci est exprimé dans le référentiel du laboratoire sous la forme d’une décomposition en

composantes irréductibles d’opérateurs tensoriels sphériques notés T, et R, (8 @) (Haeberlen,

1976; Gerstein & Dybowski, 1985; Edmonds, 1957).

L
K= G Y X (D™ Riz 9 T,
L

m=-L

olt A = Dipolaire, CSA, Quadrupolaire, J

T, et R, (6 9) sont les composantes des opérateurs tensoriels irréductibles dans I’espace
des spins et dans 1’espace réel respectivement. R, (8 ¢) est exprimé dans le référentiel du

laboratoire, a 1’aide des matrices de rotation de Wigner, en fonction de ses composantes P, dans le

référentiel d’axes propres:

Rﬁ,nLab (e (P) = Z O@ mz'm(a, B’ 0) pLxm'
m'
et

RFAP 9 ) = ol
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Les composantes P, de R, (6 ¢) sont liées aux valeurs propres du tenseur d’interaction.

L’interaction dipolaire est de symétrie axiale, ce qui va réduire toutes les composantes p, , ou -2 <

m 2 2, a étre nulles sauf P,,.

Nous avons

Poo =

W =
=1
-l
I
(@)

0 pourtoutm

Pim

Prg = vg—_ d = \/%(Dzz - %trﬁ) = \/—-23? rg
pri1 =0
- Paya2 = %—ﬂ 6 =0
ou r, représente la distance entre deux dip6les magnétiques m, et m,.
En remplagant P,, dans 1’expression de R, _ (8 @)
Rin@9) = 3 @ nin(e, B, 0) pr m
nous obtenons

Rom ® ¢) = Dim(a, B, 0pz0 = Dinla B, 0 Y3 17
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d’ou I’expression du Hamiltonien d’interaction dipolaire dans le référentiel du laboratoire
| 2
Lab. 3 Y f 2
Cy‘edi[(?olaire = % YJ_Z;‘ 2 D™ Tim <Dom(a, B, 0)
m=-2

En effectuant la somme et en introduisant les opérateurs tensoriels sphériques T, (Annexe

A L1.3.1) associés aux spins I et I, et les matrices de rotation de Wigner S % (Annexe A 1.3.2)

associées a Q = («, B, 0), nous obtenons I’expression du Hamiltonien d’interaction dipolaire dans

le référentiel du laboratoire. Cette expression est exactement celle que 1’on obtient lorsque ’on fait
le changement des coordonnées cartésiennes en coordonnées sphériques pour le Hamiltonien

dipolaire (Figure 1.4).

@*ed’;;‘)’lairf i op (A+B+C+D+E+F)

Bien que ce résultat puisse étre obtenu plus facilement (voir § B.3.2.3), la décomposition du
Hamiltonien dipolaire en composantes irréductibles d’opérateurs tensoriels sphériques sera trés utile

pour exprimer le Hamiltonien dipolaire sous la rotation a I’angle magique.

A L.2.3 Expression du Hamiltonien d’interaction dipolaire sous la rotation a

Pangle magique

Deux changements de référentiel vont étre nécessaires pour exprimer le Hamiltonien

d’interaction dipolaire dans le référentiel du laboratoire lorsque le rotor est en rotation 2 la vitesse @,

autour d’un axe décalé d’un angle B" par rapport a Bo (Figure 1.10).

Un premier changement de référentiel associé€ aux angles d’Euler Q' = ('}, B'j Vi) est

nécessaire pour passer du référentiel d’axes propres de D au référentiel lié au rotor.
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Le second changement de référentiel associ€ aux angles d’Euler Q*’ = (0, §”’, wt) permettra

de passer du référentiel li€ au rotor en rotation a la vitesse , au référentiel du laboratoire.

En utilisant les matrices de rotations de Wigner (Annexe 1.3.2), pour effectuer ces deux
changements de référentiel, nous pouvons exprimer le Hamiltonien d’interaction dipolaire en
composantes irréductibles d’opérateurs tensoriels sphériques (Annexe 1.3.1) (Haeberlen, 1976;

Gerstein & Dybowski, 1985) dans le référentiel du laboratoire suivant le principe ci-dessous:

Référentiel d'axes propres

du tenseur D (0x,y,2)
2 '
D ix)
ml

v(|Q
m
|

Référentiel 1i€ au rotor

D’ (0, B, @n)

l

Référentiel du Laboratoire
OX,Y,2)

Pour le premier changement de référentiel (référentiel d’axes propres du tenseur D/

référentiel lié au rotor) nous obtenons pour R, :

Rim (Rotor) = Z 2 m%m (€ j'k) pLRI‘%P
m
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Pour le second changement de référentiel (référentiel i€ au rotor / référentiel du laboratoire)

nous avons pour R, :

Ry (Lab) = 2 D 'm0, B, ®)RLn (Rotor)

Finalement pour passer directement du référentiel d’axes propres de D au référentiel du

laboratoire nous obtenons pour R, _:
2 " 2 ' -
RLm(Lab)=z,Oa m m (0, B , @rt) Znoam"m'(njk)ler{nA'P
m m

Parmi les invariants P, dans le référentiel d’axes propres de D, seul P, est non nul. De

plus si on ne considere que la partie séculaire du Hamiltonien d’interaction dipolaire, c’est a dire les
termes A et B (ces termes sont liés a la forme de raie), on ne prend en compte que le cas m = 0.

Nous obtenons finalement:

2 ' )
Ryo(Lab) = /2 i X <D n0(0, B, 0t) D on(Q ;¥

m=-2

avec les matrices de rotation de Wigner (Annexe 1.3.2):

Sln2 B e 2ot

D 5o (0,8, o)

D 2o (0,B, wt) sin 2B e tiot
3 cos? B" -1

@ 020 (0’ B"’ mrt) = 2
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L’expression générale du Hamiltonien dipolaire dans le référentiel du laboratoire est décrite

par I’expression:

L

= G Y, D L™ R0 T,
L m=-L

En ne conservant que la partie séculaire du Hamiltonien dipolaire, on ne retient que le terme

R,,. Sous rotation (®,) le long de I’axe faisant un angle 3" avec le champ externe Bo (Figure 1.10),

la partie séculaire du Hamiltonien dipolaire dans le référentiel du laboratoire devient pour un

ensemble de spins j:

Lab. j ;
dedipolaire= Z Yi Y fi szl:) ijzl:) (Lab)

i<k
En introduisant les expressions de R, et de T,, (Annexe 1.3.1), nous obtenons finalement:

3 cos 2 B" -1 3 cos? B;k -1
2 2

Lab. . fi
CB7‘6di[:>bolaire( t )= z ﬁ_’YE_ (3 Ijz Lz - Ij ) {
j<k 2 I?k

+ Oaizlo(Qj'k) sin2B" e tioxt

"

2 ' . .
+@i20(gjk) SIHZB Cizlmft}

Cette expression représente la partie séculaire du Hamiltonien dipolaire pour un ensemble de

spins j en rotation rapide (®,) le long d’un axe faisant un angle B" avec le champ externe Bo.
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Annexe A 1.3.1 Composantes des opérateurs tensoriels irréductibles de 1’espace des spins T,

pour ’interaction dipolaire (Haeberlen, 1976; Gerstein & Dybowski, 1985)

Too Ty Ta 4 Tr 42

(38 8- 5. 5] L[ &0 &) b,k

1
V6 V2

avec Ip= L, L= L +ily et Ly =-/+ V%Ii

Annexe A 1.3.2 Matrices de rotation de Wigner o2 m'm («, B, y) (Edmonds, 1957)

m
m 2 -1 0 -1 -2
2 3 Gin2 B e2i - - 2
5 (1 +cos B) 2@+ 1+cosP sin  ei2r+a) '\/ g Sin B e2iv 1-cosf sin B eiy- @ (1 -cos B) 200~ )
4 2 2 4
- 1 [3 i -
l } 1 + Czos B Sin Bel(za.,.y) [cos2 B - l cos B] ei(a +’Y) § sin 2[3 ely [1 + ;OS ﬁ - C082 ﬁ Ci(Y‘ ) 1 cos |3 s]n B el(Y‘ 2(1)
: 2
1/ 3 sin2 B e2ia -4/2 sin 2[ eix 3coszf-1 V 3 sin 2P e-ic V 3 gin? B e2ic
0 8 8 5 8 8
- . 1+ cos ) _al3 G -iy - 1-cosP| . I +cos . .
1 - l%osp, sin f eiCa-p [ ) B. cos2 P eita-v) V g Sm 2fe [0052[3 - ei@ry ___,2___@_ sin B ei2a+y
2 3 in2 B e-2i 2
o et C:S B caie- L s B gin p ei@-29 g sin B e Conperary  (Tembr C: SBY ity e
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Annexe 1.4 L’interaction d’anisotopie de déplacement chimique:

une interaction tensorielle électron-noyau

Chaque noyau est entierement défini par son tenseur d’anisotropie de déplacement chimique

O, par son référentiel d’axes propres et par ses valeurs propres dans ce référentiel. Le tenseur o est

de rang 2 et symétrique (OXy = OyX).

— cll O 0
Dans son référentiel d'axes propres G = 0 622 0
0 0 o33

Qali

Ciso = % tr ¢ = % ( 011 + 022 + O33) déplacement chimique isotrope

dg = O33 - Cio  parametre d'anisotropie

022 - O]
ds

Ng = parametre d'asymeétrie

avec laconvention | 0©33 - Giso | 2| 022 - Giso | 2| O11 - Giso

Suivant I’ orientation du référentiel d’axes propres du tenseur o par rapport a la direction du
champ magnétique externe Bo, un déplacement chimique sera observé. On parle d’anisotropie de
déplacement chimique lorsque pour une direction d’observation donnée, c’est a dire la direction du

champ externe Bo, plusieurs déplacements chimiques existent pour un méme noyau.

Dans le référentiel du laboratoire, le Hamiltonien exprimant pour un ensemble de spins

nucléaires j 1’écrantage par les électrons qui entourent le spin nucléaire j s’écrit:

5= Yy fiI.5.B,
j
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En ne considérant que la partie séculaire du Hamiltonien d’anisotropie de déplacement

chimique (liée 2 la forme de raie), c’est a dire la partie de V€, qui commute avec le Hamiltonien

d’interaction Zeeman, nous obtenons pour le spin nucléaire j:

Lab
Cy160'21 = 'YjﬁIjz Oz Bo

De la méme maniére que le Hamiltonien d’interaction dipolaire (Annexe 1.2), le Hamiltonien
d’anisotropie de déplacement chimique peut s’exprimer dans le référentiel du laboratoire sous la
forme d’une décomposition en composantes irréductibles d’opérateurs tensoriels sphériques

(Haeberlen, 1976; Gerstein &Dybowski, 1985), et nous obtenons:

@‘6’;“"" = v fi [j; |Giso + §2Q(3c052[3 -1 -1ng sin?B cos2a)
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Annexe 1.5 Tables des déplacements chimiques "H et *C des échantillons

de peptidyl-résines durant la synthese de la ’’séquence difficile’’

(Résine Wang) -Ile- NH, (DMF-d7)

Résidu HN  co ch Autres

Ile 10 NH,nd 59.53 (3.28)  39.68 (1.66) CY 24.87 (1.45 1.16); CIY 25.93
(0.87); C% 11.74 (0.80); CO
175.94

(Résine Wang) -Ile-Val-NH, (DMF-d7)

Résidu HN  ca cB Autres

Ie 10 8.23 56.73 (4.49) 37.74 (1.90) CY 25.41 (1.43 1.19); C™Y 15.83
(0.88); C3 11.54 (0.82); CO
175.28

Val9 NH,nd 60.51 (3.21) 32.10 (2.10) CY 19.78 16.93 (0.95 0.85); CO
172.14

(Résine Wang) -Ile-Val-Ser(OtBu)-NH, (DMF-d7)

Résidu HN  co ch Autres

Ie 10 8.38 55.95 (4.41) 37.20 (1.87) CY 25.53 (1.45 1.26); C™Y 15.73
(0.88); C0 11.52 (0.81)

Val 9 8.14  57.39 (4.57) 32.47 (2.10) CY 17.90 19.53 (0.90%)

Ser 8 NH,nd 57.17 (3.39) 64.77 (3.49 3.59)
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(Résine Wang) -Ile-Val-Ser(OtBu)-Gly-NH, (DMF-d7)

Résidu HN  co ch Autres

Ile 10 8.30 2737 (4.41) 37.25 (1.89) CY 25.54 (1.46 1.26); CMY 15.78
(0.89); CO 11.54 (0.82)

Val9 7.70  57.84 (4.56) 32.10 (2.10) CY 18.08 19.48 (0.91%)

Ser 8 8.26  53.62 (4.54) 53.62 (3.74 3.50)

Gly 7 NH,nd  45.31 (3.28%)

(Résine Wang) -Ile-Val-Ser(OtBu)-Gly-Arg(Pmc)-NH, (DMF-d7)

Résidu HN  co cB Autres

Te 10 8.26  57.33 (4.40) 37.22 (1.88) CY25.50 (1.46 1.24); CMY nd
(0.88); CO 11.46 (0.82)

Val 9 773 57.93 (4.53) 31.92 (2.11) CY 19.44 18.05 (0.91%)

Ser 8 8.06 54.08 (4.57) 62.35 (3.69 3.52)

Gly 7 8.48  42.88 (3.98%)

Arg 6 NH,nd 55.20 (3.46) 29.75 (1.81%) CY26.17 (1.61%); C3 40.91

(3.21*); NHE 7.01

(Résine Wang) -Ile-Val-Ser(OtBu)-Gly-Arg(Pmc)-Ac (DMF-d7)

Résidu HN  Ho HB Autres

Ile 10 8.23  4.40 1.88 | HY 1.45 1.24; HMY 0.88; HY 0.82
Val 9 7.69 4.52 2.12 HY 0.91*

Ser 8 7.94 455 3.66 3.55

Gly 7 8.45 3.92%

Arg 6 8.19 4.36 1.84 1.63 HY 1.63*; HO 3.21*; NHE 6.84
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(Résine Wang) -Ile-Val-Ser(OtBu)-Gly-Arg(Pmc)-Fmoc (DMF-d7)

Réidu  HN  H« HB Autres

Ile 10 8.24 4.18 1.88 HY 1.44 1.25; H™Y 0.87; H 0.80
Val 9 7.69  4.55 2.11 HY 0.91*

Ser 8 797  4.57 3.65 3.52

Gly 7 8.41  3.98%

Arg 6 7.66 424 1.91 1.67 HY 1.67*; HY 3.25%; NHE 6.86

groupe Fmoc: 7.90 7.74 7.42 7.33

(Résine Wang) -Ile-Val-Ser(OtBu)-Gly-Arg(Pmc)-Ala-NH, (DMF-d7)

Résidu HN  Ho Hp Autres

Tle 10 824 439 1.88 HY1.43 1.21; HIY 0.87; HO 0.81
Val 9 771 451 2.11 HY 0.90*

Ser 8 7.99  4.54 3.66 3.53

Gly 7 8.44  3.94%

Arg6 827 4.43 1.70 1.58 HY 1.58*; HO 3.20%; NHE 6.98
Alas NH,nd 3.55 1.28

(Résine Wang) -Ile-Val-Ser(OtBu)-Gly-Arg(Pmc)-Ala-Glu(OtBu)-NH, (DMF-d7)

Résidu HN co cB Autres

Tle 10 8.27 57.32 (4.41) 37.23 (1.89) CY25.52 (1.45 1.22); C™Y nd
(0.89); Cd 11.48 (0.83)

Val 9 778 5793 (4.53) 31.93 (2.11) CY 19.44 18.45 (0.91%)

Ser 8 7.99  54.07 (4.57) 62.39 (3.66 3.54)

Gly 7 8.28  42.93 (3.95%)

Arg 6 8.22 5329 (443) 29.75(1.90 1.67)  CY25.96 (1.60%); C3 40.80
(3.20%); NHE 6.84

Alas 8.27  49.06 (4.48) 18.41 (1.35)

Glu 4 NH,nd 54.91 (3.34) 31.93(1.99 1.72)  CY32.10 (2.38%)
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(Résine Wang) -lle-Val-Ser(OtBu)-Gly-Arg(Pmc)-Ala-Glu(OtBu)-Gly-Glu(OtBu)-NH,

(DMF-d7 / DMSO-d5) (80% / 20%, v/ v)

Résidu HN  co cB Autres

Ile 10 8.24  57.18 (4.40) 37.06 (1.89) CY25.42 (1.46 1.25); CY 17.64
(0.88); CO 11.46 (0.83)

Val 9 7.73  57.83(4.52) 31.81 (2.11) CY 18.19 19.41 (0.92%)

Ser 8 7.94 5390 (4.56) 62.33 (3.66 3.54)

Gly 7 8.19  42.91(3.94%)

Arg 6 7.97 53.15(4.38) 29.62 (1.91%) CY25.81 (1.68 1.60); C 40.65
(3.21%); NHE (6.82)

Alas 8.24 4936 (4.41) 17.64 (1.37)

Glu 4 8.33  52.87 (4.44) 27.73 (2.11 1.94)  CY31.81 (2.39%)

Gly 3 8.44 4291 (3.95%)

Glu 2 NH,nd 54.75(3.38) 30.73 (2.00 1.73)  CY31.81 (2.39%)

(Résine Wang) -Ile-Val-Ser(OtBu)-Gly-Arg(Pmc)-Ala-Glu(OtBu)-Gly-Glu(OtBu)-Thr(OtBu)-NH,

(DMF-d7 /| DMSO-d5) (60% / 40%, v / v)

Résidu HN  H« ub Autres

Te 10 827 435 1.87 HY 1.58 1.26; HMY 0.87; HY 0.83
val 9 7.78  4.49 2.05 HY 0.89*

Ser 8 7.98 4.56 3.59 3.50

Gly 7 8.17  3.90* |

Arg 6 7.99  4.38 1.85 1.64 HY 1.56%; HY 3.17*; NHE 6.75
Ala5 8.14  4.40 1.33

Glu 4 8.11 4.40 2.06 1.93 HY2.35%

Gly 3 8.42  3.87%

Glu 2 nd 4.40 nd HY nd

Thr 1 NH,nd 4.06 3.12 HY1.14
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Chapitre Il La mimimisation de la saturation de |’ eau

A. Introduction

Le développement intense en RMN biologique de nouvelles séquences de suppression du
signal du solvant traduit le besoin considérable de réduire le signal de I’eau sans altérer les signaux
issus de la macromolécule étudiée. Néanmoins, il est reconnu depuis trés longtemps qu’une
saturation du signal de I’eau va se traduire par un effet de transfert de saturation depuis les protons
de I’eau jusqu’aux protons de la macromolécule, qui s'échangent rapidement avec 1’eau. Ce
transfert de saturation pourra &tre étendu a tous les autres protons de la macromolécule via le
phénomene de diffusion de spin, ou de NOE direct avec 'eau: cela se traduit par une nette
diminution de I’intensité de tous les signaux 'H issus de la macromolécule (Redfield et al., 1975;
Guéron et al., 1991; Otting et al., 1991). Cet effet est trés important lorsque la macromolécule en
solution se trouve a un pH proche de son pH physiologique (7-8). Dans de telles conditions,
I’échange entre les protons labiles de la macromolécule et les protons de l’eau est trés rapide

(Wiithrich, 1986).

Nous comprenons immédiatement I’importance de développer des séquences ot le signal de
’eau est supprimé, tout en minimisant la saturation de ce signal afin de réduire au maximum tout

phénomeéne de transfert de saturation.

1. Le signal de ’eau: un probleme en RMN biologique

La suppression du signal du solvant, I’eau, en RMN des protéines et des acides nucléiques
est un probléme majeur. Ceci vient du déséquilibre important existant entre la concentration en 'H
pour ’eau (110 molaires), et la concentration en 'H de la macromolécule biologique étudiée
(quelques millimolaires). Aprés une simple impulsion (90°), sans suppression du signal du solvant,

le seul signal observable est un signal trés intense: celui des protons de I’eau.
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2. Les méthodes de suppression du signal de 1’eau

La méthode qui consiste & présaturer sélectivement a basse puissance le signal de I’eau est la

méthode la plus populaire et la plus répandue (Hoult, 1976), mais présente ’inconvénient majeur de

saturer le signal de I’eau durant toute 1’expérience. : E

De nombreuses autres techniques de suppression du signal de ['eau nt été développées.
Elles sont basées sur la non-excitation du signal de I’eau comme dans la séquence Jump-Return
(Plateau & Guéron, 1982), sur 'utilisation d’impulsions spin-lock pour détruire I’aimantation de
’eau du fait des inhomogénéités de champ radiofréquence (Otting & Wiithrich, 1988; Sodano &
Delepierre, 1993), sur l'utilisation de gradients de champ et sur les propriétés de diffusion
différentes entre les molécules d’eau et les macromolécules (Van Zijl & Moonen, 1990), ou sur

I’utilisation d’impulsions formées sélectives sur I’eau (séquence *’SS’’) (Smallcombe, 1993).

Actuellement la méthode la plus couramment utilisée, en raison de la facilité a disposer de
gradient de champ sur les spectrometres, est la technique qui combine I’utilisation d’impulsions
sélectives sur I’eau et les gradients de champ. La séquence WATERGATE proposée par Piotto en
1992 repose sur ce principe (Piotto et al., 1992). Dans cette séquence, les gradients de champ
défocalisent puis refocalisent toutes les aimantations exceptées celles des protons de 1’eau (voir §
B.1). Elle présente de nombreux avantages par rapport aux autres techniques de suppression d’eau,
qui pour la plupart souffrent d’un profil d’excitation non uniforme, d'une distorsion de ligne de
base ou d'un degré faible de suppression du signal de I’eau. Récemment une autre séquence, basée
sur utilisation d’impulsions trés sélectives sur I’eau et appliquées de maniére successive, et sur
I’utilisation de gradients de champ, a été proposée: c’est la séquence WET (Smallcombe et al.,
1995). Cette séquence présente un avantage par rapport a la séquence WATERGATE: comme la
séquence WET est appliquée durant le délai de relaxation, ou pendant le temps de mélange
(NOESY), elle évite la perte de signal due 2 la relaxation T, et a I’évolution du couplage
homonucléaire pendant le spin-écho de la séquence WATERGATE. Néanmoins, I’incorporation de

ce schéma est inadaptée dans toute expérience ol nous désirons suivre 1’état de 1’aimantation de
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I’eau durant I'expérience, afin de la maintenir dans un état non saturé au début de la période

d’acquisition.

3. Les impulsions sélectives sur I’eau:

les impulsions water flip-back

Les méthodes de suppression du signal du solvant basées sur la non-excitation de I’eau,
telles que la séquence Jump-Return (Plateau & Guéron, 1982) ou la séquence '’'SS’’ (Smallcombe,
1993), ne vont pas générer un état saturé pour I’aimantation de 1‘eau puisque I’eau n’est pas excitée,

ainsi tout effet de transfert de saturation est éliminé.

Le probléme majeur des autres séquences de suppression du signal de I’eau développées
jusqu’a aujourd’hui est la création d’un état completement saturé ou semi-saturé de 1’aimantation de
’eau au début de la période d’acquisition. Du au temps de relaxation longitudinale T, trés long des
protons de I’eau (4 a 5 s) devant celui des protons des macromolécules (~ 1.4 s), et au délai de
relaxation entre chaque expérience choisi plus court que le T, des protons de 1’eau, 1’aimantation de

I’eau va demeurer dans un état saturé au début chaque expérience.
Les expériences hétéronucléaires

Bax et ses collaborateurs furent les premiers en 1993, 2 introduire dans des séquences
hétéronucléaires des impulsions sélectives sur 1’eau, appelées impulsions water flip-back. Ces
impulsions permettent de suivre exactement I’état de I’aimantation de 1'eau au cours de la séquence
et de la maintenir dans un état non saturé au début de la période d’acquisition. Ainsi I'utilisation
combinée de gradients de champ, pour la sélection des chemins de cohérence, avec la séquence de
suppression d’eau WATERGATE associée avec des impulsions water flip-back, leur permit
d’obtenir un gain en intensité de 20 % sur les pics de corrélation 'H-"°N dans une expérience
HSQC, mais aussi d’augmenter la sensibilité de la mesure quantitative des NOEs “N-{'H}, et des

NOEs entre les protons de ’eau et la macromolécule (Grzesiek & Bax, 1993 (a), (b)). Ces
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impulsions water flip-back, ont par la suite ét€ incorporées dans de nombreuses séquences

hétéronucléaires (Jahnke & Kessler, 1994; Kuboniwa et al., 1994).
Les expériences homonucléaires

Nous allons décrire dans ce chapitre I’incorporation d’impulsions water flip-back dans les
séquences homonucléaires NOESY (Jeener et al, 1979; Kumar et al, 1980) et TOCSY
(Braunschweiler & Emst, 1983). Ces deux séquences constituent les expériences de base pour la
détermination de structure tridimensionnelle de macromolécules biologiques en solution. Les
impulsions water flip-back nous ont permis de contrdler ’état de I’aimantation de I'eau durant
I’expérience, et de la maintenir dans un état proche de son état d’équilibre (le long de I’axe (+z)) au
début chaque période d’acquisition et indépendamment de la phase sélectionnée durant la période

d’évolution t, pour les expériences 2D.

B. Les séquences WATERGATE NOESY et WATERGATE TOCSY

avec incorporation d’impulsions water flip-back
p p

Nous allons tout d’abord nous intéresser a la séquence de suppression d’eau
WATERGATE, et au phénomene de radiation damping (Bloembergen & Pound, 1954; Warren et
al., 1989; Vlassenbroek, 1993).

1. La méthode de suppression du signal de I’eau WATERGATE

Une des méthodes les plus efficaces et les plus faciles pour supprimer le signal de ’eau est
la séquence WATERGATE (Piotto et al., 1992). La force de cette séquence est qu’elle peut étre
facilement incorporée dans toute expérience homonucléaire ou hétéronucléaire. Cette séquence est
symétrique et combine |’utilisation de deux impulsions sélectives (90°) sur 'eau a basse puissance

avec deux impulsions de gradient de champ de méme force G (Figure IL.1).
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Figure II.1

Le premier gradient de champ G, appliqué durant la période A, défocalise toutes les

aimantations dans le plan: celles des protons de la macromolécule et celle des protons de ’eau. Les

trois impulsions {90°(-9) a basse puissance et sélective sur l'eau} - {180°(+¢) haute puissance} -

{90°(-¢) a basse puissance et sélective sur l'eau } ne vont au total pas perturber 'état de

I’aimantation de I’eau (effet 0°), qui sera défocalisée une deuxieme fois par le second gradient G

durant la période A: I’acquisition débute avec une aimantation de l’eau réduite a zéro. Les

aimantations de la macromolécule ne ressentiront que I’effet du 180° haute puissance, et seront
exactement refocalisées par le second gradient de champ de méme force et de méme durée que celui
qui a été utilisé pour les défocaliser dans la premicre partie de la séquence. Dans cette séquence, les
impulsions sélectives (90°) sur I’eau doivent €tre soigneusement ajustées en phase et en puissance

par rapport & I’impulsion (180°) haute puissance.

La séquence WATERGATE présente deux avantages principaux par rapport a la technique

de base de présaturation: (i) il n’y a pas de perte d’information a la fréquence de I’eau en ®,, car la

suppression du signal de I’eau s’effectue aprés la période d’évolution t,, (ii) I’état de saturation de
I'eau n’est pas maintenu durant le délai de relaxation, contrairement & la séquence avec

présaturation.

Nous remarquons immédiatement que lorsque I’aimantation de 1’eau est alignée le long de

Wl’axe (+z) au début de la séquence WATERGATE, cette aimantation ne sera pas perturbée par les
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gradients de champ et va demeurer intacte en fin de séquence. C’est cette propriété que nous avons
exploitée dans les séquences WATERGATE NOESY et WATERGATE TOCSY pour minimiser

I’état de saturation de 1’aimantation de I’eau.

2. L’amortissement par rayonnement cohérent

ou radiation damping
2.1 Définition

Le phénomene de radiation damping a été rapporté pour la premiére fois en 1954 par
Bloembergen et Pound. II prend son origine dans I’interaction entre ’aimantation transversale et le
circuit de détection. La base du phénomene repose sur le fait que pour détecter la précession des

spins, nous utilisons une bobine placée autour de I’échantillon aux bornes de laquelle apparait une

force électromotrice (f.€.m) e = -d¢/dt. Un dipdle magnétique qui précesse dans le plan transverse

va créer dans la bobine de détection une f.é.m, d’oit un courant induit i(t). Ce courant va étre a
lorigine d’un champ magnétique dipolaire, tout a fait analogue au champ magnétique
radiofréquence B, utilisé pour manipuler I’aimantation, qui aura exactement la fréquence de
précession des spins qui I’ont créé€. Ce champ dipolaire va agir sur 1’aimantation qui ’a créé, en la
faisant revenir a sa position d’équilibre selon I’axe (+z), en un temps nettement plus court que le
temps de relaxation T,. Le phénomeéne de radiation damping n’est pas un phénomeéne de relaxation.
Le retour a I'équilibre par radiation damping est un phénoméne cohérent ne faisant pas intervenir les

interactions avec le réseau, contrairement 2 la relaxation longitudinale T,.

En RMN biologique, le phénoméne de radiation damping ne concernera pas les protons de
la macromolécule (hormis les résonances des protons se trouvant sous la résonance de 1’eau), mais
les protons abondants 3 une méme fréquence: les 'H de 1’eau. L’ aimantation transversale importante
de I’eau inévitablement générée durant les périodes d’évolution et de mélange, va induire un courant
important dans. la”ti)bine de réception. Ce courant va générer un champ dipolaire radiofréquence

faible 2 la fréquence de I’eau, qui va tourner I’aimantation de 1’eau vers sa position d’équilibre le
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long de I’axe (+2z). Le processus de radiation damping est représenté schématiquement sur la figure

I1.2.

Z
Bo Radiation
ﬁmping RO
HO
PR
f.é.m Baip. B dip.

Figure I1.2

Le temps caractéristique de radiation damping T, est inversement proportionnel au rapport
gyromagnétique du noyau vy, au facteur de qualit¢ Q de la sonde, et a I’aimantation de 1'eau 2

I’équilibre Mo:
T,y o (YQMo)"

Nous remarquons immédiatement que le phénomeéne de radiation damping prend des
proportions treés importantes en RMN biologiqué, ol les mesures se font a trés haut champ et en
utilisant des sondes de mesure de haut facteur de qﬁalité Q. Nous retrouvons également la raison
pour laquelle le phénomene de radiation damping ne concerne que les spins abondants de l'eau:
pour I’aimantation faible de la macromolécule devant celle de I’eau, le temps caractéristique T, est

grand.

A 600 MHz, avec une sonde correctement accordée, le temps caractéristique T,y du retour de
I’aimantation de 1’eau selon I’axs (+z), est court et est de I’ordre de 50 ms apreés une impulsion 90°.

Al

Ceci va rendre manifestement difficile la manipulation de ’eau dans des expériences qui peuvent
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durer plusieurs dixiemes de seconde. Les effets NOE, et d’échange chimique impliquant des
molécules d’eau seront perturbés par le radiation damping. Durant les périodes d’évolution (t, ty,
..), le retour rapide de I’aimantation de I’eau selon I’axe (+z) par radiation damping, va élargir dans
les domaines (F,, F, ...) les raies de résonance des protons échangeant avec I’eau, conduisant 3 une
diminution de I'intensit€ des pics de croisement (Otting, 1991). De plus, durant des impulsions

sélectives de plusieurs millisecondes, le radiation damping pourra aussi apparaitre.

Nous comprenons |'importance de minimiser toute excitation des protons de 1’eau, et de
maintenir, quand cela est possible durant I’expérience, 1’aimantation de 1’eau dans un état ou elle ne

sera pas sujette au radiation damping, c’est a dire le long de 1’axe (+z).
2.2 Les méthodes pour supprimer les effets du radiation damping
Actuellement il existe quatre méthodes pour supprimer les effets du radiation damping.

(i) La suppression du radiation damping peut étre réalisée en introduisant un systéme
d’interrupteur pour le facteur de qualité Q de la sonde qu’il sera alors nécessaire de modifier. La
méthode consiste a diminuer le facteur Q durant les périodes de la séquence o le radiation damping
est gé€nant (périodes d’évolution sous précession libre), et & garder un facteur Q élevé durant

I’acquisition (Anklin et al., 1995).

(ii) La connexion de la bobine radiofréquence a un circuit ouvert en série a été proposée par
Guéron (Guéron, 1991). Le courant induit dans un tel circuit par la f.€.m est nul, et par conséquent

le radiation damping est absent.

(iii) La méthode de compeﬂsaﬁon consiste a réinjecter en permanence un courant de signe
opposé au courant induit dans la bobine de détection par I'aimantation transversale de 1’eau
(Broekaert & Jeener, 1995; Louis-Joseph et al., 1995). Ainsi, I'effet du radiation damping est a
tout instant annulé. Ce processus de f.<izback nécessite de développer un systtme électronique pour

détecter, filtrer, modifier la phase et ensuite réinjecter le courant.
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(iv) La méthode la plus simple d’acces pour se soustraire des effets du radiation damping est
Iutilisation d’impulsions de gradient de champ. L’application d’un gradient de champ défocalise

I’aimantation transversale de I’eau et interrompt ainsi le mouvement cohérent des spins.

Aprés une impulsion 180° parfaite, le vecteur de I’aimantation de 1’eau est aligné le long de
Paxe (-z),il n’y a pas de composante transversale pour 1’eau, d’ol une absence de phénoméne de
radiation damping. Cependant en pratique aprés une impulsion 180°, les imperfections de
I’impulsion et les inhomogénéités de champ radiofréquence conduisent toujours a la création d’une
composante finie transversale de 1’eau, et ainsi a 1’observation du phénoméne de radiation damping.
Apres une impulsion 180°(x) (2 600 MHz pour le 'H), I’aimantation de ’eau se trouve dans le plan
(O, z), la composante transversale maximale est observée aprés 70 ms. Si un gradient de champ
(durée 2 ms, force 10 G.cm™) est appliqué immédiatement aprés |’ impulsion 180°, le phénomene de

radiation damping est retardé: la composante transversale maximale est observée aprés 150 ms.

La situation est bien plus critique lorsque toute I’aimantation de I’eau est transversale: c’est a

dire durant les périodes d’acquisition t, et t,.

Durant la période d’évolution t,, la suppression du radiation damping est importante pour

deux raisons: (i) les résonances des protons Hot sous la résonance de 1’eau se trouvent ’’cachées’’

en dimension ®, par la raie de |’eau €largie suite au radiation damping, (ii) les pics de croisement a

la fréquence de I’eau sont plus larges et par conséquent moins intenses en présence de radiation
damping. Par I’incorporation d’un gradient bipolaire faible durant la période d’évolution t, les
effets de radiation damping peuvent étre supprimés durant cette période d’évolution (Sklenar,

1995).

La suppression du phénomene de radiation damping durant la période d’évolution t, se
pose, lorsque le schéma de suppression du signal de I’eau génére une aimantation non saturée au
début de la période d’acquisition. Ce qui est le cas nar exemple pour le schéma Jump-Return (non

excitation du signal de 1’eau), contrairement aux schémas de présaturation et WATERGATE qui
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réduisent I’aimantation de ’eau & z€ro au début de la période d’acquisition. Durant la séquence
NOESY Jump-Return (Plateau & Guéron, 1982) pour des temps de mélange longs, 1’aimantation
de I’eau est ramenée le long de I’axe (+z) par le phénomene de radiation damping quelque soit la
phase de 'incrément t,. Ainsi cette aimantation ne sera pas affectée par le schéma Jump-Return.

Pour des temps de mélange courts (< 100 ms), le probléme se posera lorsque I’aimantation se

trouve selon I’axe (-z) au début de la période de mélange t_. En effet cette aimantation ne sera pas

complétement retournée selon I’axe (+z) a la fin de la période t_, et sa composante selon (-z) ne sera

pas affectée par le schéma Jump-Return, et cela conduira a son retour par radiation damping durant
la période d’acquisition t,, d’oti une grande quantité d’eau observée. Pour résoudre la suppression
du radiation damping durant la période d’évolution t,, Stonehouse proposa d’incérporer dans la
séquence originale NOESY Jump-Return, un gradient de champ a la fin de la période de mélange
afin de produire une suppression constante du signal de I’eau indépendamment de la durée du temps

de mélange et de la phase de I’incrément t, (Stonehouse et al., 1994).

3. La séquence water flip-back WATERGATE NOESY

Le phénomene de radiation damping a été montré comme un phénomeéne nuisible. A défaut
de chercher a le supprimer, pourquoi ne pas retourner le probléme et chercher au contraire a
travailler avec lui? L’avantage du radiation damping est qu’il permet d’aller rapidement vers un état
bien défini et reproductible de 1’eau. C’est ce caractére reproductible de I’état de I’aimantation de

’eau sous radiation damping qui a été exploité de mani€re constructive durant la période de mélange

T,, de ’expérience NOESY.

3.1 Utilisation d’une impulsion water flip-back

dans I’expérience homonucléaire NOESY
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Summary

A simple modification to the WATERGATE water suppression scheme [Piotto, M., Saudek, V. and
Sklenaf, V. (1992) J Biomol. NMR, 2, 661-665] is proposed. Radiation damping is used as an active
element during the mixing time of a NOESY experiment, in order to obtain a reproducable state of the
water magnetization at the end of the mixing time. Through the use of a water flip-back pulse and a
gradient-tailored excitation scheme, we obtain both an excellent water suppression and a water magnet-
ization close to equilibrium at the beginning of the acquisition time. We show experimentally that this
modification results in a 20% gain in intensity for all signals when using a relaxation delay of 1.5 s, and
also that avoiding a semisaturated state for the water magnetization allows the amide protons as well
as other proton resonances to relax to equilibrium with their proper relaxation time.

Most NMR studies of biological macromolecules re-
quire the recording of different spectra in aqueous sol-
ution, and hence suffer from the problem that the proton
concentration is not equally distributed between the 110
M concentration of the water protons and the millimolar
concentration of the protons of the molecule under study.
A number of selective elimination schemes have been
developed, based on the selective presaturation of the
water resonance (Hoult, 1976; Hore, 1989), on the use of
spin-lock pulses (Messerle et al., 1989; Sodano and Dele-
pierre, 1993), on a selective zero-excitation of the water
resonance using jump-return sequences (Plateau and Gué-
ron, 1982; Plateau et al., 1983) or shaped pulses (Small-
combe, 1993), on the difference between the relaxation
times of the water and protein proton resonances (Brown
et al., 1988) and recently methods involving gradient-
enhanced pulse sequences have been proposed -based on
the different diffusion properties of the solvent and solute
(Van Zijl and Moonen, 1990) or on selective defocussing
of the undesired resonance (Piotto et al., 1992).

The first method of presaturation has some severe
drawbacks, especially when hydrogen exchange is rapid,
causing a saturation transfer to certain protons of interest
as well as to other protons through the mechanism of
spin diffusion (Otting et al., 1991; Liepinsh et al., 1992;

*To whom correspondence should be addressed.

0925-2738/$ 6.00 + 1.00 © 1995 ESCOM Science Publishers B.V.

Moy et al., 1992; Henry and Sykes, 1993; Li and Monte-
lione, 1993; Smallcombe, 1993). The sequences based on
the use of jump-return or of selective pulses do not excite
the water resonance, thereby effectively eliminating all
saturation transfer. However, a recent publication de-
scribed how the combination of radiation damping effects
and the need to achieve @, frequency discrimination can
lead to a lesser degree of water suppression than hoped
for (Stonehouse et al., 1994), These authors therefore
modified the original sequence, including a gradient pulse

" in order to achieve a constant water suppression for all

phases and t, increments. The use of gradients, combined
with selective excitation of the water line, causes a re-
focusing of all resonances except the water resonance,
thereby reducing the water line in a single scan by four to
five orders of magnitude (Piotto et al., 1992).

While the latter spectra retain a pure phase character
as well as a perfectly flat baseline, the water resonance
often remains in a semisaturated state, as for practical
reasons the relaxation delay between scans is much short-
er than the water T, (45 s). Several ‘water flip-back’ se-
quences have been described (Grzesiek and Bax, 1993a,b;
Jahnke and Kessler, 1994; Kuboniwa et al., 1994) in the
context of sensitivity enhs~sment of heteronuclear spec-
tra, where the intensities of the 'H-"*N correlations suffer
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Fig. 1. Pulse sequences of (A) the classic NOESY experiment with low-power presaturation (shaded pulses) during the relaxation delay and the
mixing time 1,; (B) the WATERGATE NOESY experiment including a gradient G, at the end of the mixing time and the gradient-tailored
excitation scheme (Piotto et al., 1992); and (C) the water flip-back WATERGATE NOESY experiment, including a selective pulse at the end of

the mixing time. Phases used are ¢! = (x,=x.y,~y,=X,X,=%.¥), $2 = (X,X,%,Y,=X,~X,~¥,~¥), 03 = (X,X.¥,¥,~X,~X,~¥,=y), ¢4 =

Acq. = (%,=XY,~Y,~X,X,~¥.Y).

heavily from any form of saturation transfer. However,
also in the homonuclear NOESY spectrum (Kumar et al.,
1980) rapid to intermediate exchange of the amide pro-
tons with the semisaturated water magnetization will lead
to a decrease in intensity, especially for such important
cross peaks as the NH-H” correlations. In this communi-
cation, we demonstrate that the combination of a water
flip-back selective pulse with a water suppression scheme
such as the WATERGATE sequence (Piotto et al., 1992)
can be used to obtain both a good water suppression and
a state of the water magnetization close to equilibrium at
the beginning of the acquisition time. Moreover, we will
show that the repetition rate in this sequence is solely
determined by the T, relaxation times of the protein mag-
netization.

The basic NOESY sequence is shown in Fig. |A. Wat-
er presaturation is applied during both the relaxation
delay and the mixing time, leading to a net water magnet-
ization close to zero at the beginning of the acquisition
period. The water magnetization relaxes back to its equi-
librium value (parallel to the z-axis) during the acquisi-
tion time, but the B, field during the relaxation delay
reduces it back to zero. The resulting signal of a single-
scan experiment (where, starting from equilibrium, one
probes the water magnetization along the z-axis with a

(=X,=X,~y,~¥,X.X,y,y) and

902 pulse during the acquisition time) shows that water is
basically reduced to zero at the beginning of the acqui-
sition time, and relaxes back to its equilibrium value
through the mechanism of T, relaxation.

In the WATERGATE sequence (Fig. 1B), no presatu-
ration is applied at all, and one has to take into account
the phenomenon of radiation damping (Bloembergen and
Pound, 1954; Warren et al., 1989; Vlassenbroek, 1993)
during the mixing period: depending on the phase cycle,
the water magnetization will start along the —z-axis or in
the xy-plane, but in both cases, the return of the magnet-
ization to the +z-axis will be much faster than predicted
by the relaxation equations. For a 600 MHz spectrometer
equipped with a well-tuned high-Q factor probehead, the
characteristic times of return to the +z-axis are as short as
50 ms, even after an optimized 180° pulse (Vlassenbroek,
1993; Stonehouse et al., 1994). Therefore, at the end of
the mixing time the water vector invariantly points to the
+z-axis, irrespective of the t, increment or the moment in
the phase cycle. The small gradient pulse at the end of the
mixing time does not affect the water magnetization along
the +z-axis, but assures that transverse cc'icrences of the
protein magnetization that otherwise need to be cancelled
by phase cycling are eliminated in a single scan. The
water vector along the +z-axis is then brought into the



xy-plane by the third 90° pulse, after which it is effective-
ly scrambled by the two gradient pulses. The latter act
constructively only for a small region around the water
resonance, but allow for refocusing of the other reson-
ances due to the echo that is formed by the central 180°
pulse. Even though the water suppression of this scheme
is excellent, the net water magnetization vector is zero at
the beginning of the sequence, and water will return to
equilibrium during the acquisition and relaxation delays.
[ts return is somewhat more rapid than in cases where
presaturation is used, which can be attributed to the
eventual refocussing of a fraction of the transverse water
component, followed by a small amount of radiation
damping (M. Piotto, personal communication). However,
this return still takes on the order of seconds, and as for
considerations of total measuring time the combined
duration of acquisition and relaxation delay is usually
kept as short as possible, the result is a ‘semisaturated’
state of the water magnetization.

Radiation damping during the mixing time can be used
advantageously when it is recognized that the state of the
water magnetization at the end of the mixing time is
perfectly reproducible, which is exactly what we hope to
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have: all water magnetization is back to its equilibrium
state along the +z-axis. If the final 90° pulse is now pre-
ceded by a selective pulse of opposite phase (Fig. 1C), the
water magnetization after the third 90° pulse will still be
along the +z-axis, and the subsequent gradients and 90°-
(~=0,)-180°(¢,)-90°(~9,) will not affect this magnetization
at all. The result is that the acquisition time is started
without any transverse water component, but with a
longitudinal water component very close to its thermal
equilibrium and thus invariant in time. Radiation damp-
ing should thus be considered as an active element in this
pulse sequence to obtain the desired water magnetization
state. This experimental scheme avoids the development
of a semisaturated water state and its possible transfer to
the protein resonances, and the T, of the protein reson-
ances becomes the limiting factor for the choice of the
relaxation delay.

For short mixing times, the statements given above are
not completely valid, but the gradient at the end of the
mixing time does ensure that the only component of the
water magnetization that remains just before the third 90°
pulse is oriented along the +z-axis. As the slowest phase
of radiation damping is the initial buildup of a macro-

Fig. 2. Intensities of selected resonances in the 1D spectra obtained with the pulse sequences of Fig. 1B (indicated by b) and Fig. 1C (indicated
by ¢) as a function of the relaxation delay between successive scans and normalized with respect to the intensity obtained with a relaxation delay-
of 20 s. The ratio b/c is indicated by 2. Resonances are (A) the NH proton at 7.16 ppm; (B) the a resonance at 5.87 ppm; (C) the methyl resonance
at -0.64 ppm; and (D) the TMSP resonance at 0 ppm. The experimental conditions are the same as in the legend of Fig. 3. Apparent T, values
were obtained by fitting an exponential to the intensities obtained at different relaxation delays using the program SNARF (F. van Hoesel,

University of Groningen, Groningen, The Netherlands).
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Fig. 3. Phase-sensitive 2D NOESY spectrum of hen egg white lysozyme. Sample conditions : pH 6.7, 30 ul of a | M TMSP solution, and a 2 mM
solution of lysozyme in 500 ul of a 90% H,0/10% D,O solution, T = 35 °C. Spectra were obtained on a Bruker 600 MHz DMX spectrometer
operating at 600 MHz and equipped with a triple-resonance self-shielded z-gradient probehead. Gradients have a sine-bell shape, with maximum
gradient strengths of 5 G/cm for the gradient in the mixing time (G,, Figs. 1B and C) and 15 G/cm for the gradients in the WATERGATE
suppression sequence (G,, Figs. 1B and C). Selective pulses correspond to a field strength of 160 Hz. The mixing time was 300 ms. Acquisition
parameters: spectral width of 14 ppm in both dimensions, 2K complex points in t, and 256 complex t, increments (States et al., 1982), with 8 scans
per increment. (A) 2D spectrum obtained with the pulse sequence of Fig. 1C and a mixing time of 300 ms. (B) Difference spectrum between the
2D spectra obtained with the sequences of Figs. 1C and B. The threshold for spectrum B is a factor of two lower than that for A,

scopic transversal component of the water magnetization,
one can enhance its rate either by using a second pulse
that is slightly shorter than the real 90° puise (M. Piotto,
personal communication) or by changing the relative
phase between the first and second pulses (Zhang et al.,
1994). In this manner, an equilibrium magnetization a-
long the +z-axis can be obtained with a mixing time as
short as 40 ms, with only a minor loss in signal intensity.

As previous studies have extensively compared the
effect of presaturation on the resonance intensities (Small-
combe, 1993), we will only compare spectra recorded with
the sequences shown in Figs. 1B and C. We first meas-
ured the efficiency of the water flip-back procedure by
comparing the water magnetization at the start of the
acquisition time of our NOESY sequence to the equilib-
rium water magnetization (as measured by a single pulse
experiment). When carefully optimizing the flip-back
pulse (so as to minimize the net flip angle of the com-
bined 90°(—¢,) soft pulse-90°(¢,) hard pulse), we obtained
75% of the full water magnetization at the start of the
acquisition time when using a mixing time of 150 ms. The
return of the protein signals towards equilibrium can be
monitored by recording a number of spectra with relax-
ation delays varying from 20 s to a value as small as 0.1
s. The results are shown in Figs. 2A-D: as the relaxation
delay becomes shorter, the total intensity of the different
resonances decreases, but it does so more rapidly when
using the sequence of Fig. 1B than the one of Fig. I1C.
When we characterize the decrease by an apparent T,

value, we find values of 2.2 and 1.4 s for amide protons,
2.1 and 1.4 s for o protons and 2.0 and 1.3 s for methyl
resonances, where the first value is for the sequence of
Fig. 1B and the second for the sequence of Fig. IC. As a
control, Fig. 2D shows the evolution of the TMSP reson-
ance, which is characterized by an identical T, value of
3.0 s for both spectra. The uniform values for the relax-
ation rates of the different protons in the experiment of
Fig. 1C can be understood as the effect of spin diffusion
(Kalk and Berendsen, 1976), and are compatible with the
values we expect for a protein the size of lysozyme. In the
experiment of Fig. 1B, however, the buildup of a semi-

‘saturated state, even in the absence of any presaturation,

combined with rapid chemical exchange of some amide
protons with water protons due to the high pH (6.7) of
the sample, yields apparent T, values that are somewhere
between those of the protein protons and that of the
water magnetization. The effect is of equal magnitude for
amide and o protons, and slightly weaker for methyl
protons.

The 2D performance of sequence 1C is shown in Fig.
3A. The relaxation delay was set to 1.5 s, which is a
typical value for experiments in our laboratory. The water
suppression is excellent, due to the gradient-tailored
WATERGATE excitation. From Fig. 2, we expect that
the intensities involving NH and/or o protons will be
smaller by approximately 20% when omitting the selective
90° water flip-back pulse. Figure 3B shows the difference

. spectrum between the spectrum of Fig. 3A and the spec-



trum obtained by the regular WATERGATE sequence.
Both spectra were recorded under identical conditions,
resulting in almost identical intensities of the TMSP diag-
onal peak. All other resonances, however, increased by a
factor of 15-25% when using the flip-back pulse during
the mixing time.

An aspect of the sequence of Fig. 1C we have not
commented upon yet is its robustness and ease of imple-
mentation. Indeed, there are very few experimental para-
meters to adjust, as we used a low-power rectangular
pulse identical to those used in the WATERGATE
scheme to flip back the water. Any imperfection of the
selective pulse in the mixing time will cause the water
magnetization to be in a state (1 — £2)'2 of its equilibrium
state, where ¢ is the sine of the net flip angle of the com-
bined selective 90°(—x) and hard 90°(x) pulses. Moreover,
as the subsequent water suppression scheme is basically
a gradient version of the spin-echo sequence, distortion of
the first point is avoided, which eliminates the need of
data shifting and/or linear prediction (Davis, 1989). Al-
though the phase of the signals around the water line is
not well defined in the «, direction, this is not a problem
as the relevant cross peaks are observed in the @, direc-
tion. Finally, the modification of the original WATER-
GATE sequence is almost trivial, and can easily be com-
bined with any sequence where the NOESY is the last
step (e.g. HSQC-NOESY) in order to bring the water
magnetization close to its equilibrium value at the begin-
ning of the acquisition time, allowing more signal involv-
ing rapidly exchanging amide protons to be detected and
thus a better definition of the protein structure in regions
that would otherwise be considered ill-defined or flexible.
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Chapitre [I La minimisation de la saturation de I’eau

3.2 Les trajectoires de ’aimantation de I’eau

Nous avons représenté de fagon schématique les trajectoires de I’aimantation macroscopique

de I'’eau H (on resonance) durant I'expérience water flip-back WATERGATE NOESY (Figure
I1.3). impulsion water ﬂip-back

¢1 + States 42 3 o4

¢4
t1 Mixing Time

States !
Hy 0 \
N
0
+1
Hz o /
-1 /
Radiation Damping
+1
Hx ¢ 1
-1
n/ 2 |
+1 5
Hz ¢ /

Figure I1.3: Les trajectoires sont montrées pour les premieres phases (¢, =X, ¢, = X, ¢; =

X, et ¢, = -x) pour un incrément t, de la méthode de States (States et al., 1982). Pour les autres

phases, le résuitat est similaire aux permutations des termes Hx et Hy pres.
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Chapitre [I La minimisation de la saturation de [’equ

La figure I1.3 montre que pour les premitres phases du cycle d’un incrément t,,

"aimantation de ’eau est alignée selon I’axe (-z), ou selon I'axe (+x) au début de la période de
mélange 7. Dans les deux cas, I’aimantation de I’eau va étre amenée par le phénomene de radiation
damping le long de I’axe (+2) a la fin de la période de mélange, en un temps défini par le temps
caractéristique de radiation damping T, (~ 50 ms a 600 MHz). Il est important de noter que, suite
au cyclage de phase complet, le vecteur de I’aimantation de I’eau sera amené a occuper les positions
(Ex), (ty) et (¥z). Néanmoins par le radiation damping, le vecteur de !’aimantation de 1’eau,

indépendamment de I’incrément t, et du cyclage de phase, va demeurer invariablement le long de
I’axe (+z) & la fin de la période de mélange T_. Le radiation damping est utilisé de maniére positive
et constructive dans cette séquence, puisque ’état de 1’aimantation de 1'eau (le longr de 'axe (+z))

est parfaitement reproductible a la fin de la période t_. Par I’incorporation d’une impulsion sélective

sur I’eau (impulsion water flip-back) de phase opposée a la phase de la derniere impulsion de
I’expérience NOESY, I’aimantation de I’eau est maintenue le long de I’axe (+z) et ne sera pas
affectée par le schéma de suppression d’eaun WATERGATE. Ainsi, ’acquisition débute avec une

aimantation de ’eau non saturée, et alignée le long de son axe d’équilibre 'axe (+z) (75 % de

I’aimantation totale 4 1’équilibre est obtenue avec un temps de mélange T, = 150 ms), de ce fait la

suppression du signal de I’eau est trés efficace. L’ utilisation d’une impulsion water flip-back durant
I’expérience NOESY permet d’éviter un état saturé de I’aimantation de 1’eau et un possible transfert

vers les autres protons de la macromolécule via 1’échange chimique et la diffusion de spin.
4. La séquence water flip-back WATERGATE TOCSY

4.1 Minimisation de I’état de saturation de Peau

dans I’expérience homonucléaire TOCSY

109



JOURNAL OF MAGNETIC RESONANCE, Series B 111, 168-170 (1996)
ARTICLE NO. 0075

NOTES

An Improved Homonuclear TOCSY Experiment
with Minimal Water Saturation

C. DHALLUIN, J.-M. WIERUSZESKI, AND G. LIPPENS *
CNRS URA 1309, Institut Pasteur de Lille, 59000 Lille, France

Received October 18, 1995; revised November 17, 1995

The importance of not saturating the water resonance has
long been recognized in liquid-state NMR. Indeed, due to
the presence of rapidly exchangeable protons, the process
of saturation transfer can lead to a significant loss of sensitiv-
ity (1-6). Grzesiek et al. recently proposed the use of *‘wa-
ter-flip-back’’ pulses in a '"H-'*N HSQC sequence in order
to restore the water magnetization to its equilibrium position
at the start of the acquisition time (7). A number of other
heteronuclear correlation spectra have since then been
adapted accordingly (8—10).

In many NMR studies of small to medium biomolecules,
the homonuclear TOCSY (71, 12) and NOESY (13) experi-
ments are still the basis of resonance assignments and struc-
ture determination ( /4). We recently proposed an improved
version of the homonuclear NOESY experiment (15), where

radiation damping (16, 17) during the mixing time was used .

as an active element to restore the. water magnetization to its
equilibrium state. An NH-selective water-flip-back TOCSY

experiment has been proposed; using nonexcitation of the-

water resonance through an amide proton selective pulse

o 0

4506
“ DIPSI-2 " A

before the evolution time (/8). However, the requirement
of pulse shape capabilities as well as of a careful calibration
of the shaped pulse for every protein sample could hamper
its routine application. In this Note, we report an improved
TOCSY experiment based on the sole use of low-power
rectangular water-selective pulses, but still resulting in a
maximal fraction of the water magnetization along the +z
axis at the start of the acquisition time.

In Fig. 1, we present our improved TOCSY sequence
which uses a z-filtered scheme (19) incorporating a DIPSI-
2 spin lock (20). Ignoring at this moment any further phase
cycling and denoting the on-resonance water magnetization
by H, we obtain for the total solute plus solvent magnetiza-
tion —I; cos(wit;) —Hz or +1; sin(wyt;) + Hy when incre-
menting the phase of the first pulse to accomplish sign dis-
crimination in w; (2I). The DIPSI-2 sequence transfers
magnetization through scalar coupling but its isotropic char-
acter assures conservation of the different magnetization
vectors. Moreover, when applying the DIPSI super cycle
along the y axis, both protein and water magnetization are

43
—3

o

—b4
A

>

FIG. 1. Improved TOCSY sequence using a z-filtered scheme and incorporating a DIPSI-2 spin-lock. Three *‘water-flip-back’’ pulses are included,
and the WATERGATE scheme is used for final solvent suppression. Phases used are ¢1 = (x, —x, y, -y, —=x, x, =y, y), 2 = (x, x, ¥, y, — %, —X,
=Y <Y, =X, <X, =Y, Y. X, X, ), )’)- ¢3 = (I, X, Yy Yy =X, =X, Y, _y)v ¢4 = (xv XYy ¥y =X, =X, Y, —y)’ ¢5 = (“X, -X, "y, =)V, X% X,
Y. »Xxxy ¥ —X X =y, —)'). ¢6 = (-x, x, =Y. Y. % =X ), _Y)v and acq = (x, -x, VYo =Y =% X% =Yy Y, =% X =Y, Y, X, X, ),
—y). The DIPSI-2 supercycle (R, —R, —R, R) is composed as follows: R = 320°(¢D)—410°(—¢D) —290°($D) —285°(~$D) —30°(¢D)—
245°(~¢D) —375°(¢D) —265°($D) —370°(¢D) with ¢D = (y, ~y, —x, x, —Y, ¥, x, —x). Frequency discrimination and restoring the water along
the +z axis after the mixing period is acomplished by simultaneous incrementation of the phases ¢1 and ¢6.
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NOTES

perpendicular to the rotation axis for both phases. This en-
sures similar relaxation behavior for the cosine- and sine-
modulated terms, avoiding any amplitude offset and a re-
sulting anti-diagonal in the 2D spectrum.

Radiation damping in the presence of the spin-lock pulses
tends to retard the rotation when the magnetization vector
is going down and enhances the rotation when it is going
up (/7). However, because the error of flip angle for a 7
pulse is less than 0.1% with the field strength used in our
experiment, it can be neglected. The two soft water-selective
terms (®s and ®;) are then applied with phases (+x, +x)
for the cosine-modulated term, and with phases (+x, —y)
for the sine-modulated term, restoring in an effective manner
the water magnetization to the +z axis. For the further phase
cycle, the phases ®s and ®4 can always be choosen in such
a manner as to obtain this goal (see legend to Fig. 1). The
two water-selective pulses with their variable phases hence
replace the effect of the radiation damping during the
NOESY mixing time (15).

The small pulsed field gradient G1 is applied to efficiently
remove any unwanted transverse coherences stemming from
the nonselected components in w, or from pulse imperfec-

p ®cx ]
Do o |
g o) L4.0
O cx %
8 b@ D Xdx»-
.
P@ o G22 . ]
o P K27 ) o 4.5
]
ro '@DQ ) @;-W R Qa@@&
P op \
C33 L5.0
(o]
 ppm
on 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8

FIG. 2. The NH-Ha region of 2D phase-sensitive *‘water-flip-back”’
TOCSY spectrum of a synthetic analogue of chlorotoxin. A 60 ms DIPSI-
2 mixing time was applied with a 13.2 kHz spin-locking field strength. The
spectrum was acquired at 309 K on a | mM sample of the synthetic mutant
(C2A, C19A) of chlorotoxin in H,O (D,0 10%) at pH 3.1, on a Bruker
500 MHz DMX spectrometer equipped with a triple-resonance self-shielded
z-gradient probehead. Pulsed field gradients are sine-bell shaped with
strengths of 8.5 G/cm for Gl and 15 G/cm for those in the WATERGATE
scheme. All selective pulses are rectangular with a field strength of 160
Hz. Acquisition obtained with 2K complex points in #,, 256 complex ¢,
increments with 32 scans per increment and a relaxation delay of | s.
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d
e
f
..... e e e T~
5 4 3 2 1

FIG. 3. Slices taken parallel to the w, axis of 2D TOCSY spectra
recorded with the pulse sequence of Fig. 1 (b, e), and with the same
pulse sequence where the three water-flip-back pulses were omitted (a, d).

" Difference spectra (¢, f) are obtained between slices (a, b) and (d, e)

respectively. The cross peaks observed for w, = 8.31 ppm (a, b) arise from
residues Met3 and Gly22. The cross peaks for w, = 8.50 ppm (d, ¢) are
assigned to Lys27; in these slices, there also arise cross peaks from residues
Gly30 and Cys33 that have amide resonances close to 8.50 ppm.

tions in the DIPSI-2 super cycle. In order to maintain the
water magnetization along the +z axis, a final water-flip-
back pulse is included with opposite phase to that of the last
hard 7/2 pulse, ¢3. The subsequent WATERGATE water
suppression scheme (22) does not affect the magnetization
component along the z axis, but assures an excellent suppres-
sion of any water magnetization that might be present in
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the tranverse plane. When carefully optimizing the flip-back
pulses, we obtained 70% of the full water magnetization at
the start of the acquisition data in a 60 ms mixing period
ID TOCSY experiment and with 1 s for relaxation delay.

We tested the improved TOCSY sequence on a synthetic
mutant (C2A, C19A) of chlorotoxin, a small 36 a.a. toxin
purified from the venom of the Leirus quinquestriatus scor-
pion (23). The 2D performance of our sequence is shown
in Fig. 2. The water suppression is excellent, due to the
WATERGATE scheme. The gain in intensity for cross peaks
involving exchangeable protons is, however, less global
compared to that obtained by inclusion of the water-flip-
back pulse in the NOESY sequence (/5). This is probably
due to the fact that spin diffusion in the NOESY experiment
leads to a general decrease of magnetization. The improve-
ment of the sequence of Fig. 1 compared to that where all
flip-back pulses are omitted is most significant for those
residues whose amide protons exchange rapidly with the
solvent. The amide protons of Met3 and Gly22 are highly
exposed to the solvent in the native chlorotoxin (24). In the
TOCSY spectra of the synthetic mutant, the signals in the
slices taken parallel to the w1 axis at their common resonance
frequency (8.31 ppm) are about 15% more intense when
using the water-flip-back scheme (Figs. 3a-3c). For resi-
ducs like Lys27, Gly30, or Cys33 that show a high protection
factor from the solvent (24), no significant difference could
be observed (Figs. 3d-3f).

In conclusion, we have shown that the simple inclusion of
three soft rectangular water-selective pulses with a judicious
choice of their phases can lead to an improved TOCSY
sequence with minimal water saturation.
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Chapitre [ La minimisation de la saturation de ’eau

4.2 Les trajectoires de 1’aimantation de I’eau

Nous avons représenté de fagon schématique la trajectoire de I’aimantation macroscopique

de 'eau H (on resonance) durant I’expérience water flip-back WATERGATE TOCSY (Figure

I1.4).
impulsions water flip-back
01 + States 02 63 04
| 05 —03 -04 M —04
t1 DIPSI-2 “ A | A
—A >
$6 + States @ @ : @
States
Hy 0 :
0
Hz 0 l 4
. |
+1 r
-1
/2

+1

Figure II.4: Les trajectoires sont montrées pour les premiéres phases (¢, =X, §, = X, ¢; =

X, et ¢, = X, O5 = X, et ¢, = -x) pour un incrément t, de la méthode de States (States er al., 1982).
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Chapitre Il La minimisation de la saturation de {’eau

Pour les autres phases, le résuitat est similaire aux permutations des termes Hx et Hy prés. Pour

obtenir les effets désirés sur l'aimantation de I’eau, les phases ¢, et ¢, sont incrémentées

simultanément suivant la méthode de States.

Pour minimiser la saturation de I'eau dans ’expérience TOCSY, nous avons privilégié
I’utilisation d’une séquence z-filter (Rance, 1987) par rapport a la séquence classique clean-TOCSY
(Griesinger et al., 1988). Dans cette derniere expérience, des impulsions trim pulse sont appliquées
avant et aprés la séquence MLEV-17 pour éliminer toutes les aimantations qui ne seraient pas non
alignées le long de la direction de départ. L’ aimantation de I’eau, lorsqu’elle n’est pas alignée selon
la direction de la premiére impulsion trim pulse, est défocalisée en raison des inhemogénéités de
champ radiofréquence juste avant I’entrée dans la séquence spin-lock, il est alors impossible
d’obtenir un état comparable de I’eau pour toutes les phases et tous les incréments t,. L’avantage de
la séquence z-filter est qu’elle va nous permettre de conserver 1’état de I’aimantation de 1’eau apres

le spin-lock, et nous faciliter sa manipulation durant I’expérience.

La figure II.4 montre que pour les premiéres phases du cycle d’un incrément t,,
I’aimantation de 1’eau est alignée selon I'axe (-z), ou selon I’axe (+x) au début de la période de
mélange. Dans la séquence, le caractére isotrope du transfert de 1’aimantation durant le spin-lock
DIPSI-2 (Shaka et al., 1988) assure la conservation de la direction des différents vecteurs
d’aimantation entre le début et la fin de la période de mélange. Cependant nous ne pouvons plus
bénéficier de la contribution positive du radiation damping, qui raméne 1’aimantation de 1’eau selon
I’axe (+z), car les effets du radiation damping sont €éliminés par I’application du spin-lock DIPSI-2
nécessaire pour le transfert des aimantations de la macromolécule via les constantes de couplage
(Warren et al., 1989). Ainsi, 2 la fin de la séquence DIPSI-2 1’aimantation de I’eau est alignée selon

’axe (-z) ou selon I’axe (+x) comme au début de la période de mélange. L’incorporation de deux

impulsions sélectives water flip-back ¢, et ¢, a été nécessaire pour remplacer 'effet du radiation

damping: ces deux impulsions vont tourner 1’aimantation de 1’eau le long de I’axe (+z) (Figure

I1.4). Lorsque I’aimantation de I’eau est -H, les phases sont ¢ = -x

111



Chapitre [I La minimisation de {a saturation de I’ eau

et ;= -X, lorsque I’aimantation de I’eau est H,_la phase ¢, est incrémentée telle ¢, = -x et ¢, = -y.

Aprés un cyclage de phase complet, le vecteur de I’aimantation de I'eau sera amené 2
occuper les positions (£x), (xy) et (¥z). Les phases ¢, et 9, sont calculées exactement en fonction

de la direction du vecteur aimantation de I’eau 2 la fin de la période de mélange, et pour chaque
incrément t,: elles auront un effet de rotation de 0°, 90° ou 180° sur I’aimantation de I’eau de fagon a

la placer pour toutes les phases et pour tous les incréments t, le long de ’axe (+z). Ensuite, par

I’incorporation d’une derniére impulsion sélective water flip-back de phase opposée a ¢, (Figure

I1.4), ’aimantation de 1’eau est maintenue le long de I’axe (+z) et ne sera pas affectée par le schéma
WATERGATE. L’acquisition débute ainsi avec une aimantation de ’eau dans un état non saturé et
alignée le long de son axe d’équilibre 'axe (+z) (70 %. de I’aimantation totale a 1’équilibre sont
obtenus avec un temps de mélange de 60 ms), de ce fait la suppression du signal de ’eau est trés

efficace.
C. Conclusion

Nous avons montré que par I’incorporation d’impulsions sélectives sur I’eau water flip-back
dans les séquences homonucléaires NOESY et TOCSY, nous sommes capables de travailler non
plus contre I’eau mais avec 1’eau. Dans ces deux séquences qui constituent les expériences de base
de la RMN biologique, un état non saturé de l’airhantation de I’eau est obtenu au début de la période
d’acquisition, minimisant ainsi la perte d’intensité et de résolution des pics de croisement, liée aux
phénomeénes d’échange rapide des protons labiles avec les protons de 1’eau et au phénomeéne de

diffusion de spin.
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Chapitre [l La structure 3D d'une toxine d’araignée

A. Introduction

Les neurotoxines animales font I’objet depuis le début du siécle d’un intérét croissant parmi
les scientifiques. En effet, quelles que soit leurs origines, elles constituent des outils formidables
pour I'étude et la compréhension du systeme physiologique. D’autre part, elles commencent a
prendre une place trés importante dans la recherche de nouveaux modeles en chimie thérapeutique et

dans la recherche de nouveaux agents insecticides.

Les canaux ioniques sont I’une des principales cibles des neurotoxines de venin d’animaux.
Chaque toxine agit de fagcon spécifique sur un canal ionique donné (sodique, potassique, chlorure
ou calcique). Ces toxines sont de nature polypeptidiques, et assurent une grande partie du potentiel
toxique du venin. Elles sont de petite taille, entre 10 et 70 acides aminés et possedent de nombreux
ponts disulfures, ce qui leur confeére une grande stabilité. Ces neurotoxines animales sont largement
utilisées pour la caractérisation et la classification des différents types et sous types de canaux

ioniques.

Les canaux sodiques sont essentiellement affectés par les neurotoxines de scorpion a chaine

longue (70 acides aminés) (Kopeyan et al, 1985) et par les p-Agatoxines isolées du venin

d’araignée Agelenopsis Aperta (Omecinsky et al., 1996). Les canaux potassiques ont pour
principaux ligands les toxines de scorpion a chaine courte (30 a 40 acides aminés) telles que la
Scyllatoxine (Auguste et al., 1992) et la Charybdotoxine (Bontems et al., 1991). Pour les canaux
chlorures un seul ligand spécifique a été identifié juscju’é présent: la Chlorotoxine isolée du venin de

scorpion Leirus Quinquestriatus (Debin et al., 1993). Les canaux calciques sont affectés

spécifiquement par les w-Conotoxines isolées du venin de serpent de mer Conus Geographus (Gray

et al, 1988), et par les m-Agatoxines isolées du venin d’araignée Agelenopsis Aperta (Oliviera et al.,

1984). La diversité de ces toxines est li€e a ’hétérogénéité des canaux ioniques. Chaque famille de

canal est divisée en sous-types de canaux ioniques différant quant a leur for~tion et a leur
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localisation tissulaire. Ainsi ces toxines permettent grace a leur spécificité de caractériser et classifier

les sous-types de canaux ioniques.

Nous allons nous intéresser dans ce chapitre au canaux calciques. Le calcium est impliqué
dans de nombreux mécanismes cellulaires tels que la production de la réponse cellulaire et
physiologique, !’activation enzymatique, la libération de neurotransmetteurs, la régulation de
Iactivité des canaux ioniques, I’expression des geénes et la mort de la cellule. La principale voie
d’entrée du calcium dans les cellules excitables telles que les cellules musculaires et les cellules
sécrétrices sont les canaux calciques voltage-dépendants. Ces canaux sont parmi les plus
hétérogenes des canaux ioniques et sont divisés en deux groupes principaux selon leurs propriétés
électrophysiologiques: les canaux de type T activés a bas voltage et de type L activés.é haut voltage.
Aucun ligand peptidique n’est connu pour I'instant pour ces sous-types de canaux. D’autres sous
types de canaux calciques, de propriétés €lectrophysiologiques intermédiaires entre les canaux T et
L, ont été identifiés comme étant inhibés spécifiquement par des ligands peptidiques: les canaux
calciques de type P et N. Une derniére classe de canaux de type Q et R a ét¢ identifiée, mais pour
ces derniers aucun ligand spécifique n’est pour I'instant connu. Tous ces canaux existent a la

surface des cellules.

Les venins de serpent de mer et les venins d’araignées représentent une source naturelle de

toxines affectant les canaux calciques. Dans les venins de serpent de mer, nous trouvons les -
Conotoxines isolées du venin de Conus Geographus qui sont classées parmi les plus petites toxines
animales de nature peptidique (Gray et al, 1988). Leur taille varie de 10 & 30 acides aminés. Les
-araignées quant 2 elles restent ’espece la moins explorée a I'heure actuelle. C’est la difficulté

inhérente 2 la collecte de ces venins qui semble avoir freiné I’étude de ces toxines. Le venin de

I'espece Agelenopsis Aperta est I'un des venins le plus étudi€ jusqu’a présent. Quatre type de
toxines ont été isolés de ce venin, les w-Agatoxines I, II, III, et IV. Néanmoins récemment deux

autres familles de toxines, spécifiques aux canaux calciques, ont €té isolées a partir du venin

d’araignées différentes: la toxine SNX325 isolée du venin de Segestria Florentina (Newcgmb: eral.,

1995), et la w-Atracotoxine HV1 isolée du venin de Hadronyche Versuta (Fletcher et al., 1997).
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V50F17
V50F18
V50F20
VS0F21
VS0F22

SNX325

V50F17

w-AgaIVA

w-AgaIVB

Versuta

w-Con GVIA

Table II1.1: (Haut) Séquence primaire des toxines fractionnées du venin V50 de I’araignée Segestria F, Iorentir-za (LATOXAN, Rosans, France). Les toxines F12,
F17, F18, F20, F21 et F22 sont comparées 2 la toxine SNX235 isolée du venin de la méme araignée (Newcomb ef al., 1995). (Bas) La séquence primaire de la

toxine V50F17 est comparée aux séquences des toxines w-Agatoxine IVA et B (48 résidus) isolées du venin de I'araignée Agelenopsis Aperta (Oliviera et al.,

1984), a la séquence de la w-Atracotoxine HV1 (37 résidus) isolée du venin de I’ araignée Hadronyche Versuta (Fletcher et al., 1997), et avec la séquence de la -
Conotoxine GIVA (28 résidus)isolée du venin de serpent de mer Conus Geographus (Gray et al., 1988). Les parties ombrées sur les séquences correpondent aux

domaines appar "mant au feuillet des trois brins f§ antiparalleles (Kim et al., 1995; Reily et al., 1995; Fletcher et al., 1997, Davis et al., 1993). Pour la toxine
V50F17 (45 résicus), quatre brins B ont ét€ identifiés, le premier brin ne participant pas au feuillet f antiparallele. Un domaine en hélice o (Ile32-GIn36) a
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Chapitre Il La structure 3D d’une toxine d’araignée

Pour la @-Conotoxine GVIA de serpent de mer, et les w-Agatoxines IV A et B et la o-Atracotoxine

HV1 d’araignée les structures tridimensionnelles en solution sont connues et ont été déterminées par
RMN (voir table III.1) (Davis et al., 1993; Kim et al.,, 1995; Reily et al, 1995; Fletcher et al.,
1997).

Dans ce chapitre nous allons présenter la structure tridimensionnelle en solution d’une
nouvelle toxine isolée du venin de I’araignée Segestria Florentina. Ce venin a été fourni par la
société LATOXAN (Rosans, France). Ce venin nommé V50 a été fractionné au laboratoire. La
fraction portant le numéro 17 a été retenue pour I’étude. Des tests d’activité de la toxine, que nous
nommerons V50F17, ont montré qu’elle agissait spécifiquement sur les canaux calciques de type
N. Apres la détermination de la séquence primaire par analyse des acides aminés et spectrométrie de
masse (travail réalisé par Nathalie Mokrzycki au laboratoire), les résultats ont montré que la toxine
V50F17 est constituée de 45 acides aminés, dont 8 cystéines engagées en pont disulfure (voir table
[I.1). Une synthese peptidique directe a permis d’obtenir une quantité suffisante de la toxine pour

une étude détaillée de la structure tridimensionnelle.

B. Matériels et méthodes

1. Préparation de P’échantillon pour I’analyse RMN

L’échantillon a été préparé en dissolvant 6 mg de la toxine synthétique V50F17 dans 500 pl

d’un mélange H,0/D,0 (90%/10%) ou uniquement dans D,0 pour les expériences d’échange, soit

une concentration de 2.5 mM pour les expériences RMN homonucléaires. Pour les expériences

hétéronucléaires, la protéine a été lyophilisée et dissoute dans 270 pl de D,0O, puis placée dans un
tube Shigemi (Shigemi Inc., Allison Park, PA, USA), soit une concentration de 4.7 mM. Apres
dissolution de la toxine, le pH était de 2.9: aucun réajustement du pH n’a été réalisé. Le

tétraméthylsilyl-proprionate a été utilisé comme composé de référence pour les déplacements

chimiques 'H et "°C.
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2. Acquisition des données RMN

Tous les spectres RMN ont €té obtenus sur un spectrométre Bruker DMX-600 a deux
températures 4°C et 30°C. Les données RMN ont été traitées a ’aide du logiciel XWINNMR sur

une station Silicon Graphics R4000.

Les expériences homonucléaires 'H TOCSY (Braunschweiler & Ernst, 1983; Davis & Bax,

1985) et NOESY (Jeener et al., 1979; Kumar et al., 1980) ont été obtenues en utilisant une matrice

de 4096*1024 points complexes dans les dimensions ®, et m, respectivement, sur une fenétre

spectrale totale de 12 ppm dans les deux dimensions. L’expérience DQF-COSY ‘(Miiller et al.,

1986) a été réalisée en utilisant une matrice 8192*1024 points complexes afin d’augmenter la

résolution spectrale pour la mesure des constantes de couplage *Jy, ... L@ méthode States-TPPI a

été utilisée pour la discrimination du signe des fréquences en dimension ®, (Marion & Wiithrich,

1983). La suppression du signal du solvant a été réalisée en utilisant le schéma WATERGATE
(Piotto et al., 1992) dans les expériences TOCSY et NOESY, et en présaturant le signal de 1’eau
durant le délai de relaxation dans I'expérience DQF-COSY. La minimisation de I’état de saturation
du signal de I'eau a été obtenue dans les expériences WATERGATE TOCSY et WATERGATE
NOESY en incorporant des impulsions sélectives sur ’eau (impulsions water flip-back). Dans
Pexpérience water flip-back WATERGATE TOCSY (Dhalluin et al.,, 1996), un champ spin-lock
DIPSI-2 de force 10 kHz a été utilis€ durant une période de mélange de 80 ms. Les temps de
mélange des expériences water flip-back WATERGATE NOESY (Lippens et al., 1995), étaient de
50 ms et 200 ms.

Les expériences d’échange des protons labiles de la protéine avec le deutérium ont été
réalisées en dissolvant la protéine dans D,O et en collectant 2 4°C alternativement une série de

spectres 1D et une série de courtes expériences 2D TOCSY (80 ms) de durée 50 minutes chacune.
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Les expériences hétéronucléaires 'H-C HSQC, HSQC-TOCSY (100 ms) et HSQC-
NOESY (200 ms) (Wider & Wiithrich, 1993) ont été obtenues en utilisant une matrice 4096*1024
points complexes avec une fenétre spectrale de 12 ppm en 'H et de 80 ppm en °C. Ces spectres ont

été enregistrés a 30°C en abondance naturelle sur un échantillon dissout dans D,O.

3. Génération des structures

3.1 Contraintes sur les distances

Les contraintes sur les distances ont été réparties en trois classes (2.0 A < d < 2.8 A), (2.0
A<d<35A)et(20A<d<554A) correspondant respectivement aux intensités fortes, médium
et faibles des contacts NOE. Les résultats des expériences d’échange dans D,O nous ont permis
d’introduire des liaisons hydrogeénes sous forme de contraintes de distance entre le proton amide

NH et ’oxygene du CO accepteur.

3.2 Contraintes sur les angles diedres

Les contraintes sur les angles diedres ¢ ont été estimées a partir de la mesure des constantes
de couplage T, .., sur le spectre DQF-COSY (Karplus, 1959; Pardi et al., 1984). Deux classes de
contraintes sur les angles ¢ ont été considérées: -120°(+40°) et -60°(£40°) pour les constantes de

couplage (*J > 8 Hz) et (*J < 6 Hz) respectivement. Les contraintes sur les angles diédres y, ont été
divisées en trois classes, {60°(60°), 180°(%60°), -60°(x60°)}, a partir de Iattribution

stéréospécifique des protons HB (Wagner et al., 1987).
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3.3 Calcul de structures

Les structures ont ét calculées a partir du programme X-PLOR (Briinger, 1992). Ce
programme permet le calcul de structures moléculaires a partir d’une estimation des distances
interprotons issues des expériences RMN NOESY, des mesures de constante de couplage et de

d’autres informations telles que les ponts disulfures et les liaisons hydrogénes (voir Annexe II.1).

Dans une premiére étape, une structure de conformation étendue arbitraire est calculée avec
toutes les informations moléculaires issues de la structure primaire de la protéine (nature des acides
aminés, longueurs des liaisons atomiques, angles de valence). Aucune contrainte de distance,
d’angle diedre, de liaison hydrogene ou de pont disulfure n’est utilisée pour ce calcul. La structure
étendue ainsi obtenue est ensuite soumise a une procédure de Distance Geometry, ol toutes les
contraintes sur les distances et sur les angles sont utilisées. Les contraintes sont traduites en termes

énergétiques en utilisant un expression harmonique des énergies avec les constantes de force k, =

50 keal mol" A et k, = 200 kcal mol™ rad? pour les contraintes NOE et dihédrales respectivement.

Dans cette procédure, les ponts disulfures ne sont pas introduits en terme de liaison covalente mais
en tant que contrainte de distance trés sévere entre les atomes de soufre des cystéines impliqués
dans un pont disulfure. Chacune des structures ainsi obtenues sera soumise a une procédure de
recuit simulé consistant en 1000 étapes de dynamique moléculaire a 2000 K, suivi d’un
refroidissement en 1000 étapes jusqu’a température ambiante. Finalement ces structures seront
affinées par une seconde procédure de recuit simulé, avec une température initiale de 1000 K suivi
d’un refroidissement en 1000 étapes. Parmi ces structures, ne seront conservées et analysées que

celles présentant des violations de NOE inférieures 2 0.3 A.
L’analyse des structures est ensuite réalisée a 1’aide du logiciel PROCHECK (Laskowski et

al., 1993). Toutes ces structures seront visualisées et comparées dans le module INSIGHTII du

logiciel BIOSYM.
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4. Détermination des ponts disulfures

Les ponts disulfures de Iétat natif de la toxine d’araignée V50F17 ont été déterminés 2 partir

d’une analyse statistique des distances CB-Cf entre toutes les cystéines de la protéine dans une

famille de structures non affinées (Klaus et al., 1993).

Considérations statistiques

Dans une protéine contenant n résidus cystéine, qui sont tous engagés en pont disulfure, il
existe potentiellement n(n-1)/2 ponts disulfures possibles. Ces ponts disulfures peuvent, par
permutation, générer n!/(2™? * (n/2)!) combinaisons différentes de ponts disulfures. Dans I'état
natif de la protéine, une seule de ces combinaisons est réalisée. Dans le cas de la toxine d’araignée
V50F17 qui contient 8 résidus cystéine il existe potentiellement 28 ponts disulfures possibles (voir

Annexe I11.2), et 105 combinaisons possibles de ponts disulfures (voir Annexe II.3).

Pour analyser toutes ces combinaisons, le calcul statistique procéde en deux étapes. Dans la
premicre étape, nous calculons pour une famille de N structures non affinées et pour chacun des 28
ponts disulfures potentiels un poids statistique Wij, ol i et j sont les cystéines reliées en pont

disulfure:

0.5 *

(@ - 1o)? }

g2

Les poids statistiques Wij des 28 ponts disulfures possibles sont calculés a partir des

distances r; entre les carbones Cf3 de toutes les cystéines dans chacune des N structures. Lorsque la

distance r;; entre deux carbones CB dans les N structures approche la distance moyenne r, = 3.84 (+

0.24) A, la fonction de distribution assure que le poids statistique Wij correspondant est 1.0. Le

poids Wij peut étre considéré comme la probabilité qu’une paire donnée de cystéines est engagée en
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pont disulfure. Le parameétre s définit la largeur de la fonction de distribution pour tenir compte de la
dispersion des distances r;; par rapport a 1, dans les N structures. Augmenter la valeur de s conduit &

augmenter le poids statistique Wij des paires potentielles de poids statistique faible.

Dans la seconde étape, nous calculons le poids statistique des p = 105 combinaisons
possibles de ponts disulfures a partir du poids statistique des paires individuelles participant a

chaque combinaison.

W, = I1 Wy

La combinaison p présentant le poids statistique le plus élevé permet d’identifier la

combinaison des ponts disulfures dans 1’état natif de la protéine.

Calcul des Wij et Wp pour la toxine d’araignée V50F17

Le calcul statistique a consisté a calculer les distances CP entre les 28 ponts disulfures

potentiels de la protéine a partir de 100 structures non affinées obtenues apres les procédures de

Distance Geometry et de recuit simulé dans le programme X-PLOR. Pour la génération des 100

structures, toutes les contraintes sur les distances et sur les angles dieédres (¢, ¥,) ont été prises en
compte, hormis les contraintes NOE entre cystéines et les contraintes de liaisons hydrogénes. De
méme les liens covalents entre cystéines ont été exclus des fichiers de topologie pour le calcul des

100 structures (Klaus et al., 1993). Le calcul des poids statistiques Wij et Wp a été réalisé a ’aide

d’un programme que nous avons €écrit en C-Shell sur une station UNIX.
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C. Résultats

1. L’attribution

1.1 L’attribution séquentielle

L attribution séquentielle en 'H a été réalisée 2 30°C et a pH = 2.9 sur un échantillon de 2.5
mM de la toxine d’araignée V50F17 dans un mélange H,O0/D,0 (90%/10%) selon la procédure
développée par Wiithrich (Wiithrich, 1986). La bonne dispersion des résonances a permis une
attribution directe des systémes de spins. Tous les résidus ont pu étre identifiés sur la base de leur
déplacement chimique et a partir des connexions observées apres transfert via les constantes de

couplage dans ’expérience TOCSY. L’attribution séquentielle a ét€ obtenue a partir des contacts

NOE aN(, i+1) et BN(, i+1). La figure III.1 montre [attribution séquentielle dans le domaine

NH-Ho du spectre NOESY. L’attribution des 'H des chaines latérales a ét€ réalisée dans le

domaine aliphatique des spectres TOCSY et NOESY dans D,0. Pour les trois résidus proline de la
séquence, des contacts NOE caractéristiques X-Pro od(i, i+1) ont montré que ces résidus
adoptaient une conformation de type trans (Wiithrich, 1986). L’attribution stéréospécifique a été

obtenue pour 11 paires de protons méthyléne HP en se basant sur I’analyse de !'intensité des

contacts NOE intrarésidu du type (Ho/Hp) et (NH/HB), et en évaluant la constante de couplage

Tuaup (Wagner et al., 1987). L’attribution en 'H a également été réalisée & 4°C de manidre 2

déplacer le signal de 1’eau et & résoudre les ambiguités dues a des superpositions de pics.
1.2 L’attribution des carbones

L’attribution a été complétée par . .dentification des résonances des carbones & partir des

spectres 'H-">C HSQC et 'H-C HSQC TOCSY obtenus 2 30°C sur un échantillon de 4.7 mM
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Chapitre [l La structure 3D d’une toxine d’araignée

dans D,0 en abondance naturelle en °C. La figure II.2 montre le domaine Ha-Ca du spectre 'H-

BC HSQC. Ces spectres nous ont permis de confirmer Iattribution séquentielle et de lever les
ambiguités sur |’attribution en 'H des chaines latérales. Les déplacements chimiques des 'H et des

BC de la toxine d’araignée V50F17 2 30°C, et & pH = 2.9 sont reportés dans la table IT1.2.
2. Détermination de la structure secondaire

Les éléments de structure secondaire de la toxine V50F17 ont été déterminés a partir de

I’analyse des déviations des déplacements chimiques en 'H et en *C (Wishart et al., 1992; Wishart

& Sykes, 1994), a partir de la mesure des constantes de couplage 3JNH_H(1 sur le spectre DQF-COSY,

par I’identification des protons amide échangeant lentement dans D,0O, et finalement par I’analyse de
I’intensité des contacts NOE séquentiels, 2 moyenne et a longue distance (Wiithrich, 1986). Tous

ces résultats sont reportés sur la figure III.3.

Le principal élément de structure secondaire de la toxine V50F17 est un feuillet de 3 brins B
antiparalléles comprenant les résidus Gly7 a Lys11, Asn22 a Ser26, et Tyr4l a Arg45 repésentant
le premier B2, le second B3 et le troisiéme brin $4 respectivement. Ces résidus présentent des
déviations de déplacement chimique Ha et Co, par rapport aux valeurs random coil,
caraptéristiques d’une structure de type étendue (Wishart et al., 1992; Wishart & Sykes, 1994). Le
feuillet de 3 brins B a été confirmé par l’idenﬁﬁcaﬁon de contacts NOE caractéristiques de forte
intensit¢ Val9(Ha)-Asn43(Ha), Cys23(Ha)-Cys44(Ho) et Cys25(Ha)-Cys42(Ho), mais
également par des contacts NOE Ho-NH et NH-NH non séquentiels (Figure IIL.4). De plus des

constantes de couplage *Jy, .y, Supérieures 2 9.5 Hz ont été mesurées pour les résidus CyslO,

Lys11, Asn22, Cys25, Asnd3 et Arg45. De méme les expériences d’échange dans D,0 ont montré
que les protons amides des résidus Glu8, Cys10, Asn43, Cys44 et Arg45 sont encore Si)servables

apres 24 heures: nous nous attendons.a ce que ces protons amide soient impliqués dans des liaisons
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Figure IIIL.3: Tableau résumant la structure secondaire de la toxine d’araignée V50F17. Il comprend les indices de déplacements chimiques des Ho et Co

(Wishart ef al., *$92; Wishart & Sykes, 1994) (nd signifie non déterminé), les protons amide échangeant lentement dans D,0 (notés par un O), les constantes de

couplage *J ... (carré B J > 8 Hz; carré O J < 6Hz), et les contacts NOE séquentiels et non séquentiels caractéristiques pour la détermination de la structure
secondaire.
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hydrogenes qui stabilisent le feuillet des 3 brins B (Figure III.4). Nous remarquons que 5 des 8

cystéines de la toxine d’araignée V50F17 appartiennent au feuillet de brin . De plus, elles se

trouvent en vis a vis les unes par rapport aux autres dans les brins: Cysl0 se trouve en face de
Cys42 qui se trouve elle méme 2 proximité de Cys235; Cys23 est en face de Cys44. Cette proximité

spatiales des cystéines dans la structure secondaire va rendre non triviale la détermination des ponts

disulfures.
O H Ho 0O H Ho O H
| Lyt | | [ valo | | | o7 |
- Cc—C—N—-C—C—N—C—C—N—C—C—N—C—C—N—
I Il cys10 | I | Gus | |
Ho O H<<Hoc\o / H «—» Hao
Hoe—»-H O Hoe—p»H O Ho
| Cys 42 | | I Cys 44 " |
—-—N——C—C——N—C—C—N-—C-—CHZ—N—-C—C——N-—C——C—
| Tyra1 | N | Asn43 | | Argas |
H 0 Ho,<e—»-H 0 Ha7H<‘O
O\H <4—p-Ha H/Hoc O H
| Ser26 | | | His24 | | | Asn22 |
-——C—C—~—N-~—C—C —N—-fC—C—N—C—C—N—C—C—N—
I || Cys 25 I l " Cys 23 | I
Ho O H Ho O H Ho

Figure ITI.4: Représentation schématique des contacts NOE séquentiels oN(i, i+1) et non

séquentiels Ho-Hot, Hoi-NH et NH-NH, et des liaisons hydrogénes dans le feuillet des 3 brins B

antiparalleles de la toxine d’araignée V50F17.

L’analyse de la structure secondaire de la protéine montre que la partie N-terminale, du

résidu Lys2 a AsnS, présente une structure de type étendue. Ce domaine est caractérisé par une
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Chapitre Il La structure 3D d’une toxine d’araignée

succession d’indice +1 et -1 pour les Ho et Co respectivement selon la méthode de Wishart

(Wishart et al.,, 1992; Wishart & Sykes, 1994). De plus des contacts NOE séquentiels,

caractéristiques d’une structure de type étendue, aN(i, i+1) et NH(i)-NH(i+1) respectivement forts
et faibles ont été identifiés (Figure II1.3). Ce domaine de structure étendue Bl en 'extrémité N-

terminale n’est pas connecté au feuillet des 3 brins f§ antiparalléles. Ce domaine ne fait pas partie du

feuillet en raison d’une absence de contact NOE a longue distance entre ce segment en I’extrémité

N-terminale et le feuillet.

Le second élément de structure secondaire identifié pour la toxine V50F17 est un petit

domaine en hélice o du résidu Ile32 a GIn36. Cette hélice o appartient au domaine qui relie le
second et le troisiéme brin du feuillet B antiparalléle. Ce domaine a été mis en évidence par une

succession d’indice -1 pour les protons Ho., caractéristique d’une hélice o selon la méthode de

Wishart, mais également par des contacts NOE d’intensité médium NH(i)-NH(i+1) et par des

contacts NOE d’intensité faible du type af(i, i+3), aN(i, i+3), et un contact NOE faible du type

alN(, i+4) (Figure 1I1.3).

3. Détermination des ponts disulfures par RMN

3.1 Calcul des poids statistiques Wij

Nous avons calculé pour les 28 ponts disulfures potentiels de VS0F17 (voir Annexe II1.2)
leur poids statistique Wij selon la méthode Klaus (Klaus et al., 1993). Pour ce calcul 100 structures

non affinées obtenues par le programme X-PLOR ont été générées (voir § B.3). Les structures ont

été calcul€es a partir d’'un nombre total de 12 et 11 contraintes sur le angles diedres ¢ et ¥,

respectivement. 466 contraintes de distance ont été introduites, parmi lesquelles 128 contraintes
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Chapitre [l La structure 3D d’une toxine d’araignée

NOE sont séquentielles et 115 sont a longue et moyenne distance. Les liaisons hydrogéenes, les
liens covalents entre les cystéines et les contraintes NOE entre cystéines ont été exclus pour le calcul
des 100 structures (voir § B.4). Le poids statistiques Wij des 28 ponts disulfures potentiels de la

protéine sont reportés sur la figure II1.5.

Wij

3/19

18/44 25/42

23/44

18/19

23/42

T | R |
1 23 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Pont disulfure potentiel

Figure IILS: Poids statistiques des 28 porits disulfures potentiels de la toxine d’araignée
V50F17, calculés & partir de 100 structures non affinées avec un paramétre de dispersion s = 1.0.

Les ponts disulfures sont indiqués pour les poids statistiques les plus élevés.

La paire Cys3-Cys19 présente le poids statistique Wij le plus élevé (0.65). Ensuite trois
autres paires Cys18-Cys44, Cys23-Cys44 et Cys25-Cys42 présentent un Wij supérieur a 0.35.

Ces deux derni¢res paires correspondent a des cystéines en vis & vis et appartenant a deux brins du

feuillet B antiparallele (Figure II1.4). C’est la proximité spatiale des cystéines 23 et 44, 25 et 42
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Chapitre Il La structure 3D d’une toxine d’araignée

dans la structure secondaire, qui est responsable de ces valeurs de Wij élevées et relativement
proches. Parmi les ponts disulfures contenant la cystéine 10, aucune paire ne se détache des unes

des autres, elles présentent des Wij similaires et faibles (Wij < 0.1).
3.2 Calcul des poids statistiques Wp

Nous avons calcul€ et représenté sur le figure II1.6 le poids statistique Wp pour les 105
combinaisons possibles de pont disulfure (voir Annexe III.3). Nous remarquons immédiatement
que seules les combinaisons contenant la paire Cys3-Cys19 présentent un Wp non nul. Ceci nous
permet déja d’affirmer que le pont disulfure Cys3-Cysl9 appartient & la combinaison native des

ponts disulfures.

0.006 |-

0.004 |-

- 0.002 (-

0 i I ! I I 1 I 1 |
10 30 50 70 90 105

Combinaison potentielle de pont disulfure

Figure IIL.6: Poids statistiques Wp = I1 Wij des 105 combinaisons potentielles de pont
-\ dijdfure de la toxine d’araignée V50F17 (voir Annexe IIL.3), calculés a partir de 100 structures

non affinées avec un paramétre de dispersion s = 1.0.

128
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Parmi les 105 combinaisons potentiellement possibles (voir Annexe I11.3), seules 15 d’entre
elles sont maintenant a considérer. Le poids statistique de ces 15 combinaisons qui contiennent

chacune la paire Cys3-Cys19 est reporté sur la figure ITI.7.

Wp
3/19, 10/23, 18/44, 25/42
-
0.004
319, 10/25, 23/42, 18/44
0.002 |-
3/19, 10/18
23/44, 25/42 3/19,10/42  g/49 10/44
18/44,23/25  yg/23, 25/42
0 L1 1 I I I . L1

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Combinaison potentielle de pont disulfure

Figure IIL.7: Poids statistiques Wp des 15 combinaisons de pont disulfure contenant la
paire Cys3-Cys19 de la toxine d’araignée V50F17 calculés a partir de 100 structures non affinées

avec un parametre de dispersion s = 1.0.

Nous remarquons immédiatement que la combinaison N°34 contenant les paires Cys3-
Cysl9, Cys10-Cys23, Cys18-Cys44, et Cys25-Cys42 présente le poids statistique Wp le plus
élevé (Wp = 5.4 10%). Néanmoins, quatre autres combinaisons (N*: 38, 33, 42 et 43) présentent
un Wp netisme: | plus faible mais cependant non négligeable, notamment la combinaison N°38 (Wp

=2.1 10?). Cette derniére a en commun avec la combinaison de Wp le plus élevé la paire Cys18-
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Chapitre [II La structure 3D d’une toxine d’araignée

Cys44 (en plus de la paire Cys3-Cys19). La difficulté de séparer sans ambiguité la combinaison de
pont disulfure de I’état natif de la protéine parmi les 15 derniéres combinaisons potentiellement
possibles, vient du fait que Cys10, Cys18, Cys23, Cys25, Cys42 et Cysd4 sont relativement
proches spatialement les unes des autres, et que pour la paire Cys10-Cys23 le nombre de contact

NOE entre les résidus flanquant Cysl10 et Cys23 est trés faible. L’ambiguité a été levée et la

combinaison N°34 a ét¢ confirmée grice a lattribution stéréospécifique des protons Hf des

cystéines et a partir des contacts NOE observés dans la partie aliphatique du spectre NOESY dans
D,0. En effet, nous avons identifié des contacts NOE caractéristiques entre cystéines, qui nous

permettent de confirmer les appariements de la combinaison présentant le Wp le plus élevé (Klaus et

al., 1993). Selon la méthode de Klaus, seuls les contacts NOE de type HB/Hp et HB/Ha sont des

contacts présentant des valeurs prédictives positives correspondant a des cystéines engagées en pont

disulfure. Nous avons identifié des contacts NOE Cys3(H[3*)-Cy319(H[31) et Cys3(HB*)-
Cys19(HB2) faibles, et un contact NOE médium Cys3(HP*)-Cys19(Ho); un NOE faible
Cys18(HpP2)-Cys44(Ha); quatre contacts NOE faibles Cys25(HB1)-Cys42(Ha), Cys25(HB2)-
Cys42(Ho), Cys25(Ha)—C$'s42(HB1), et Cys25(Ha)-Cys42(HB2). Aucun contact caractéristique

entre les protons Ho et HB des Cys10 et Cys23 n’a été observé. Le calcul des poids statistiques

Wij et Wp, et les contacts NOE caractéristiques entre cystéines nous permettent d’affirmer que la
combinaison de ponts disulfures de 1’état natif de la toxine d’araignée V50F17 est: Cys3-Cysl9,

Cys10-Cys23, Cys18-Cys44, et Cys25-Cys42.
4. Détermination de la structure tridimensionnelle

Un nombre total de 494 contraintes NOE sur les distances a été introduit, comprenant 223
contraintes intrarésidu, 132 contraintes séquentielles, 134 contraintes non séquentielles et 5
contraintes correspondant avr liaisons hydrogeénes. La distribution des contraintes NOE sur les

distances dans la toxine d’araignée V50F17 est montrée sur la figure I11.8.
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20 _ (

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Résidu

Figure IIL.8: Diagramme montrant le nombre N de contraintes NOE par résidu sur la
séquence de la toxine d’araignée V50F17. Le nombre de contraintes NOE séquentielles, et de
contraintes NOE entre acides aminés séparés dans la séquence par moins de 5 résidus (li-jl £ 5) et
par plus de 5 résidus (li-jl > 5) est respectivement représenté par des barres noires, pointillées et

vides.

La combinaison de ponts disulfures de I'état natif de la toxine V50F17 (Cys3-Cys19,
Cys10-Cys23, CYSIS-Cys44, et Cys25-Cys42) déterminée par la méthode de Klaus a été introduite

en termes de contraintes géométriques pour la génération de structures a 1’aide du programme X-

PLOR. 12 et 11 contraintes sur les angles diedres ¢ et x, ont été utilisées respectivement. De plus, 3
contraintes sur les angles diédres y ont été introduites a partir de la détermination de la structure

secondaire. Ces contraintes ont été estimées a partir de la constante de couplage 'J., ,,, mesurée de
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I’expérience 'H-"C HSQC non découplée (Vuister et al., 1992, Mierke ez al., 1992), et concernent

les résidus Ala33, Met34 et GIn36 qui se trouvent dans un domaine en hélice o: domaine considéré

pour les angles y -60°(£60°).

Sur 100 structures générées par le programme X-PLOR, 15 structures sont acceptées sans
aucune violation de NOE supérieure a 0.3 A. Les caractéristiques énergétiques, géométriques et

structurales de ces 15 structures sont reportées dans la table II1.3.

A

Energie totale (kcal mol™) 1142 £33
Energie de violation de NOE (kcal mol™) 7.6+0.7
Energie de violation d’angles diedres (kcal mol™) 0.15+0.05

B

rmsd (A) sur les longueurs de liaison 0.00275 + 0.0002

rmsd (A) sur les angles de valence

rmsd (A) sur les angles impropres

0.69 £ 0.03
0.42 £0.03

C
rmsd (A)
Structure totale

Feuillet A 3 brins B antiparalleles $2,33,34

Hélice o (11e32-Gln36)

Ponts disulfures
Cys3-Cys19, Cys10-Cys23
Cys18-Cys44, Cys25-Cys42

Tous les atomes du backbone
1.10+0.21

0.58+0.18

0.28 +£0.09

043+0.11

Table III.3: Caractéristiques énergétiques (A) et géométriques (B) des 15 structures
acceptées ne présentant aucune violation de NOE supérieure 2 0.3 A. Calcul des rmsd (root mean
square deviation) (C) pour des éléments structuraux différents lorsque les 15 structures sont

superposées selon ces domaines particuliers.
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L’analyse par le programme PROCHECK (Laskowski et al., 1993) des angles diedres (0,

W) des 15 structures acceptées montre que 53% des résidus se trouvent dans les régions les plus

favorables du diagramme de Ramachandran, 39% dans les régions autorisées et 8% dans les

régions généreusement autorisées. Aucun résidu n’est trouvé dans les régions interdites.

5. Description de la structure tridimensionnelle

L’analyse de la structure tridimensionnelle de la toxine d’araignée V50F17 montre qu’elle
est constituée d’un segment en ’extrémité N-terminale (Lys2-Asn5) de structure étendue B1, d’un
feuillet de trois brins B antiparalleles B2 (Gly7-Lys11), B3 (Asn22-Ser26) et B4 (Tyr41-Argd5),
d’une boucle (Gly12-Gly21) contenant a ses extrémités deux tournants (Gly12-Ser15) et (Cys18-

Gly21), et d’une large boucle (Ala27-Gly40) contenant 14 résidus dont 5 forment une hélice o

(Tle32-GIn36). Cette derniére boucle relie les brins B3 et B4. Une structure tridimensionnelle en

ruban de la toxine V50F17 est montrée sur la figure I11.9.

Le feuillet des trois brins f3

Le feuillet B antiparallele est riche en cystéines: cinq des huit cystéines de la séquence se

trouvent dans le feuillet (Cys10, Cys23, Cys25, Cys42 et Cys44) (Figure I11.9). La topologie de ce
feuillet a ét¢ identifié comme étant de type (2x - 1) selon la nomenclature de Richardson

(Richardson, 1981) (Figure II1.10).
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Figure IIL.9: Représentation sous forme de ruban du backbone de la structure

tridimensionnelle de la toxine V50F17 isolée du venin de ’araignée Segestria Florentina. Le

feuillet des trois 3 antiparalleles (B2: Gly7-Lysll; B3: Asn22-Ser26; B4: Tyrd1-Argds) est

représenté en blanc. Le domaine en hélice o est représenté en rouge. Les ponts disulfures

(Cys3-Cys19), (Cys10-Cys23), (Cys18-Cys4d4) et (Cys25-Cys42) sont repésentés en jaune.
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"-111

Lysil

Cyslt

Gly7

Figure II1.10: Représentation schématique de la topologie (2x - 1) du feuillet de trois brins

B antiparalléles de la toxine d’araignée V50F17 (Richardson, 1981).

Les quatre ponts disulfures jouent un role trés important dans la formation et la stabilisation

de la structure globulaire de la toxine. Le pont disulfure (Cys10-Cys23) connecte les brins B2 et

B3. Les brins B3 et 4 sont connectés par le pont disulfure (Cys25-Cys42), tandis que les ponts

disulfures entre Cys3 et Cysl9 et entre Cysl8 et Cys44 connectent la premiere boucle (Gly12-

Gly21) a la partie N-terminale de la molécule et au brin 4 respectivement (Figure I11.9). Le pont

disulfure (Cys3-Cys19) est tourné vers I’extérieur de la molécule, alors que les trois autres ponts
disulfures participent au coeur hydrophobe par leur chaine latérale. Les quatre ponts disulfures sont

extrémement bien définis, et présentent lorsque les 15 structures sont superposées sur ces domaines

un rmsd de 0.43 (£ 0.11) A (tous les atomes lourds du backbone des cystéines: N, Cat et C)

(Figure II1.11). Le feuillet est trés bien défini, il est stabilis€ en plus des ponts disulfures par 5

liaisons hydrogénes, et présente lorsque les 15 structures acceptées sont superposées suivant les

trois brins, un rmsd de 0.58 (+ 0.18) A (N, Ca et C).
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Figure I11.11: Vue en stéréo de la superposition, suivant les atomes (N, Ca, C) du backbone, des résidus du feuillet B antiparallele pour les 15

structures acceptées avec aucune violation de NOE supérieure 2 0.3 A, pour la toxine VS0F17 isolée du venin de I’araignée Segestria Florentina. Les

ponts disulfures ne sont pas représentés.
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Les tournants

Des contacts NOE caractéristiques d’un tournant de type 8 (Wiithrich, 1986) aN(i, i+2) et

NN(, i+2) ont été identifiés entre les résidus Lys13 et Serl5 du tournant (Gly12-Ser15), et entre

les résidus Cys19 et Gly21 du tournant (Cys18-Gly21). De plus dans les 15 structures acceptées,

les distances Cou(i)-Coi+3) entre ces méme résidus ont toutes ét€ mesurées comme étant

inférieures a2 7 A (premiere condition qui détermine la présence d’un tournant ) (Wilmot &

Thornton, 1988). Néanmoins, les résidus centraux Lys13 et Metl4, Cys19 et Ser20 des deux

tournants présentent des angles diedres (¢, ) dans une conformation hélicoidale (-60°,-60°). Or

dans la mesure ot la seconde condition pour avoir un tournant {3 est justement que ces deux résidus

centraux ne doivent pas étre en conformation hélicoidale, ces angles di¢dres sont incompatibles avec

une structure de type tournant f.

Un petit domaine en hélice o

Dans la boucle de 14 résidus (Ala27-Gly40) reliant les brins 3 et f4 du feuillet B

antiparallele, un petit domaine en hélice & a caractére trés hydrophobe (Ile32-GIn36) a été identifié

(Figures II1.9 et III.12a). Cette boucle semble trés flexible lorsque les 15 structures sont

superposées suivant les trois brins du feuillet 3. Le caractére flexible de la boucle vient du faible

nombre de NOE entre les résidus charniéres, ¢’est a dire aux extrémités de la boucle reliant les brins

B3 et B4. Ceci conduit a la présence de plusieurs conformations pour cette boucle. Cependant dans

la famille de conformations, I'hélice o est extrémement bien définie et présente un rmsd de 0.28 (+

0.09) A (tous les atomes lourds du backbone de I’hélice) (Figure III.12b). Ce résultat montre que

I’hélice o existe dans chacune des conformations de la molécule.
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Figure III.12: (a) Représentation sous forme de ruban du domaine de la boucle (Ala27-

Gly40) contenant I'hélice o (I1le32-GIn36). (b) Superposition suivant le backbone (N, Ca, C)

des résidus de 1’hélice a (lle32-Gnl36) pour les 15 structures acceptées avec aucune violation de

'NOE supérieure 2 0.3 A, pour la toxine VSOF17 isolée du venin de l'araignée Segestria

Florentina.
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Les parties N et C-terminales

La partie N-terminale (Lys2-Asn5) est relativement bien définie et est de structure étendue.

La partie C-terminale quant 2 elle, appartient au brin 4 du feuillet antiparalléle. La présence des

cystéines Cys3 et Cys44 fait que les extrémités N et C-terminales de la structure sont stabilisées et

bien définies.

D. Discussion

La toxine V50F17 isolée du venin de I’ araignée Segestria Florentina agit spétifiquement sur

les canaux calciques de type N. Elle présente une trés faible homologie de séquence avec les autres

toxines connues pour avoir une activité inhibitrice sur les canaux calciques (préfixe w-): la @-

Conotoxine GVIA (6 cystéines) isolée du venin du serpent de mer Conus Geographus qui agit
spécifiquement sur les canaux calciques de type N (Oliviera et al., 1984); la toxine SNX325 (8

cystéines) qui comme V50F17 est isolée du venin d’araignée Segestria Florentina qui agit sur les

canaux de type N (Newcomb et al., 1995); les w-Agatoxine IVA et B (8 cystéines) isolées du venin

d’araignée Agelenopsis Aperta qui agissent sur les canaux de type P (Mintz et al, 1992).; la -

Atracotoxine HV1 (6 cystéines) isolée du venin d’araignée Hadronyche Versuta qui contrairement
aux toxines citées précédemment n’agit pas sur les canaux calciques des vertébrés mais sur ceux des
insectes (Fletcher et al., 1997). De méme toutes ces toxines ne présentent que peu d’homologie
entre elles. Néanmoins, elles ont toutes en commun une méme localisation des résidus cystéine
dans la séquence primaire (Table III.1). Dans la toxine d’araignée V50F17 les appariements entre
cystéines déterminés par RMN correspondent exactement a ceux existant dans toutes ces

neurotoxines, ce qui conforte les résultats obtenus par la méthode de Klaus (Klaus et al., 1993).

Dans la ®-Conotoxine GVIA et la w-Atracotoxine HV1 qui ne contiennent que 6 cystéines, les

appariements sont identiques a ceux de la toxine V50F17 qui présente la particularité d’avoir un

pont disulfure supplémentaire (Cys25-Cys42), se situant aux extrémités des brins B3 et P4 reliés
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par une boucle de 14 résidus. A défaut de partager une homologie dans leur séquence primaire

(hormis les cystéines), toutes ces neurotoxines dont V50F17 présentent un motif structural

hautement conservé. Ce motif est un feuillet de trois brins  antiparalléles reliés par des boucles de

longueur variable d’une toxine 2 I’autre. Le feuillet B est de topologie (2x - 1) et est riche en résidus

cystéines. Le pont disulfure ((Cys3-Cys19) dans V50F17) reliant le premier résidu cystéine et le

quatriéme est systématiquement orienté vers ’extérieur du coeur de la protéine. Les deux et trois

autres ponts disulfures, respectivement chez la @-Conotoxine GVIA (Davis et al., 1993) et chez la

w-Atracotoxine HV1 (Fletcher et al., 1997) d’une part et chez la toxine V50F17 et les w-Agatoxines

IVA et B (Kim et al., 1995; Reily et al.,, 1995) d’autre part, se trouvent situés' dans le coeur

hydrophobe de la protéine.

La toxine d’araignée V50F17 présente une différence structurale significative par rapport

aux autres toxines qui agissent spécifiquement sur les canaux calciques. Cette différence se situe

dans la longueur de la boucle reliant les deux derniers brins du feuillet B antiparalléle (voir Table

III.1): chez la toxine V50F17 cette boucle contient 14 résidus. Chez les w-Agatoxines IVA et B la

boucle reliant les deux derniers brins est constituée de 6 résidus qui n’adoptent pas de conformation

particuliére (Kim et al., 1995; Reily et al., 1995). Chez les ®-Conotoxine GVIA et w-Atracotoxine

HV1, cette boucle est constituée de quatre et cing résidus respectivement qui adoptent une

conformation non structurée et de type tournant B I respectivement (Davis et al., 1993; Fletcher et

al., 1997). Dans la toxine V50F17, cette boucle (Ala27-Gly40), dont la flexibilité a été observée

dans les structures tridimensionnelles, posséde un domaine parfaitement bien structuré. Ce domaine
est une hélice o & caractére trés hydrophobe (le32-Ala-Met-Ile-GIn36). La présence d’un élément
de structure secondaire n’avait jusqu’a présent jamais ét€ observée dans la boucle reliant les deux

derniers brins du feuillet B antiparalléle chez les toxines ayant une activité sélective sur les canaux

c..z:ques. Comme la conformation globale de ces neurotoxines est similaire, il semble raisonnable

de penser qu’elles agissent de maniére treés similaire. Cependant la longueur de cette boucle étant
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boucle étant variable d’une toxine a une autre, la structure de ce domaine pourrait étre responsable

de la sélectivité de la toxine pour un des canaux calciques de type donné.

E. Conclusion

Nous avons déterminé la structure tridimensionnelle en solution de la toxine V50F17 isolée
du venin d’araignée Segestria Florentina. Cette toxine agit spécifiquement sur les canaux calciques

de type N. Elle présente le motif structural caractéristique des toxines qui agissent sur les canaux
calciques: un feuillet de trois brins B antiparalléle de topologie (2x -1). Dans la boucle reliant le brin
B3 et B4 un domaine structuré a été pour la premiére fois identifié. Ce domaine est une hélice o 2

caractére tres hydrophobe. Le taux d’homologie élevé de la séquence de la toxine d’araignée
V50F17 dans la famille des toxines V50, suggére que la structure tridimensionnelle de V50F17

représente une structure canonique pour cette famille de toxines.

138



Chapitre Il La structure 3D d’une toxine d’araignée

F. Références

Auguste, P. Hugues, M., Mourre, C.; Moinier, D.; Tartar, A.; Lazdunski, M. Biochemistry 1992,
31, 648-654.

Bontems, F.; Roumestand, C.; Gilquin, B.; Ménez, A.; Toma, F. Science 1991, 254, 1521-1523.
Braunschweiler, L.; Emst, R. R. J. Magn. Reson. 1983, 53, 521-528.

Briinger, A. T. XPLOR Version 3.1 Manual, Yale University, New Haven, CT, 1992.

Davis, D. G.; Bax, A. J. Am. Chem. Soc. 1985, 107, 2820-2821.

Davis, J. H.; Bradley, E. K.; Miljanich, G. P.; Nadasdi, L.; Ramachandran, J Basus, V. J.
Biochemistry 1993, 32, 7396-7405.

Debin, J. A.; Maggio, J. E.; Strichartz, G. R. Am. J. Physiol. Soc. 1993, 264, C369.

Dhalluin, C.; Wieruszeski, J.-M.; Lippens, G. J. Magn. Reson. Series B 1996, 111, 168-170.
Fletcher, J. 1.; Smith, R.; O’Donoghue, S. I.; Nilges, M.; Connor, M.; Howden, M. E. H.;
Christie, M. J.; King, G. F. Nature Struct. Biol. 1997, 4, 560-566.

Gray, W. R.; Oliviera, B. M.; Cruz, L. J. Ann. Rev. Biochem. 1988, 57, 665-700.

Jeener, J.; Meier, B. H.; Bachmann, P.; Emst, R. R. J. Chem. Phys. 1979, 71, 4546-4553.

Karplus, M. J. Chem. Phys. 1959, 30, 11-15.

Kim, J.; Konishi, S.; Iwai, H.; Kohno, T.; Gouda, H.; Shimada, I.; Sato, K.; Arata, Y. J. Mol.
Biol. 1995, 250, 659-671. 4

Klaus, W.; Broger, C.; Gerber, P.; Senn, H. J. Mol. Biol. 1993, 232, 897-906.
Kopeyan, C.; Martinez, G.; Rochat, H. FEBS Lett. 1985, 181, 211-217.
Kumar, A.; Ernst, R. R.; Wiithrich, K. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1980, 95, 1-6.

Laskowski, R. A.; MacArthur, M. W.; Moss, D. S.; Thornton, J. M. J. Appl. Crystallog. 1993,
26, 283-291. :

Lippens, G.; Dhalluin, C.; Wieruszeski, J.-M. J. Biol. NMR, 1995, 5, 327-331.

139



Chapitre [l La structure 3D d’une toxine d’araignée
Marion, D.; Wiithrich, K. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1983, 113, 967-974.
Mierke, D. F.; Grdadolnik, S. G.; Kessler, H. J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 8283-8284.

Mintz, E. M.; Venema, Y. J.; Swiderek, K. M.; Lee, T. D.; Bean, B. P.; Adams, M. E. Nature
1992, 355,827-829.

Miiller, N.; Emst, R. R.; Wiithrich, K. J. Am. Chem. Soc. 1986, 108, 6482-6492.

Newcomb, R.; Palma, A.; Fox, J.; Gaur, S.; Lau, K.; Chung, D.; Cong, R.; Bell, J. R.; Horne,
B.; Nadashi, L.; Ramachandran, J. Biochemistry 1995, 34, 8341-8347.

Oliviera, B. M.; Mclntosch, J. M.; Cruz, L. J.; Luque, F. A.; Gray, W. R. Biochemistry 1984,
23, 5087-5090.

Omecinsky, D. O.; Holub, K. E.; Adams, M. E.; Reily, M. D. Biochemistry 1996, 35, 2836-
2844.

Pardi, A.; Billeter, M.; Wiithrich, K. J. Mol. Biol. 1984, 180, 741-751.

Piotto, M.; Saudek, V; Sklenar, V. J. Biol. NMR 1992, 2, 661-665.

Reily, M. D.; Venkataraman, T.; Adams, M. E. J. Biol. NMR 1995, 5, 122-132.
Richardson, Adv. Prot. Chem. 1981, 34, 167-339.

Verlet, L. Phys. Rev. 1967, 159, 98.

Vuister, G. V.; Delaglio, F.; Bax, A. J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 9674-9675.

Wagner, G.; Braun, W.; Havel, T. F.; Schaumann, T.; Go, N.; Wiithrich, K. J. Mol. Biol. 1987,
196, 611-639. C

Wider, G.; Wiithrich, K. J. Magn. Reson. Series B 1993, 102, 239-241.

Wilmot, C. M.; Thornton, J. M. J. Mol. Biol. 1988, 203, 221-232.

Wishart, D. S.; Sykes, B. D.; Richards, F. M. Biochemistry 1992, 31, 1647-1651.
Wishart, D. S.; Sykes, B. D. J. Biomol. NMR 1994, 4, 171-180.

Wiithrich, K. NMR of Proteins and Nucleic Acids, John Wiley and Sons, New York, 1986.

140



Annexes



Table I11.2: Tableau des déplacements chimiques des 'H et >C a 30°C

Chapitre [l La structure 3D d’une toxine d’araignée

de la toxine d’araignée V50F17 (pH = 2.9)

Résidu HN co cB Autres

Gly 1 - 43.08 (3.87%)

Lys 2 8.51 56.13 (4.41) 3331 (1.83 1.74)  CY24.64 (1.41%); CO 28.91
(1.71%); CE 41.80 (2.99%)

Cys 3 825 53.71 (5.04) 42.89 (3.03%)

Leu 4 9.27 5399 (4.50) 44.15(2.06 1.34)  CY26.48 (1.44); CO 26.18
(0.90); C9 22.28 (0.84)

Asn'5 8.65 52.61 (4.57) 39.85(2.952.74) NH,7.657.03

Lys 6 835 58.61 (3.65) 3233 (1.83 1.67)  CY24.71 (1.45 1.30); C® 29.42
(1.75%); CE 41.80 (3.00%)

Gly 7 9.29  44.93 (4.46

3.64)
Glu 8 7.84  nd (4.37) nd (2.53 2.43) CYnd (2.18 2.11)
Val 9 8.43  63.48 (4.38) 31.98 (1.95) CY22.24 (1.11); CY 21.20
' (0.98)

Cys10  8.00 52.56 (4.89) 48.14 (3.453.18)

Lys 11 8.36 54.47 (4.58) 33.91(1.98 1.30)  CY25.26 (1.35 1.26); C% 29.63
(1.63 1.57); CE 42.02 (2.88%)

Gly 12 7.66  46.30 (3.99

3.72)

Lys 13 8.76  55.05(4.35) 32.13(1.93 1.84)  CY24.91 (1.50%); C3 28.91
(1.71%); CE 41.80 (3.00%)

Met 14 8.04 5542 (4.50) 31.74(2.292.15) CY32.72 (2.67 2.52)

Ser 15 775  57.12 (4.64) 65.96 (4.15 3.63)

Aspl6  8.32 nd (4.82) nd (2.78 2.45) |

Pro17 - 62.03 (4.63) 32.01 (2.28%) CY 26.95 (2.10 1.92); C9 50.09
(3.77%)

Cys 18 9.13  55.97 (4.85) 37.07 (3.35 2.41)

Cys 19 10.42 57.51 (4.41) 38.88 (3.25 2.83)

Ser 20 8.97 58.11 (4.34) 64.92 (4.053.91)
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Gly 21

Asn 22
Cys 23
His 24
Cys 25
Ser 26
Ala27
Pro 28

Leu?29

Ser 30
Pro 31

Ile 32

Ala33
Met 34

Ile 35

Gln 36

Leu37

Met 38
Ala39
Gly 40
Tyr41

Cys 42
Asn 43
Cys 44
Arg 45

7.83

8.04
8.67
8.62
8.75
8.59
8.25

7.88

nd

7.58

8.03
8.09
7.59

8.07

8.23

7.94
7.97
7.75
7.99

8.76
8.60
8.90
8.95

45.14 (4.25
3.76)

51.78 (4.93)
55.69 (4.93)
55.45 (4.86)
53.78 (5.12)
58.84 (4.34)
50.18 (4.60)
62.92 (4.38)

nd (4.44)

nd (4.73)
64.71 (4.43)

61.54 (4.14)

53.89 (4.23)
57.05 (4.36)

63.06 (3.96)

57.88 (4.14)

56.79 (4.36)

57.05 (4.36)
52.54 (4.29)
45.62 (3.96%)
57.44 (4.76)

55.86 (5.48)
52.55 (5.58)
54.93 (5.21)
57.36 (4.35)

Chapitre [l La structure 3D d’une toxine d’araignée

39.57 (2.98 2.54)
38.40 (3.21 2.89)
30.08 (3.45 2.97)

43.68 (3.18 2.70)
63.79 (3.91%)
18.54 (1.26)
27.25 (2.20%)

42.29 (1.65 1.59)

63.11 (4.00 3.88)
31.85 (2.35 1.96)

38.10 (1.91)

18.65 (1.44)
32.34 (2.11%)
38.10 (2.00)

28.93 (2.21 2.10)

42.50 (1.78 1.64)

32.09 (2.10%)
19.17 (1.33)

38.78 (3.34 2.88)

48.34 (3.66 2.56)
42.88 (2.34%)

37.32 (3.33 2.97)
32.34 (1.98 1.65)

NH, 7.4 6.80

C9nd (7.33) ; CE nd (8.66)

CY 27.26 (1.94%); C3 50.40
(3.68 3.60)

CY27.06 (1.64); Cd 24.95
(0.93); C9 23.39 (0.88)

CY 27.68 (2.04%); C8 50.76

- (3.87 3.77)

CY27.55 (1.44 1.23); cCmy
17.70 (0.91); C3 12.49 (0.85)

CY 32.25 (2.62%)

CY28.09 (1.58 1.23); CmY
17.32 (0.83); Cd 12.82 (0.89)
CY 34.17 (2.48 2.32); NH, 7.36
6.68

CY29.06 (1.64); C325.19
(0.90); C3 24.42 (0.85)

CY 32.29 (2.71 2.60)

€0 124.97 (7.12); CE 110.37
(6.83)
NH, 6.94 6.78

CY27.64 (1.65%); CS 43.37
(3.09 2.96); NHE 7.03
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Annexe III.1 Génération de structures moléculaires

par le programme X-PLOR

A.IT1.1.1 Génération d’une structure arbitraire

Dans une premiere étape une structure de conformation étendue arbitraire est calculée avec
une géométrie idéale. Ce calcul utilise uniquement toutes les informations moléculaires liées a la
structure primaire de la molécule. Aucune contrainte de distance, d’angle dihédre, de liaison

hydrogéne ou de pont disulfure n’est utilisée pour ce calcul.

A.IIl.1.2 La procédure Distance Geometry

Dans une seconde étape, la structure arbitraire est utilisée dans la procédure appelée Distance
Geometry qui génére des structures tridimensionnelles *’grossiéres’ qui respectent la topologie de
la molécule (les longueurs de liaison, les angles de valence), et I’ensemble des contraintes
conformationnelles introduites telles que les contraintes sur les distances issues des NOE et les
contraintes sur les angles dihédres. Les ponts disulfures ne sont pas introduits en terme de liaisons
covalentes mais en tant que contraintes de distance trés séveres entre les atomes de soufre des

cystéines en pont disulfure [1.92 A <d <2.12 A].

La construction de ces structures reposé sur un algorithme traduisant les contraintes de
distance en coordonnées cartésiennes. Comme toutes ces contraintes viennent d’une intégration
approximative des intensités des pics NOE, des problémes peuvent se présenter. L’algorithme
contient pour cette raison un test basée sur I'inégalité triangulaire: pour trois atomes i, j et k nous
devons avoir d(i, j) < d(i, k) + d(k, j), ou d(i, j) représente la distance entre les atomes i et j. Cette
relation montre que dans le calcul, les distances entre atomes ne seront pas indépendantes les unes
des autres. Contraindre des distances signifie que nous allons restreindre les distances a se trouver
dans un intervalle. Pour chaque paire d’atomes (pour lesquels des contraintes de distance sont

imposées), nous définissons un intervalle dont la limite inférieure correspond a la somme des
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rayons de van der Waals des deux atomes, et ou la limite supérieure est donnée par I’intensité du
contact NOE observé entre ces deux noyaux.

Systématiquement nous commengons par fixer une distance aléatoire entre les atomes i et j
prise dans ’intervalle imposé par la contrainte, la position de 1’atome k sera déterminée en
respectant 2 la fois les distances d(i, k) et d(k, j) et I'inégalité triangulaire. Ainsi la position de
chaque atome (pour lequel une contrainte existe) dans la structure sera déterminée. Cette procédure
sera répétée autant de fois que 1’on désire de structures. Les structures obtenues par ce calcul sont
trés *’grossiéres’’, et ont des énergies trés élevées car pour l’instant aucune considération de
I’énergie de la conformation de la molécule n’est prise en compte. Ces structures pour étre affinées

vont étre soumises a une dynamique moléculaire.

A.IIL.1.3 La procédure de Distance Geometry combinée

avec une dynamique moléculaire

3.1 La dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire consiste a apporter de 1’énergie cinétique a la molécule de maniére
a lui permettre d’explorer son espace conformationnel et ainsi a déterminer la conformation de plus
basse énergie pour la molécule. Elle est basée sur la résolution des équations de Newton pour tous

les atomes i de la molécule:

F, représente la force appliquée sur I’atome i (de masse m,) due 4 I’ensemble des interactions
que I'atome i a avec les autres atomes; d’r/dt’ est son accélération; U, est I'énergie potentielle de

la molécule; dU,,,/dr; est le gradient d’énergie potentielle de 1’atome i.
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Lorsque I’accélération est connue pour chaque atome, il est possible de déterminer leur

nouvelles coordonnées en utilisant |’ algorithme de Verlet (Verlet, 1967):

d2

r t+AD) =215 () - 1 (t-AD) + 2” ) At
dt

Les coordonnées sont calculées tous les intervalles At (de I’ ordre la femtoseconde: 10 s)

Pour chaque étape At de la dynamique moléculaire, nous calculerons 1’énergie potentielle

atomique, nous pourrons obtenir I’accélération par dérivation analytique du potentiel atomique et

ainsi déduire les nouvelles coordonnés par I’algorithme de Verlet.

Le terme de I’énergie potentielle totale de la molécule U, dans le programme X-PLOR

comprend quatre composantes.

Utotale= Ecovalente + Erépulsion + ENOE +Edihédre

La premiére composante, E_, .n.e décrit I’énergie appliquée pour maintenir les longueurs

des liaisons atomiques correctes, ainsi que les angles de valence, la chiralité et la planéarité.

Ecovalente = 2 Kp (r - 1'0)2 + Z kg (6 - 90)2 + Z ke (0 - (00)2

liaisons angles impropres

r,, 8, et , représentent respectivemnent les valeurs a ’équilibre pour les longueurs de

liaisons, les angles de valence et les angles de torsion impropres des liens peptidiques. k,, k, et k,

sont les constantes de force correspondantes.
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La seconde composante, E g0, permet d’éviter le recouvrement des atomes (van der

Waals).

Er¢puision = Z Erépulsion
rayons
de vdW

2 2 .
aveC Egpuision = kvdW (s rzmm - [2) S1 r<sry,

€ 0 si r2sr,

tépulsion —

k.qw est la constante de force, r, est le rayon de van der Waals de I’atome et s un paramétre

permettant de moduler le rayon de van der Waals au cours de la dynamique.

La troisiéme composante, Eygg correspond aux contraintes imposées sur les distances qui

sont traduites en terme énergétique:

Ence = 2 ENOE
contraintes

avec SNOE = kNOE (I‘ - dm.in)z Si r< dmin
€voe=0 si d, <r<d,,

SNOE = kNOE (I' - dmax)2 Si r> d

max

kyog est 1a constante de force, d;, et d_,, sont les bornes de I'intervalle de distance de la contrainte

NOE.
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La quatrieme composante de I'énergie potentielle de la molécule, Eg;, .. correspond aux

contraintes imposées sur les angles dihédres qui sont traduits en terme énergétique:

Edinedre = 2 Edihedre
contraintes

— 2
aveC  Egpadre = Kiineare (0 = O i)™ SIO <O
Eginedre =0 810 <O<0 .

2 .
Eginedre = Kainedre (P = P max)” S1O >0 0

K gnaare €St 12 constante de force, d_,, et d . sont les bornes de I'intervalle d’angle sur la contrainte

sur les angles dihedres (9, W, ¥, -..)-

3.2 Le recuit simulé et I’affinement

Pour explorer au mieux ’espace conformationnel, franchir les barriéres d’énergies et éviter
d’emprisonner la structure dans un minimum local d’énergie, nous appliquons la dynamique
moléculaire a la procédure de recuit simulé. Dans cette procédure, toutes les contraintes sur les
distances, les angles dihédres sont utilisées. Les liaisons hydrogeénes sont traduites en terme de
contraintes de distance, et les ponts disulfures sont introduits en tant que liens covalents. La
procédure de recuit simulé consiste  fournir au syst¢me de I’énergie en le plagant 3 une température
de 2000 K dans une premiére étape, puis de 1000 K dans une seconde étape moins drastique. Nous
laissons ensuite évoluer le systéme 2 la recherche de la conformation la plus favorable, puis nous le
refroidissons jusqu’a température ambiante pour atteindre un puits de potentiel énergétique. Ce
refroidissement se fait par étape pendant laquelle sont calculées 1’énergie potentielle, I’accélération et
ainsi les nouvelles coordonnées des atomes. Aprés une procédure de minimisation finale, nous
obtenons une famille de struztures de plus basses énergies possibles qui satisfont les contraintes

imposées sur les distances et sur les angles dihedres.
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Annexe II1.2 Les 28 ponts disulfures potentiels

de la toxine d’araignée V50F17

Pont disulfure
Numéro du pont disulfure: 1 Cys3 - Cysl10
2 Cys3 - Cysl18
3 Cys3 - Cys19
4 Cys3 - Cys23
5 Cys3 - Cys25
6 Cys3 - Cys42
7 Cys3 - Cys44
8 Cysl10- Cys18
9 Cys10 - Cys19
10 Cysl0 - Cys23
11 Cysl0- Cys25
12 Cys10 - Cys42
13 Cysl0 - Cys44
14 Cysl18 - Cys19
15 Cysl18 - Cys23
16 Cysl8 - Cys25
17  Cysl8 - Cys42
18 Cysl8 - Cys44
19 Cysl19 - Cys23
20 Cys19 - Cys25
21 Cys19 - Cys42
22 Cys19 - Cys44
23 Cys23 - Cys25
24 Cys23 - Cys42
25 Cys23 - Cys44
26 Cys25 - Cys42

o 27F Cys25- Cysd44
28 Cys42 - Cys44
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Annexe I1I.3 Les 105 combinaisons potentielles de ponts

disulfures de la toxine d’araignée V50F17

La combinaison de la protéine native est notée par une *

Numéro de la combinaison de ponts disulfures

l

O 00 N O W & W N -

Pk e
™)

e e e
Ww H W N

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

Cys3 - Cysl10,
Cys3 - Cysl10,
Cys3 - Cysl10,
Cys3 - Cysl0,
Cys3 - Cysl10,
Cys3 - Cysl0,
Cys3 - Cysl10,
Cys3 - Cysl10,
Cys3 - Cysl0,
Cys3 - Cysl0,
Cys3 - Cys10,
Cys3 - Cysl10,
Cys3 - Cysl10,
Cys3 - Cysl0,
Cys3 - Cysl10,

Cys3 - Cysl8,
Cys3 - Cysl8,
Cys3 - Cysl8,
Cys3 - Cysl8,
Cys3 - Cysl8,
Cys3 - Cysl8,
Cys3 - CyslS8,
Cys3 - Cysl8,
Cys3 - Cysl8,
Cys3 - Cys18,

Cysl18 - Cysl9,
Cysl18 - Cysl9,
Cysl18 - Cysl9,
Cys18 - Cys23,
Cys18 - Cys23,
Cys18 - Cys23,
Cys18 - Cys25,
Cys18 - Cys25,
Cys18 - Cys25,
Cys18 - Cys42,
Cys18 - Cys42,
Cysl8 - Cys42,
Cys18 - Cys44,
Cys18 - Cys44,
Cys18 - Cys44,

Cys10 - Cysl9,

Cys10 - Cysl9,
Cys10 - Cysl19,
Cys10 - Cys23,
Cysl0 - Cys23,
Cysl0 - Cys23,
Cys10 - Cys25,
Cysl10 - Cys25,

Cysl0 - Cys25,

Cysl10 - Cys42,
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Cys23 - Cys25,
Cys23 - Cys42,
Cys23 - Cys44,
Cys19 - Cys25,
Cys19 - Cys42,
Cysl9 - Cys44,
Cys19 - Cys23,
Cys19 - Cys42,
Cysl9 - Cys44,
Cysl9 - Cys23,
Cys19 - Cys25,
Cysl19 - Cys44,
Cys19 - Cys23,
Cys19 - Cys25,
Cys19 - Cys42,

Cys23 - Cys25,
Cys23 - Cys42,
Cys23 - Cys44,
Cys19 - Cys25,
Cys19 - Cys42,
Cysl9 - Cys44,
Cys19 - Cys23,
Cys19 - Cys42,

~Cys19 - Cysdd,

Cys23 - Cys25,

Cys42 - Cy544
Cys25 - Cys44
Cys25 - Cys42
Cys42 - Cys44
Cys25 - Cys44
Cys25 - Cys42
Cys42 - Cys44
Cys23 - Cys44
Cys23 - Cys42
Cys25 - Cys44
Cys23 - Cys44
Cys23 - Cys25
Cys25 - Cys42
Cys23 - Cys42
Cys23 - Cys25

Cys42 - Cys44
Cys23 - Cys44
Cys25 - Cys42
Cys42 - Cys44
Cys2S - Cys44
Cys25 - Cys42
Cys42 - Cys44
Cys23 - Cys44
Cys23 - Cysd42
Cysl9 - Cys44



26
27
28
29
30

31
32
33
34*
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

61

Cys3 - Cysl8,
Cys3 - Cysl8,
Cys3 - Cysl§,
Cys3 - Cysl8,
Cys3 - Cysl3,

Cys3 - Cysl9,
Cys3 - Cysl9,
Cys3 - Cysl9,
Cys3 - Cysl9,
Cys3 - Cysl9,
Cys3 - Cys19,
Cys3 - Cys19,
Cys3 - Cysl9,
Cys3 - Cys19,
Cys3 - Cys19,
Cys3 - Cysl9,
Cys3 - Cysl9,
Cys3 - Cysl9,
Cys3 - Cysl9,
Cys3 - Cysl19,

Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,
Cys3 - Cys23,

Cys3 - Cys25,

Cys10 - Cys42,
Cysl0 - Cys42,
Cys10 - Cys44,
Cys10 - Cys44,
Cys10 - Cys44,

Cys10 - Cysl8,
Cys10 - Cysl8,
Cys10 - Cysl18,
Cys10 - Cys23,
Cysl0 - Cys23,
Cys10 - Cys23,
Cys10 - Cys25,
Cys10 - Cys25,
Cys10 - Cys25,
Cysl10 - Cys42,
Cysl10 - Cys42,
Cysl0 - Cys42,
Cysl10 - Cys44,
Cysl0 - Cys44,
Cysl10 - Cys44,

Cys18 - Cysl19,
Cysl8 - Cysl9,
Cysl8 - Cysl19,
Cysl8 - Cys25,
Cys18 - Cys25,
Cysl8 - Cys25,
Cys10 - CyslS,‘
Cysl0 - Cys18,
Cys10 - Cysl8,
Cysl8 - Cys42,
Cysl8 - Cys42,
Cysl8 - Cys42,
Cys18 - Cys44,
Cys18 - Cys44,
Cys18 - Cys44,

Cysl0 - Cysl8,
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Cys19 - Cys23,
Cys23 - Cys44,
Cys19 - Cys23,
Cys19 - Cys25,
Cys19 - Cys42,

Cys23 - Cys25,
Cys23 - Cys42,
Cys23 - Cys44,
Cys25 - Cys42,
Cysl18 - Cys25,
Cys25 - Cysd4,
Cysl18 - Cys23,
Cys23 - Cys42,
Cys23 - Cys44,
Cys18 - Cys23,
Cys18 - Cys25,
Cys18 - Cys44,
Cys18 - Cys23,
Cys18 - Cys25,
Cysl18 - Cys42,

Cysl0 - Cys25,
Cys25 - Cys42,
Cys25 - Cys44,
Cys10 - Cys19,
Cysl19 - Cys42,
Cys19 - Cys44,
Cys25 - Cys42,
Cys19 - Cys25,
Cys25 - Cys44,
Cys19 - Cys25,
Cysl10 - Cys19,
Cys19 - Cys44,
Cysl10 - Cysl9,
Cys10 - Cys25,
Cysl10 - Cya#2,

Cys19 - Cys23,

Cys25 - Cys44
Cys19 - Cys25
Cys25 - Cys42
Cys23 - Cys42
Cys23 - Cys25

Cys42 - Cys44
Cys25 - Cys44
Cys25 - Cys42
Cysl8 - Cys44
Cys42 - Cysd4
Cys18 - Cys42
Cys42 - Cys44
Cysl8 - Cys44
Cysl18 - Cys42
Cys25 - Cys44
Cys23 - Cys44
Cys23 - Cys25
Cys25 - Cys42
Cys23 - Cys42
Cys23 - Cys25

Cys42 - Cys44
Cys10 - Cys44
Cysl0 - Cys42
Cys42 - Cys44
Cysl0 - Cys44
Cysl0 - Cys42
Cysl9 - Cys44
Cys42 - Cys44
Cysl19 - Cys42
Cysl10 - Cys44
Cys25 - Cys44
Cysl0 - Cys25
Cys25 - Cys42
Cysl19 - Cys42
Cys19 - Cys25

Cys42 - Cys44



62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

91
92
93
94
95
96
97
98

Cys3 - Cys25,
Cys3 - Cys25,
Cys3 - Cys25,
Cys3 - Cys25,
Cys3 - Cys25,
Cys3 - Cys25,
Cys3 - Cys25,
Cys3 - Cys25,
Cys3 - Cys25,
Cys3 - Cys25,
Cys3 - Cys25,
Cys3 - Cys25,
Cys3 - Cys25,
Cys3 - Cys25,

Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,
Cys3 - Cys42,

Cys3 - Cys44,
Cys3 - Cys44,
Cys3 - Cys44,
Cys3 - Cys44,
Cys3 - Cys44,
Cys3 - Cys44,
Cys3 - Cys44,
Cys3 - Cys44,

Cysl0 - Cys18,
Cysl0 - Cysl8,
Cysl0 - Cys19,
Cysl0 - Cysl19,
Cysl0 - Cys19,
Cys10 - Cys23,
Cys10 - Cys23,
Cysl0 - Cys23,
Cysl10 - Cys42,
Cysl10 - Cys42,
Cysl0 - Cys42,
Cys10 - Cys44,
Cys10 - Cys44,
Cysl10 - Cys44,

Cysl0 - Cysls,
Cysl10 - Cysl8,
Cysl10 - Cysl8,
Cys10 - Cys23,
Cys10 - Cys23,
Cys10 - Cys23,
Cys10 - Cys19,
Cys10 - Cys19,
Cysl0 - Cysl9,
Cys10 - Cys25,
Cys10 - Cys25,
Cys10 - Cys25,
Cysl0 - Cys44,

Cysl0 - Cys44,

Cysl10 - Cys44,

Cysl0 - Cysl8,
Cys10 - Cysl8,
Cysl0 - Cys18,
Cysl0 - Cysl9,
Cysl0 - Cys19,
Cysl10 - Cysl9,
Cys10 - Cys23,
Cys10 - Cys23,
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Cysl9 - Cys42,
Cys19 - Cys44,
Cysl18 - Cys23,
Cys23 - Cys42,
Cys23 - Cys44,
Cys18 - Cysl9,
Cys18 - Cys42,
Cys18 - Cys44,
Cysl18 - Cysl19,
Cys18 - Cys23,
Cys18 - Cys44,
Cysl8 - Cysl19,
Cysl8 - Cys23,
Cys18 - Cys42,

Cysl9 - Cys23,
Cysl19 - Cys25,
Cys19 - Cys44,
Cysl8 - Cys19,
Cys18 - Cys25,
Cysl8 - Cys44,
Cys18 - Cys23,
Cys18 - Cys25,
Cys18 - Cys44,
Cys18 - Cys19,
Cys18 - Cys23,
Cys18 - Cys44,
Cysl8 - Cys19,
Cys18 - Cys23,
Cys18 - Cys25,

Cys19 - Cys23,
Cysl9 - Cys25,
Cysl9 - Cys42,
Cys23 - Cys25,
Cys18 - Cys23,
Cys23 - Cys42,
Cysl8 - Cys19,
Cys18 - Cys25,

Cys23 - Cysd44
Cys23 - Cys42
Cys42 - Cys44
Cysl18 - Cys44
Cys18 - Cys42
Cys42 - Cysd4
Cysl19 - Cys44
Cys19 - Cys42
Cys23 - Cys44
Cys19 - Cys44
Cys19 - Cys23
Cys23 - Cys42
Cysl9 - Cys42
Cysl9 - Cysé3

Cys25 - Cys44
Cys23 - Cys44
Cys23 - Cys25
Cys2S - Cys44
Cys19 - Cys44
Cys19 - Cys25
Cys25 - Cys44
Cys23 - Cys44
Cys23 - Cys25
Cys23 - Cys44
Cysl19 - Cys44
Cysl19 - Cys23
Cys23 - Cys25
Cysl9 - Cys25
Cys19 - Cys23

Cys25 - Cys42
Cys23 - Cys42
Cys23 - Cys25
Cys18 - Cys42
Cys25 - Cys42
Cysl8 - Cys25
Cus?5 - Cysd2
Cys19 - Cys42
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99 Cys3 - Cys44, Cysl0 - Cys23, Cysl18 - Cys42, Cysl9 - Cys25
100 Cys3 - Cys44, CyslO - Cys25, Cys18 - Cysl9, Cys23 - Cys42
101 Cys3 - Cys44, Cysl0 - Cys25, Cysl8 - Cys23, Cysl9 - Cys42
102  Cys3 - Cys44, CyslO - Cys25, Cysl8 - Cys42, Cysl9 - Cys23
103 Cys3 - Cys44, Cysl0 - Cys42, Cys18 - Cys19, Cys23 - Cys25
104 Cys3 - Cys44, CyslO - Cys42, Cysl8 - Cys23, Cysl9 - Cys25
105 Cys3 - Cys44, Cysl0 - Cys42, Cysl8 - Cys25, Cysl9 - Cys23
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Conclusion générale

Nous avons abordé dans ce travail trois approches de la Résonance Magnétique Nucléaire.
La premiere a été une approche chimique ot nous avons appliqué la technique RMN a I’angle
magique pour la synthése organique et peptidique, en phase solide. Dans une seconde approche,
nous nous sommes intéressés aux aspects méthodologiques de la RMN liquide haute résolution, ol
nous avons cherché a améliorer les séquences homonucléaires NOESY et TOCSY. Finalement,
dans une troisiéme approche, nous avons avantageusement utilis€ ces séquences NOESY et
TOCSY modifiées pour la détermination de la structure tridimensionnelle en solution d’une toxine

de venin d’araignée V50F17.

(i) Durant le suivi complet de la synthése organique en phase solide contenant la réaction de
Heck, pour chacune des trois étapes de la syntheése, attribution de chaque nouvelle entité
moléculaire formée sur la résine a été obtenue en 'H et "’C, sans avoir recours 2 la technique de
coupure de la molécule de son support de synthése. Ceci nous a permis de conclure quant au succés
de la synthése. La technique RMN MAS est une méthode analytique sensible, rapide et non-
destructrice qui promet d’étre trés utile pour identifier des molécules produites par la synthése
organique en phase solide. Durant le suivi de la synthése peptidique de la séquence dite *’séquence
difficile’’, nous avons montré que le peptide adqptait une structure de type étendu sur la résine,
favorisant le phénomeéne d’agrégation par la formation de liaisons hydrogénes inter-chaines.
L’utilisation d’un mélange aprotique polaire DMF/DMSO pour gonfler la résine a permis de
supprimer le phénomene d’agrégation et d’obtenir des spectres parfaitement résolus. La technique
RMN MAS est une technique analytique adaptée 2 la détermination des meilleures conditions de
synthése (solvatation de la peptidyl-résine) permettant d’améliorer les rendements de couplage, et a
I’étude structurale de peptides sur support solide. Les questions auxquelles nous avons pu répondre

et celles que nous avons soulevées nous ont permis d’envisager de nouvelles perspectives ou la

RMN MAS va constituer un outil essentiel d’analyse. Toutes les potentialités de cette technique

vont étre employées pour résoudre des probleémes purs de synthése, mais également pour faciliter

I’étude de peptides qui s'agregent en solution, comme les peptides isolés de la protéine du prion.
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(i) Par lincorporation d’impulsions sélectives water flip-back dans les expériences
homonucléaires NOESY et TOCSY, nous avons obtenu un état non saturé de 1’aimantation de ’eau
le long de I’axe (+z) au début de la période d’acquisition, indépendamment de la phase et des
incréments t,. Poﬁr ces deux expériences, nous avons obtenu une excellente suppression du signal
de I’eau. La minimisation de la saturation de 1’eau a permis d’obtenir un gain en intensité de 20 %
sur I’ensemble des résonances durant I’expérience NOESY. Pour I’expérience TOCSY, un gain en
intensité a surtout été observé pour les protons amide des résidus exposés au solvant. La facilité a
manipuler les impulsions water flip-back rend ces deux séquences aisément incorporables dans des

séquences hétéronucléaires telles que les séquences HSQC-TOCSY et HSQC-NOESY.

(i) La structure tridimensionnelle de la toxine d’araignée V50F17, que nous avons

déterminée par RMN, présente une conformation originale. En effet, en plus du feuillet de trois

brins B antiparalléles riches en résidus cystéine, qui constitue le motif structural commun aux
toxines de venin d’araignée et de serpent de mer, un petit domaine en hélice o appartenant a la

boucle reliant les brins B3 et B4 du feuillet a été identifié. Cette hélice o a caractére trés hydrophobe

est le premier élément de structure secondaire identifié dans cette boucle chez les toxines d’araignée
et de serpent de mer. La structure tridimensionnelle d’un membre de cette nouvelle famille de toxine
V50 pourrait nous permettre de mieux comprendre le mécanisme d’interaction de la toxine avec son

canal calcique, et ainsi d’établir un lien entre la structure et la spécificité de la toxine pour ce canal.

154



