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La RMN ou « Résonance Magnétique Nucléaire » s’appuie sur une pro-
priété du noyau appelée le spin. Le fait d’avoir un spin non nul confère à ces 
particules des propriétés magnétiques, qui peuvent être comparées très grossiè-
rement à de petits aimants. Une fois ces particules placées dans un champ 
magnétique, ce champ peut interagir avec leur spin, tout comme le champ 
magnétique terrestre fait tourner l’aiguille d’une boussole. 

Une description plus scientifique du phénomène de RMN peut être 
donnée ainsi : un noyau de spin I soumis à un champ magnétique statique 
possède un moment magnétique qui ne peut prendre que 2I+1 orientations, 
possédant des niveaux d’énergie différents. Lorsqu’une irradiation radiofré-
quence est en plus appliquée au noyau étudié et que l’énergie des photons, qui 
constituent cette irradiation, correspond à l’énergie de transition d’un niveau 
d’énergie à l’autre, ces photons peuvent être absorbés par le noyau : il y a 
alors « résonance ». La réponse du système à cette excitation entraîne 
l’émission d’une onde électromagnétique caractéristique du noyau étudié qui 
peut être détectée.  

Le phénomène de RMN fut observé pour la première fois à la fin de 
l’année 1945 par deux équipes américaines différentes : Purcell, Torrey et 
Pound à l’université de Harvard 1 et Bloch, Hansen et Packard à Stanford 2 
sur des échantillons de matière condensée a. L’échantillon de paraffine étudié 
par Purcell et ses collaborateurs ne pesait pas moins d’un kilogramme ! Cette 
découverte valut à Purcell et Bloch le prix Nobel de physique en 1952. 

La RMN, à ses débuts, fut très largement étudiée par des physiciens, 
qui effectuèrent alors un énorme travail de compréhension de cette technique 
(théorie de la relaxation dans les liquides et solides 3-5, découverte de l’effet 
Overhauser dans les métaux 6, de la diffusion de spins dans les solides 7, de 
l’effet des ions paramagnétiques 7, 8, etc.). Deux découvertes fondamentales fi-
rent basculer la RMN dans la physico-chimie. La découverte du déplacement 
chimique eut lieu simultanément par Knight 9, Proctor et Yu 10 et Dickinson 11 
entre 1949 et 1950. Il pourrait paraître évident que tous les noyaux d’un 
même type au sein d’une molécule (par exemple tous les protons d’un même 
acide aminé) possèdent tous la même fréquence de résonance. Cependant, 
l’environnement électronique dans lequel se trouve chaque noyau va légère-
ment modifier la valeur du champ magnétique expérimenté par chacun d’eux. 
Cette propriété, le déplacement chimique, dépend par exemple des groupes 
fonctionnels (amide, acide, cétone etc.) auxquels appartient le noyau observé. 
Les différents protons d’un même acide aminé sont alors discernables sur un 
spectre RMN. La deuxième découverte qui permit à la RMN de devenir une 

                                      
a Matière, quelle que soit sa phase, où le nombre de constituants est grand et où les interac-
tions entre eux sont fortes. 
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technique de choix en chimie est celle des couplages scalaires ou couplages 
spin-spin par Gutowsky et McCall 12, et Hahn et Maxwell 13, encore une fois 
simultanément, en 1951. Les couplages spin-spin sont définis comme les inte-
ractions entre deux spins ou noyaux voisins dans la séquence des atomes de la 
molécule étudiée. 

Lors des deux premières décennies de la RMN, la fréquence de l’onde 
électromagnétique était maintenue constante alors que la valeur du champ 
magnétique statique était balayée (par modification de la valeur du courant 
au sein de l’électroaimant générant le champ magnétique). Dans ce cas, seule 
une partie des noyaux, dont les moments magnétiques possèdent une diffé-
rence de niveaux d’énergie proportionnels au champ magnétique principal tes-
té, contribuait au signal RMN. Cette méthode est appelée « RMN à ondes 
continues ». L’introduction de la « RMN impulsionnelle » en 1966 par Ernst 
et Anderson fut une véritable révolution : l’utilisation d’impulsions rf courtes 
tout en gardant le champ principal constant permet d’exciter tous les spins du 
spectre RMN en même temps, pour un même type de noyau 14. Le signal enre-
gistré comprend alors la contribution simultanée de tous les spins. Ce signal, 
fonction du temps, peut être transformé en un spectre, exprimé en fréquences, 
par une opération mathématique appelée transformation de Fourier. Le gain 
de temps lors des expériences RMN fut considérable. 

Dix ans plus tard, en 1976, Richard Ernst fit faire à nouveau un grand 
pas à la RMN en introduisant la RMN multidimensionnelle 15. Cette technique 
permet de répartir le signal RMN selon plusieurs dimensions et de mettre en 
lumière les interactions entre les spins. Richard Ernst obtint le prix Nobel de 
Chimie en 1991 pour ses travaux sur la RMN impulsionnelle et multidimen-
sionnelle. 

Grâce à ces avancées, il devint alors beaucoup plus aisé d’étudier en so-
lution des molécules possédant un intérêt biologique telles que les protéines. 
Le nombre croissant de nouvelles « séquences d’impulsions » multidimension-
nelles mettant en contact les spins ainsi que l’augmentation de leur complexité 
menèrent à la première détermination de structure tridimensionnelle de pro-
téine en 1983 (le glucagon, 3,5 kDa b) 16. A la fin des années 1980, le marquage 
isotopique fut appliqué aux protéines c. Ceci rendit l’enregistrement de spec-
tres multidimensionnels (2D, 3D voire même 4D) de protéines beaucoup plus 
rapide 17-19. La RMN comme technique de détermination structurale de protéi-

                                      
b Dalton (Da) : unité de masse égale à 1/12 de la masse d’un atome de carbone 12.   
c Le marquage isotopique consiste à remplacer les noyaux non détectables par RMN par leur 
isotope détectable. Par exemple, le carbone 13 et l’azote 15, détectables, ont une abondance 
naturelle de seulement 1,1 % et 0,37 % respectivement. Le but du marquage est d’augmenter 
cette proportion. 
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nes était lancée. Kurt Wüthrich fut très actif dans ce domaine. Il obtint 
d’ailleurs le prix Nobel de chimie pour « le développement de la spectroscopie 
par résonance magnétique nucléaire servant à établir la structure tridimen-
sionnelle de macromolécules en solution » en 2002. 

L’intérêt des biologistes et chimistes pour la RMN en phase solide prit 
beaucoup plus de temps à se développer. En effet, s’il est courant d’obtenir 
des spectres très bien résolus en RMN en phase liquide, ceci est loin d’être le 
cas en phase solide. Voyons pourquoi. L’obtention de spectres possédant une 
bonne résolution d en RMN en phase liquide est possible grâce au mouvement 
brownien des molécules. Ce mouvement moyenne à zéro les interactions aniso-
tropes (dépendantes de l’orientation de la molécule dans son milieu). Seules 
persistent les interactions isotropes, telles que les couplages spin-spin et le dé-
placement chimique. Les raies obtenues sur un spectre de RMN en phase li-
quide sont donc plutôt fines. Cependant, dans le cas des échantillons préparés 
sous forme solide, il n’y a pas ou peu de mouvement. Les interactions aniso-
tropes (telles que les interactions dipolaires, à travers l’espace) ne sont donc 
pas moyennées et dominent le spectre de RMN en phase solide, qui possède 
alors des raies très larges. Par conséquent, il fallut tout d’abord mettre au 
point des techniques permettant de réduire la largeur des raies. Pour ce faire, 
en 1958, Andrew et Lowe proposèrent de faire tourner l’échantillon autour 
d’un axe incliné par rapport au champ magnétique principal d’un angle cor-
respondant à la diagonale d’un cube, appelé « angle magique » 20, 21. Les inte-
ractions anisotropes sont alors moyennées (mais pas nécessairement à zéro) et 
les raies un peu moins larges. 

Un autre problème présent en RMN est son manque de sensibilité. Ce-
pendant, cet inconvénient n’est pas aussi marqué pour tous les noyaux. Par 
exemple, les protons possèdent une assez bonne sensibilité de détection, ce qui 
n’est pas le cas des hétéronoyaux tels que les carbones et les azotes. Afin 
d’observer ces noyaux avec une meilleure sensibilité, différentes techniques de 
transfert d’aimantation du proton vers les hétéronoyaux ont été développées, 
comme les méthodes INEPT (« Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization 
Transfer ») et CPMAS (« Cross Polarization Magic Angle Spinning ») en 
RMN des solutions et RMN en phase solide, respectivement 22, 23. Afin de ga-
gner en sensibilité, l’idée la plus évidence semble être néanmoins la détection 
des protons. Ceci est tout à fait réalisable (et utilisé) en RMN des solutions 
mais n’est pas applicable aussi facilement en RMN en phase solide. En effet, 
les protons sont impliqués dans des interactions dipolaires homonucléaires très 
fortes. Les spectres en détection proton en phase solide sont très souvent es-

                                      
d Dont les résonances des différents noyaux sont discernables, même chez de grosses molécules. 
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sentiellement dominés par ces couplages, la rotation à l’angle magique ne les 
moyennant pas suffisamment. 

Dans ces conditions, nous pouvons parfaitement comprendre pourquoi, 
à ses débuts, la RMN en phase solide ne semblait pas du tout adaptée à 
l’étude structurale de systèmes biologiques tels que les protéines. Cette techni-
que fut plutôt utilisée comme méthode de caractérisation de la composition 
chimique, de la conformation locale et de la dynamique de polymères tels que 
les composés ligno-cellulosiques. 

En parallèle aux développements méthodologiques, l’abandon des élec-
troaimants pour des aimants supraconducteurs permit de faire avancer la 
RMN. L’augmentation des champs magnétiques depuis les débuts de la RMN 
est impressionnante : le spectromètre le plus puissant au monde actuellement 
en fonctionnement possède un champ magnétique de 23,5 Tesla, soit près de 
500 000 fois le champ magnétique terrestre ! Dans le cas particulier de la 
RMN en phase solide, ces hauts champs magnétiques combinés au développe-
ment de sondes permettant de faire tourner l’échantillon à des vitesses de plus 
en plus élevées ont permis un énorme gain en résolution, en moyennant de 
mieux en mieux les couplages dipolaires 24, 25, ainsi qu’en sensibilité. 

Enfin, l’étude de protéines par RMN en phase solide n’aurait pas été 
possible sans un net progrès dans la préparation des échantillons. Les premiè-
res protéines étudiées étaient lyophilisées (ou déshydratées par sublimation), 
ce qui permettait d’obtenir une poudre. Dans ce cas, une légère variation de la 
structure locale de la protéine, ou conformation, donne lieu à un élargissement 
des raies. Au début des années 2000, il fut proposé d’utiliser des échantillons 
de protéines microcristallines 26. Cette cristallisation, en « sélectionnant » une 
conformation locale de la protéine, permit de réduire considérablement la lar-
geur de raies des échantillons. Enfin, il est maintenant possible de rencontrer 
dans la littérature des échantillons de protéines précipitées, qui contiennent 
encore suffisamment de solvant pour permettre une certaine liberté de mou-
vement à la molécule. Celle-ci permet de moyenner l’effet des différentes 
conformations locales sur les largeurs de raie.  

Toutes ces améliorations, combinées au développement de séquences 
d’impulsions spécifiques à la RMN en phase solide conduisirent à la première 
détermination structurale tridimensionnelle de protéine par cette technique en 
2002 (SH3, 7 kDa) 27.  

Où en est-on actuellement en RMN biomoléculaire ? La RMN des solu-
tions est très utilisée pour l’étude de molécules d’intérêt biologique comme en 
témoignent les 8500 structures de protéines recensées dans la « Protein Data 
Bank ». Cette technique a vu néanmoins apparaître une limitation liée à la 
taille du système étudié. Plus la molécule possède une taille importante, plus 
son mouvement brownien est ralenti, ce qui pose des problèmes de relaxation. 
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Les spectres enregistrés sur de tels échantillons voient donc leur largeur de 
raie augmenter ! 

Depuis le début des années 2000, la RMN en phase solide est devenue 
une alternative intéressante à la RMN des solutions. La RMN en phase solide 
possède l’avantage certain qu’elle n’est pas limitée en théorie par la taille des 
molécules. De plus, elle permet l’étude de systèmes non abordables par la 
RMN en phase liquide ou par d’autres techniques de caractérisation telles que 
la cristallographie de rayons X. C’est ainsi qu’il a été possible d’aboutir à la 
structure tridimensionnelle de protéines formant des fibrilles 28, impliquées 
dans les maladies neurogénératives telles Alzheimer et Parkinson, et à la 
structure de protéines membranaires 29. Trente et une structures (tout type de 
protéines confondues) sont actuellement disponibles dans la PDB. 

Les limitations de la RMN en phase solide à son application en biologie, 
biochimie ou chimie sont cependant encore nombreuses. Tout d’abord, un 
problème de sensibilité : le temps consacré à une expérience reste très impor-
tant, notamment à cause des temps de relaxation (ou temps de retour à 
l’équilibre) très longs rencontrés dans les échantillons. Il en découle que la sen-
sibilité des expériences par unité de temps reste très insuffisante. 

Ensuite, malgré l’amélioration apportée par la rotation à l’angle magi-
que, les vitesses de rotation de plus en plus importantes et le développement 
de hauts champs magnétiques, la résolution de spectres de biomolécules reste 
encore bien médiocre. Ceci pose un problème lors de l’étude de gros systèmes. 
La plus grosse protéine étudiée à ce jour en RMN en phase solide possède une 
masse de seulement 17,6 kDa alors que les protéines étudiées en solution attei-
gnent 900 kDa 30, 31 !  

Enfin, de nombreux progrès sont encore à prévoir dans le développe-
ment méthodologique. Notamment, il est nécessaire de mettre au point des 
séquences dites de « recouplage » qui permettent de réintroduire les interac-
tions dipolaires moyennées par la rotation à l’angle magique. En effet, de la 
force de ces interactions entre les spins peuvent être tirées des informations 
portant sur la distance ou les angles entre les noyaux. La somme des 
« contraintes structurales » recueillies sur un échantillon peut mener au calcul 
de la structure tridimensionnelle du système étudié. A ce jour, de telles sé-
quences existent déjà, mais les contraintes « à longue distance » entre les 
spins, les plus importantes d’un point de vue structurale, sont encore trop dif-
ficilement détectées et en trop petit nombre. 

Cette thèse s’inscrit dans les préoccupations actuelles de la RMN en 
phase solide appliquée aux biomolécules. La première partie de ce manuscrit 
est consacrée à l’étude d’un système biologique complexe : la paroi cellulaire 
bactérienne. Ce système, dont le poids moléculaire dépasse plusieurs Giga dal-
tons, est très certainement l’un des plus gros systèmes biologiques étudié par 
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RMN. Cette paroi bactérienne, constituée notamment de peptidoglycane, est 
au cœur des recherches actuelles tendant à la découverte de nouvelles antibio-
thérapies, plus que nécessaires au vu de la résistance bactérienne grandissante 
aux antibiotiques. Elle est aussi très étudiée dans le but de synthétiser un vac-
cin contre des pathologies telle que la pneumonie car elle est le lieu d’ancrage 
de protéines permettant l’adhésion de la cellule bactérienne à la cellule hôte. 
Cependant, l’état d’avancement de ces recherches nécessite d’obtenir davan-
tage d’informations sur ce système. Nous verrons que notre étude par RMN en 
phase solide de la paroi cellulaire bactérienne, sur des échantillons extraits de 
cellules bactériennes mais aussi sur des échantillons de bactéries vivantes, nous 
permet d’obtenir des renseignements sur la structure mais aussi sur la dyna-
mique de certains de ses constituants.  

De plus, l’étude difficile des interactions entre une protéine et un com-
posant de la paroi que nous avons menée illustre parfaitement le besoin de dé-
veloppement méthodologique rencontré en RMN en phase solide. En effet, le 
manque de sensibilité ainsi que l’inefficacité des séquences de recouplage exis-
tantes sont criantes dans cet exemple.  

La deuxième partie de cette thèse est donc consacrée à l’investigation 
de phénomènes permettant soit de réduire le temps expérimental soit 
d’améliorer la sensibilité des expériences. Nous avons montré que la manipula-
tion sélective de certains atomes de carbone permet le retour à l’équilibre plus 
rapide de leur aimantation dans un échantillon complètement marqué. Nous 
avons mis en évidence et étudié ce phénomène à la fois sur une molécule mo-
dèle et sur des échantillons de protéines et pour différentes vitesses de rotation 
à l’angle magique.   

La troisième partie de ce chapitre décrit comment nous avons modifié 
les séquences de recouplage PAR 32 et PAIN-CP 33, 34 existantes afin 
d’améliorer leur efficacité de transfert d’aimantation entre les spins. Nous 
montrons que, sous certaines conditions, un changement de phase des irradia-
tions constituant le bloc de recouplage améliore les performances des séquen-
ces PAR et PAIN-CP par un facteur deux et élargit d’autant les conditions de 
recouplage. La mise en place des séquences PAR et PAIN-CP en est fortement 
facilitée. L’amélioration des performances des séquences PAR-π-shift et PAIN-
CP-π-shift est démontrée sur un échantillon de protéine de 20 kDa et pour dif-
férentes conditions de vitesse de rotation et de champs magnétiques statiques.  

Enfin, la quatrième partie de cette thèse porte sur des échantillons bio-
logiques étudiés depuis très longtemps en RMN en phase solide : les composés 
ligno-cellulosiques. Nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux 
bois archéologiques. Une spécificité évidente de ces échantillons est qu’il est 
impossible de les marquer isotopiquement, au contraire de tous les échantillons 
que nous présentons dans les trois premières parties. Comme les techniques 
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multidimensionnelles sont difficilement à la portée de tels échantillons, des 
techniques facilitant leur attribution ont tout de même été mises au point, 
comme les méthodes d’édition spectrale. Cette quatrième partie passe en revue 
ces techniques et compare leur efficacité et leur facilité d’utilisation sur des 
échantillons de bois archéologiques non enrichis. Le but de cette étude est de 
faciliter le choix d’une méthode d’édition spectrale à un utilisateur de RMN en 
routine. 
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1. La paroi cellulaire bactérienne 
 

La paroi cellulaire, située à l’interface entre la bactérie et son environ-
nement, est un élément essentiel à son bon fonctionnement et à sa survie. L’un 
des constituants principaux de la paroi cellulaire est le peptidoglycane, qui à 
la fois donne sa forme à la cellule 35, empêche sa lyse sous l’influence de la 
pression osmotique dans le cytoplasme (5 à 25 atmosphères) 36 et intervient 
dans la division cellulaire. Le peptidoglycane sert également de plateforme à la 
cellule bactérienne sur laquelle se fixent de nombreux éléments tels que les 
acides téichoïques (impliqués dans l’infection des cellules hôtes et dans 
l’interaction avec les métaux) 37, 38, les protéines nécessaires à sa morphogenèse 
et à sa modification au court du temps (les transpeptidases et les glycosyl-
transférases par exemple) 39, et les protéines impliquées dans la reconnaissance 
des cellules hôtes (comme les CBP) 40, 41. Le peptidoglycane est également re-
connu par le système immunitaire de l’organisme sujet à une infection bacté-
rienne 42. L’importance du peptidoglycane est telle que la dégradation ou 
l’inhibition de sa biosynthèse entraîne la mort de la cellule. Les antibiotiques 
tirent profit de ce point faible. Par exemple, la pénicilline et ses dérivés (anti-
biotiques β-lactame) inhibent la synthèse du peptidoglycane en se liant de fa-
çon covalente aux enzymes D-D-transpeptidases. Cependant, de nombreuses 
bactéries ont su développer des moyens de résistance aux antibiotiques. Cette 
résistance est très préoccupante, entre autres raisons parce qu’elle s’est déve-
loppée très rapidement. La découverte de nouvelles antibiothérapies est donc 
devenue urgente. Au vu de l’importance de la paroi cellulaire pour la bactérie, 
une meilleure compréhension de sa biosynthèse et de son fonctionnement ainsi 
que des mécanismes de résistance de ces organismes est indispensable.  

Les bactéries peuvent être classées en deux catégories selon les caracté-
ristiques de leur paroi cellulaire. Les bactéries dites à « Gram négatif » ont 
une enveloppe constituée d’une membrane externe, d’un espace périplasmique 
contenant la paroi cellulaire (et donc le peptidoglycane) et d’une membrane 
cytoplasmique. Parmi les bactéries à Gram négatif, nous pouvons recenser la 
très connue Escherichia coli, mais aussi les bactéries des genres Salmonella, 
Legionella, Hemophillus, Enterobacter etc., parmi lesquelles de nombreuses es-
pèces sont pathogènes. La structure de l’enveloppe des bactéries à Gram posi-
tif est un peu différente puisqu’elle ne contient pas de membrane externe. De 
plus, la couche de peptidoglycane au sein de l’espace périplasmique est beau-
coup plus épaisse 43. Enfin, les bactéries à Gram positif possèdent un consti-
tuant supplémentaire : les acides téichoïques. Les bactéries à Gram positif 
comprennent entre autre les genres Bacillus, Staphyloccus, Lactococcus, Strep-
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tococcus et Enterococcus parmi lesquels certaines espèces sont également pa-
thogènes. Une représentation schématique de l’enveloppe de ces deux catégo-
ries de bactéries est donnée en Figure  1-1. Cette classification se base sur le 
test de Gram, mis en place en 1884 par le bactériologiste danois Hans Chris-
tian Gram. Lors de ce test, le cytoplasme des bactéries est tout d’abord teint. 
Le colorant est ensuite lavé à l’alcool. Les bactéries dites à « Gram positif » 
conserveront leur coloration due à leur couche plus épaisse de peptidoglycane 
empêchant un lavage correct. 
 

 
Figure  1-1. Représentation schématique de l’enveloppe cellulaire des bactéries 
dites à Gram négatif et à Gram positif.  

 
Le travail reporté dans ce manuscrit portant essentiellement sur la ca-

ractérisation chimique et l’étude des interactions avec les métaux du peptido-
glycane et des acides téichoïques, nous consacrerons ce chapitre à une présen-
tation de la composition chimique de ces systèmes ainsi qu’à la description de 
leurs rôles respectifs. 

 

1.1 Le peptidoglycane 

 
Le peptidoglycane, ou muréine, est situé dans le périplasme des bacté-

ries et forme une macromolécule de plusieurs giga Daltons enveloppant la cel-
lule bactérienne. Sa composition chimique est bien connue. La muréine est 
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composée d’un polymère de glycanes auquel sont attachés des peptides courts 
(entre 3 et 5 acides aminés) dont la composition chimique varie en fonction de 
l’espèce bactérienne. Ce peptide peut former une liaison peptidique avec un 
autre peptide porté par une chaîne de glycanes avoisinante, l’ensemble for-
mant un réseau tridimensionnel. L’insolubilité de cette molécule due à sa taille 
importante ainsi qu’à son caractère non cristallin a empêché pour l’instant une 
détermination précise de sa structure tridimensionnelle, même si plusieurs mo-
dèles ont été proposés. 
 

1.1.1 Composition chimique du peptidoglycane 

 

1.1.1.1 La chaîne de glycanes 

 
La chaîne de glycanes est constituée de la répétition d’un dimère, formé 

par la N-acétylglucosamine (GlcNAc) et l’acide N-acétylmuramique (MurNAc) 
reliés entre eux par une liaison osidique β(1→4) 44 (Cf. Figure  1-2). La forma-
tion des chaînes de glycanes par des réactions de transglycosylation a lieu à la 
surface externe de la membrane cytoplasmique. Dans le cas des bactéries à 
Gram négatif et pour quelques bactéries à Gram positif telles B. subtilis, la 
chaîne de glycanes se termine par l’acide 1,6-anhydro-N-acétylmuramique 45, 
qui possède un cycle intramoléculaire du C1 au C6. Les autres bactéries possè-
dent un groupement terminal réducteur, qui peut être GlcNAc ou MurNAc.  

 

 
 

Figure  1-2. Structure du peptidoglycane de E. coli. R représente un peptide atta-
ché à une chaîne de glycanes voisine. X représente un peptide attaché au grou-
pement lactyl du 1,6-anhydro-MurNAc. 
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La longueur de la chaîne de glycanes varie en fonction de l’espèce et des 
conditions dans lesquelles grandissent les bactéries. Par exemple, la chaîne de 
glycanes de E. coli (Gram négatif) possède jusqu’à 30 dimères 36, 45, 46. Les Ba-

cilli quant à elles possèdent des chaînes de glycanes d’une longueur moyenne 
pouvant atteindre 5000 dimères 47, 48, alors que les chaînes de glycanes de S. 

aureus sont bien plus courtes avec des valeurs moyennes de 6 dimères 49. Il est 
intéressant de remarquer que la longueur des chaînes de glycanes n’est pas 
proportionnelle à l’épaisseur de la couche de peptidoglycane : en effet, les bac-
téries à Gram positif possèdent toutes une couche épaisse de peptidoglycane. 
 

1.1.1.2 Les chaînes peptidiques 

 
La composition chimique de la chaîne peptidique est très variable et 

dépend de l’espèce bactérienne (Cf. Figure  1-2, Figure  1-3 et Table  1-1) 36, 39, 45, 

48. Cette variation provient soit de la spécificité de la ligase ajoutant l’acide 
aminé soit de modifications apparaissant plus loin dans la synthèse. Dans ce 
dernier cas, les modifications dépendent beaucoup de l’environnement dans 
lequel grandissent les bactéries 50. Les chaînes peptidiques sont attachées aux 
groupes L-lactate portés par les acides N-acétylmuramiques. Le premier acide 
aminé est ajouté par la ligase MurC. Dans la plupart des cas, ce premier mo-
nomère est la L-Alanine. L’ajout du second acide aminé est catalysé par la li-
gase MurD. Cette enzyme ajoute toujours l’acide D-glutamique, cependant des 
modifications peuvent survenir après l’ajout.  
 

 
 
Figure  1-3. Représentation schématique de la chaîne de peptides et des ponts in-
terpeptidiques de (a) E. coli,  de B. subtilis et de (b) S. aureus. Dans cet exem-
ple, la réticulation est de type 3,4.  

 
La nature du troisième acide aminé est la plus variable. Son ajout est 

catalysé par la ligase MurE. Généralement, ce troisième monomère est un 
acide diaminé, comme l’acide diaminopimélique (A2pm) pour la plupart des 
bactéries à Gram négatif et la L-Lysine pour la majorité des bactéries à Gram 



Chapitre 1: la paroi cellulaire bactérienne

 

 35 

positif. De même, des modifications peuvent survenir après constitution de la 
chaîne peptidique.  
 

Position Résidu rencontré Exemples 

1 

 

L-Ala 
Gly 

 

L-Ser 

 

La plupart des espèces 
Mycobacterium leprae, Brevibacterium impe-

riale 

Butyribacteriu rettgeri 
 

2 

 

D-isoglutamate 
D-isoglutamine 

 

threo-3-Hydroxyglutamate 

 

La plupart des bactéries à Gram négatif 
La plupart des bactéries à Gram positif, My-

cobactéries 
Microbacterium lacticum 

 

3 

 

méso-A2pm 
 

L-Lys 
L-Orn 

L-Lys / L-Orn 
L-Lys / D-Lys 

LL-A2pm 

 
méso-lanthionine 

L-2,4-Diaminobutyrate 
L-Homosérine 

L-Ala 
L-Glu 

méso-A2pm amidé 
2,6-Diamino-3-hydroxypimelate 

L-5-Hydroxylysine 
Nγ-acétyl-L-2,4-
diaminobutyrate 

 

 

La plupart des bactéries à Gram négatif, Bacil-
li, Mycobactéries 

La plupart des bactéries à Gram positif 
Spirochetes, Thermus thermophilus 

Bifidobacterium globosum 

Thermogota maritima 

Streptomyces albus, Propionibacterium peter-

sonii 
Fusobacterium nucleatum 

Corynebacterium aquaticum 

Corynebacterium poinsettiae 

Erysipelothrix rhusiopathiae 

Arthrobacter J. 39 
Bacillus subtilis 

Ampuralliella regularis 

Streptococcus pyogenes 

Corynebacterium insidiosum 
 

4 
 

D-Ala 
 

 

Toutes les bactéries 

5 

 

D-Ala 
D-Ser 
D-Lac 

 

La plupart des bactéries 
Enterococcus gallinarum 

Lactococcus casei, Enterococci ayant acquis 
une résistance à la vancomycine 

 

 
Table  1-1. Exemples de résidus rencontrés dans la chaîne peptidique, traduit de 
Vollmer et al. 36. 
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Les quatrième et cinquième acides aminés sont ajoutés sous forme d’un 
dipeptide, qui est dans la plupart des cas le D-Alanine-D-Alanine. L’enzyme 
Ddl catalyse la formation de ce dipeptide avant que la ligase MurF ne 
l’incorpore. Les bactéries résistantes à l’antibiotique Vancomycine sont un cas 
particulier. Elles ont mis en place un moyen de résistance ingénieux : la D-Ala 
terminale est remplacée par un D-Lactate car l’affinité du depsipeptide D-Ala-
L-Lac pour l’antibiotique est beaucoup plus faible 51. 

Les enzymes responsables des autres variations apparaissant après les 
étapes catalysées par les ligases, telles que l’amidation ou l’acétylation, sont 
encore pour la plupart inconnues. L’amidation du groupement carboxyle en 
position α de l’acide glutamique (donnant la D-isoglutamine) et celle du grou-
pement carboxyle en position ε de l’acide méso-diaminopimélique sont très fré-
quentes. Enfin, les chaînes de peptides sont le lieu d’ancrage des protéines de 
l’enveloppe cellulaire 52 telle que la lipoprotéine de Braun dans le cas des 
bactéries à Gram négatif (dont E. coli) 53. 
 

1.1.1.3 Réticulation et ponts interpeptidiques 

 
La réticulation entre deux chaînes peptidiques a lieu entre un groupe 

fonctionnel carboxyle d’un acide aminé d’une chaîne A (le donneur d’acyle) et 
un groupe fonctionnel amine d’un acide diaminé d’une chaîne B (l’accepteur 
d’acyle), soit directement, soit grâce à un pont peptidique court. La plupart 
des variations concernant la partie peptidique du peptidoglycane est relative 
au mode de réticulation entre chaînes peptidiques ou à la composition du pont 
interpeptidique. Les réactions de réticulation sont catalysées par le domaine 
transpeptidase des protéines liant la pénicilline (ou « Penicillin-Binding Pro-
teins », PBPs), appelées ainsi à cause de leur affinité pour les antibiotiques β-
lactame comme la pénicilline 54.  

Les différents modes de réticulation peuvent être classés en trois gran-
des catégories 55 (Cf. Figure  1-4). Dans la première, la réticulation, dite 3-4, 
implique le groupe amine de la chaîne latérale du résidu en position 3 et le 
groupe carboxyle du D-Ala en position 4 (Cf. Figure  1-3). Il s’ensuit 
l’élimination du D-Ala terminal. Cette réaction est catalysée par les enzymes 
D-D transpeptidases. Ce mode de réticulation est le plus commun et peut être 
direct (cas de la plupart des bactéries à Gram négatif) ou faire intervenir un 
pont peptidique court (comme dans la majorité des bactéries à Gram positif). 
La deuxième catégorie est rencontrée seulement parmi les bactéries coryné-
formes phytopathogènes. La réticulation, dite 2-4, a lieu entre le groupe car-
boxyle en position α du D-Glu en position 2 et le groupe carboxyle du D-Ala 
en position 4. Afin que la première chaîne soit un accepteur d’acyle, un pont 
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interpeptidique diaminé est nécessaire. Enfin, l’acide aminé D-Ala en position 
4 n’est pas le seul donneur d’acyle possible, le groupe carboxyle de l’acide 
aminé en position 3 peut aussi jouer ce rôle. Il en découle une réticulation de 
type 3-3, originellement découverte dans les Mycobactéries 56. Chez les autres 
bactéries, ce type de réticulation est un mode de résistance aux antibiotiques 
β-lactame puisque la réaction d’amidation est catalysée par des enzymes L-D 
transpeptidases qui sont peu sensibles à ces antibiotiques 57, 58.  

La taille du pont interpeptidique peut varier entre un et sept acides 
aminés 36. Les plus fréquemment rencontrés sont la Glycine, la L-Alanine, la L- 
ou D-Serine et l’acide L- ou D-glutamique. Par exemple, S. aureus possède un 
pont interpeptidique composé de cinq Glycines (Cf. Figure  1-3). Dans le cas 
des réticulations 2-4, la L- ou D-Lysine ou le D-2,4-diaminobutyrate sont très 
présents. 

Les variations du degré de réticulation sont considérables. Il peut aller 
de 20 % dans le cas de E. coli 45 à 93 % dans le cas de S. aureus 59, 60 en pas-
sant par 40 % pour B. subtilis.   
 

 
 

Figure  1-4. Différents modes de réticulation rencontrés chez les bactéries. (a) Ré-
ticulation de type 3-4, (b) réticulation de type 2-4 et (c) réticulation de type 3-3.  

 

1.1.2 Propriétés biophysiques du peptidoglycane 

 

De nombreuses études par microscopie électronique ont permis de met-
tre en évidence la forme et la taille des sacculi. Ils possèdent une structure en 
forme de sac qui respecte les dimensions et la forme de la cellule bactérienne 
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dont ils sont issus. Par exemple, le sacculus de E. coli mesure de deux à qua-
tre µm de long et de 0,5 à 1 µm de diamètre 35, 61. 

L’épaisseur du peptidoglycane a également été étudiée, ce par trois mé-
thodes : la microscopie électronique, la microscopie à force atomique et la 
spectroscopie neutronique. Les résultats obtenus par microscopie électronique 
varient beaucoup en fonction de la technique utilisée, qui parfois peut créer 
des artefacts. Ces résultats sont donc à considérer avec circonspection 62, 63. 
Cependant, en 2003, la microscopie électronique à cryotransmission a permis 
de visualiser les sacculi de bactéries à Gram négatif tout en produisant peu 
d’artefacts. Les auteurs ont pu observer que le peptidoglycane de E. coli a une 
épaisseur de 6,35 nm 64. L’épaisseur du peptidoglycane a également été étudiée 
par diffusion de neutrons aux petits angles 65. L’épaisseur du sacculus de E. 

coli ne dépassait pas 7 nm. Enfin, la microscopie à force atomique a révélé un 
peptidoglycane épais de 6 nm 66. Ces deux dernières techniques ont un avan-
tage majeur : elles permettent d’étudier des échantillons hydratés.  

Le peptidoglycane est un polymère plutôt élastique, qui peut de façon 
réversible s’étirer ou rétrécir. Cette propriété est due principalement à 
l’élasticité des peptides 67, alors que les chaînes de glycanes sont plutôt rigides 
68. La microscopie à force atomique a montré que les sacculi étaient deux à 
trois fois plus déformables selon le grand axe de la cellule bactérienne que se-
lon son petit axe 66. Cette anisotropie serait une conséquence du fait que les 
chaînes de glycanes seraient orientées perpendiculairement au grand axe de la 
cellule. 

La taille des pores du peptidoglycane a été estimée à 4 nm de diamètre 
environ, ce qui théoriquement, permettrait la pénétration de protéines ayant 
une masse moléculaire au maximum de 24 kDa. En tenant compte de 
l’élasticité du peptidoglycane, des protéines ayant une masse jusqu'à 50 kDa 
pourraient également diffuser à travers la muréine 69. Une autre étude a mon-
tré que des cellules de E. coli soumises à un choc hyperosmotique relarguaient 
des protéines ayant une masse moléculaire pouvant atteindre 100 kDa, ce qui 
correspond à des pores de 6 nm de diamètre 70.  

Un article de revue publié très récemment recense et détaille toutes ces 
données 71.  
  

1.1.3 Structure tridimensionnelle du peptidoglycane 

 
Contrairement aux deux autres biopolymères de glycanes reliés entre 

eux par une liaison glycosidique β(1-4) que sont la cellulose (chaîne de glu-
cose) et la chitine (chaîne de GlcNAc) pour lesquels la structure tridimension-
nelle est connue  72, 73, la structure du peptidoglycane est encore débattue et 
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controversée 74. Le manque de données peut être attribué à la taille importante 
de ce polymère ainsi qu’à son caractère non cristallin. 

Cependant, de nombreux modèles se basant sur les propriétés biophysi-
ques et la composition chimique du peptidoglycane ont été proposés à ce jour. 
Il en existe deux principaux : le modèle « superposé » (« layered model »), où 
les chaînes de glycanes sont parallèles à la surface de la cellule, et le modèle 
« en échafaudage » (« scaffold model ») où les chaînes glycaniques sont per-
pendiculaires à la surface bactérienne (Cf. Figure  1-5). Ces deux modèles se-
ront commentés dans les paragraphes suivants. D’autres modèles, que nous ne 
détaillerons pas, ont été plus rarement décrits. Par exemple, un modèle stipule 
que les chaînes de glycanes sont orientées aléatoirement par rapport à la sur-
face bactérienne 75. Les images recueillies par microscopie à force atomique (ou 
AFM) laissent suggérées à Hayhurst et al. un modèle où les chaînes de glyca-
nes s’organisent en cordes, qui elles-mêmes forment un câble qui s’enroule 
perpendiculairement au grand axe de la cellule 47.   
 
 

 
 
Figure  1-5. Représentation schématique (a) du modèle en échafaudage et (b) du 
modèle superposé. Cette illustration est tirée de Vollmer et al. 74. 

 

1.1.3.1 Le modèle « superposé » 

 
Les premiers modèles postulaient que la structure du peptidoglycane est 

semblable à celle de la chitine 76-78. Dans la chaîne de chitine, les plans de deux 
sucres successifs s’orientent à 180 degrés les uns par rapport aux autres (symé-
trie C2, Cf. Figure  1-6). Les chaînes de glycanes, trop longues pour être dispo-
sées de façon verticale, sont parallèles à la surface bactérienne. Si ce modèle 
était appliqué au peptidoglycane, les chaînes de peptides pointeraient toutes 
dans la même direction, en dessous ou au dessus du plan formé par les chaînes 
glycaniques. Ce modèle a été réfuté dès les années 1970 68. Les modèles plus 
récents prennent en compte le groupe Lactyl porté par MurNAc qui gêne la 
rotation de ce sucre par rapport au GlcNAc. Environ huit sucres sont néces-
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saires pour faire un tour (symétrie C4), ce qui implique que les peptides poin-
tent dans des directions opposées suivant un motif hélicoïdal 74. De nombreu-
ses études sont en faveur de ce modèle (cryotomographie à électrons 75, simu-
lations 79-81…).  

Les chaînes de glycanes peuvent s’organiser de différentes façons : (i) 
parallèles au grand axe de la cellule, (ii) perpendiculaires au grand axe, (iii) de 
façon hélicoïdale autour de la cellule, (iv) parallèles entre elles dans certaines 
zones et disposées de façon aléatoire dans d’autres, ou (v) de manière totale-
ment aléatoire. Le fait que le peptidoglycane est plus élastique dans la direc-
tion du petit axe 66 tend à favoriser les modèles où les chaînes de peptides, 
plus flexibles, sont également alignées dans cette direction. Cependant, les ré-
sultats expérimentaux sont contradictoires. 
 

 
 

Figure  1-6. Représentation schématique des différents types de symétrie supposés 
pour le peptidoglycane. (a) symétrie C2 (chitine), (b) symétrie C3 (modèle « en 
échafaudage ») et (c) symétrie C4 (modèle « superposé »). 

 

1.1.3.2 Le modèle « en échafaudage » 

 
Le modèle en échafaudage suppose que les chaînes de glycanes sont 

orientées de façon verticale par rapport à la surface de la cellule. Ce modèle a 
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été initialement proposé suite à des simulations 82, 83 et à des études par RMN 
en phase liquide 84. Cette étude suggère que la chaîne de glycanes forme une 
hélice ayant pour périodicité 6 sucres (symétrie C3). Le peptidoglycane aurait 
une structure en nid d’abeille. Les simulations de Knoch supposent que les 
acides 1,6-anhydro-muramique en bout de chaîne glycanique soient près de la 
membrane cytoplasmique, dans une zone où le degré de réticulation est impor-
tant. A l’inverse, les GlcNAc se situent près de la membrane externe, dans 
une zone où la réticulation est peu abondante. 

De nombreux arguments viennent contredire ce modèle. Par exemple, 
les chaînes de glycanes sont en moyenne plus longues que la couche de pepti-
doglycane. De plus, ce modèle, dans lequel les peptides sont orientés selon les 
deux axes de la cellule, ne tient pas compte des données obtenues par micros-
copie à force atomique 66 qui montrent que l’élasticité est plus importante se-
lon le grand axe de la bactérie.  
 

1.1.4 Le peptidoglycane, le système immunitaire et les antibiotiques 

 
La réponse immunitaire est l’activation du système immunitaire face à 

la reconnaissance du « non-soi ». On distingue l’immunité innée de l’immunité 
acquise. La première consiste en une série de systèmes de défense non spécifi-
ques et représente la première barrière de défense, ne nécessitant pas de 
contact préalable avec l’agent pathogène et sans mémoire immunologique. 
L’immunité acquise, quant à elle, est un système de défense spécifique capable 
de lutter contre des micro-organismes avec lesquels il a déjà été mis en 
contact. Ce système se caractérise par une réponse durable et évolutive dans 
le temps et permet une protection à long terme. 

Le système immunitaire inné est activé par la reconnaissance d’un mo-
tif moléculaire associé aux pathogènes (ou PAMPS pour « Pathogen Associa-
ted Molecular Pattern »), dont le peptidoglycane fait partie dans le cas 
d’infections bactériennes. Des protéines capables de reconnaître le peptidogly-
cane et possédant des propriétés bactéricides ont pu être identifiées (« toll like 
receptor 2 », « Nod 1 », « Nod 2 », …) 85, 86. 

Cependant, le système immunitaire seul n’est pas toujours capable de 
faire face à une infection bactérienne. La découverte de la pénicilline par 
Alexander Fleming en 1928 a marqué le début de l’ère des antibiotiques et a 
permis de sauver de nombreuses vies. Les β-lactames, dont la pénicilline fait 
partie, imitent le dipeptide D-Ala-D-Ala terminal du précurseur du peptidogly-
cane et se lient de façon covalente au site actif des enzymes D-D-
transpeptidases responsables de la synthèse du biopolymère. Néanmoins, de 
nombreuses bactéries ont trouvé un moyen d’échapper à l’effet des β-lactames 
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en développant une résistance à cet antibiotique. Il a donc été nécessaire de 
développer de nouvelles molécules. De nos jours, plus d’une centaine d’entre 
elles sont utilisables pour des applications thérapeutiques. La résistance gran-
dissante des bactéries aux antibiotiques actuels restent cependant un problème 
majeur. Les mécanismes de résistance aux antibiotiques ainsi que ceux de la 
biosynthèse de la paroi cellulaire font l’objet de nombreuses études et permet-
tront peut-être de synthétiser des antibiotiques plus efficaces.  

 

1.2 Les acides téichoïques 

 
Les bactéries à Gram négatif possèdent une fine couche de peptidogly-

cane recouverte par la membrane externe. En revanche, les bactéries à Gram 
positif ne possèdent pas cette membrane externe mais ont développé d’autres 
structures à leur surface afin de les protéger. La plupart de ces bactéries in-
corporent dans leur enveloppe cellulaire des glycopolymères qui peuvent être 
soit liés de façon covalente au peptidoglycane (comme les acides téichoïques 37, 

38) soit ancrés dans la membrane (comme les acides lipotéichoïques 87). Comme 
notre étude réalisée par RMN en phase solide porte uniquement sur les acides 
téichoïques (Cf. chapitres 2 et 3), nous consacrerons la suite de cette partie 
uniquement à ces polymères. La structure chimique de ces polymères est très 
variable et peut dépendre de l’espèce et même de la souche bactérienne. Ce-
pendant la structure chimique ainsi que les caractéristiques biophysiques sont 
très similaires entre les acides lipotéichoïques et téichoïques d’une même sou-
che. Il a été proposé que les acides téichoïques s’orientent perpendiculairement 
à la surface de la cellule 88. La moitié des acides téichoïques seraient en dehors 
du peptidoglycane et formerait une couche fibreuse 89, 90. 

Le réseau formé par les acides téichoïques a de nombreux rôles. Ces po-
lymères seraient impliqués entre autre dans le maintien de l’homéostasie des 
cations métalliques, le trafic des ions vers l’intérieur ou l’extérieur de la cellule 
37, les mécanismes d’adhésion de la bactérie sur sa cellule hôte 91, la formation 
de biofilms 92 etc. 
 

1.2.1 Composition chimique des acides téichoïques 

 
Les acides téichoïques ont été découverts dans les années 1950 par 

Armstrong et al. 93. La diversité de structure chimique de ces polymères est 
très importante. Les monomères formant le squelette des acides téichoïques 
peuvent être des sucres de taille variée allant des trioses aux hexoses, sucres 
qui peuvent être réduits ou oxydés, en configuration pyranose ou furanose. 
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Ces monomères sont reliés entre eux par des liaisons phosphodiesters anioni-
ques afin de former de longues chaînes linéaires. Ils peuvent être décorés par 
de nombreux substituants tels que des sucres ou l’ester D-alanyl. Les acides 
téichoïques sont reliés au peptidoglycane de façon covalente en position 6 des 
acides N-acétylmuramiques 94-96 (Cf. Figure  1-7). Ce polymère zwitterionique 
peut constituer de 30 à 60 % de l’enveloppe cellulaire. 
 
 

 
 
Figure  1-7. Composition chimique des acides téichoïques de (a) B. subtilis 168, 

(b) S. aureus et (c) S. pneumoniae R6. Les acides téichoïques sont liés de façon 
covalente en position 6 de l’acide N-acétylmuramique de la chaîne de peptide du 
peptidoglycane. Les divers substituants possibles X, Y et Z sont détaillés en bas 
de la figure. 

 
Les acides téichoïques les plus fréquemment rencontrés de B. subtilis 

sont composés de poly-1,3-glycérol-phosphate décorés par des esters D-alanyl 
et des esters glucosyl. Le degré de polymérisation moyen de la chaîne est de 53 
résidus (données recueillies sur les acides lipotéichoïques). Le degré de D-
glucosylation dépend de l’âge de la cellule et de la concentration en phosphate 
de l’environnement dans lequel vit la bactérie. B. subtilis possède aussi de fa-
çon minoritaire des acides téichoïques composés de poly-(3-O-β-glucose-N-
acétylgalactosamine) 97.  
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Les acides téichoïques de S. aureus possèdent quant à eux une chaîne 
linéaire constituée de poly-1,5-D-ribitol-phosphate glycosylés en position 4 du 
ribitol et décorés également par des esters D-alanyl 98-100. Enfin, les acides téi-
choïques de S. pneumoniae ne possèdent pas d’esters D-alanyl mais des phos-
phorylcholines 101.  
 

1.2.2 Rôle des acides téichoïques au sein de la bactérie 

 

1.2.2.1 Pathogénicité des acides téichoïques 

 
Les acides téichoïques jouent un rôle non négligeable dans l’adhésion et 

l’infection des cellules hôtes de la bactérie. Weidenmaier et al. ont montré par 
exemple que les acides téichoïques de S. aureus sont impliqués dans les inte-
ractions de la bactérie avec les cellules épithéliales et endothéliales de l’hôte à 
infecter. En effet, l’inactivation de l’opéron dlt, responsable de l’insertion des 
esters D-alanyl sur les acides téichoïques 102, conduit à une capacité réduite de 
S. aureus à se lier aux cellules épithéliales et endothéliales nasales du rat et à 
causer une infection 91.  

Les acides téichoïques peuvent aussi servir de site d’ancrage des protéi-
nes de l’enveloppe cellulaire. Par exemple, les protéines liant la choline 
(« Choline Binding Proteins » ou CBP), qui sont d’importants facteurs de vi-
rulence chez S. pneumoniae, sont ancrées sur les résidus choline des acides téi-
choïques 103. 

Les acides téichoïques semblent être également impliqués dans la for-
mation de biofilms. Les biofilms sont des agrégats de cellules bactériennes ad-
hérant entre elles et à une surface et créent un environnement protecteur pour 
les bactéries. Ils sont la cause majeure d’infections chroniques. La première 
étape de la formation de biofilms est l’adhésion des cellules bactériennes à une 
surface. Rice et Wickman ont étudié par RMN du phosphore 31 en phase so-
lide l’adhésion des acides lipotéichoïques de S. aureus sur la cellulose, l’oxyde 
de titane et le peptidoglycane et ont proposé des modèles d’interactions entre 
les acides lipotéichoïques et les surfaces 104, 105. Chez S. pneumoniae, les phos-
phorylcholines semblent être nécessaires au développement de biofilms. Si les 
phosphorylcholines sont remplacées par des phosphoryléthanolamines, la for-
mation de biofilms est réduite de 50 % 92. 

Enfin, les acides téichoïques modulent l’efficacité des agents antimicro-
biens. Les peptides antimicrobiens cationiques (ou « Cationic Antimicrobial 
Peptides », CAMPs) sont produits par les cellules animales et humaines afin 
de lutter contre les infections bactériennes, mais aussi par de nombreuses bac-
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téries afin d’éliminer leurs concurrents 106. La plupart de ces molécules antimi-
crobiennes sont positivement chargées afin d’assurer une affinité importante 
pour la membrane cytoplasmique bactérienne, qui elle est négativement char-
gée. Peschel et al. ont montré que l’inactivation du gène dlt chez S. aureus en-
traînait une sensibilité accrue aux CAMPs tels que la nisine 107 ainsi qu’une 
susceptibilité altérée aux antibiotiques comme la vancomycine 108. Ces nouvel-
les propriétés résulteraient de la charge anionique globale plus importante de 

la cellule Dlt–. Les bactéries modifieraient leurs acides téichoïques avec des es-
ters D-alanyl positivement chargés afin d’acquérir une résistance partielle aux 
CAMPs et antibiotiques 109, 110.  
 

1.2.2.2 Homéostasie et assimilation des cations métalliques 

 
Peu après la découverte des acides téichoïques 111, il a été suggéré 

qu’une de leur fonction est d’interagir avec des cations divalents tels que Ca2+ 
et Mg2+. Différents modèles d’interactions ont été proposés. L’un des modèles 
propose une interaction monodentée où le cation est lié à un phosphodiester et 
un contre-ion (acides téichoïques possédant beaucoup d’esters D-alanyl) 112 et 
l’autre une interaction bidentée où le cation est lié à deux phosphodiesters 
(acides téichoïques possédant peu d’ester D-alanyl) 113. Plus récemment, Rice 
et al. , en combinant RMN du phosphore en phase solide et calculs DFT, re-
jettent les modèles précédents et proposent, dans le cas d’acides téichoïques 
riches en esters D-alanyl, un modèle bidenté, où le cation est lié à deux oxy-
gènes portés par le même phosphodiester 114, 115.  

Le peptidoglycane possède également des sites anioniques pouvant inte-
ragir avec les cations métalliques tels que les γ-carboxylates des acides gluta-
miques et des acides diaminopiméliques ou les carboxylates des alanines en 
bout de chaîne peptidique. La contribution du peptidoglycane et des acides 
téichoïques aux interactions avec les cations est variable 116, 117. Le peptidogly-
cane et les acides téichoïques fonctionneraient de concert afin de maintenir 
l’homéostasie cationique cellulaire et de permettre le trafic des cations métalli-
ques de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule et inversement 37. 

Il a également été proposé que les acides téichoïques permettent de mo-
duler l’activité des autolysines et de définir les propriétés électromécaniques de 
la paroi cellulaire. Ils peuvent également interagir spécifiquement ou non avec 
les récepteurs de la cellule hôte afin de déclencher une réponse immunitaire 37. 

 
 
Une partie du travail de thèse relaté dans ce manuscrit a porté sur 

l’étude du peptidoglycane et des acides téichoïques présents chez les bactéries 
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à Gram positif B. subtilis, S. aureus et S. pneumoniae par RMN en phase so-
lide. Nous avons également étudié les interactions entre les acides téichoïques 
de S. pneumoniae et l’une de ses protéines de surface impliquée dans la viru-
lence bactérienne. Ces recherches font l’objet des deux chapitres suivants. 



 

 

Chapitre 2 

Caractérisation de la paroi cellulaire bactérienne et 
de ses interactions avec les cations métalliques 
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2. Caractérisation de la paroi cellulaire bacté-
rienne et de ses interactions avec les cations mé-
talliques 

 
La RMN en phase solide biomoléculaire a fait d’énormes progrès ces 

dernières années, jusqu'à devenir une technique très prometteuse pour la ca-
ractérisation structurale de biopolymères (Cf. Introduction générale). Seules 
de rares études utilisant la RMN en phase solide ont été menées jusqu'à pré-
sent sur des échantillons de paroi cellulaire bactérienne. Des expériences de 
type REDOR ont permis d’obtenir des informations sur la réticulation et sur 
les ponts interpeptidiques du peptidoglycane 118, 119 ainsi que d’étudier ses mo-
difications suite à une exposition aux antibiotiques 120, 121. L’étude 
d’échantillons d’acides téichoïques et lipotéichoïques par RMN du phosphore a 
également permis de mettre en lumière l’adsorption de ces échantillons sur dif-
férentes surfaces et le mode de chélation par des cations divalents 104, 105, 114, 115. 
Cependant, toutes ces études portaient sur des échantillons lyophilisés. Dans 
ce chapitre, dans la continuité des travaux publiés par Kern et al. sur E. coli 
122, nous montrons que la RMN en phase solide est parfaitement adaptée à 
l’étude d’échantillons hydratés de sacculi entiers de bactéries à Gram positif 
(B. subtilis, S. aureus et S. pneumoniae). La combinaison de la RMN du car-
bone et du phosphore permet, après attribution du peptidoglycane et des aci-
des téichoïques, d’obtenir des informations sur les propriétés dynamiques de 
ces différents peptidoglycanes ainsi que sur les interactions entre les métaux et 
la paroi cellulaire bactérienne. 
 

2.1 Caractérisation de la paroi cellulaire bactérienne 

 

Comme nous l’avons expliqué dans le chapitre précédent, les bactéries à 
Gram positif possèdent deux différences principales avec les bactéries à Gram 
négatif : leur peptidoglycane est plus épais et la paroi cellulaire est constituée 
d’un polymère supplémentaire, les acides téichoïques. Nous nous sommes donc 
intéressés à ces deux particularités. Le but de cette étude est de déterminer si 
l’épaisseur du peptidoglycane joue un rôle sur la structure de la paroi cellu-
laire ainsi que sur sa dynamique. Nous avons également comparé l’effet du de-
gré de réticulation et de la longueur des chaînes de glycanes, variables selon 
les espèces bactériennes, sur la dynamique du peptidoglycane. Nous nous 
sommes aussi intéressés à la structure et dynamique des acides téichoïques. 
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Cette étude a été conduite sur des échantillons de peptidoglycane mais aussi 
de paroi cellulaire entière.  
   

2.1.1 Caractérisation du peptidoglycane de B. subtilis et S. aureus 

 

2.1.1.1 Préparation des échantillons 

 
Tous les échantillons de peptidoglycane et de paroi cellulaire utilisés 

dans cette étude ont été enrichis isotopiquement en carbone 13 et azote 15. 
Pour ce faire, les cellules bactériennes Bacillus subtilis 168 de la collection 
américaine (ATCC 23857) ont été cultivées dans un milieu M9 enrichi en car-
bone 13 et azote 15 et contenant du chlorure de manganèse à une concentra-
tion de 0,1 mM. Les bactéries S. aureus (ATCC 25923) ont été cultivées dans 
un milieu SILANTES enrichi en carbone 13 et azote 15 (www.silantes.com). 
Enfin, Bacillus subtilis W23 a été cultivée dans un milieu LB.  

Les cellules ont été recueillies par centrifugation une fois leur densité 
optique de 0,7 atteinte (à 600 nm) et mises à bouillir dans du SDS (4%). Le 
détergent a ensuite été éliminé grâce à de l’eau milli-Q. Les échantillons de 
paroi cellulaire ont été obtenus grâce à un procédé publié précédemment 85, 122, 

123. Cette procédure maintient intacte l’enveloppe cellulaire (ou sacculus) for-
mée par le peptidoglycane et les acides téichoïques, alors que les acides lipotéi-
choïques sont éliminés grâce à un traitement au SDS 43, 89. Ce traitement per-
met également d’éliminer les phospholipides constituant la membrane cyto-
plasmique. L’hydrolyse acide de la paroi cellulaire permet ensuite d’éliminer 
les acides téichoïques en rompant la liaison entre le groupe phosphate et le 
carbone C6 de l’acide N-acétylmuramique. De cette façon, des échantillons hy-
dratés et uniformément marqués de peptidoglycane, avec ou sans acides téi-
choïques, ont pu être obtenus pour B. subtilis et S. aureus. 

Les échantillons purifiés de peptidoglycane ont ensuite été ultracentri-
fugés et resuspendus dans une solution tampon HEPES à pH 7,5. Ces étapes 
ont été répétées jusqu'à ce que le pH du surnageant soit stable et égale à 7,5. 
Une suspension hydratée et ayant l’aspect d’un gel a ensuite été introduite 
dans un rotor de 4 mm (Bruker) ou de 3,2 mm (Varian) de diamètre par cen-
trifugation. 

Les échantillons lyophilisés de paroi cellulaire (constituée de peptido-
glycane et d’acides téichoïques) ont été resuspendus dans une solution tampon 
HEPES à pH 7,5 et traités de la même façon que le peptidoglycane.  
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2.1.1.2 Attribution du peptidoglycane 

 
Avant de procéder à son attribution, nous avons voulu nous assurer 

que le peptidoglycane des bactéries à Gram positif n’était pas affecté par 
l’élimination des acides téichoïques ou par le traitement acide permettant de 
les supprimer de l’échantillon. Pour ce faire, des spectres de corrélation car-
bone-carbone par couplage scalaire ont été enregistrés à la fois sur des échan-
tillons de peptidoglycane et de paroi cellulaire de deux des bactéries à Gram 
positif que nous avons étudiées : B. subtilis et S. aureus.  
 

 

 

Figure  2-1. Séquences utilisées lors de l’attribution des résonances de la paroi cel-
lulaire et lors de la caractérisation de la dynamique des chaînes de peptidogly-
cane. (a) Séquence permettant l’enregistrement de spectres de corrélation car-
bone-carbone via le couplage scalaire, (b) séquence PDSD, (c) séquence 
d’inversion-récupération. Les impulsions de 90 et 180 degrés sont représentées 
respectivement par les barres verticales noires et blanches.  Les cyclages de phase 
utilisés sont les suivants : (a) Φ1 = y, -y ; Φ2 = Φ4 = Φ6 = x ; Φ3 = -y, -y, -y, -y, 

y, y, y, y ; Φ5Q=Qy, y, -y, -y ; Φrec = x, -x, x, -x, -x, x, -x, x. (b) Φ1 = x, -x ; Φ2 = 

Φ3 =Qy ; Φ4Q= x, x, -x, -x ; Φ5Q= x, x, x, x, -x, -x, -x, -x, y, y, y, y, -y, -y, -y, -y ; 

Φrec = x, -x, -x, x, -x, x, x, -x, y, -y, -y, y, -y, y, y, -y. (c) Φ1 = x, -x ; Φ2Q=Qx, x, -

x, -x�Qy, y, -y, -y ; Φrec = x, x, -x, -x�Qy, y, -y, -y. 

 
La séquence d’impulsions utilisée se base sur la séquence INADE-

QUATE refocalisée 124 (Cf. Figure  2-1 (a)). Cependant, l’évolution double-
quanta est remplacée par une évolution simple-quanta, ce qui a pour avantage 
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d’augmenter l’intensité du signal par un facteur 2, mais introduit des pics dia-
gonaux. Le résultat obtenu est très similaire à l’expérience UC2QF COSY pu-
bliée récemment 125. La superposition des spectres de peptidoglycane et de pa-
roi cellulaire montrent que les déplacements chimiques des résonances du pep-
tidoglycane ne sont pas affectés par l’absence des acides téichoïques. Cette 
comparaison valide le fait que la structure du peptidoglycane n’est pas altérée 
par l’élimination des acides téichoïques suite à l’hydrolyse acide, et ce chez au-
cune des deux espèces étudiées. 

Nous avons ensuite comparé ces spectres avec ceux enregistrés précé-
demment sur une bactérie à Gram négatif, E. coli. En se basant sur la lon-
gueur moyenne des chaînes de peptides des trois espèces dans une conforma-
tion étendue, nous pouvons considérer que la distance entre deux chaînes de 
glycanes est supérieure à 30 Å, quelle que soit la bactérie considérée. Les dé-
placements chimiques du carbone devraient donc principalement être influen-
cés par la structure locale à l’intérieur d’une même chaîne de glycanes ou de 
peptides plutôt que par la présence de chaînes avoisinantes. La présence d’une 
couche épaisse de peptidoglycane chez les bactéries à Gram positif ne devrait 
pas affecter les déplacements chimiques. Les spectres 2D de résonance du car-
bone des deux bactéries à Gram positif ont donc été attribués et comparés à 
celui obtenu précédemment sur l’échantillon de peptidoglycane de la bactérie à 
Gram négatif E. coli 122 (Cf. Figure  2-2 (a)). La comparaison de ces trois spec-
tres ne met en lumière que peu de différences. Dans le cas de B. subtilis, des 
pics de corrélation supplémentaires sont observés dans la région correspondant 
aux CO/Cα, aux CO/Cγ ou aux CO/Cε de l’acide glutamique ou de l’acide 
méso-diaminopimélique. Ces pics sont attribués à une fraction des acides dia-
minopiméliques ayant été amidés 48, 50. Dans le cas de S. aureus, trois différen-
ces sont observables. D’abord, le spectre de S. aureus possède un pic très in-
tense correspondant aux cinq glycines qui constituent le pont interpeptidique. 
Ensuite, le spectre révèle un pic attribué à la lysine, qui remplace l’acide dia-
minopimélique dans la chaîne peptidique. Enfin, le déplacement chimique de 
l’acide glutamique est légèrement modifié. En effet, ce résidu est presque tota-
lement amidé et est transformé en glutamine (Cf. tableau récapitulatif des dé-
placements chimiques en annexe A).   

Ceci montre donc que l’organisation locale du peptidoglycane est simi-
laire chez les bactéries à Gram positif et à Gram négatif que nous avons étu-
diées. Les différences observées ne sont dues qu’aux légères variations de la 
composition chimique du peptidoglycane des différentes espèces étudiées.  
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Figure  2-2.  Comparaison (a) des pics de corrélation entre les carboxyles et les 
carbones aliphatiques obtenus sur des spectres 2D via le couplage scalaire et (b) 
des constantes de temps de relaxation longitudinale T1 mesurées sur un spectro-
mètre Bruker 9,4 T équipé d’une sonde double-résonance 4 mm avec ωΗ/2π = 400 
MHz et ωr/2π = 9 kHz. La température du gaz « bearing » était de 268 K, ce qui 
correspond à 285 K au niveau de l’échantillon. Les spectres 2D ont été enregistrés 
sur le peptidoglycane de E. coli (en noir) et sur la paroi cellulaire de B. subtilis 

W23 (en rouge) et de S. aureus (en bleu). Le transfert de polarisation du proton 
au carbone a été réalisé grâce à une étape de polarisation croisée adiabatique 126, 
caractérisée par un temps de contact de 500 µs, une force de champ rf moyen sur 
la voie proton de 69 kHz et sur la voie carbone de 60 kHz. Pendant l’évolution 
sous le couplage scalaire et l’acquisition, du découplage hétéronucléaire de type 
SPINAL 127 a été utilisé, à une force de champ rf de 90 kHz. Les impulsions rf sur 
la voie proton ont été effectuées au même champ. Le champ rf sur la voie car-
bone utilisé lors des impulsions a été calibré à 60 kHz. Les périodes d’évolution 
sous le couplage scalaire ont été synchronisées avec la vitesse de rotation et cali-
brées à 2 ms, sauf pour les expériences réalisées sur E. coli, où cette période 
d’évolution était de 1,667 ms. La fenêtre spectrale était de 24 kHz dans les deux 
dimensions. Les temps d’acquisition ont pu varier de 15 à 18 ms dans la dimen-
sion directe et de 5 à 7 ms dans la dimension indirecte. Une détection quadrature 
de type States-TPPI a été utilisée 128. Le temps entre deux scans était de 1,5 s 
pour E. coli et S. aureus et de 2 s pour B. subtilis, conduisant à un temps expé-
rimental total de 18 à 62 h en fonction de la souche étudiée. Les constantes de 
temps de relaxation longitudinale du carbone ont été mesurées par inversion-
récupération, mesures effectuées sur des échantillons sans acides téichoïques 
(même code de couleur). Le temps entre deux scans dans cette expérience était 
de 4 à 10 s, de façon à être au moins cinq fois supérieur aux constantes de temps 
mesurées. Les autres paramètres ont été réglés comme lors des expériences à 
deux dimensions.  
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2.1.1.3 Caractérisation de la dynamique du peptidoglycane 

 
Une fois l’étape nécessaire d’attribution réalisée, nous nous sommes in-

téressés à la dynamique du peptidoglycane et à l’influence des différentes ca-
ractéristiques de la paroi cellulaire sur sa dynamique. Pour ce faire, tout 
comme Kern et al. sur la bactérie E. coli, nous avons tout d’abord enregistré 
des expériences en deux dimensions via le couplage dipolaire. La séquence uti-
lisée est la séquence PDSD ou « Proton Driven Spin Diffusion » (Cf. Figure 
 2-1 (b)). Cette séquence étant expliquée dans le chapitre 6 portant sur le re-
couplage en RMN en phase solide, le lecteur est invité à le consulter pour plus 
de détails.  
 

 
 

Figure  2-3. Spectres de corrélation carbone-carbone de type PDSD enregistrés sur 
un échantillon de peptidoglycane de B. subtilis W23 uniformément marqué en 

carbone 13 et azote 15 avec un temps de mélange de (a) 10 ms, (b) 30 ms et (c) 
100 ms. Les spectres ont été enregistrés dans les mêmes conditions expérimenta-
les que les spectres présentés en Figure  2-2 sauf pour les paramètres décrits ci-
dessous. Les temps d’acquisition étaient de 15 ms dans la dimension directe et de 
7 ms dans la dimension indirecte. 64 scans ont été accumulés après 16 « dum-
my » scans. Le temps expérimental total était de 10 h. Une fenêtre d’apodisation 
de type « cosine-bell » a été appliquée dans la dimension indirecte. La région cor-
respondant aux chaînes de peptides est encadrée en rouge et celle correspondant 
aux chaînes de glycanes en bleu. 
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Cependant, dans notre cas, il est important de savoir que le couplage 
dipolaire étant à l’origine des pics de corrélation, nous pouvons considérer de 
façon grossière que pour un temps de contact donné entre les différents spins, 
plus les pics sont intenses, moins les chaînes portant les atomes correspon-
dants sont flexibles et inversement. Des spectres ont été enregistrés sur les 
bactéries B. subtilis W23 (Cf. Figure  2-3). La lecture de ces spectres de corré-
lation a révélé une mobilité relativement élevée du peptidoglycane. En effet, 
des pics de corrélations n’apparaissent que pour de longs temps de contact. 
Ceci est particulièrement vrai pour les chaînes de peptides pour lesquelles des 
motifs de corrélation complets intrarésidus n’ont pas pu être observés, même 
pour des temps de contact de 100 ms. Les chaînes de glycanes, quant à elles, 
semblent plus rigides puisque un motif complet de corrélation a pu être obte-
nu pour un temps de mélange de 30 ms. 

Afin d’avoir plus de détails sur la dynamique locale du réseau constitué 
par le peptidoglycane, une autre méthode a ensuite été utilisée : les constantes 
de temps de relaxation longitudinale T1 ont été mesurées par inversion-
récupération sur le peptidoglycane de B. subtilis W23 et de S. aureus. Lors de 
ces expériences, l’aimantation des atomes de carbone est tout d’abord inversée 
par une impulsion de 180 degrés (« inversion ») avant que l’aimantation ne 
revienne ensuite librement à l’équilibre pendant un délai variable τinv (« récu-
pération »). Pour pouvoir finalement détecter l’aimantation, celle-ci est bascu-
lée dans le plan transverse par une impulsion de 90 degrés (Cf. Figure  2-1 (c)).  

Les valeurs de T1 mesurées ont été comparées aux valeurs précédem-
ment enregistrées chez E. coli 122 (Cf. Figure  2-2 (b)). Ces mesures indiquent 
une augmentation globale des constantes de temps T1 pour toutes les résonan-
ces du peptidoglycane de B. subtilis comparées à celles de E. coli et pour tou-
tes les résonances du peptidoglycane de S. aureus comparées à celles de B. 

subtilis. Afin de pouvoir tirer une conclusion sur la dynamique relative de ces 
différentes espèces, la dépendance des constantes de temps T1 à la tempéra-
ture, et donc à la flexibilité, a d’abord été étudiée chez B. subtilis : de façon 
générale, une plus grande température, et donc une flexibilité plus importante, 
entraîne une baisse des constantes de temps de relaxation (Cf. Figure  2-4). Les 
résonances des carboxyles et carbonyles sont les seules à ne pas présenter de 
dépendance à la température. 
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Figure  2-4. Dépendance à la température des constantes de temps de relaxation 
T1 du carbone mesurées sur un spectromètre Varian 14,1 T équipé d’une sonde 
triple-résonance 3,2 mm par inversion-récupération avec ωΗ/2π = 600 MHz et 
ωr/2π = 12 kHz sur un échantillon de paroi cellulaire de B. subtilis 168. La fenê-
tre spectrale est de 40 kHz. Le temps d’acquisition était de 14 ms et le temps en-
tre chaque scan de 5 s. Le champ rf sur la voie carbone a été calibré à 46 kHz et 
sur la voie proton à 90 kHz. Pendant l’acquisition, du découplage hétéronucléaire 
de type TPPM 129 a été utilisé, avec une force de champ rf de 90 kHz. Les cons-
tantes de temps longitudinales ont été extraites pour 5 groupes de pics comme 
illustré sur le spectre monodimensionnel en F (zone A : résonances des carboxyles 
et carbonyles, zones B et C : résonances des glycanes, zones D et E : résonances 
des aliphatiques). La ligne rouge en pointillé suit la tendance qu’ont les constan-
tes de temps de relaxation à diminuer en fonction de la température.  

 
Il découle de cette étude de variation de température que la flexibilité 

du peptidoglycane de E. coli est plus grande que celle du peptidoglycane de B. 
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subtilis, qui est elle-même plus importante que celle de S. aureus. Le peptido-
glycane de S. aureus est le plus rigide des peptidoglycanes étudiés ici.  

Comment expliquer ces variations de constantes de temps de relaxa-
tion ? Peuvent-elles être reliées aux paramètres structuraux tels que le degré 
de réticulation ou la longueur des chaînes de glycanes ? En effet, comme ré-
sumé dans le précédent chapitre (le chapitre 1), le peptidoglycane des bacté-
ries à Gram négatif et celui des bactéries à Gram positif diffèrent tout d’abord 
par leur épaisseur (environ 5 et 30 nm, respectivement 62-66). La longueur 
moyenne des chaînes de glycanes est également très variable selon les espèces 
(environ 30 monomères de disaccharides dans le cas de E. coli, plus de 500 
monomères pour B. subtilis et environ 6 pour S. aureus 36, 45-49), tout comme le 
degré de réticulation, qui est le plus important chez S. aureus 60. Ces différen-
tes caractéristiques sont comparées entre elles et avec les constantes de temps 
de relaxation longitudinale mesurées sur les trois espèces en Figure  2-5. 
Comme expliqué dans le paragraphe précédent, la mesure des constantes de 
temps de relaxation longitudinale T1 (Cf. Figure  2-2 et Figure  2-5) montre que 
la flexibilité du peptidoglycane de S. aureus est moindre que celle du peptido-
glycane de B. subtilis, qui est elle-même moins importante que celle de E. coli. 
Le fait que nos expériences indiquent que S. aureus possède le peptidoglycane 
le plus rigide est assez étonnant. En effet, cette espèce possède la chaîne de 
glycanes la plus courte, élément apportant pourtant le plus de rigidité au pep-
tidoglycane. De plus, la présence d’un pont interpeptidique composé de cinq 
glycines devrait apporter de la flexibilité au système. Nous en concluons donc 
que le degré important de réticulation chez S. aureus l’emporte sur la lon-
gueur de la chaîne de glycanes et sur la nature du pont interpeptidique et 
cause une diminution majeure de la flexibilité globale du peptidoglycane. Il 
semble que la flexibilité importante des glycines ne soit pas propagée au reste 
de la chaîne de peptides qui demeure plus rigide chez S. aureus que chez E. 

coli et B. subtilis, où la réticulation a lieu directement, sans pont interpeptidi-
que. La présence et la nature du pont interpeptidique n’influence donc pas la 
flexibilité du peptidoglycane, si celui-ci possède un fort taux de réticulation. 
Une estimation grossière du changement de la dynamique du peptidoglycane 
parmi les différentes espèces a pu être obtenue en comparant les variations de 
constantes de temps de relaxation T1 en fonction de la température (Cf. 
Figure  2-4). L’augmentation de la dynamique observée entre le peptidoglycane 
de S. aureus et de E. coli peut globalement être comparée à une augmentation 
de température de 30 K. 
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Figure  2-5. Variation des paramètres structuraux et des constantes de temps de 
relaxation longitudinale T1 du carbone pour trois bactéries : E. coli (en noir), B. 

subtilis (en rouge) et S. aureus (en bleu). Les constantes de temps T1 correspon-
dent aux valeurs moyennes mesurées sur toutes les résonances de carbone de 
chaque espèce. Elles sont mesurées comme expliqué dans la Figure  2-2.  

 

2.1.2 Caractérisation des acides téichoïques 

 
Selon la littérature, les acides téichoïques jouent un rôle important au 

sein de la cellule. Ils seraient notamment impliqués dans le trafic des ions de 
l’intérieur à l’extérieur de la cellule et inversement 37. Cependant, les études 
menées jusque maintenant portaient sur des échantillons d’acides lipotéichoï-
ques isolés et lyophilisés, les acides téichoïques étant difficiles à extraire de la 
paroi. Dans cette étude, nous proposons d’étudier les acides téichoïques hydra-
tés au sein de la paroi cellulaire. Nous avons dans un premier temps procédé à 
leur attribution, ce qui nous a ensuite permis d’étudier leur flexibilité. 
 

2.1.2.1 Préparation des échantillons 

 
Les échantillons de paroi cellulaire de B. subtilis et de S. aureus ont été 

préparés comme décrit plus haut. Streptococcus pneumoniae R6 a été cultivée 
dans un milieu C+Y 130 contenant du glucose enrichi en carbone. Ceci a 
conduit à un marquage isotopique des acides téichoïques principalement. 

Les acides téichoïques contenant de nombreux atomes de carbone mais 
aussi de phosphore (Cf. chapitre précédent), nous avons pu étudier ce poly-



Chapitre 2 : caractérisation de la paroi cellulaire bactérienne et de ses interactions avec les cations mé-
talliques 

 
 

59 

mère à la fois par la RMN du carbone (les acides téichoïques sont uniformé-
ment marqués) mais aussi par la RMN du phosphore. L’avantage de cette 
dernière technique est qu’elle ne nécessite pas de marquage isotopique, 
l’abondance naturelle du phosphore 31 étant de 100%. 
 

2.1.2.2 Caractérisation par la RMN du carbone 

 
Nous avons dans un premier temps attribué les carbones des acides téi-

choïques. Leurs résonances ont pu être rapidement identifiées par comparaison 
des spectres de corrélation carbone-carbone des sacculi avec et sans acides téi-
choïques. Elles ont pu être attribuées en utilisant à la fois des motifs de corré-
lation caractéristiques et des déplacements chimiques clés (Cf. tableau récapi-
tulatif en annexe B). En effet, leurs déplacements chimiques sont comparables 
à ceux recueillis par RMN en phase liquide sur des acides lipotéichoïques ex-
traits ou sur des fragments de polysaccharides de la paroi cellulaire 131.   

L’étude des spectres de résonance du carbone a également révélé que les 
acides téichoïques peuvent être divisés en deux parties, selon leur flexibilité. 
La fraction la plus rigide des acides téichoïques peut être observée dans les ex-
périences de polarisation croisée du proton vers le carbone. Cependant, des 
temps de contacts pouvant atteindre plusieurs millisecondes sont nécessaires 
afin d’obtenir des signaux ayant une intensité maximale alors que le peptido-
glycane peut être polarisé en seulement 250 µs (Cf. Figure  2-6 (b) et (c)). Ceci 
est dû au fait que les couplages dipolaires sont partiellement moyennés par la 
dynamique moléculaire ayant lieu à l’échelle du kilohertz dans cette fraction 
d’acides téichoïques. Ce moyennage est cependant tellement important que les 
acides téichoïques apparaissent comme des pics fins où le couplage scalaire 1J 
carbone-carbone est complètement résolu. 

La deuxième partie des acides téichoïques possède une mobilité encore 
plus importante. Dans ce cas, les couplages dipolaires sont complètement 
moyennés, raison pour laquelle cette fraction d’acides téichoïques n’est visible 
que sur les spectres enregistrés par excitation directe (Cf. Figure  2-6 (a)). Le 
couplage 1J proton-carbone peut même être résolu en l’absence de découplage 
hétéronucléaire. Comme les échantillons ont été centrifugés et rincés abon-
damment plusieurs fois, ces pics très résolus ne peuvent pas provenir de frag-
ments d’acides téichoïques qui se seraient dégradés, ces fragments étant très 
solubles. Une telle résolution ne peut donc être que le résultat d’une dynami-
que extrêmement importante des chaînes entières d’acides téichoïques. En 
comparant les intensités à l’équilibre des résonances du peptidoglycane et des 
acides téichoïques obtenues par des expériences de montée en polarisation avec 
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les intensités de ces mêmes résonances obtenues par excitation directe, la 
quantité d’acides téichoïques possédant une dynamique très importante a pu 
être estimée à environ 50% (Cf. Figure  2-6 (d)). 
 

 
 
Figure  2-6. Comparaison des spectres de résonance du carbone, centrés sur la ré-
gion des carbones C1 des sucres, enregistrés sur la paroi cellulaire de B. subtilis 
168 par (a) excitation directe, (b) polarisation croisée mettant en contact les pro-
tons et les carbones pendant 250 µs et (c) polarisation croisée mettant en contact 
les protons et les carbones pendant 4,5 ms. La région choisie est représentative de 
toutes les autres dans le spectre entier. (d) Courbes de montée en polarisation 
des résonances du carbone du peptidoglycane (PG) et des acides téichoïques (AT) 
de B. subtilis 168. Les intégrales ont été extraites pour les différentes régions il-
lustrées sur le spectre (a). Aucune intégrale n’a pu être extraite pour le signal 
AT1 car le signal sur bruit pour cette résonance était trop faible. L’ensemble de 
ces expériences ont été enregistrées dans les mêmes conditions expérimentales 
que les spectres présentés en Figure  2-2 sauf pour les paramètres décrits ci-
dessous. Le temps d’acquisition était de 30 ms pour les expériences de polarisa-
tion croisée et de 50 ms pour l’expérience d’excitation directe. Une fenêtre 
d’apodisation de type exponentielle de 20 Hz a été appliquée à tous les spectres. 
Le temps entre chaque scan était de 3 s.  

 
Il est au premier abord surprenant que ces deux populations d’acides 

téichoïques possédant des dynamiques si différentes ne soient pas discernables 
dans les expériences d’inversion-récupération du carbone ou du phosphore (Cf. 
Figure  2-7). En effet, l’analyse de ces expériences ne révèle qu’un comporte-
ment mono-exponentiel du retour à l’équilibre de la polarisation. Ceci peut 
s’expliquer par le fait que les expériences de polarisation croisée et d’inversion-
récupération sont toutes deux sensibles au moyennage des interactions dipolai-
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res par la dynamique, mais pas à la même échelle temporelle. Les expériences 
d’inversion-récupération sont affectées par une dynamique ayant lieu à 
l’échelle du Mégahertz, alors que les expériences de polarisation croisée sont 
sensibles à un moyennage des couplages dipolaires à l’échelle du kilohertz. 
 

 
 
Figure  2-7. Courbes d’inversion-récupération de l’aimantation (a) des carbones et 
(b) des phosphores pour la résonance du ribitol des acides téichoïques. Les expé-
riences d’inversion-récupération ont été enregistrées dans les mêmes conditions 
expérimentales que les expériences présentées en Figure  2-2 sauf pour les paramè-
tres décrits ci-dessous. Le temps d’acquisition était de 30 ms en (a) et de 50 ms 
en (b). Les impulsions rf large bande sur la voie phosphore ont été effectuées à un 
champ de 60 kHz. Le temps entre chaque scan était de 6 s en (a) et de 5 s en (b), 
soit environ 5 fois la valeur des constantes de  temps de relaxation. Le nombre de 
scans en (a) était de 320 après 16 « dummy scans » et en (b) de 352 après 8 
« dummy scans ». Les courbes sont des ajustements par une fonction mono-
exponentielle des données expérimentales. 
 

Bien qu’une détermination précise de la flexibilité des acides téichoï-
ques n’ait pas été possible, les résultats exposés ici suggèrent qu’une des deux 
parties des acides téichoïques voit sa dynamique restreinte par le réseau formé 
par le peptidoglycane alors que la seconde fraction est située en dehors du 
peptidoglycane, vers l’extérieur de la cellule (Cf. Figure  2-8). Ces suppositions 
sont appuyées par des images obtenues par microscopie électronique à cryo-
transmission de cellules bactériennes entières, qui laissent voir une zone duve-
teuse à l’extérieur de la cellule, zone qui serait composée d’acides téichoïques 
et lipotéichoïques 43.   
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Figure  2-8. Représentation des acides téichoïques (en vert) au sein du peptidogly-
cane (en noir) et en dehors de la cellule. Les acides lipotéichoïques sont représen-
tés en rouge. Les phospholipides de la membrane cytoplasmique sont représentés 
par les cercles noirs en bas de la figure. Figure extraite de la référence 37. 

 

2.1.2.3 Caractérisation par la RMN du phosphore 

 
Afin de s’assurer que la structure chimique des acides téichoïques n’a 

pas été altérée lors de la préparation de l’échantillon de paroi cellulaire et 
d’attribuer les atomes de phosphore des acides téichoïques, des spectres 1D de 
résonance du phosphore ont été enregistrés à la fois sur les échantillons de pa-
roi cellulaire mais aussi sur des échantillons de bactéries vivantes B. subtilis 
168 et B. subtilis W23 (Cf. Figure  2-9). Ces spectres ont été obtenus par exci-
tation directe, ce pour tous les échantillons de paroi cellulaire. En effet, les 
acides téichoïques sont trop mobiles pour donner lieu à du signal avec une 
bonne sensibilité quand une séquence de type CPMAS est utilisée. La RMN 
du phosphore est une technique de choix pour ce genre d’études car les dépla-
cements chimiques du phosphore 31 sont très sensibles à l’environnement chi-
mique dans lequel se trouve le noyau, et dans une moindre mesure au pH de 
l’échantillon et à la force ionique.  

La lecture des spectres révèle que les résonances attribuées aux acides 
téichoïques dans les échantillons de paroi cellulaire peuvent être aussi obser-
vées dans les échantillons de bactéries entières, ce à des déplacements chimi-
ques pratiquement identiques. Ce résultat montre tout d’abord que la struc-
ture chimique des acides téichoïques n’est pas modifiée pendant la préparation 
de l’échantillon et illustre le fait que les acides téichoïques peuvent être identi-
fiés directement chez les bactéries vivantes, malgré la présence de résonances 



Chapitre 2 : caractérisation de la paroi cellulaire bactérienne et de ses interactions avec les cations mé-
talliques 

 
 

63 

supplémentaires provenant de l’ADN et/ou de la bicouche lipidique par exem-
ple. Les acides téichoïques peuvent être donc directement étudiés par RMN en 
phase solide à la fois dans des échantillons de paroi cellulaire mais aussi dans 
des échantillons de bactéries entières. Ces études sont également envisageables 
grâce au fait que la viabilité des cellules n’est pas affectée par les conditions 
expérimentales liées à la RMN (rotation à l’angle magique, irradiations rf…). 
En effet, les bactéries entières sorties des rotors ont pu être cultivées après les 
expériences RMN sur des plaques agar. 
   

 
 

Figure  2-9. Spectres de résonance du phosphore des bactéries à Gram positif vi-
vantes et de la paroi cellulaire. A gauche : comparaison des spectres obtenus par 
excitation directe du phosphore sur les échantillons de cellules vivantes (en 
rouge) et sur les échantillons de paroi cellulaire isolée (en noir) de (a) B. subtilis 

168 et de (b) B. subtilis W23. A droite : spectres obtenus par excitation directe 

du phosphore de la paroi cellulaire de (c) B. subtilis 168, (d) B. subtilis W23, (e) 

S. pneumoniae R6 et (f) S. aureus. L’attribution des différents spectres est don-
née sur les figures. Les spectres ont été enregistrés comme indiqué sur la Figure 
 2-7 sauf pour les paramètres décrits ci-dessous. Du découplage hétéronucléaire 
SPINAL 127 ou CW a été utilisé pendant l’acquisition, à un champ rf de 90 ou 45 
kHz, respectivement. Le temps d’acquisition a pu varier de 50 à 120 ms, selon la 
force du champ rf de découplage. Le temps expérimental était de 1 h et le délai 
entre deux scans de 5 s. 
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La comparaison des spectres de résonance du phosphore obtenus sur les 
échantillons de paroi cellulaire de B. subtilis 168 et W23, S. pneumoniae et S. 

aureus permet de souligner le potentiel de la RMN en phase solide pour la ca-
ractérisation des acides téichoïques. En comparant les données précédemment 
publiées sur les acides lipotéichoïques de S. pneumoniae 132, qui possèdent une 
structure chimique proche de celle des acides téichoïques de la même espèce, 
et notamment des groupes phosphate, les spectres des acides téichoïques ont 
pu être partiellement attribués. Les spectres enregistrés sur les quatre espèces 
étudiées partagent le fait que deux groupes de résonances peuvent être obser-
vés : les pics peu intenses correspondent aux phosphates participant à la liai-
son avec le peptidoglycane alors que les pics très intenses représentent les 
phosphates appartenant à la longue chaîne d’acides téichoïques. Dans le cas de 
S. pneumoniae, les pics intenses entre 0 et -1 ppm correspondent aux phos-
phorylcholines et le pic vers 1,3 ppm est attribué au ribitolphosphate. Cette 
dernière attribution est confirmée par l’observation du spectre de B. subtilis 
W23, chez qui la chaîne répétitive est constituée également de ribitolphos-
phate. Un pic intense y est constaté aux alentours de 1,4 ppm. Le glycérol-
phosphate est quant à lui attribué à plus bas champ, vers 0,6 ppm, en se ba-
sant sur le spectre de B. subtilis 168, chez qui le polymère de la chaîne princi-
pale est composé de glycérolphosphate. Les deux autres pics peu intenses pré-
sents sur ce spectre ont pu être attribués au phosphate lié au N-acétylmannose 
et à celui lié au N-acétylglucose permettant la liaison avec le peptidoglycane. 
Il a également été reporté dans la littérature que le déplacement chimique du 
glycérol substitué par l’alanine ou le glucose était déplacé de 0,2 à 0,7 ppm 133. 
Un effet similaire portant sur les ribitophosphates est supposé, ce qui pourrait 
expliquer les deux pics intenses à 1,2 ppm (le ribitol) et à 0,8 ppm (le ribitol 
substitué) observés sur le spectre de S. aureus. Enfin, les acides téichoïques de 
cette bactérie possèdent également du glycérolphosphate non-substitué, d’où 
l’observation d’un pic peu intense aux environs de 0,6 ppm. 

Des fragments d’acides téichoïques et lipotéichoïques de bactéries va-
riées ont abondamment été étudiés par RMN en phase liquide 132-134. Les seules 
études effectuées par RMN en phase solide concernent des échantillons lyophi-
lisés. Ces études traitent de la chélation de cations métalliques par les acides 
téichoïques 114, 115 et de l’adsorption sur différentes surfaces des acides lipotéi-
choïques 104, 105. Notre étude montre que la RMN en phase solide du phosphore 
d’échantillons hydratés de paroi cellulaire ou de cellules vivantes à une vitesse 
modérée de rotation à l’angle magique (9-12 kHz) permet d’acquérir des spec-
tres possédant une résolution similaire à celle d’un spectre obtenu par RMN 
en phase liquide. L’abondance naturelle de 100% du noyau de phosphore 31 
(1,1% pour le carbone 13), ainsi que sa sensibilité (4,2 fois celle du carbone 13) 
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font de la RMN en phase solide du phosphore 31 un outil d’investigation de la 
paroi cellulaire des bactéries rapide et facile sans avoir besoin de recourir au 
marquage isotopique. L’étude comparative de quelques bactéries en Figure  2-9 
montre que l’acquisition rapide d’un spectre de bactéries entières ou de paroi 
cellulaire permet d’identifier facilement la bactérie étudiée.  
 

2.2 Mise en évidence des interactions entre les cations métalli-
ques, les acides téichoïques et le peptidoglycane 

 
La paroi cellulaire, et plus particulièrement les acides téichoïques, sont 

d’après la littérature impliqués dans les interactions avec les cations divalents 
112, 113, 133, 135. Différents modèles d’interactions entre ces cations et les acides téi-
choïques lyophilisés ont été suggérés 114, 115. Dans la suite de ce chapitre, nous 
nous proposons d’étudier les interactions non pas avec les acides téichoïques 
seuls mais avec l’ensemble du peptidoglycane et des acides téichoïques hydra-
tés formant la paroi cellulaire entière. Cette étude nous a amenés à proposer 
un nouveau modèle d’interactions prenant en compte les acides téichoïques 
mais aussi le peptidoglycane. 
 

2.2.1 Préparation des échantillons 

 
Dans le cadre de l’étude des interactions avec le magnésium, un échan-

tillon de paroi cellulaire sans ion métallique de B. subtilis 168 a été séparé en 
10 fractions équivalentes, qui ont chacune été centrifugées. Le palet a ensuite 
été resuspendu dans 1 ml de solution tampon HEPES à 50 mM et pH 7,5, 
contenant des concentrations variables en magnésium (0, 10 µM, 20 µM, 30 
µM, 100 µM, 1 mM, 3 mM, 5mM, 10 mM, 20mM) et 1% de HMPA afin de 
référencer le spectre. Les échantillons à 0 et 20 mM ont été utilisés pour les 
mesures de temps de relaxation. 

Lors de l’étude des interactions de la paroi cellulaire avec les ions man-
ganèse, ces ions étaient présents dans le milieu de culture ([MnCl2]=0,1 mM) 
et n’ont pas pu être éliminés malgré de multiples lavages. Seul le traitement 
de la paroi cellulaire par l’EDTA à 500 mM, qui forme des complexes avec les 
cations divalents, a permis d’éliminer le manganèse de la préparation d’acides 
téichoïques et de retrouver des raies fines.  
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2.2.2 Interactions avec le magnésium 

 

Les données recueillies par dialyse sur des acides lipotéichoïques ex-
traits indiquent que leur affinité pour le magnésium et le calcium est plutôt 
faible (Kd ≈ 15 mM et ≈ 9 mM, respectivement) 135. La même technique appli-
quée à la paroi cellulaire de S. aureus donne une constante de dissociation de 
l’ordre de 350 µM pour les ions magnésium 113. La possibilité d’une coordina-
tion bidentée entre les acides téichoïques et le magnésium a également été 
proposée suite à une étude par RMN en phase solide 114, 115 d’acides téichoïques 
lyophilisés. Cette même technique nous a permis d’étudier les interactions de 
la paroi cellulaire dans son ensemble (peptidoglycane et acides téichoïques in-
tacts) avec les ions métalliques sur un échantillon hydraté. 
 

 
 
Figure  2-10. Analyse quantitative de l’interaction des ions magnésium avec les 
groupes phosphate des acides téichoïques de B. subtilis 168. (a) Spectres 1D de 
résonance du phosphore des acides téichoïques en l’absence de magnésium (en 
haut) et en présence de 20 mM de MgCl2 (en bas). (b) Variation des déplace-
ments chimiques en fonction de la concentration en magnésium des pics A (cer-
cle), B (carré) et C (triangle) indiqués sur le spectre (a). L’ajustement des cour-
bes comme décrit précédemment 136 permet de déterminer les valeurs de Kd : (595 
± 232) µM pour le pic A, (686 ± 321) µM pour le pic B et (1242 ± 730) µM pour 
le pic C. Les spectres ont été enregistrés sur un spectromètre Varian 14,1 T équi-
pé d’une sonde 3,2 mm avec ωΗ/2π = 600 MHz et ωr/2π = 12 kHz. La fenêtre 
spectrale était de 10 kHz. Le temps d’acquisition était réglé à 20 ms et le délai 
entre deux scans à 1 s. Le temps nécessaire à l’enregistrement d’un point de la 
courbe de titration était de 15 minutes. Pendant l’acquisition, du découplage hé-
téronucléaire TPPM 129 a été appliqué, à un champ rf de 100 kHz. Le champ rf 
sur la voie phosphore a été calibré à 50 kHz.  

 
La Figure  2-10 (a) compare les spectres 1D de résonance du phosphore 

enregistrés sur la paroi cellulaire de B. subtilis 168 en l’absence et en présence 
de magnésium. L’ajout des cations entraîne une variation des déplacements 
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chimiques de toutes les résonances des acides téichoïques. Comme cette varia-
tion s’est révélée être dépendante de la concentration en magnésium, une ti-
tration de la paroi cellulaire de B. subtilis par le magnésium a pu être effec-
tuée. Le traitement des données a permis de déterminer une constante de dis-
sociation pour les trois résonances des acides téichoïques : (595 ± 232) µM 
pour le premier pic (A), (686 ± 321) µM pour le second (B) et (1242 ± 730) 
µM pour le troisième (C). Ceci montre que les ions magnésium interagissent 
environ 25 fois plus fortement avec la paroi cellulaire entière qu’avec les acides 
téichoïques isolés (Kd ≈ 15 mM) 135, suggérant que l’arrangement architectural 
formé par les acides téichoïques au sein de la paroi cellulaire permet une inte-
raction très efficace avec les cations et un bon approvisionnement de la mem-
brane en ions positivement chargés. 
 

 
 

Figure  2-11. (a) Dépendance à la température des constantes de temps de relaxa-
tion longitudinale T1 du phosphore mesurées sur la paroi cellulaire de B. subtilis 
168. Les constantes de temps longitudinales ont été extraites pour la région com-
prise entre 1,5 et -2 ppm. La ligne rouge en pointillé suit la tendance qu’ont les 
constantes de temps de relaxation à diminuer en fonction de la température. (b) 
Constantes de temps de relaxation longitudinale T1 mesurées pour les résonances 
de phosphore B et C indiquées sur le spectre (a) de la Figure  2-10 par inversion-
récupération en l’absence (en noir) et en présence de magnésium (en rouge). Tous 
les spectres ont été enregistrés dans les mêmes conditions expérimentales que les 
expériences présentées en Figure  2-10 sauf pour les paramètres décrits ci-dessous. 
Le temps entre deux scans était de 5 s, de façon à être au moins cinq fois supé-
rieur aux constantes de temps mesurées.  

 
L’effet des interactions avec les cations sur la flexibilité des acides téi-

choïques a également été étudié en mesurant les constantes de temps de re-
laxation longitudinale du phosphore en l’absence et en présence de magnésium 
(20 mM). Ces résultats, illustrés en Figure  2-11, n’ont pas pu donner la preuve 
formelle d’une modification de la flexibilité des acides téichoïques suite à une 
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interaction avec le magnésium. Cependant, la différence observée entre les T1 
mesurés en l’absence et en présence de magnésium, bien que très faible, est 
reproductible. Pour le pic le plus intense B, la différence entre les constantes 
de temps de relaxation est plus grande que l’erreur estimée. Dans le cas du pic 
le moins intense C, l’erreur estimée est plus grande que la différence entre les 
constantes de temps, mais la tendance qu’ont les T1 à augmenter en présence 
de magnésium pour toutes les résonances de l’échantillon de paroi cellulaire a 
pu être reproduite. Cette légère augmentation des constantes de temps de re-
laxation après ajout du magnésium pourrait indiquer une petite diminution de 
la flexibilité des acides téichoïques induite par l’interaction avec les ions ma-
gnésium. 
 

2.2.3 Interactions avec le manganèse 

 
Les interactions des acides téichoïques avec le manganèse ont également 

pu être étudiées car ce cation était présent dans le milieu de culture des bacté-
ries. Le spectre 1D de résonance du phosphore enregistré sur la paroi cellulaire 
de B. subtilis 168 en présence de manganèse possède des raies beaucoup plus 
larges que le spectre de cette même paroi cellulaire traitée à l’EDTA (Cf. 
Figure  2-12). Cet élargissement des raies est le résultat d’interactions entre les 
cations paramagnétiques et les groupes phosphates des acides téichoïques. Au 
vu de l’importance de l’élargissement des raies de résonance du phosphore ob-
servé même à de très faibles concentrations en cations, nous pouvons supposer 
que la constante de dissociation du manganèse avec les acides téichoïques est 
aussi faible, voire plus faible que la constante de dissociation déterminée plus 
haut pour le magnésium. Cependant, il n’a pas été possible d’obtenir de plus 
amples informations sur la nature précise des interactions ainsi que d’identifier 
les sites spécifiques d’interactions, même si les groupes glycérolphosphates de 
la chaîne répétitive d’acides téichoïques semblent être les plus affectés.  

Pour en apprendre davantage sur ces interactions, des expériences de 
corrélation carbone-carbone via le couplage scalaire ont été réalisées sur la 
bactérie B. subtilis 168. La Figure  2-13 montre l’impact de la présence d’ions 
manganèse résiduels sur ces spectres de corrélation. Sur les spectres enregistrés 
sur des échantillons contenant à la fois des acides téichoïques et du manga-
nèse, les pics de corrélation entre les carboxyles/carbonyles et les carbones ali-
phatiques de l’acide glutamique et de l’acide méso-diaminopimélique sont 
élargis de façon significative et ne sont même plus visibles, ce à cause de 
l’interaction de ces résidus avec les cations paramagnétiques. Il est intéressant 
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de remarquer que cette interaction n’a lieu qu’en présence des acides téichoï-
ques et que les échantillons lavés à l’EDTA ne présentent pas de pics élargis.  

 

 
 
Figure  2-12. Elargissement des raies de résonance du phosphore de la paroi cellu-
laire de B. subtilis W23 dû à la présence de manganèse dans le milieu de culture. 
En noir : spectre enregistré sur un échantillon lavé plusieurs fois avec de l’EDTA. 
En rouge : spectre enregistré sur un échantillon cultivé dans un milieu riche en 
manganèse. Les spectres ont été enregistrés par excitation directe dans les mêmes 
conditions expérimentales que les expériences présentées en Figure  2-9 sauf pour 
les paramètres décrits ci-dessous. Du découplage hétéronucléaire SPINAL 127 a été 
utilisé pendant l’acquisition. Le temps expérimental était de 40 minutes et le dé-
lai entre deux scans de 3 s. Une fenêtre d’apodisation de type exponentielle de 12 
Hz a été appliquée aux deux spectres. 

 
La présence d’ions manganèse dans les échantillons de paroi cellulaire a 

donc été détectée grâce à un élargissement de certaines raies sur les spectres 
de résonance du phosphore et du carbone. Comme expliqué précédemment, les 
pics de corrélation CO/Cα des acides glutamiques et méso-diaminopiméliques 
ne sont plus visibles sur les spectres de corrélation carbone-carbone enregistrés 
sur des échantillons de paroi cellulaire de B. subtilis en présence de manga-
nèse. Ce phénomène n’a lieu que si les acides téichoïques sont présents dans 
l’échantillon. Nous proposons donc une interaction intermoléculaire des ions 
manganèse avec à la fois les groupes carboxyles des acides glutamiques et mé-

so-diaminopiméliques du peptidoglycane et les groupes phosphate des acides 
téichoïques (Cf. Figure  2-14). Le centre métallique du manganèse étant dans 
une géométrie octaédrique, les groupes carboxylates des acides glutamiques et 
méso-diaminopiméliques du peptidoglycane peuvent être deux ligands 
du manganèse. La sphère de coordination du cation peut être complétée par 
des interactions monodentées avec des groupes phosphate et des molécules 
d’eau ou par des interactions bidentées avec des groupes phosphate. Ces résul-
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tats constituent la première preuve expérimentale que les acides téichoïques et 
le peptidoglycane coopèrent dans la géométrie et la thermodynamique des in-
teractions avec les cations divalents. Ceci explique également pourquoi les 
constantes de dissociation du magnésium sont plus faibles dans les échantil-
lons de paroi cellulaire que dans ceux d’acides téichoïques isolés. 
 

 
 

Figure  2-13. Elargissement des raies du peptidoglycane et des acides téichoïques 
de B. subtilis 168 lors d’expériences de corrélation carbone-carbone via le cou-

plage scalaire, enregistrées dans les mêmes conditions expérimentales que les 
spectres présentés en Figure  2-2. Pics de corrélations entre les groupes carbonyles 
et les carbones aliphatiques observés sur des spectres 2D enregistrés sur des 
échantillons de peptidoglycane (a) sans acides téichoïques et sans EDTA, (b) avec 
acides téichoïques et sans EDTA et (c) avec acides téichoïques et EDTA.  

 
L’amidation des groupes carboxyles empêche toute interaction avec les 

ions métalliques. Dans le cas de B. subtilis, l’amidation de l’acide méso-
diaminopimélique dépend des conditions environnementales et peut représen-
ter un mécanisme de régulation de la quantité d’ions liés à la paroi cellulaire 
37. Chez S. aureus où l’acide glutamique est toujours amidé, les interactions 
avec le magnésium pourraient être contrôlées par le taux de substitution par 
des alanines des acides téichoïques, comme discuté dans la littérature 37, 113. 
Une corrélation inverse entre le taux d’alanylation et la concentration en ma-
gnésium a pu être déterminée pour différentes conditions de culture 137, 138. 
L’interaction entre les cations, le peptidoglycane et les acides téichoïques que 
nous proposons pourrait être un mécanisme clé dans le stockage et 
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l’approvisionnement de la cellule en cations essentiels à sa croissance 139. Les 
cations divalents sont connus pour être nécessaires à la multiplication et à la 
survie de certaines souches résistantes de B. subtilis 139-141. Par exemple, l’un 
des mutants fonctionnels de cette bactérie ne possédant pas MreB, protéine du 
cytosquelette gouvernant l’élongation de la paroi cellulaire, n’a plus la forme 
d’un bâtonnet et n’est donc pas viable mais croît normalement dans un milieu 
enrichi en magnésium 140. Ces mutants possédant des modes de synthèse ou 
des structures de paroi cellulaire affaiblis semblent avoir besoin de l’effet sta-
bilisant des cations se liant à la fois au peptidoglycane et aux acides téichoï-
ques. Il a aussi été supposé que le point isoélectrique de la paroi cellulaire dé-
termine la sensibilité de la cellule aux molécules de défense cationiques de 
l’hôte, telles que les bactériocines et antibiotiques 106. La paroi pourrait égale-
ment jouer un rôle dans l’adhésion cellulaire 142. Enfin, il a été suggéré que 
dans le cas des bactéries à Gram positif, l’absence de membrane externe est 
compensée par la couche plus épaisse de peptidoglycane dont la porosité est 
réduite par les acides téichoïques 38. Les interactions arbitrées par les cations 
entre le peptidoglycane et les acides téichoïques, comme décrites dans ce cha-
pitre, pourrait représenter un aspect structural important de l’architecture de 
la paroi cellulaire des bactéries à Gram positif.  
 

 
 

Figure  2-14. Représentation schématique des différents sites d’interactions possi-
bles entre un ion métallique divalent et la paroi cellulaire de B. subtilis. Les li-
gnes pointillées rouges représentent les interactions avec les ligands, qui peuvent 
être aussi bien monodentées que bidentées.   



Chapitre 2 : caractérisation de la paroi cellulaire bactérienne et de ses interactions avec les cations mé-
talliques 

 
 

72 

2.3 Conclusion 

 
Malgré de nombreuses années de recherche, l’acquisition d’informations 

portant sur la paroi cellulaire bactérienne reste très difficile, due d’une part à 
l’énorme taille du système étudié et d’autre part à la complexité des biomolé-
cules qui le composent. Lors de ce projet, nous avons montré qu’il est possible 
d’obtenir des spectres très bien résolus en utilisant la RMN en phase solide du 
carbone et du phosphore sur des échantillons hydratés de différentes espèces 
bactériennes. Les données obtenues sur la paroi cellulaire mais aussi sur les 
cellules intactes de bactéries à Gram positif permettent d’augmenter nos 
connaissances sur l’arrangement moléculaire et la flexibilité de deux des cons-
tituants principaux de la paroi bactérienne. 

La comparaison des spectres de corrélation carbone-carbone et les expé-
riences de relaxation ont montré que, malgré une organisation locale similaire, 
la flexibilité du peptidoglycane de E. coli est plus importante que celle de B. 

subtilis, qui est elle-même plus grande que celle de  S. aureus. Cette modifica-
tion de la flexibilité est gouvernée par le degré de réticulation du peptidogly-
cane, paramètre qui compense pour les autres éléments structuraux comme la 
longueur des chaînes de glycanes ou la présence et la nature d’un pont inter-
peptidique.  

La RMN en phase solide du phosphore apparaît quant à elle comme 
une technique puissante pour l’étude des acides téichoïques contenus dans des 
échantillons de paroi cellulaire isolée mais aussi dans des échantillons de cellu-
les vivantes, et ce sans avoir besoin de marquage isotopique. Des modifications 
de la structure chimique de ces éléments sont rapidement détectées. Cette mé-
thode est également très sensible à la présence d’ions métalliques divalents et 
nous a permis de déterminer des constantes de dissociation. En complément de 
la RMN du carbone, cette technique a donné lieu à la détermination de sites 
d’interactions avec les métaux. La combinaison de ces deux techniques spec-
troscopiques a également permis de mettre en évidence le fait que les ions di-
valents sont stabilisés à l’intérieur de la paroi cellulaire à la fois par le pepti-
doglycane mais aussi par les acides téichoïques et de proposer une nouvelle 
géométrie de coordination des cations divalents à l’intérieur de la paroi. 

Les expériences de relaxation et de corrélation carbone-carbone pour-
raient être appliquées dans le futur à des échantillons de bactéries résistantes 
aux antibiotiques afin d’étudier leur effet sur la structure et dynamique des 
bactéries ayant subies une mutation. Il est également envisagé d’étudier les 
interactions entre les antibiotiques et les constituants de la paroi cellulaire. La 
RMN du phosphore pourrait quant à elle être très utile à l’identification et la 
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typification des différentes espèces bactériennes. Cette méthode ayant fait ses 
preuves sur des échantillons de bactéries vivantes, les mécanismes de morpho-
genèse et de développement de la paroi cellulaire pourraient être étudiés in 

vivo. L’absence de structure tridimensionnelle du peptidoglycane constituant 
une réelle barrière à une meilleure compréhension des mécanismes de recon-
naissance du peptidoglycane et des réactions catalytiques contrôlées par les 
protéines interagissant avec ce polymère, la détermination structurale du pep-
tidoglycane par RMN en phase solide est également l’un des objectifs du labo-
ratoire. Comme expliqué dans le chapitre 1, les principales questions en sus-
pens sont l’orientation des chaînes de glycanes par rapport à la surface de la 
cellule, mais aussi les mécanismes d’insertion de nouveaux fragments de pepti-
doglycane au sein du réseau existant. Enfin, plus généralement, la RMN en 
phase solide pourrait être appliquée à toute surface cellulaire. L’étude de cellu-
les eucaryotes est envisageable, et plus particulièrement celle de cellules épi-
théliales, principales cibles des agents infectieux. De ces études pourraient être 
tirées des informations sur la colonisation des bactéries ainsi que sur la forma-
tion des biofilms.  

Nous avons souhaité étudier les interactions entre les acides téichoïques 
de la paroi cellulaire de S. pneumoniae avec l’une de ses protéines de surface 
impliquée dans la virulence bactérienne. Ceci fait l’objet du chapitre suivant.
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3. Etude des interactions entre les acides téichoï-
ques de Streptococcus pneumoniae et la phos-

phorylcholine estérase CBPE 
 

Streptococcus pneumoniae est l’une des causes majeures de mortalité 
infantile dans le monde, principalement dans les pays en voie de développe-
ment. Chaque année, 14,5 millions de personnes sont sujets à une infection 
bactérienne causée par S. pneumoniae, parmi lesquelles 10,6 millions sont des 
enfants de moins de cinq ans. Les autres patients principalement touchés par 
cette bactérie sont les personnes âgées et les personnes immunodéprimées. 
Plus de 66% des malades sont originaires de moins de 10 pays, situés en Asie 
et en Afrique (Cf. Figure  3-1). S. pneumoniae peut être la cause de pneumo-
nies, méningites, septicémies ou encore d’otites. Chaque année, la pneumonie à 
elle seule fait 5 millions de victimes parmi les enfants de moins de cinq ans 
dans le monde, dont 1 million de cas sont dus à S. pneumoniae 143-145. Les trai-
tements actuels sont rendus de plus en plus inefficaces par le nombre croissant 
de souches bactériennes résistantes aux antibiothérapies 146-148. Les vaccins po-
sent également problème 143, 144, 149, 150. La stratégie actuelle est d’utiliser les 
propriétés immunogènes des polysaccharides constituant la capsule de la bac-
térie. La composition chimique de cette capsule sert également de base à la 
classification des bactéries en catégories appelées sérotypes. Il existe chez S. 

pneumoniae pas moins de 90 sérotypes. Hors, les vaccins actuels ne sont effi-
caces que contre des sérotypes homologues ! Le vaccin le plus efficace utilisé 
actuellement contient la capsule de 23 sérotypes différents, qui sont la cause 
de 90 % des cas graves. Cependant, et ce pour des raisons inconnues, ce vaccin 
est peu efficace chez les enfants de moins de deux ans 143, 144. Il existe donc un 
besoin urgent de nouveaux antibiotiques et de nouveaux vaccins afin de pou-
voir lutter plus efficacement contre S. pneumoniae. Afin de mettre au point 
un nouveau vaccin couvrant plus de sérotypes, il serait intéressant d’utiliser 
les protéines se situant à la surface de la bactérie et entrant en jeu dans les 
interactions avec l’hôte que la bactérie cherche à coloniser. Le principal avan-
tage de cette méthode est que ces protéines sont homologues parmi les 90 sé-
rotypes de S. pneumoniae. Cette approche pourrait permettre de mettre au 
point un vaccin universel 151. Cependant, la mise au point de ce vaccin passe 
d’abord par une meilleure compréhension du mode de fonctionnement de ces 
protéines de surface et de leurs interactions à la fois avec la bactérie mais aus-
si avec leur hôte. Dans notre étude, nous avons choisi de nous intéresser plus 
particulièrement à l’une de ces protéines de surface : la phosphorylcholine es-
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térase E ou CBPE, et à la façon dont elle interagit avec les acides téichoïques 
de S. pneumoniae. Nous consacrerons donc la première partie de ce chapitre à 
la description de la structure de CBPE et de son implication dans la virulence 
du pneumocoque. La deuxième partie de ce chapitre sera consacrée à notre 
étude par RMN en phase solide des interactions acides téichoïques-CBPE.   
 

 
 

Figure  3-1. Taux d’incidence de Streptococcus pneumoniae pour l’année 2000 

pour 100 000 enfants de moins de cinq ans. Illustration tirée du site web de 
l’Organisation Mondiale de la Santé 143.  

 

3.1 La phosphorylcholine estérase CBPE 

 
La plupart des interactions entre la bactérie et son hôte ont lieu via les 

composants de la paroi cellulaire bactérienne, et plus spécifiquement avec les 
acides téichoïques et lipotéichoïques (Cf. Chapitre 1 où est donné un descriptif 
de leur structure et fonctions). Par exemple, l’une des multiples fonctions de 
la phosphorylcholine de ces acides est de servir de lieu d’ancrage des protéines 
de surface liant la choline de S. pneumoniae (ou « Choline Binding Proteins », 
CBP). Jusqu'à maintenant, quinze CBPs ont été identifiées chez les souches 
de pneumocoques (CBPA-G et LytA-C) 40, 41, chacune possédant un domaine 
liant la choline (ou « Choline Binding Domain », CBD) 152. La phosphorylcho-
line estérase CBPE est une protéine de plus de 69 kDa 153. Son domaine cata-
lytique est localisé à l’extrémité N-terminale de la protéine (312 acides ami-
nés), permettant à l’enzyme d’hydrolyser la liaison phosphoester reliant le 
groupe phosphorylcholine aux acides téichoïques en libérant une molécule de 
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phosphorylcholine. Le domaine liant la choline est relié au domaine catalyti-
que par un lien court de 12 résidus. Il est situé à l’extrémité C-terminale et est 
composé de 10 unités d’environ 20 acides aminés se répétant (205 acides ami-
nés au total). Enfin, CBPE possède une queue C-terminale de 85 résidus. 
 

3.1.1 Domaine catalytique et hydrolyse de la phosphorylcholine 

 
L’activité enzymatique de CBPE a été décrite pour la première fois en 

1974 154. Les auteurs ont pu mettre en évidence le fait que la protéine est ca-
pable d’enlever entre 15 et 20 % des résidus phosphorylcholine de la paroi cel-
lulaire d’un pneumocoque. Ils ont également pu montrer que le produit de la 
réaction enzymatique est la phosphorylcholine. En 2001, Vollmer et Tomasz 
ont pu identifier le gène pce codant pour CBPE, surexprimer et purifier la 
protéine et tester son activité enzymatique in vitro 153. Les auteurs ont confir-
mé l’observation de Höltje et Tomasz 154. L’hydrolyse des phosphorylcholines 
des acides téichoïques par CBPE est incomplète et est limitée à 30% de la 
phosphorylcholine totale contenue dans la paroi cellulaire du pneumocoque. 

La structure cristalline du domaine catalytique de CBPE a été résolue 
en 2005 par deux équipes différentes par diffractométrie de rayons X 155-157. Les 
deux études concordent et ont permis de mettre en évidence que le module 
catalytique forme un domaine globulaire de 55 × 53 × 45 Å (Cf. Figure  3-2). 
Le module catalytique se replie de façon à former un sandwich αβ-βα. Ce do-
maine peut être divisé en deux régions presque équivalentes dont la composi-
tion varie légèrement selon les auteurs. Par exemple, Hermoso et al. considè-
rent que chaque région est constituée d’un feuillet β antiparallèle et de trois 
motifs αβ 156. Le site actif se situe à l’interface des deux feuillets β de chaque 
région et forme une cavité profonde de 12 Å contenant deux ions métalliques, 
fer ou zinc, selon la structure cristalline obtenues. Garau et al. notent égale-
ment la présence d’une boucle allongée se situant au-dessus du site actif et 
permettant de délimiter la poche catalytique 155. L’orientation de cette boucle 
pourrait moduler la forme et/ou l’accessibilité du site actif par le substrat 
qu’est la chaîne d’acides téichoïques. Deux cations Ca2+ permettraient de sta-
biliser cette boucle. Hermoso et al. ont pu obtenir la structure cristalline de 
CBPE en interaction avec la phosphorylcholine et ont montré que les ions mé-
talliques étaient impliqués dans les interactions et le positionnement du subs-
trat en coordinant directement le phosphate 156. Ce groupe est également re-
connu par une histidine du site actif et deux molécules d’eau via des interac-
tions polaires, pendant que le groupe triméthylammonium est stabilisé par des 
interactions cations-π.  
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Figure  3-2. Structure du domaine catalytique de CBPE. Les extrémités N- et C-
terminales sont indiquées. Les hélices sont dessinées en bleu, les brins ββββ en jaune 
et les boucles en vert. Les ions calcium et fer sont représentés par des sphères 
violettes et grises, respectivement. Le domaine connectant la région catalytique 
au domaine liant la choline est représenté en rouge. La figure est tirée de Garau 
et al. 155.   

 

3.1.2 Domaine liant la choline et interactions avec les acides téichoïques 

 
Seuls Hermoso et al. ont pu cristalliser la protéine CBPE dans son en-

semble 156. Leur étude réalisée par diffractométrie de rayons X montre que le 
domaine liant la choline de CBPE est formé par dix répétitions d’un même 
motif possédant la séquence consensus GWX6WYYX4GXMX2. Chaque répéti-
tion forme une boucle en épingle à cheveux β symétrique. Le module liant la 
choline prend approximativement la forme d’un prisme triangulaire de 110 Å 
de hauteur et de 26 Å de côté (Cf. Figure  3-3). Les sites d’interactions avec la 
choline sont placés le long des trois faces latérales du prisme. Les dix répéti-
tions forment une superhélice de pas gauche. Les boucles en épingles à che-
veux s’étendent perpendiculairement à l’axe de la superhélice, chaque répéti-
tion étant située à 120° de la précédente. Les sites d’interactions avec la cho-
line sont localisés à l’interface de deux répétitions successives, où trois résidus 
aromatiques (deux tryptophanes de la première répétition et une tyrosine de 
la suivante) forment une cavité dans laquelle le groupe triméthylammonium 
de la choline est stabilisé par des interactions cations-π. Les données recueillies 
par Hermoso et al. suggèrent la présence de dix sites d’interactions avec la 
choline dans l’ensemble de CBPE.  



Chapitre 3 : étude des interactions entre les acides téichoïques de Streptococcus pneumoniae et la phos-
phorylcholine estérase CBPE 

 
 

81 

 

 

Figure  3-3. Structure de CBPE en interaction avec la phosphorylcholine et des 
analogues de la choline. La phosphorylcholine se situe dans le site actif. Les ana-
logues de la choline sont liés aux sites liant la choline du CBD alors que les ions 
zinc sont représentés par des sphères violettes et les ions calcium par des sphères 
vertes 158. 

 
Les interactions entre CBPE et les acides téichoïques de la paroi cellu-

laire de S. pneumoniae ont été modélisées par Hermoso et al. et Garau et al. 
Ces derniers proposent qu’une chaîne d’acides téichoïques (la chaîne A) 
s’insère dans la cavité catalytique de CBPE 155 (Cf. Figure  3-4). La phospho-
rylcholine la plus accessible pour l’hydrolyse serait celle reliée à la N-acétyl-D-
galactosamine, elle-même reliée au ribitol phosphate. Ceci suggère que CBPE 
ne peut pas hydrolyser toutes les phosphorylcholines à cause de contraintes 
structurales. L’interaction de deux autres chaînes d’acides téichoïques (les 
chaînes B et C) peut être modélisée le long du domaine liant la choline.  

 

3.1.3 Implications de CBPE dans la virulence de S. pneumoniae 

 
CBPE serait impliquée dans l’adhésion et la colonisation des cellules 

hôtes. En effet, Gosink et al. ont constaté que les souches mutantes de S. 

pneumoniae ne possédant pas le gène codant pour CBPE ont une capacité 
moindre à coloniser le nasopharynx chez le rat et à adhérer aux cellules hu-
maines 159.  

La prolifération de l’infection après adhésion aux cellules hôtes nécessite 
la pénétration de la matrice extracellulaire par la bactérie par dégradation 
protéolytique. Pour ce faire, la bactérie va alors recruter des protéases de 
l’hôte, dont la plasmine. Attali et al. ont montré que CBPE interagit avec la 
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proenzyme plasminogène à la surface de S. pneumoniae et que cette proen-
zyme est capable, après activation, de produire la plasmine 160. Ceci pourrait 
faciliter la migration des bactéries à travers les tissus tels que l’épithélium et 
l’endothélium via la dégradation de la matrice extracellulaire.  
 

 
 

Figure  3-4. Modèle d’interactions entre les acides téichoïques et CBPE. La sur-
face de la protéine CBPE est en gris. Trois chaînes d’acides téichoïques A, B et C 
ont été modélisées. Le début et la fin de chaque chaîne sont indiqués par les let-
tres d et f, respectivement. Les chaînes sont colorées en rouge (A), bleu (B) et 
vert (C) et les groupes phosphorylcholine en bleu foncé. La liaison entre la chaîne 
B et la N-acétyl-D-glucosamine du peptidoglycane est représentée schématique-
ment, ainsi que l’orientation des acides téichoïques (AT) et lipotéichoïques (ALT) 
au sein de la paroi cellulaire. Illustration tirée de Garau et al. 155. 

  
Enfin, Vollmer et al. ont constaté que l’inactivation du gène pce chez S. 

pneumoniae cause des changements dans la morphologie de la colonie bacté-
rienne et une augmentation de la virulence dans la cavité péritonéale de la 
souris 153. Même si ces résultats semblent contredire ceux de Gosink et al., ils 
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illustrent le fait que CBPE pourrait être un élément régulateur des interac-
tions entre la bactérie et son hôte.  

 

3.2 Etude par RMN en phase solide des interactions entre la 
paroi cellulaire de S. pneumoniae et CBPE 

 

3.2.1 Un projet très ambitieux 

 
Comme décrit plus haut, à l’heure actuelle, les interactions entre les 

acides téichoïques et CBPE n’ont pu être approchées que par simulation. Ces 
interactions ont pu être modélisées soit par comparaison avec des données 
existantes portant sur d’autres CBD 155 soit en considérant la structure cristal-
line de CBPE en présence de petites molécules analogues au groupement 
phosphorylcholine porté par les acides téichoïques 156. De nombreuses questions 
sont encore en suspens : l’une des deux phosphorylcholines portées par l’unité 
monomérique des acides téichoïques est-elle préférentiellement impliquée dans 
ces interactions comme suggéré par Garau et al. ? Ceci pourrait-il expliquer la 
faible proportion de phosphorylcholines hydrolysées ? Quels sont les acides 
aminés et plus précisément les atomes de ces éléments de CBPE qui sont im-
pliqués dans ces interactions ? Ce projet, bien que n’ayant pas abouti jusqu'à 
présent, a pour but de répondre à ces questions via la détection et 
l’identification formelle des interactions entre les atomes de phosphore des 
acides téichoïques et les atomes de carbone de CBPE.  

La technique choisie afin de détecter ces interactions est la RMN en 
phase solide. Ce choix a été motivé par le fait que cette méthode nous permet 
de réaliser nos expériences sur la paroi cellulaire intacte de S. pneumoniae et 
l’ensemble du domaine liant la choline de CBPE. Il a ensuite été question du 
choix de la méthode de recouplage hétéronucléaire entre les carbones et les 
phosphores à utiliser. Les interactions n’étant pas de nature covalente, le 
choix devait nécessairement se porter sur une séquence de recouplage faisant 
intervenir le couplage dipolaire 13C-31P, à travers l’espace. L’analyse de la 
structure cristalline de CBPE en interaction avec un analogue de la phospho-
rylcholine résolue par Hermoso et al. nous a permis d’estimer les distances en-
tre les atomes de phosphore des acides téichoïques et les atomes de carbone de 
CBPE à une valeur comprise entre 4 et 6 Å. Il nous a donc fallu choisir une 
méthode de recouplage permettant le transfert d’aimantation à longue dis-
tance entre les carbones et les phosphores. Ces derniers étant uniquement pré-
sents dans les acides téichoïques et donc nécessairement à longue distance des 
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carbones de la protéine, les couplages dipolaires hétéronucléaires que nous 
voulions détecter étaient les plus importants parmi ceux présents dans le sys-
tème. Il n’y a donc pas dans ce cas de problème de troncature dipolaire (Cf. 
chapitre 6). Les techniques de recouplage à notre disposition étaient les sui-
vantes : double polarisation croisée (DCP) 161-164, REDOR 165-169, CHHP (sur le 
modèle de NHHC 170) et PAIN-CP 33, 34, accompagnées de leurs différentes va-
riantes. Certaines de ces méthodes ont récemment fait leurs preuves dans la 
détection de contacts intermoléculaires à longue distance 171, 172. Par exemple, 
la séquence PAIN-CP a permis de mettre en lumière des contacts 
intermonomériques chez la protéine Crh 33. La séquence TEDOR a quant à 
elle été plus particulièrement impliquée (entre autre) dans un transfert à 
longue distance faisant intervenir des atomes de phosphore : des expériences 
de corrélation 31P-15N ont révélé des interactions intermoléculaires au sein d’un 
complexe protéine/ARN 173. De part la nature des mécanismes entrant en jeu 
dans les séquences DCP et TEDOR, nous avons supposé que les temps de 
mélange nécessaires à un transfert à longue distance seraient très longs 
(plusieurs dizaines de millisecondes), ce qui peut être préjudiciable pour 
l’échantillon. La séquence CHHP souffre pour sa part d’une faible sensibilité 
(le lecteur est invité à consulter le chapitre 6 pour plus de détails sur ces 
séquences). Ces inconvénients sont moins présents dans la séquence PAIN-CP. 
De plus, comme une partie de cette thèse porte sur l’amélioration de 
l’efficacité de cette séquence (Cf. chapitre 7), nous avons donc choisi de 
recourir à cette technique optimisée, PAIN-CP-π-shift, lors de notre étude.  

Malgré le fait qu’un transfert de polarisation à longue distance est envi-
sageable grâce à la séquence PAIN-CP, cette expérience reste très ambitieuse, 
notamment pour trois raisons. Tout d’abord, la distance entre les carbones de 
la protéine et les phosphores des acides téichoïques a seulement été estimée a 
partir de la structure tridimensionnelle obtenue par cristallographie de rayons 
X de la protéine en interactions avec un analogue azote et non phosphore de 
la phosphorylcholine. Selon ces estimations, cette distance est très importante 
et se situe à la limite de ce qui est détectable avec les techniques de recou-
plage actuelles (autour de 5 Å). De plus, notre estimation pouvant être fausse, 
cette distance interatomique pourrait être plus importante et donc indétecta-
ble. Ensuite, nous savons que les acides téichoïques sont très mobiles en 
l’absence de protéine (Cf. Chapitre 2), qu’en est-il lors de leur interaction avec 
CBPE ? Si la mobilité des acides téichoïques n’est pas suffisamment réduite 
lors des interactions, un transfert de polarisation via des couplages dipolaires 
serait impossible. Finalement, la part des acides téichoïques qui est hydrolysée 
par la protéine est seulement de 15 à 30 pourcent 153, 154. Ceci implique-t-il 
qu’une très faible proportion d’acides téichoïques est liée à la protéine ?  
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3.2.2 Simulations 

 
Avant de commencer les expériences, et malgré les multiples inconnues 

recensées dans le paragraphe précédent, les transferts d’aimantation PAIN-
CP, PAIN-CP avec π-shift et DCP entre les atomes de carbone de la protéine 
et les atomes de phosphore portés par les acides téichoïques ont pu être simu-
lés grâce au logiciel Spinevolution 174. En règle générale, les simulations de tel-
les séquences nous indiquent si les expériences envisagées sont réalisables et, si 
c’est le cas, nous permettent de cerner les conditions expérimentales optima-
les.  

 

3.2.2.1 Système de spins utilisé et conditions de simulation 

 
Le système de spins utilisé lors des simulations est composé d’un atome 

de carbone aromatique et de trois atomes d’hydrogène appartenant au résidu 
tryptophane 425 de CBPE ainsi que d’un atome de phosphore distant de 4,5 
ou 6 Å, selon les simulations (Cf. Figure  3-5 (a)). Il a été choisi d’utiliser des 
atomes extraits du résidu tryptophane 425 car celui-ci fait partie d’un site 
d’interaction du CBD de CBPE avec la phosphorylcholine. Il a été plus préci-
sément choisi de considérer un atome de carbone aromatique puisque les inte-
ractions régissant les contacts CBPE-acides téichoïques sont du type cations-
π. Enfin, comme signalé plus haut, l’analyse de la structure tridimensionnelle 
obtenue par cristallographie 156 nous a permis d’estimer la distance entre les 
carbones de la protéine et les phosphores des acides téichoïques à une valeur 
comprise entre 4 et 6 Å. 

Les transferts de polarisation ont été simulés dans le cas d’un spectro-
mètre 500 MHz et pour une vitesse de rotation à l’angle magique de 11 kHz. 
Les déplacements chimiques isotropes de tous les atomes ont été fixés à zéro 
(irradiations en résonance). Les paramètres d’anisotropie de déplacement chi-
mique du carbone correspondent aux valeurs typiques trouvées dans la littéra-
ture 175. La valeur du CSA de l’atome de phosphore, non connue expérimenta-
lement au moment où les simulations ont été réalisées, varie en fonction de la 
simulation : les valeurs suivantes ont été utilisées : 10, 25, 50 et 100 ppm. En-
fin, les temps de mélange choisis lors de la simulation des cartes de transfert 
sont de 10 ms dans le cas de l’expérience PAIN-CP avec ou sans π-shift et de 
10 et 20 ms dans le cas de l’expérience DCP.  
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3.2.2.2 Simulations de transferts PAIN-CP 

 
Des cartes de transfert de polarisation PAIN-CP et PAIN-CP avec π-

shift (Cf. Figure  3-5 (b)-(d)) ont pu être simulées et représentées en fonction 
de la puissance de champs rf sur les voies proton pH, carbone pC et phosphore 
pP, exprimées en fonction de la vitesse de rotation, dans le cas où pC=pP. 
Comme expliqué en détails dans le chapitre 7 et visualisé sur ces simulations, 
l’introduction d’un changement de phase de π dans les expériences PAIN-CP 
améliore l’efficacité du transfert. Dans la suite de cette étude, nous ne considé-
rerons donc que le cas des transferts PAIN-CP avec π-shift. Des simulations 
ont été réalisées pour des distances carbone-phosphore de 4,5 ou 6 Å. Dans le 
premier cas, la lecture des cartes de transfert révèle une zone où le recouplage 
TSAR est particulièrement efficace. Dans le deuxième, le transfert est presque 
totalement absent. Nous n’avons donc pas representé ces cartes. 

L’efficacité de transfert 13C-31P PAIN-CP avec π-shift en fonction du 
temps de mélange a également été simulée et représentée, dans le cas où 
l’anisotropie de déplacement chimique du phosphore est égale à 10 ppm (Cf. 
Figure  3-5 (e)). La puissance des champs rf a été choisie comme suit : 
pC=pP=4,4 et pH=4 et correspond à une condition où d’après la carte de trans-
fert représentée en Figure  3-5 (b), le transfert PAIN-CP avec π-shift est le 
plus efficace, considérant les puissances accessibles sur des sondes de 4mm de 
diamètre. L’efficacité de transfert semble être à son maximum pour un temps 
de mélange de 18 ms environ. Il est important de noter que cette simulation 
ne prend pas en compte l’effet de la relaxation. En considérant la relaxation 
qualitativement, le maximum de la courbe d’efficacité de transfert devrait se 
situer à un temps de mélange plus court, que nous estimons entre 8 et 13 ms. 
Le fait d’avoir simulé les cartes de transfert pour un temps de mélange de 10 
ms nous semble donc être un choix raisonnable. 

L’effet de l’anisotropie de déplacement chimique du phosphore sur 
l’efficacité du transfert PAIN-CP avec π-shift peut être visualisé sur la Figure 
 3-5 (b)-(d). Comme mentionné plus haut, nous avons simulé les cas où la va-
leur du CSA était égale à 10 (b), 25 (non-représenté), 50 (c) et 100 ppm (d). 
Selon les simulations, l’optimum de transfert semble être atteint pour une va-
leur de CSA proche de 50 ppm.  

Ceci peut être expliqué par la théorie du mécanisme TSAR 32-34. Dans 
les chapitres 6 et 7, nous en donnons un bref résumé, suffisant pour compren-
dre l’effet du changement de phase de 180 degrés au milieu de l’irradiation 
CW intervenant lors des séquences PAR-π-shift et PAIN-CP-π-shift. Nous ne 
nous répéterons donc pas dans ce paragraphe, mais allons seulement fournir 
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les équations nécessaires à la compréhension du phénomène décrit plus haut et 
mis en valeur par les simulations. Le lecteur est invité à consulter les chapitres 
6 et 7 pour de plus amples détails. 

 

 

Figure  3-5. Simulations numériques d’un transfert de polarisation PAIN-CP-π-
shift 13C-31P. (a) Système de spins utilisé dans cette simulation constitué d’un 
atome de carbone et de trois protons appartenant au tryptophane (entourés en 
vert, à gauche) et d’un atome de phosphore (en orange, à droite), distant de 4,5 
Å du carbone. (b)-(d) Transfert de polarisation PAIN-CP-π-shift 13C-31P en fonc-
tion des puissances de champs rf proton, carbone et phosphore, exprimées en 
fonction de la vitesse de rotation, après 10 ms d’irradiation, dans le cas où 
l’anisotropie de déplacement chimique du phosphore est égale à (b) 10 ppm, (c) 
50 ppm et (d) 100 ppm. (e) Efficacité de transfert PAIN-CP-π-shift 13C-31P en 
fonction du temps de mélange dans le cas où l’anisotropie de déplacement chimi-
que du phosphore est égale à 10 ppm, dans les conditions suivantes : pC=pP=4,4 
et pH=4.  
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De Paëpe et al. ont montré que l’efficacité du mécanisme TSAR est 
amoindrie par la présence de termes appelés « termes auto-croisés ». Comme 
expliqué dans le chapitre 7, l’hamiltonien décrivant ces termes lors d’une ex-
périence de corrélation carbone-phosphore PAIN-CP s’écrit ainsi : 

 

 �

( )
�

( ), 23 , 14(2)
AUTO 10

CP CPAUTO AUTO H
ZQ DQZ Z

H I I Tω ω λ= + +ɶ

 Equation  3-1 

  

L’expression analytique du terme AUTO
ZQω  dans le cas d’un mécanisme ZQ 

δp0 PAIN-CP, bien que donnée en annexe C, est rappelée ici : 
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  Equation  3-2 

 
Bien que l’effet du changement de phase est d’amoindrir ces termes 

auto-croisés afin d’améliorer l’efficacité du transfert PAIN-CP, la lecture du 

terme AUTO
ZQω  nous indique que le transfert est encore amelioré quand la diffé-

rence entre la valeur du CSA du spin de carbone et celle du spin de phosphore 
est minimale. La valeur du CSA du carbone est d’environ 100 ppm dans le cas 
d’un carbone aromatique. La minimisation de cette différence implique donc 
que le CSA du phosphore doit posséder une valeur proche de 64 ppm. Ce ré-
sultat est en accord avec ceux obtenus par simulation (transfert optimal pour 
une valeur de CSA autour de 50 ppm). L’équation nous indique également 
qu’il est possible de jouer avec la fréquence de la porteuse. Cet aspect est à 
l’étude au laboratoire. 

 

3.2.2.3 Simulations de transferts DCP 

 
Le transfert d’aimantation 13C-31P lors de l’expérience DCP a également 

été simulé (Cf. Figure  3-6 (a)) utilisant la première condition de Hartmann et 
Hahn pP=pC+1. La lecture de cette carte révèle deux zones où le transfert de 
polarisation semble être assez efficace. La première zone, correspondant à de 
hauts champs rf sur la voie proton et notée 1 sur la figure, semble être parti-
culièrement intéressante. Cependant, les sondes actuelles mais aussi les échan-
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tillons hydratés ne pourraient supporter facilement de telles puissances pen-
dant plusieurs dizaines de millisecondes. Cette zone n’est donc pas utilisable. 

La deuxième zone, notée 2, semble également avoir quelque intérêt, bien que 
l’efficacité de transfert y soit moins importante que dans la zone équivalente 
sur la carte de transfert PAIN-CP π-shift (Cf. Figure  3-5). Afin de compren-
dre la nature exacte du transfert ayant lieu dans cette région de la carte, une 
deuxième simulation de transfert DCP utilisant la première condition de 
Hartmann et Hahn pP=pC+1 a été réalisée, mais cette fois, sans les couplages 
dipolaires 13C-31P (Cf. Figure  3-6 (b)). Puisque les couplages dipolaires car-
bone-phosphore sont dans ce cas absents de la simulation, cette carte ne re-
présente que les transferts de polarisation hétéronucléaires ayant lieu grâce à 
des mécanismes ne faisant pas intervenir ces couplages, tel que le mécanisme 
TSAR. Le mécanisme DCP est donc exclu de cette simulation. Le transfert de 
polarisation apparaissant en zone 2 est présent sur les simulations présentées 
en (a) et (b) et n’a donc pas lieu via de la polarisation croisée, mais via un 
mécanisme PAIN-CP où pP=pC+1, qui reste cependant moins efficace que le 
mécanisme PAIN-CP où pP=pC, dans ce cas. La zone 1, quant à elle, est bien 
due à un mécanisme DCP.  
 

 
 

Figure  3-6. Simulations numériques d’un transfert de polarisation DCP 13C-31P. 
Le système de spins utilisé dans cette simulation est représenté Figure  3-5 (a). (a) 
Transfert de polarisation DCP 13C-31P en fonction des puissances de champs rf 
proton et carbone, exprimées en fonction de la vitesse de rotation, après 10 ms 
d’irradiation, dans le cas où l’anisotropie de déplacement chimique du phosphore 
est égale à 10 ppm. Dans ce cas, pP=pC+1. (b) Transfert de polarisation DCP 
13C-31P simulé dans les mêmes conditions que (a) sauf que le couplage dipolaire 
13C-31P est exclu de la simulation.  
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Les simulations nous ont donc permis de valider l’hypothèse que la sé-
quence DCP n’est pas adaptée à la distance que nous voulons mesurer (les 
puissances de champs rf sont trop élevées). Nous avons également pu confir-
mer le fait que l’utilisation de la séquence PAIN-CP avec π-shift est préférable 
à la séquence PAIN-CP. La lecture des cartes de transfert nous a permis de 
déterminer les conditions de champs rf et le temps de mélange où l’efficacité 
de transfert est optimale (pC = pP ≈ 4,4 et pH ≈ 4, temps de mélange de 8-10 
ms). Cependant, dans des conditions raisonnables de champs rf, accessibles 
avec les sondes de 4mm de diamètre actuelles, le transfert de polarisation en-
tre les atomes de carbone et les atomes de phosphore est au mieux de 13 % 
seulement ! Ce résultat, en plus des données qui nous sont inconnues, renforce 
l’impression que cette expérience ne sera pas aisée. 
 

3.2.3 Préparation des échantillons 

 
Comme mentionné plus haut, le choix de la RMN du solide nous per-

met de travailler avec l’échantillon intact de paroi cellulaire de S. pneumo-

niae. La préparation de l’échantillon de paroi bactérienne est identique à celle 
décrite dans le chapitre 2. La protéine CBPE ou son domaine CBD ont été 
préparée comme indiqué dans la publication 155.  

Nous avions dans un premier temps réalisé cette étude d’interactions en 
présence de la protéine dans son ensemble (domaine liant la choline et do-
maine catalytique) mais suite à l’observation de la dégradation de notre 
échantillon de paroi cellulaire due à l’hydrolyse de la phosphorylcholine par 
CBPE, nous n’avons par la suite utilisé que le domaine liant la choline de 
CBPE (Cf. paragraphe  3.2.4). 

Une solution de paroi cellulaire de S. pneumoniae a ensuite été mise en 
présence du domaine CBD ou de CBPE. L’ensemble a lentement été précipité 
grâce à une centrifugeuse sous vide (« SpeedVac ») et introduit dans un rotor 
de 4 mm de diamètre. 
 

3.2.4 Résultats expérimentaux 

 
Trois types d’échantillons ont été étudiés : un échantillon de paroi cel-

lulaire de S. pneumoniae, un échantillon de paroi cellulaire en interaction avec  
CBPE et un échantillon de paroi cellulaire en interaction avec le domaine 
liant la choline de CBPE. Les spectres obtenus par excitation directe obtenus 
sur ces trois échantillons sont comparés sur la Figure  3-7. Plusieurs faits inté-
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ressants peuvent être observés. Tout d’abord, suite à l’introduction de CBPE 
ou du CBD de CBPE à l’échantillon de paroi cellulaire, un léger élargissement 
des raies de résonance du phosphore ainsi qu’une légère variation des dépla-
cements chimiques des acides téichoïques (moins de 0,1 ppm) sont constatés, 
et ce pour tous les pics. Ceci peut être le signe d’une interaction entre les aci-
des téichoïques et la protéine. Cependant, ces effets sont similaires pour les 
deux pics correspondant aux deux phosphorylcholines. Il n’est donc pas possi-
ble avec ces informations de déterminer lequel de ces deux sites est le plus im-
pliqué dans les interactions paroi cellulaire-protéine. 
  

 
 

Figure  3-7. Spectres obtenus par excitation directe des atomes de phosphore sur 
un spectromètre Bruker 9,4 T équipé d’une sonde double-résonance 4 mm avec 
ωΗ/2π = 400 MHz et ωr/2π = 9 kHz sur l’échantillon de paroi cellulaire de S. 

pneumoniae (en noir), la paroi cellulaire de S. pneumoniae et CBPE entière (en 

rouge) et la paroi cellulaire de S. pneumoniae et le domaine liant la choline de 
CBPE (en vert). La température du gaz « bearing » était de 268 K, ce qui cor-
respond à une température de 280 K au niveau de l’échantillon. Pendant 
l’acquisition, du découplage hétéronucléaire CW a été utilisé, avec une puissance 
de champ rf sur la voie proton de 45 kHz. Le temps d’acquisition était de 200 ms. 
La puissance de champ rf sur la voie phosphore utilisée lors de l’impulsion à 90° 
était de 60 kHz. Le nombre de scans accumulés est de 768. Le délai entre deux 
scans était de 5 s. Une apodisation exponentielle de 5 Hz a été appliquée à la dé-
croissance de l’induction libre. 
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Une autre différence notable est la présence d’un pic supplémentaire 
vers 3,7 ppm correspondant à la phosphorylcholine libre sur le spectre de paroi 
cellulaire en interaction avec CBPE entière. Ce résultat confirme l’activité en-
zymatique phosphorylcholine estérase de CBPE. Cependant, cette activité ca-
talytique étant très lente dans les conditions de l’expérience, il n’a pas été 
possible de déterminer des paramètres cinétiques. Enfin, l’aire des deux pics 
correspondant aux phosphorylcholines a diminué environ de la même façon 
après ajout de la protéine. Encore une fois, il n’a pas été possible de définir 
laquelle des deux phosphorylcholines est la plus concernée par l’activité cata-
lytique de CBPE. 

Des mesures de constantes de temps de relaxation longitudinales ont 
été effectuées par inversion-récupération à la fois sur l’échantillon de paroi cel-
lulaire de S. pneumoniae mais aussi sur l’échantillon de paroi cellulaire en in-
teraction avec CBPE entière. Une très légère diminution des constantes de 
temps a été observée pour tous les pics, sans qu’il soit possible encore une fois 
de faire une distinction entre les deux pics de phosphorylcholines. 

Nous avons ensuite souhaité avoir une estimation de l’anisotropie de 
déplacement chimique des atomes de phosphore portés par les acides téichoï-
ques. Pour cela, nous avons enregistré le spectre de la paroi cellulaire de S. 

pneumoniae et du domaine liant la choline de CBPE à très basse vitesse de 
rotation (105 Hz) (Cf. Figure  3-8). Le spectre observé comporte de nombreu-
ses bandes de rotation sur une plage d’environ 10 ppm, valeur que nous attri-
buons donc approximativement à la valeur du CSA des atomes de phosphore. 

Il y a alors plusieurs hypothèses. Il serait possible que malgré la pré-
sence de la protéine, les acides téichoïques restent très mobiles. Une autre 
éventualité est la suivante : si les acides téichoïques en interaction avec la pro-
téine sont effectivement plus rigides, le CSA de cette partie des acides téichoï-
ques est donc plus élevé. L’intensité du pic isotrope doit donc être répartie 
dans de nombreuses bandes de rotation. Comme la partie des acides téichoï-
ques en interactions avec CBPE est plutôt modeste, la sensibilité de ces ban-
des de rotation peut donc être trop faible pour que les signaux soient détecta-
bles par rapport à la sensibilité des pics isotropes et des bandes de rotation de 
la partie des acides téichoïques qui n’interagissent pas avec la protéine. Rap-
pelons que selon les simulations montrées en Figure  3-5, la valeur de 10 ppam 
ne semble pas optimale pour le transfert PAIN-CP. 

Les acides téichoïques étant très mobiles (voir chapitre 2) et donc les 
interactions dipolaires mettant en jeu ces noyaux étant très moyennées, nous 
avons essayé de diminuer la température de l’échantillon jusqu’à observation 
d’un élargissement des raies afin d’augmenter la valeur de ces interactions et 
donc le transfert 13C-31P. La température a été variée de 298 K à 266 K sans 
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que le spectre ne soit foncièrement modifié. Nous n’avons pas souhaité descen-
dre davantage la température de peur d’endommager l’échantillon. Ces expé-
riences nous ont cependant permis d’estimer le CSA des atomes de phosphore 
à environ 10 ppm. 
 

 
 

Figure  3-8. Spectre obtenu par excitation directe des atomes de phosphore sur 
l’échantillon de paroi cellulaire de S. pneumoniae et le domaine liant la choline de 
CBPE sur un spectromètre Bruker 9,4 T équipé d’une sonde double-résonance 4 
mm avec ωΗ/2π = 400 MHz et ωr/2π = 105 Hz. Les astérisques au-dessus de cer-
tains pics signalent les bandes de rotation. Le spectre a été enregistré à 266 K. 
Pendant l’acquisition, du découplage hétéronucléaire CW a été utilisé, avec une 
puissance de champ rf sur la voie proton de 45 kHz. Le temps d’acquisition était 
de 125 ms. La puissance de champ rf sur la voie phosphore utilisée lors de 
l’impulsion à 90° était de 80 kHz. Le nombre de scans accumulés est de 256. Le 
délai entre deux scans est de 3 s. Une apodisation exponentielle de 2 Hz fut ap-
pliquée à la décroissance de l’induction libre. 

 
Enfin, lors d’une semaine d’expériences sur la plateforme SON NMR 

LSF à Utrecht aux Pays-Bas, nous avons pu tester la séquence PAIN-CP avec 
π-shift sur notre échantillon de paroi cellulaire en interaction avec le domaine 
liant la choline de CBPE. Les conditions d’expériences sont similaires à celles 
utilisées lors des simulations : le spectromètre était un Bruker 500 MHz et la 
vitesse de rotation était de 11 kHz. La température était de 268 K. Grâce aux 
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cartes de transfert simulées, nous avons choisi les puissances de champs rf à 
appliquer sur les voies proton, carbone et phosphore afin de créer un méca-
nisme TSAR. Ces conditions étaient les suivantes : pC=pP=4,55 et pH=4,15. 
Malgré tout, aucun transfert 13C-31P n’a pu être observé, même lors d’une ex-
périence 1D où le signal a été accumulé pendant 5 jours.  

 

3.2.5 Conclusion 

 
La détection de transferts à longue distance entre les atomes de phos-

phore des acides téichoïques et les atomes de carbone de la protéine CBPE n’a 
pas été réalisable grâce à la séquence PAIN-CP. Il est possible que la trop 
grande mobilité des chaînes d’acides téichoïques, ainsi que la faible proportion 
d’acides impliqués dans les interactions avec la protéine aient rendu cette ex-
périence très peu sensible. Il serait peut-être judicieux de mettre en place 
l’expérience PAIN-CP avec π-shift sur des molécules modèles plus petites. Par 
exemple, il serait peut être possible d’étudier uniquement les chaînes d’acides 
téichoïques ou bien des fragments d’acides téichoïques en interactions avec la 
protéine CBPE ou son domaine CBD. Nous pourrions également envisager de 
tester l’efficacité des séquences de type TEDOR sur de tels systèmes puis sur 
la protéine en interaction avec la paroi cellulaire bactérienne. Une autre idée 
intéressante qui nous a été proposée lors de notre visite à Utrecht est d’étudier 
nos échantillons grâce à des techniques en détection proton. En effet, comme 
les acides téichoïques sont assez mobiles, il serait possible d’obtenir des spec-
tres de résonance du proton possédant une très bonne résolution. Des techni-
ques utilisées couramment en RMN des solutions telles que des expériences 
NOESY pourraient être utilisées pour détecter des interactions entre les pro-
tons des acides téichoïques et ceux de la protéine. Cependant, cette approche 
nécessite de préparer des échantillons deutérés. Enfin, afin d’augmenter la sen-
sibilité de l’expérience, le système entier (paroi cellulaire et protéine) pourrait 
être étudié par polarisation nucléaire dynamique (ou DNP), lorsque cette 
technique aura vu sa résolution sensiblement améliorée et que les séquences 
que nous voulons utiliser auront été validées sur un spectromètre équipé d’un 
gyrotron. 

L’exemple de CBPE démontre bien que la RMN en phase solide a en-
core besoin de voir ses méthodes se développer. L’amélioration de la sensibilité 
des expériences est un premier axe de travail indispensable. Le développement 
de séquences de recouplage permettant de détecter des contacts à plus longue 
distance, en plus grand nombre et plus facilement en est un deuxième. Lors de 
cette thèse, nous avons également travaillé sur ces deux points. Dans un pre-
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mier temps, nous avons mis en évidence un phénomène permettant d’accélérer 
l’acquisition des spectres ou d’augmenter la sensibilité des expériences. Un au-
tre axe de recherche poursuivi pendant ces trois ans repose sur l’amélioration 
de séquences de recouplage existantes afin de les rendre plus efficaces. Ces 
études font l’objet des deux parties suivantes.  
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4. Méthodes rapides d’acquisition de spectres par 
RMN 

 
En 1966, Richard Ernst découvrait que la sensibilité de la RMN pou-

vait être significativement améliorée par l’application d’impulsions radiofré-
quence, modification qui permet d’enregistrer le signal émis par les noyaux en 
fonction du temps. Ernst comprit également qu’il était possible de convertir ce 
signal en spectre RMN par application de la transformation de Fourier 14.  

En 1971, lors d’une école d’été en Yougoslavie, Jean Jeener introduisait 
le concept de RMN à deux dimensions, grâce à la double transformation de 
Fourier. Cette idée fut reprise et développé par Richard Ernst et ses collabora-
teurs et conduisit à la publication d’un article fondant réellement la spectros-
copie RMN à deux dimensions 15. Ernst obtint le prix Nobel de chimie en 1991 
pour ses travaux fondateurs. Grâce à ces avancées majeures, la RMN multi-
dimensionnelle devint un outil essentiel aux spectroscopistes, étendant consi-
dérablement les capacités de la RMN impulsionnelle à une dimension.  

Le passage à plusieurs dimensions permet de résoudre le problème de la 
superposition des pics apparaissant sur les spectres 1D. Cette multidimension-
nalité autorise également la mise en lumière de corrélations entre les différents 
noyaux observés, et ce par différents mécanismes, traduisant une proximité à 
travers l’espace ou la présence de liaisons covalentes. La RMN a ainsi pu 
prendre toute sa place dans des domaines tels que la chimie et la biologie, 
comme en témoignent les 8500 structures tridimensionnelles de protéines réso-
lues par RMN à ce jour et déposées à la Protein Data Bank (PDB) 176.  

Cependant, la RMN multidimensionnelle souffre d’un problème ma-
jeur : l’acquisition d’un spectre est très long, cet inconvénient devenant de 
plus en plus important avec le nombre de dimensions. Cette limitation peut 
être une gêne par exemple pour l’étude d’échantillons ayant une durée de vie 
limitée. De nombreuses approches ont été développées ces dernières années 
afin de résoudre cette difficulté. 

Lors de cette thèse, nous avons également cherché un moyen de réduire 
le temps d’acquisition d’une expérience de RMN en phase solide. Avant de dé-
crire notre approche dans un prochain chapitre, nous consacrerons la première 
partie de celui-ci à une description plus poussée de la RMN multidimension-
nelle, avant de voir quelles sont les limitations de cette méthode. Enfin, dans 
une deuxième partie, nous donnerons une vue d’ensemble des techniques déve-
loppées jusqu'à présent afin d’accélérer la spectroscopie RMN en phase liquide 
et solide multidimensionnelle. Nous nous limiterons aux séquences 
d’impulsions, les progrès instrumentaux étant laissés de côté. 
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4.1 La RMN multidimensionnelle 

 

4.1.1 Principes de la RMN multidimensionnelle 

 
La RMN multidimensionnelle repose sur le même principe que la RMN 

en une dimension, qui consiste à enregistrer un signal en fonction du temps 
( )s t  avant de le transformer en données dépendantes de la fréquence ( )S ω  

grâce à une transformation de Fourier 177: 
 

 ωω
∞

−= ×∫
0

( ) ( ) exp i tS s t dt  Equation  4-1 

 
Cependant, dans le cas multidimensionnel, le signal dépend de multi-

ples variables temporelles indépendantes. Dans le cas le plus simple bidimen-
sionnel, une double transformation de Fourier permet d’obtenir un spectre en 
deux dimensions : 

 

 1 2
1 2 1 2 1 2

0 0

( , ) ( , ) exp expi t i tS s t t dt dtω ωω ω
∞ ∞

− −= × ×∫ ∫   Equation  4-2  

 
La comparaison avec le cas monodimensionnel n’est pas si aisée. En ef-

fet, alors qu’il est possible d’enregistrer facilement le signal ( )s t  induit dans la 

bobine, la détection du signal 1 2( , )s t t  selon les deux dimensions temporelles 

n’est pas réalisable physiquement de façon simultanée. Il convient donc de re-
courir à une astuce afin de créer une deuxième dimension temporelle, appelée 
dimension « indirecte ». L’acquisition du signal est effectuée en enregistrant 
de multiples fois la même expérience, détectant la totalité du domaine tempo-
rel 2t  (la dimension « directe ») mais en incrémentant entre chaque répétition 

le délai 1t , représentant l’évolution du signal dans la dimension indirecte (Cf. 

Figure  4-3 (a)). Une séquence RMN bidimensionnelle est donc constituée de 
quatre parties : 

- la préparation : période pendant laquelle les spins sont excités ; 
- l’évolution : période pendant laquelle le délai 1t  est incrémenté réguliè-

rement ; 
- le mélange : cette période permet un échange d’aimantation entre les 

spins ; 



Chapitre 4 : Méthodes rapides d’acquisition de spectres par RMN 

 
 

 103 

- l’acquisition : période 2t  pendant laquelle le signal est enregistré physi-

quement.  
Sur le spectre bidimensionnel, la présence d’un signal aux fréquences 

1 2( , )ω ω  indique l’existence d’interactions entre les spins résonants aux fré-

quences ω1 et ω2. L’extension de cette technique à d’autres dimensions est as-
sez simple : il suffit d’ajouter des périodes d’évolution et de mélange pour cha-
que dimension supplémentaire souhaitée. 
 

4.1.2 RMN multidimensionnelle et temps d’acquisition 

 
Le temps nécessaire à l’enregistrement d’un spectre multidimensionnel 

expT  peut être exprimé ainsi : 

 

 exp 1 2( )

nombre d'incréments

dans les dimensions indirectes

scan scan iT T n n n n= × × × × ×K

144424443

 Equation  4-3  

 

scanT  est le temps nécessaire à la réalisation d’une acquisition. Ce délai 

comprend à la fois le temps nécessaire à l’exécution de la séquence 
d’impulsions mais aussi le temps entre chaque scan permettant à 
l’aimantation de revenir à l’équilibre. scann  représente le nombre de répétitions 

(ou nombre de scans) nécessaires à une bonne sensibilité. Finalement, in  est le 

nombre d’incréments dans la dimension indirecte i.  
Dans un article de revue récent 178, Paul Schanda calcule les temps 

d’acquisition suivants : en phase liquide et dans le cas de macromolécules bio-
logiques, un spectre 1D prend 2 secondes ; un spectre 2D, 3 minutes ; un spec-
tre 3D, 11 heures ; un spectre 4D, 92 jours et un spectre 5D, 600 mois. Ce cal-
cul peut également être fait dans le cas de la RMN en phase solide. Considé-
rons le cas où le temps imparti à la réalisation d’un scan est de 3 secondes. Le 
nombre de scan nécessaire à une bonne sensibilité en RMN multidimension-
nelle pour un échantillon biologique est de l’ordre de 128. Enfin, le nombre 
d’incréments permettant d’obtenir un spectre résolu est d’environ 400 (ou 10 
ms d’évolution) si l’on considère un noyau de carbone. Dans ce cas, un spectre 
1D prend 6 minutes ; un spectre de corrélation carbone-carbone (2D), 1,5 
jour ; un spectre 3D (trois dimensions carbone), 2 ans et un spectre 4D (qua-
tre dimensions carbone), 150 ans ! A cause de ces longues périodes 
d’acquisition, les spectres 4D et 5D en RMN en phase liquide ainsi que les 
spectres 3D en phase solide sont très rares et ne sont enregistrés que lorsque le 
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nombre d’incréments peut être réduit par quelque artifice. Ces chiffres illus-
trent parfaitement le besoin qu’ont les spectroscopistes de développer et 
d’appliquer des méthodes permettant de réduire les temps expérimentaux.  
 

4.1.3 RMN multidimensionnelle et résolution 

 
Lors de l’enregistrement d’un signal de précession libre en RMN (ou 

« Free Induction Decay », FID), le signal est échantillonné à intervalles régu-
liers, séparés par t∆ . Le théorème de Nyquist 179, 180 stipule que la fréquence la 
plus élevée qui pourra être correctement numérisée est la suivante : 

 

 
1

2nf
t

=
× ∆

 Equation  4-4 

 
Autrement dit, une fréquence ne sera correctement numérisée que si au 

moins deux points sont enregistrés au cours de sa période. Les fréquences su-
périeures à nf  ne sont pas correctement échantillonnées et apparaissent 

comme plus basses que ce qu’elles sont réellement (Cf. Figure  4-1). Ces fré-
quences se traduisent sur le spectre RMN après transformation de Fourier par 
un recouvrement spectral appelé crénelage, repliement ou encore aliasing.  
 

 

 

Figure  4-1. Théorème de Nyquist. (a) Fréquence d’échantillonnage 1 t∆  permet-

tant de numériser correctement le signal analogique sinusoïdal bleu. (b) Fré-
quence d’échantillonnage trop faible, pour laquelle il est impossible de distinguer 
ce qui appartient au signal bleu de fréquence f  de ce qui appartient au signal 

rose de fréquence 1 t f∆ − . 
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La fenêtre spectrale sw  pouvant être correctement observée correspond 
à l’intervalle n nf fν− < <  et dépend de l’intervalle d’échantillonnage : 

 

 
1

2 nsw f
t

= × =
∆

 Equation  4-5 

 
La résolution digitale f∆  est reliée au nombre de points in  qui doivent 

être échantillonnés et donc au temps maximal d’échantillonnage maxt  : 
 

 
max

1 1

i i

sw
f

n n t t
∆ = = =

× ∆
 Equation  4-6 

 
Dans le cas d’une expérience à deux dimensions par exemple, il découle 

des équations 4-3 et 4-6 que plus la résolution digitale souhaitée est bonne 
(soit ∆f est petit), plus le temps max

1t  dans la dimension indirecte sera long et 

donc plus le temps expérimental total sera important. 
 

4.1.4 Sensibilité et RMN 

 
La sensibilité d’une expérience est définie par le rapport entre la valeur 

du signal et la valeur du bruit par unité de temps. Cette sensibilité est pro-
portionnelle à de nombreux facteurs, qui sont exprimés dans cette équation 181: 

 

 
3 2 3 2 1 2

exc det 0

Signal 1
Bruit unité de temps expérimental

1

( ) ( )

t

spins
s

e a e b a b

S

N

N
B n

V R TT R TT
γ γ

  = × 
 

∝ × × × × ×
+

 Equation  4-7 

 
où spinsN V  est le nombre de spins par unité de volume ; excγ  et detγ , les rap-

ports gyromagnétiques des spins excités et détectés, respectivement ; 0B , le 

champ magnétique principal ; sn , le nombre de scans ; eR , la résistance élec-

trique de l’échantillon ; bR , celle de la bobine ; aT , la température du préam-

plificateur ; eT , celle de l’échantillon et bT , celle de la bobine.  

Très souvent, il est nécessaire d’accumuler de nombreux scans afin 
d’améliorer la sensibilité de l’expérience. L’accumulation de sn  scans aug-
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mente le signal sn  fois alors que le bruit augmente sn  fois, ce qui permet 

une augmentation de la sensibilité d’un facteur sn . 

Il est également possible d’augmenter la sensibilité d’une expérience en 
jouant sur tous les autres paramètres indiqués dans l’équation 4-7. Par exem-
ple, les protons sont très souvent détectés dans les expériences de RMN en 
phase liquide, puisqu’ils possèdent un haut rapport gyromagnétique. De 
même, en RMN en phase solide, où le signal des hétéroatomes est très souvent 
détecté, de nombreuses expériences commencent par une étape de polarisation 
croisée, qui permet de transférer l’aimantation des protons vers les hétéroato-
mes et d’augmenter la polarisation de ces derniers d’un facteur correspondant 
au ratio des rapports gyromagnétiques. L’augmentation des champs magnéti-
ques principaux donne lieu aussi à une augmentation du signal sur bruit. Les 
plus hauts champs créés par une bobine supraconductrice disponibles à ce jour 
atteignent 23,5 Tesla. Un autre exemple de développement technologique amé-
liorant la sensibilité est la mise au point de sondes cryogéniques, où la tempé-
rature de la bobine ainsi que celle du préamplificateur sont diminuées.   

La sensibilité par unité de temps d’une expérience dépend également 
des différents temps caractéristiques d’une séquence RMN 182, 183 : 

 

 1

1

(1 exp( )) sin 1
1 exp( ) cos

rec

t rec scan

t TS

N t T T

β
β

− − ×  ∝ ×  − − × 
 Equation  4-8 

 
 Ces temps sont illustrés sur la Figure  4-2. scanT  est le temps total né-

cessaire à la réalisation d’un scan. Ce temps est composé du délai entre cha-
que scan rect  pendant lequel les spins peuvent récupérer leur aimantation, de 

la durée de la séquence rft  et du temps d’acquisition at . β  est l’angle de bas-

cule de l’impulsion d’excitation et 1T  la constante de temps de relaxation des 

spins mis en jeu.  
 

 
 

Figure  4-2. Représentation schématique de la répétition successive d’une séquence 
d’impulsions et des délais qui lui sont associés.  
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L’équation 4-8 révèle qu’il existe un délai optimal rect  qui permet de 

maximiser le signal sur bruit. Dans le cas d’un angle de bascule de 2π , ce dé-

lai est égal à environ 1,25 fois 1T .   

 

4.1.5 Pertinence de la RMN multidimensionnelle rapide en chimie et biologie 

 
Les longs temps d’acquisition des spectres multidimensionnels peuvent 

être désavantageux pour l’étude de macrosystèmes biologiques.  
(1) De nombreux systèmes tendent à se dégrader avec le temps. Il est 

donc de première importance d’être capable d’enregistrer les expé-
riences dans le temps pendant lequel l’échantillon étudié est stable.  

(2) L’étude de biopolymères de plus en plus complexes nécessiterait 
l’évolution des spectres vers de plus grandes dimensions (4 ou 5D en 
routine en RMN liquide et 3 et 4D dans le cas de la RMN en phase 
solide). 

(3) Le temps nécessaire à l’enregistrement des données est très coûteux. 
(4) L’étude de phénomènes biologiques tels que le suivi d’une réaction 

en temps réel n’est pas accessible par des méthodes de RMN multi-
dimensionnelles conventionnelles. 

(5) En RMN en phase solide plus particulièrement, les séquences 
d’impulsions utilisent souvent des champs rf à des puissances très 
élevées, notamment pendant la période de découplage. L’acquisition 
d’un spectre multidimensionnel pendant un long laps de temps peut 
être problématique et mener à l’échauffement de l’échantillon, no-
tamment lorsque ceux-ci sont hydratés et en milieu salin. 

(6) Enfin, la dérive des champs, ou le phénomène de décroissance du 
champ magnétique B0 au fil du temps, peut conduire à un élargis-
sement des raies lors de longues périodes d’acquisition. Ceci est par-
ticulièrement vrai en RMN en phase solide, qui est dépourvue de 
« lock ». Dans ce cas, la dérive est de l’ordre de quelques Hertz par 
heure.  

Au vue de ces multiples limitations, de nombreuses méthodes sont ap-
parues ces dernières années dans le but d’accélérer l’acquisition de spectres 
multidimensionnels. Ces techniques peuvent être classées en deux catégories. 
La première englobe toute technique échantillonnant différemment les temps 
dans les dimensions indirectes et réduisant donc le nombre de scans. La 
deuxième comporte les méthodes visant la réduction du temps entre chaque 
scan. Ces différentes techniques font l’objet des deux parties suivantes. 
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4.2 Accélération de l’acquisition d’un spectre multidimension-
nel : réduction du nombre de scans via un échantillonnage dif-
férent 

 
Toutes les techniques expliquées ci-dessous ont d’abord été développées 

en RMN des solutions. Certaines d’entre elles ont ensuite été importées à la 
RMN en phase solide. S’il n’est pas fait mention de la branche de la RMN 
dans laquelle sont utilisées les techniques décrites ci-après, cela signifie qu’il 
est question de RMN en phase liquide. 

 

4.2.1 Echantillonnage aléatoire 

 
L’approche la plus simple permettant de réduire le nombre 

d’incréments est de sélectionner certains points 1 2( , )t t  de façon aléatoire, 

comme illustré sur la Figure  4-3 (b). Il n’est cependant plus possible dans ce 
cas d’utiliser une transformation de Fourier discrète, qui nécessite un échantil-
lonnage linéaire uniforme, afin d’obtenir les données dans le domaine des fré-
quences. De nombreux algorithmes de traitements de données, qui n’utilisent 
pas la transformation de Fourier, ont donc dû être développés. Parmi ceux-ci, 
citons la méthode de diagonalisation filtrée (« filter diagonalization method ») 
184, 185, la méthode de l’entropie maximum (« maximum entropy methods »)186, 
la décomposition en trois domaines (« three-way decomposition ») 187, la dé-
composition multidimensionnelle récursive (« recursive multidimensional de-
composition »)188, 189, l’interpolation de Lagrange suivie d’une transformation 
de Fourier classique 190, la transformation de Fourier de données échantillon-
nées non-linéairement 191, 192 et l’analyse de la covariance 193-195. Il est intéres-
sant de remarquer qu’il n’est pas nécessaire de modifier les séquences 
d’impulsions utilisées traditionnellement lors de l’application de tels algorith-
mes. Seul l’échantillonnage est différent. 

 

4.2.2 Le repliement de spectres 

 
Comme expliqué dans le paragraphe  4.1.3, quand t∆  est trop grand 

(Cf. Figure  4-3 (c)), les fréquences sont mal échantillonnées. Ceci se traduit 
par un recouvrement des raies ou repliement spectral qui peut mener à une 
mauvaise interprétation des données, les pics pouvant être mal attribués. 

Cependant, ce phénomène peut également être utilisé à son avantage. 
En effet, si la position des pics sur le spectre est déjà connue, il est possible de 
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faire en sorte que les pics repliés apparaissent dans une zone pauvre en pics ou 
bien dans une région ne présentant pas d’intérêt lors de l’étude en cours. Il est 
ainsi possible de réduire considérablement la fenêtre spectrale dans la ou les 
dimension(s) indirecte(s) et donc le temps expérimental 196, 197.  

 

 
 

Figure  4-3. Echantillonnage dans les deux dimensions indirectes 1t  et 2t , dans le 

cas d’expériences tridimensionnelles. Chaque point correspond à une répétition de 
la séquence d’impulsion dans la dimension directe 3t . (a) Echantillonnage stan-

dard. (b) Echantillonnage aléatoire. (c) Echantillonnage utilisé lors de repliement 
de spectres. (d) Echantillonnage utilisé lors de la RMN par projection.   

 

4.2.3 Dimensionnalité réduite ou RMN par projection 

 
Cette technique visant à réduire le nombre d’incréments dans la ou les 

dimension(s) indirecte(s) est apparue dans les années 1990 en RMN des solu-
tions et est connue sous le nom de « RMN à dimensionnalité réduite » ou 
« RMN par projection » 198, 199. Cette technique est expliquée ici en prenant 
l’exemple d’un spectre tridimensionnel mais peut aisément se généraliser à de 
plus hautes dimensions 200.  

Lors d’une expérience tridimensionnelle classique, les spins peuvent évo-
luer pendant deux dimensions indirectes : 1t  et 2t . L’idée de l’approche de la 
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dimensionnalité réduite est de les laisser évoluer pendant des délais 1t  et 

2 1t tλ= × . Une représentation schématique de l’échantillonnage utilisé lors de 

cette technique RMN est donnée en Figure  4-3 (d). Cette incrémentation cor-
respond à un échantillonnage des données le long d’axes inclinés, où l’angle 
d’inclinaison α est défini de la façon suivante :  

 

 1
2 1 tan ( )t tλ α−= ∆ ∆ =  Equation  4-9 

 
Comme les données sont échantillonnées normalement le long de ces 

axes inclinés, il est possible de leur appliquer une transformation de Fourier. 
Cette transformation de Fourier permet d’obtenir des pics de corrélation aux 
fréquences 1 2ω λ ω± × , 1ω  et 2ω  correspondant aux fréquences des spins évo-

luant pendant les périodes 1t  et  2t . Ces pics peuvent être visualisés comme 

des doublets aux fréquences 1 2ω λ ω± ×  198, 199 ou bien séparés en sous-spectres, 

et visualisés comme un seul pic, centré aux fréquences 1 2ω λ ω+ ×  ou 

1 2ω λ ω− ×  201, selon la façon dont est effectuée la détection quadrature.  

Deux principales méthodes ont été développées afin d’analyser les don-
nées obtenues et de connaître la position et l’intensité des pics 202, 203. La pre-
mière approche permet l’obtention d’une liste de déplacements chimiques, ex-
traits des spectres à dimensionnalité réduite par calcul mathématique. Cette 
étape peut être effectuée en utilisant divers outils tels que GFT NMR 200, 204. 
La deuxième approche, par analogie avec les techniques développées en tomo-
graphie de rayons X, permet de reconstruire un spectre tridimensionnel à par-
tir de spectres en deux dimensions, ces derniers spectres pouvant être visuali-
sés comme des projections du spectre 3D sur différents plans 205-207.  

Cette dernière technique se base sur le théorème de projection de Ra-
don : une droite passant par l’origine d’un signal bidimensionnel ( )1 2,s t t , fai-

sant un angle α avec l’axe 1t , peut être transformée par transformation de 

Fourier en une projection sur une droite passant par l’origine d’un signal bi-
dimensionnel 1 2( , )S ω ω , faisant le même angle α avec l’axe 1ω . Ce concept 

peut être étendu au cas de la spectroscopie tridimensionnelle où la projection 
sur un plan incliné est possible par double transformation de Fourier d’un si-
gnal enregistré pendant que 1t  et 2t  sont variés simultanément. L’inconvénient 

de cette méthode est qu’elle peut produire des artefacts sur le spectre recons-
truit.  

L’avantage majeur de la méthode à dimensionnalité réduite est qu’elle 
diminue considérablement le temps expérimental et qu’elle donne donc accès à 
des expériences en quatre ou cinq dimensions. Cependant, il est préférable 
d’appliquer cette technique à des systèmes présentant peu de pics de corréla-
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tions de façon à éviter tout repliement de spectres dans les spectres de projec-
tion.  

En RMN en phase solide, la technique de dimensionnalité réduite est 
très peu développée. Cependant, Robert Griffin et ses collaborateurs ont dé-
montré en 2001 sa faisabilité avec succès 208. Des spectres 3D du type CONCA 
ont pu être enregistrés sous la forme d’expériences bidimensionnelles. 

En 2007, Thomas Vosegaard a proposé une technique appelée SLF-
PRODI, pour « SLF Projection Reconstruction of One-DImensional spectra » 
209. Les expériences de type SLF sont très utilisées pour l’étude de peptides et 
protéines orientés. Elles corrèlent le couplage dipolaire 1H-15N des amides du 
squelette avec le déplacement chimique de l’azote. Vosegaard a proposé 
d’enregistrer les différents spectres CPMAS (1D) nécessaires à la reconstruc-
tion d’un spectre bidimensionnel SLF en faisant varier le type de découplage 
appliqué pendant l’acquisition. Cette technique exploite le fait que les diffé-
rents types de découplage homonucléaires appliqués ne vont pas annuler les 
couplages hétéronucléaires mais seulement les réduire par un facteur corres-
pondant au facteur d’échelle du bloc de découplage. Ceci implique que de tel-
les séquences échantillonnent à la fois le déplacement chimique de l’azote mais 
aussi les couplages dipolaires 1H-15N, ce qui correspond à une incrémentation 
simultanée des délais 1t  et 2t  dans le cas d’expériences de type SLF. Vose-

gaard a reporté un gain de temps d’un ordre de grandeur.  
Enfin, en 2007, Thomas Vosegaard et Dominique Massiot ont introduit 

une méthode intitulée CQ-PRODI, pour « Quadrupolar Projection-
Reconstruction of One DImensional spectra » 210. Ils ont démontré qu’il est 
possible de reconstruire un spectre 2D corrélant le déplacement chimique d’un 
noyau quadripolaire avec sa forme de raie quadripolaire au second ordre en 
enregistrant des spectres 1D à différents champs magnétiques. 
 

4.2.4 RMN par filtrage Hadamard 

 
Un spectre RMN est souvent difficile à attribuer surtout si le nombre 

de noyaux constituant la molécule étudiée est important. Un moyen 
d’améliorer la résolution de ce type de spectre est de marquer isotopiquement 
certains atomes (par exemple tous les carbones du résidu histidine dans le cas 
de protéines) et d’observer uniquement ces noyaux. Cependant, cette techni-
que nécessite de marquer isotopiquement plusieurs échantillons de façon diffé-
rente et s’avère donc très coûteuse.  

L’application d’impulsions sélectives en RMN est une alternative à ce 
marquage isotopique intense. Prenons l’exemple d’un spectre de corrélation 
1H-15N. La période d’évolution dans la dimension indirecte peut être remplacée 
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par une impulsion sélective manipulant seulement un atome d’azote. Le spec-
tre 1D obtenu ne contient que des raies de protons couplés à l’azote sélection-
né. Ce spectre 1D est en fait une ligne du spectre bidimensionnel correspon-
dant à la fréquence de l’azote sélectionné. L’inconvénient majeur de cette 
technique est que reconstruire un spectre 2D dans son ensemble prend énor-
mément de temps, chaque résonance dans la dimension azote étant scannée 
l’une après l’autre. 

 

 
 

Figure  4-4. Spectroscopie par filtrage Hadamard illustrée sur un exemple d’un 
spectre comportant quatre raies et l’utilisation d’une matrice H-4. (a) Les quatre 
pics A-D sont manipulés par des impulsions sélectives de façon à être soit positifs, 
soit négatifs. (b) Les spectres contenant seulement une raie (A, B, C ou D) peu-
vent être reconstitués en sommant les quatre scans suivant la matrice de Hada-
mard. Illustration traduite de la référence 178. 

 
La spectroscopie par filtrage Hadamard permet de résoudre ce pro-

blème. Plutôt que d’appliquer une seule impulsion sélective, un ensemble 
d’impulsions est appliqué en même temps de façon à exciter différents spins 
simultanément. Plusieurs scans sont enregistrés de la sorte, mais entre chaque 
scan, l’impulsion sélective est légèrement modifiée de façon à obtenir des si-
gnaux positifs ou négatifs, suivant une matrice de Hadamard (Cf. Figure  4-4). 
Les pics individuels peuvent ensuite être retrouvés en sommant les différents 
scans suivant la même matrice de Hadamard. Cette technique a été proposée 
aussi bien en RMN des solutions 211-213 qu’en RMN en phase solide 214. 
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L’avantage de cette technique est que, cette fois, toutes les résonances 
peuvent être enregistrées en même temps. L’inconvénient est qu’il convient de 
connaître les déplacements chimiques des résonances avant de pouvoir com-
mencer une expérience de type Hadamard.  
 

4.2.5 Spectroscopie « ultrafast single-scan » 

 
Le temps expérimental important consacré à la RMN multidimension-

nelle classique provient du fait que les domaines temporels correspondant aux 
dimensions indirectes sont enregistrés de façon séquentiel en les incrémentant 
d’une expérience à l’autre. Une ingénieuse approche, inspirée par les techni-
ques d’IRM (ou « Imagerie par Résonance Magnétique ») et contournant ce 
problème, a été proposée au début des années 2000 par Lucio Frydman 215-218. 
Cette technique « ultrafast » permet d’enregistrer un spectre multidimension-
nel en un unique scan (RMN « single-scan »).  

La RMN en solution standard manipule généralement de façon homo-
gène les spins contenus dans l’espace défini par le tube RMN et localisés dans 
la bobine de détection, sans différentiation de localisation au sein de la solu-
tion. Dans cette approche, tous les spins évoluent pendant le même temps 
d’évolution dans les dimensions indirectes. La RMN ultrafast, quant à elle, 
impose que des spins localisés à des endroits différents dans le tube RMN évo-
luent pendant des temps différents. L’application d’un gradient de champ ma-
gnétique permet de créer une distribution inhomogène en fréquences au sein de 
l’échantillon. La fréquence de résonances des spins dépend donc de leur posi-
tion au cœur du tube RMN. Les différentes fractions créées par le gradient de 
champ peuvent être manipulées indépendamment par des impulsions rf sélec-
tives. L’application d’un train d’impulsions sélectives, dont la fréquence est 
incrémentée d’une impulsion à l’autre, permet de faire rentrer en résonance les 
spins à des temps différents et de les faire évoluer pendant des délais distincts. 
Il en découle que les spins contenus dans les différentes fractions vont avoir 
des phases différentes. L’effet des gradients est ensuite annulé afin que les 
spins puissent évoluer uniquement sous le déplacement chimique. A la fin de 
la période d’excitation/évolution, la polarisation des spins peut être représen-
tée comme une hélice tournant le long de l’axe Z du tube RMN. Cette période 
est suivie par une étape de mélange, comme dans une expérience RMN bidi-
mensionnelle classique, qui ne touche pas aux phases des différentes frac-
tions. L’acquisition est ensuite basée sur une technique utilisée couramment en 
imagerie IRM, appelée « Echo Planar Imaging ». L’application d’un gradient 
de champs possédant la même dépendance spatiale que celle utilisée pendant 
l’excitation permet de dérouler la polarisation et de former un écho, directe-
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ment à la fréquence de résonance du spin 1, sans avoir besoin d’une transfor-
mation de Fourier (ces différentes étapes sont schématisées sur la Figure  4-5). 
La formation de cet écho peut être répéter en inversant le signe du gradient de 
champs de multiple fois. Ceci conduit à la formation de nombreux échos, dont 
les intensités sont modulées par la fréquence du spin 2 détecté (Cf. Figure 
 4-6). Une transformation de Fourier de ces points permet d’obtenir la fré-
quence d’évolution du spin 2 dans la dimension directe, alors que la fréquence 
d’évolution du spin 1 est déjà connue.  
 

 
 

Figure  4-5. Principe de la RMN « single-scan ». (a) L’application d’un gradient 
de champ le long de l’axe Z du tube RMN crée une dépendance spatiale le long 
du tube. Les différentes fractions (ici au nombre de 5 par souci de simplicité) 
peuvent être manipulées indépendamment grâce à l’emploi d’un train 
d’impulsions sélectives. (b) Les spins contenus dans les différentes fractions évo-
luent pendant des temps d’évolution différents. Ceci conduit à une polarisation 
ayant la forme d’une hélice tournant le long de l’axe Z du tube. Il s’ensuit une 
période de mélange conservant les phases de la polarisation. Finalement, 
l’acquisition du signal est réalisée par l’application d’un gradient de champ 
conduisant à la formation d’un écho, après un temps déterminé par le déplace-
ment chimique du spin excité en (a). Illustration inspirée de la référence 216. 

 
Ceci permet de ne plus incrémenter entre chaque scan les différents 

temps d’évolution dans les différentes dimensions indirectes. Au contraire, les 
différents incréments sont exécutés en un seul scan et correspondent aux diffé-
rentes fractions créées au sein de l’échantillon.  

Ce principe peut également servir à l’enregistrement de spectres de di-
mensions supérieures à deux, en utilisant un nombre de gradients égal au 
nombre de dimensions indirectes, ces gradients ayant des géométries différen-
tes 219. Cependant, comme cette méthode est techniquement très compliquée à 
mettre en place, une méthode combinant la RMN ultrafast et la RMN par 
projection a été développée 218.  
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L’avantage majeur de la RMN « single-scan » est qu’elle est la seule à 
ce jour à pouvoir enregistrer un spectre 2D en un seul scan et donc la seule à 
avoir accès à des phénomènes biologiques ayant lieu en moins de quelques se-
condes 220, 221. Cependant, l’application de cette méthode n’a de sens que pour 
des systèmes suffisamment sensibles pour donner assez de signal en un seul 
scan. De plus, cette technique souffre intrinsèquement d’un problème de sensi-
bilité, entre autre causé par l’imperfection des impulsions sélectives. Ces pro-
blèmes pourraient être résolus par la combinaison de la RMN « single-scan » 
avec des méthodes d’hyperpolarisation 222, 223. 

 

 
 

Figure  4-6. Echantillonnage utilisé par la RMN « single-scan ». (a) Le gradient 
d’acquisition est répété N2 fois. (b) A chaque répétition, un écho se forme (en 
noir, quand le gradient est positif, et en rouge quand le gradient est négatif) 
après un temps déterminé par le déplacement chimique du spin excité 1. Une 
transformation de Fourier le long de l’axe t2 permet d’obtenir le déplacement 
chimique du spin 2. Illustration inspirée de la référence 215. 

 
La RMN ultrafast a également été implémentée en RMN en phase so-

lide 224. Dans ce cas, il est nécessaire de disposer d’une sonde possédant des 
bobines de gradients de champs. Cependant, ce gradient de champ doit être 
parfaitement aligné avec l’axe de rotation à l’angle magique afin d’éviter toute 
interférence entre les dépendances temporelles impliquées dans la manipula-
tion des gradients et des spins. Tout comme en solution, cette méthode souffre 
également d’un gros problème de sensibilité. 
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4.3 Accélération de l’acquisition d’un spectre multidimension-
nel : réduction du temps entre chaque scan 

 
Le temps laissé entre chaque scan lors d’une expérience de RMN peut 

être réduit de façon à diminuer le temps expérimental total, mais bien sou-
vent, ceci conduit à une perte en sensibilité. En effet, en fonction du temps de 
relaxation des spins considérés, ces derniers peuvent ne pas avoir le temps de 
récupérer leur aimantation d’équilibre lors du temps inter-scan. Au fur et à 
mesure des scans, il se met donc en place un phénomène de saturation. Ce-
pendant, il existe des méthodes spectroscopiques qui permettent de répéter 
plus rapidement les expériences sans compromettre leur sensibilité en RMN 
des solutions ou en phase solide. 

 

4.3.1  RMN en phase liquide 

 

4.3.1.1 Excitation via l’angle de Ernst 

 

Richard Ernst et ses collaborateurs ont réalisé qu’un angle de bascule 
de 90 degrés ne conduit pas nécessairement à la meilleure sensibilité par unité 
de temps 225. Une sensibilité maximale est obtenue quand la formule suivante 
est respectée : 
 

 
1

cos exp( )rec
Ernst

t

T
β = −  Equation  4-10 

 
où Ernstβ  est l’angle de bascule optimal. 

Cependant, dans le cas de séquences multidimensionnelles, il est sou-
vent difficile de mettre en place cette méthode, voire même impossible. La sé-
quence HMQC se prête néanmoins très bien à cette technique, ce qui a permis 
de développer la séquence « fast-HMQC » 182.  
 

4.3.1.2 Manipulation sélective d’un type de spins 

 
Il existe également des méthodes spectroscopiques qui permettent à 

l’aimantation de revenir plus rapidement à l’équilibre. Dans le cas des biomo-
lécules, l’amélioration de la relaxation longitudinale des protons a conduit au 
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développement de nombreuses séquences. Ces techniques se basent sur le phé-
nomène suivant : la récupération de l’aimantation d’un spin peut être sensi-
blement plus rapide après sa manipulation sélective. Prenons le cas d’une pro-
téine où les protons amides sont sélectivement manipulés. Le retour à 
l’équilibre de l’aimantation de ces protons se fait de façon bi-exponentielle, 
alors que le retour à l’équilibre après une manipulation large bande de tous les 
protons se comporte de façon mono-exponentielle. La première composante de 
la bi-exponentielle est caractérisée par une constante de temps très courte, ce 
qui permet à l’aimantation de revenir très rapidement à l’équilibre. Ce phé-
nomène a été attribué à de la relaxation croisée avec les protons aliphatiques. 
Il a été constaté que l’aimantation des protons aliphatiques s’écarte de 
l’équilibre à une vitesse comparable à celle de la composante rapide du retour 
à l’équilibre des protons amides. Ensuite, le retour à l’équilibre de 
l’aimantation des protons aliphatiques suit la même cinétique que la compo-
sante lente du retour à l’équilibre des protons amides. La composante rapide 
correspond à une rapide redistribution de l’énergie d’excitation via un méca-
nisme de relaxation croisée. Cette énergie est ensuite évacuée du système grâce 
aux groupements CH3 très mobiles. L’article de revue écrit par Paul Schanda 
décrit en détails ces mécanismes 178.  

La première séquence exploitant ce phénomène a été développée par 
Pervushin et al. 226. Les auteurs ont pu mettre en place une séquence de type 
TROSY, qui utilise les couplages scalaires afin de manipuler sélectivement les 
différents types de protons. D’autres séquences reposant sur ce phénomène ont 
également été proposées, mais dans ce cas, la séparation des spins en sous-
groupes a été effectuée grâce à l’application d’impulsions sélectives. C’est le 
cas des séquences flip-back HSQC et BEST par exemple 227, 228. Enfin, la sé-
quence SOFAST-HMQC combine l’utilisation de l’angle de Ernst avec 
l’application d’impulsions sélectives sur les protons amides 183, 229.  

Parmi les nombreuses applications de ces méthodes rapides, nous pou-
vons citer  le criblage de ligands se liant à des protéines 182, la mesure de cou-
plages dipolaires résiduels 230, le développement de séquences permettant 
d’attribuer les protéines 231, 232, l’étude du repliement d’une protéine 233, 234, 
l’étude d’assemblage de protéines à haute masse molaire 235, l’étude de l’ARN 
236 etc. 
 

4.3.2 RMN en phase solide 

 

En RMN en phase solide, des temps de plusieurs secondes sont souvent 
nécessaires entre chaque scan afin que (1) la sonde et l’échantillon ne chauf-
fent pas trop durant la durée totale de l’expérience et que (2) l’aimantation 



Chapitre 4 : Méthodes rapides d’acquisition de spectres par RMN 

 
 

 118 

ait le temps de revenir à son état d’équilibre. Cette période d’attente repré-
sente jusqu'à 95 % du temps passé sur un spectromètre. Il serait donc dans ce 
cas particulièrement intéressant de réduire ce délai entre chaque scan. Cepen-
dant, il est important de ne pas endommager la sonde et/ou l’échantillon et de 
conserver une bonne sensibilité. Pour cela, des techniques « basse puissance » 
ainsi que l’introduction d’ions paramagnétiques et la manipulation sélective de 
certains spins ont été proposées. Leur application, seule ou combinée, a mené 
à l’acquisition très rapide de spectres multidimensionnels.   
 

4.3.2.1 Séquences utilisant des blocs à champs rf basse puissance 

 

Afin d’obtenir des spectres haute résolution en RMN en phase solide, il 
est souvent nécessaire d’appliquer des séquences de découplage utilisant de 
hautes puissances (de l’ordre de 100 kHz) pendant de longues périodes (de 
l’ordre de plusieurs dizaines de millisecondes). Une telle irradiation peut pro-
voquer un échauffement de l’échantillon. Ceci est particulièrement vrai pour 
les échantillons hydratés et contenant de grandes quantités de sels. 
L’application de ce type de blocs peut également endommager la sonde. Ces 
raisons ont motivé la recherche de solutions alternatives. Parmi celles-ci, le 
développement de blocs de découplage « basse puissance » a permis de réduire 
considérablement la quantité de chaleur apportée à l’échantillon par irradia-
tion, ces blocs pouvant donc être appliqués pendant plus longtemps. Cepen-
dant, l’efficacité des blocs de découplage « basse puissance » ne peut concur-
rencer celle des séquences de découplage « haute puissance » qu’à des vitesses 
de rotation à l’angle magique supérieures à 40 kHz 237, régime appelé « ultra-
fast MAS » 24, 25. Ces vitesses de rotation très élevées ont été rendues possibles 
par l’introduction de rotors ayant un diamètre de l’ordre de 1,3 mm. Différen-
tes séquences de découplage ont été testées dans un régime basse puissance 
(CW 237, 238, XiX 239, TPPM 240). La polarisation croisée classique nécessitant 
également des champs rf haute puissance, des variantes de la CP utilisant 
uniquement des basses puissances ont aussi été développées (« Band-selective 
CP » 241, « SOCP » 242, « MOD-CP » 243). L’introduction de toutes ces techni-
ques a conduit à la mise en place de séquences utilisant uniquement des blocs 
« basse puissance » 244, 245. Récemment, Lyndon Emsley et son équipe ont ap-
pliqué ces techniques à une protéine paramagnétique (Cf. paragraphe suivant), 
ce qui leur a permis de réduire le temps entre chaque scan à 500 ms sans ris-
quer d’endommager la sonde ou l’échantillon tout en augmentant le signal-sur-
bruit par unité de temps 246. Des spectres de corrélation carbone-carbone ont 
pu être acquis sur moins d’un milligramme d’échantillon en 24 heures, à une 
vitesse de rotation à l’angle magique de 60 kHz. Il est à noter cependant que 
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la réduction du temps inter-scan est limitée par la valeur des constantes de 
temps de relaxation longitudinale des systèmes étudiés.  
 

4.3.2.2 Utilisation d’ions paramagnétiques 

 

Le dopage aux ions paramagnétiques permet de considérablement dimi-
nuer les constantes de temps de relaxation. Ce phénomène, mis en évidence 
par Nicolaas Bloembergen et Pierre-Gilles de Gennes dans des échantillons de 
cristaux ioniques 7, 8 et appelé PRE pour « Paramagnetic Relaxation Enhan-
cement », permet à la polarisation des atomes concernés de revenir plus rapi-
dement à l’équilibre. Il est donc possible de répéter plus rapidement les expé-
riences de CPMAS (cas des protons) et les expériences d’excitation directe 
(cas des autres noyaux) et d’augmenter ainsi le signal-sur-bruit par unité de 
temps de ces expériences.  

En 1981, McDowell et son équipe ont étudié l’effet du dopage aux ions 
paramagnétiques sur le spectre CPMAS de petites molécules organiques. Ils 
ont pu montré que l’introduction d’impuretés paramagnétiques, tout en dimi-
nuant les constantes de temps de relaxation longitudinale, ne modifie pas le 
déplacement chimique et n’élargit pas les raies des résonances des molécules 
étudiées 247.  

L’une des premières utilisations du dopage aux ions paramagnétiques 
tels que les ions cuivre (II) dans le cas de biopolymères date de 1998 et a per-
mis de réduire les constantes de temps de relaxation des protons lors 
d’expériences de type CPMAS sur des échantillons de peptides et de protéines 
étudiés dans des conditions cryogéniques, conditions dans lesquelles les cons-
tantes de temps deviennent démesurément importantes 248. 

L’effet du dopage paramagnétique sur la résolution et les constantes de 
temps de relaxation T1 des protons n’a été étudié plus profondément par Ishii 
et ses collaborateurs qu’en 2007 dans le cas d’échantillons de protéines micro-
cristallines à température ambiante 249. Les auteurs ont montré que la présence 
d’un agent relaxant, ici un complexe (Cu-EDTA), permet de réduire les cons-
tantes de temps de relaxation du proton d’un ordre de grandeur sans que la 
résolution des spectres ne soit affectée. Les auteurs montrent qu’en utilisant 
une vitesse de rotation à l’angle magique de 40 kHz et un découplage hétéro-
nucléaire constitué d’un train d’impulsions π moins demandant en puissance 
qu’un découplage de type TPPM, il est possible de réduire le temps inter-scan 
d’une expérience monodimensionnelle à 180 ms. La sensibilité de l’expérience 
CPMAS est augmentée d’un facteur ≈ 3, ce qui permet d’augmenter la vitesse 
d’acquisition des spectres par un facteur 8.  
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En 2007, et plus précisément en 2009, Ishii et ses collaborateurs ont 
proposé un mécanisme permettant d’expliquer comment la polarisation revient 
à l’équilibre plus rapidement dans le cas de protéines hydratées microcristalli-
nes 249, 250. Ces échantillons contenant une grande quantité d’eau et le complexe 
(Cu-EDTA) étant hydrophile, ce dernier peut atteindre la surface de la pro-
téine par diffusion. Les protons à la surface de la protéine voient alors leur 
constante de temps de relaxation diminuer. La polarisation que les protons de 
surface viennent de récupérer peut ensuite être transférée aux protons localisés 
au cœur de la protéine par un mécanisme de diffusion de spin.  

Bernd Reif et ses collaborateurs ont démontré en 2007 qu’il est possible 
de doper de la même manière des échantillons de protéines deutérées 251. Cette 
deutération leur a permis d’enregistrer des spectres de corrélation 1H-15N en 
l’absence de découplage hétéronucléaire, ce qui permet de réduire le temps en-
tre chaque scan sans risquer d’abimer la sonde. Ceci a également pour avan-
tage de limiter l’échauffement de l’échantillon et donc de le préserver. 
L’introduction de l’agent dopant leur a permis de réduire le temps entre cha-
que scan par un facteur 15. 

En 2010, cette même stratégie de dopage à des agents relaxants a été 
introduite à l’étude de protéines membranaires : le cuivre chélaté à l’EDTA 
est introduit dans une bicouche lipidique contenant la protéine étudiée 252. 

Cette méthode PRE utilisée en combinaison avec de hautes vitesses de 
rotation à l’angle magique, et donc des techniques de découplage basse puis-
sance (Cf. le paragraphe précédent) a été présentée et nommée PACC, pour 
« Paramagnetic relaxation-Assisted Condensed data Collection », par Ishii et 
ses collaborateurs 250. Ceci leur a permis d’accélérer l’acquisition de leurs don-
nées par un facteur 20 et d’enregistrer des spectres bidimensionnels sur des 
échantillons de fibrilles β-amyloïdes en une journée.  

Enfin, il y a quelques mois, Christopher Jaroniec et son équipe ont pro-
posé une combinaison (1) des techniques à très hautes vitesses et donc basse 
puissance avec (2) l’utilisation d’étiquettes paramagnétiques liées de façon co-
valente aux protéines étudiées.  
 

4.3.2.3 Utilisation d’impulsions sélectives 

 

Récemment, Glaubitz et ses collaborateurs ont proposé une méthode 
utilisant une manipulation sélective de certains carbones au sein d’un échantil-
lon uniformément marqué 253. Cette manipulation permet à l’aimantation des 
spins sélectivement excités de revenir plus rapidement à l’équilibre par un mé-
canisme de diffusion de spin (PDSD). Ceci permet de réduire le délai entre 
chaque scan et donc d’augmenter la vitesse d’acquisition des données. Cette 
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méthode se rapproche des techniques de type BEST en RMN des solutions. Le 
mécanisme de retour à l’équilibre a été baptisé RELOAD, pour « Relaxation 
Enhancement by a LOwer temperature of ADjacent spins ».  

Les auteurs ont mesuré les constantes de temps de relaxation du car-
bone par inversion-récupération lors de l’utilisation d’une impulsion large 
bande ou d’une impulsion sélective. Ils ont pu constater une diminution de ces 
constantes par un facteur 100 dans le deuxième cas. Ils ont en effet enregistré 
des constantes de temps d’environ 10 ms après application d’une impulsion 
sélective.   

L’effet RELOAD a été implémenté dans une expérience 1D de type 
CPMAS : une étape de polarisation croisée est utilisée pour augmenter la po-
larisation des atomes de carbones. Cette étape est suivie par une impulsion de 
90 degrés sur la voie carbone permettant de stocker l’aimantation des carbo-
nes le long de Z. Enfin, une impulsion sélective de 90 degrés est appliquée 
avant l’acquisition du signal. Un délai dREL, de l’ordre de quelques centaines de 
millisecondes, pendant lequel il n’y a pas de découplage est introduit afin de 
permettre à l’aimantation du spin sélectivement excité de revenir plus rapide-
ment à l’équilibre par PDSD. NREL scans sont enregistrés avant qu’un nouveau 
délai dREC, de l’ordre de la seconde, soit introduit afin de limiter les effets 
d’échauffement dus au découplage (Cf. Figure  4-7).  

 

 
 

Figure  4-7. Séquences (a) 1D CPMAS et (b) 2D PDSD modifiées de façon à inté-
grer l’effet RELOAD. 

 
L’effet RELOAD a également été introduit dans une séquence de type 

PDSD et a permis l’enregistrement de spectres 2D (corrélation CO-CO, Cα-Cα 
et CO-Cα) sur le tripeptide MLF en 3 heures au lieu des 36 qui auraient été 
nécessaires à l’enregistrement du spectre à large fenêtre spectrale sans 
l’utilisation d’impulsions sélectives.   
 

Afin de trouver une solution au problème de sensibilité rencontré en 
RMN en phase solide, nous nous sommes également intéressés à la façon dont 
l’application d’impulsions sélectives sur les carbones peut significativement 



Chapitre 4 : Méthodes rapides d’acquisition de spectres par RMN 

 
 

 122 

accélérer le retour à l’équilibre de l’aimantation dans des échantillons complè-
tement marqués. Notre étude de ce phénomène, réalisée en parallèle de celle 
de Glaubitz, est relatée et comparée à la méthode RELOAD dans le chapitre 
suivant. 



 

 

Chapitre 5 

 
Impact des impulsions sélectives sur le retour à 
l’équilibre de l’aimantation des carbones en RMN 
en phase solide 
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5. Impact des impulsions sélectives sur le retour à 
l’équilibre de l’aimantation des carbones en 
RMN en phase solide 

 
Dans ce chapitre, nous étudions l’effet de la manipulation sélective des 

atomes de carbone sur leur retour à l’équilibre dans des échantillons unifor-
mément marqués. Le fait de choisir de manipuler sélectivement ces atomes au 
lieu des protons a été motivé par deux aspects. Tout d’abord, les couplages 
dipolaires importants entre les protons rend l’utilisation d’impulsions sélecti-
ves impossible en RMN en phase solide, sauf peut être quand 
l’expérimentateur a à sa disposition des sondes « ultrafast », permettant une 
vitesse de rotation à l’angle magique de l’ordre de 60 kHz. De plus, dans le cas 
de peptides ou protéines complètement marqués en carbone 13, le nombre de 
protons par atome de carbone n’est pas suffisamment important pour attein-
dre le gain en sensibilité théorique maximal apportée par la polarisation croi-
sée 254, 255. Dans de tels échantillons, le gain maximal apporté par la CP n’est 
que de 2,4 environ. L’accélération du retour à l’équilibre de l’aimantation des 
carbones peut donc rendre les méthodes d’excitation directe compétitives par 
rapport aux méthodes CPMAS.      
 

5.1 Cas d’une molécule modèle : l’histidine 

 

5.1.1 Préparation et attribution de l’histidine 

 
Dans un premier temps, nous nous somme intéressés à une molécule 

modèle : l’histidine complètement marquée. Les atomes de cet échantillon pos-
sédant des constantes de temps de relaxation très longues, nous avons com-
mencé par le doper aux ions Cu(II). Pour cela, la L-histidine uniformément 
enrichie en carbone 13 et azote 15, achetée chez Cambridge Isotope Laborato-
ries, a été recristallisée dans une solution de CuCl2 à 0,9 mM. Après cristalli-
sation, un mélange de deux formes cristallines a été obtenu dans des propor-
tions différentes. Ces deux formes seront appelées formes A et B de l’histidine 
dans la suite de ce chapitre. Afin d’attribuer les résonances de ces deux formes 
cristallines, nous avons enregistré un spectre de résonance du carbone par po-
larisation croisée (Cf. Figure  5-1). 
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Figure  5-1. Spectre 1D de résonance du carbone de l’acide aminé [U-13C, 15N]-
histidine. La nomenclature IUPAC a été utilisée pour la numérotation des carbo-
nes de la molécule. Les deux formes cristallines présentes dans l’échantillon ont 
été arbitrairement appelées A et B. Le spectre a été enregistré sur un spectromè-
tre Bruker équipé d’une sonde double-résonance 2,5 mm avec ωΗ/2π = 400 MHz 
et ωr/2π = 30 kHz. La température au sein de l’échantillon était de 293 K (gaz 
« bearing » à 268 K). Le temps d’acquisition était de 45 ms. Le transfert de pola-
risation du proton au carbone a été réalisé grâce à une étape de polarisation croi-
sée caractérisée par un temps de contact de 1 ms et par une force de champ rf 
moyen sur la voie proton de 90 kHz et sur la voie carbone de 60 kHz. Une rampe 
de puissance a été appliquée sur le canal proton 256. Pendant l’acquisition, du dé-
couplage hétéronucléaire de type SPINAL 127 a été utilisé, à une force de champ 
rf de 150 kHz. Les impulsions rf sur la voie proton ont été effectuées au même 
champ. 80 scans ont été accumulés. Le temps entre chaque scan était de 5 s.  

 
Nous avons également enregistré des spectres de corrélation carbone-

carbone de type PDSD. Ces expériences nous ont permis de différencier de 
manière incontestable les systèmes de spins de la forme A et de la forme B 
(Cf. Figure  5-2). En effet, lors d’une expérience PDSD, l’aimantation initiale-
ment acquise par les spins lors de la phase d’excitation est distribuée pendant 
la période de mélange. A vitesse de rotation à l’angle magique modérée, si le 
temps de mélange est court, l’aimantation sera distribuée uniquement aux 
plus proches voisins. En revanche, si le temps de mélange est long, comme 
dans notre exemple, l’aimantation pourra être distribuée à tous les spins de la 
molécule, même ceux situés les plus loin. L’aimantation sera cependant beau-
coup plus difficilement distribuée à des spins appartenant à une autre molé-
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cule, et donc à une molécule possédant une autre forme cristalline, les distan-
ces entre les spins devenant trop importantes pour qu’un recouplage efficace 
ait lieu entre eux. Sur le spectre 2D, le système de spins de la forme A est re-
présenté en bleu et celui de la forme B en rouge. 
 

 
 

Figure  5-2. Spectre de corrélation carbone-carbone de type PDSD de l’acide ami-
né [U-13C, 15N]-histidine. Les pics correspondants à la forme A sont en bleu et 
ceux correspondants à la forme B sont en rouge. Le spectre a été mesuré sur un 
spectromètre Bruker équipé d’une sonde double-résonance 4 mm avec ωΗ/2π = 
400 MHz et ωr/2π = 9 kHz. La température au sein de l’échantillon était de 293 
K (gaz « bearing » à 283 K). Le transfert de polarisation du proton au carbone a 
été réalisé grâce à une étape de polarisation croisée, caractérisée par un temps de 
contact de 1000 µs, une force de champ rf moyen sur la voie proton de 61 kHz et 
sur la voie carbone de 52 kHz. Une rampe de puissance a été appliquée sur le ca-
nal proton 256. Les impulsions rf large bande sur la voie carbone ont été effectuées 
à un champ de 52 kHz également. Pendant l’évolution et l’acquisition, du décou-
plage hétéronucléaire de type SPINAL 127 a été utilisé, à une force de champ rf de 
90 kHz. Les impulsions rf sur la voie proton ont été effectuées au même champ. 
Les impulsions rf large bande sur la voie carbone ont été effectuées à un champ 
de 57 kHz. La fenêtre spectrale était de 30 kHz dans la dimension directe et de 
22 kHz dans la dimension indirecte. Le temps de mélange PDSD était de 100 ms. 
Les temps d’acquisition étaient de 30 ms dans la dimension directe et de 20 ms 
dans la dimension indirecte. 8 scans ont été accumulés après 4 « dummy » scans. 
Une détection quadrature de type States-TPPI a été utilisée 128. Le temps entre 
deux scans était de 4,8 s, conduisant à un temps expérimental total de 10 h. Une 
fenêtre d’apodisation de type exponentielle de 0,3 Hz a été appliquée dans la di-
mension indirecte.  
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L’attribution des formes de l’histidine est donnée dans la Table  5-1. 
L’identification des deux histidines A et B reste encore quelque peu mysté-
rieuse. Nous avons proposé que ces deux formes de l’acide aminé obtenues 
soient deux formes cristallines différentes pendant l’étape de recristallisation, 
ce qui pourrait expliquer leur proportion différente. Les déplacements chimi-
ques que nous avons enregistrés correspondent à ceux référencés par Kimura 
et al. pour la forme A 257 et Ye et al. pour la forme B 175. Cependant, Piotr 
Tekely, lors de la publication de notre article, nous a fait part de son opinion : 
selon lui, les deux formes de l’histidine que nous observons correspondent à 
deux formes différemment protonées LH2 (notre forme B) et LH (notre forme 
A) de l’histidine. Piotr Tekely a appuyé son argumentation sur l’un de ses ar-
ticles où il avait étudié les différentes formes acido-basiques de l’histidine 258. 
La différence de déplacements chimiques observée entre ceux que nous avons 
recensés et ceux indiqués dans sa publication pourrait s’expliquer par le carac-
tère amorphe de ses échantillons et par le caractère cristallin du nôtre. Ce 
point de vue est très intéressant et remet en question notre supposition. Nous 
n’avons pas eu l’occasion de procéder à d’autres expériences afin de détermi-
ner la véritable nature de ces formes distinctes de l’histidine, ce qui est regret-
table. Cependant, nous ne pensons pas que cela ait un impact sur les interpré-
tations de nos données à suivre dans ce chapitre. En effet, le retour de 
l’aimantation après une impulsion sélective est comparé au retour de 
l’aimantation après une manipulation large-bande des spins de la même es-
pèce.  

 

Déplacements chimiques du carbone 13 / ppm 
 

C=O C2 C4 C5 Cα Cβ 

Histidine-A 175,2 135,2 137,2 113,3 57,0 26,5 
Histidine-B 172,5 135,9 127,7 118,8 53,9 26,5 

 

Table  5-1. Valeurs expérimentales des déplacements chimiques des résonances du 
carbone 13 des formes A et B de l’histidine. Les valeurs des déplacements chimi-
ques sont calibrées indirectement en utilisant la résonance du carbonyle de la gly-
cine référencée à 176,45 ppm par rapport au SDS. 
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5.1.2 Mesure des constantes de temps de relaxation non-sélectives à basse 

vitesse de rotation à l’angle magique 

 
Dans le cas d’échantillons uniformément marqués, la relaxation longi-

tudinale de l’aimantation des protons et des carbones n’est pas seulement dic-
tée par la modulation incohérente des interactions anisotropes causées par la 
dynamique moléculaire mais aussi par des mécanismes déterministes à multi-
ples spins tels que la diffusion de spin. Nous proposons donc d’appeler les 
constantes de temps de relaxation apparentes 1T ∗ , en analogie au 2T ∗  utilisé en 

RMN en phase solide pour décrire la décroissance de l’induction libre (ou FID) 
apparente. Nous préférons réserver la nomenclature T1 po ur la 
relaxation induite uniquement par la dynamique moléculaire. 

 

 
 

Figure  5-3. Séquences d’impulsions permettant de mesurer par des méthodes 

d’inversion-récupération (a) les constantes de temps 1HT ∗ , ainsi que les constantes 

1CT ∗  (b) non-sélectives et (c) sélectives. Les impulsions de 90 et 180 degrés sont 

représentées respectivement par les barres verticales noires et blanches. Les cy-
clages de phase utilisés sont les suivants : (a) Φ1 = x, -x ; Φ2 = y, y, -y, -y ; Φ3 = 

x ; Φ4 = x, x, x, x, -x, -x, -x, -x, y, y, y, y, -y, -y, -y, -y ;  Φrec = x, x, -x, -x, -x, -

x, x, x, y, y, -y, -y, -y, -y, y, y.  (b) et (c) Φ1 = x, -x ; Φ2 = x, x, x, x, -x, -x, -x, 

-x, y, y, y, y, -y, -y, -y, -y ; Φ3 = x, x, -x, -x, -x, -x, x, x, y, y, -y, -y, -y, -y, y, 

y ; Φrec = x, x, x, x, -x, -x, -x, -x, y, y, y, y, -y, -y, -y, -y. 
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Dans le cas de l’histidine, nous avons dans un premier temps mesuré les 
constantes de temps de relaxation longitudinale apparentes non sélectives des 
protons 1HT ∗  et des carbones *

1CT  à 9 kHz de vitesse de rotation à l’angle magi-

que. Les constantes de temps *
1HT  ont été mesurées indirectement via les car-

bones. La séquence commence par une inversion des spins des protons, suivie 
par un délai invτ  pendant lequel les spins reviennent à leur état d’équilibre li-

brement. L’aimantation persistant à la fin de ce délai est détectée via une 
étape de CP classique (Cf. Figure  5-3 (a)). Les constantes de temps *

1CT  sont 

mesurées grâce à une séquence d’inversion-récupération où les carbones sont 
tout d’abord inversés puis laissés librement revenir à l’équilibre. L’aimantation 
résultante est détectée par une impulsion de 90 degrés. Un écho de type τ-π-τ, 
où le délai τ est égal à une période de rotation en présence de découplage a été 
ajouté avant la détection de façon à éliminer le signal résiduel de la sonde (Cf. 
Figure  5-3 (b)). La séquence d’inversion-récupération est préférée à la méthode 
de Torchia 259, qui permet d’enregistrer des courbes de décroissance exponen-
tielle. Dans le cas d’une polarisation non-uniforme des différents atomes de 
carbones après l’étape de CP, le début des courbes de décroissance mesurées 
par la méthode de Torchia est perturbé par des effets de diffusion de spins. 

Les constantes de temps de relaxation *
1HT  et *

1CT  ont pu être extraites 

des courbes d’inversion-récupération en ajustant les aires ou les intensités du 
signal en fonction du temps de récupération grâce au logiciel Origin7.5 et à 
l’équation suivante : 

 

 
=
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 Equation  5-1 

 
où A  est le facteur de qualité de l’inversion, qui doit être proche de 2 et nB  le 

coefficient normalisé des différentes composantes exponentielles ( 1nB =∑ ). 

Dans le cas des expériences non-sélectives, toutes les courbes de relaxation ont 
pu être ajustées avec une équation mono-exponentielle (i=1) sauf dans le cas 
des résonances d’un aromatique et des carbones Cβ, qui sont une superposition 
de pics correspondant aux deux formes cristallines (Cf. Figure  5-4, courbes 
bleue et verte).  

Comme la diffusion de spin entre les protons mais aussi entre les carbo-
nes moyenne les temps de relaxation au sein de la molécule, les constantes de 
temps de relaxation *

1HT  et *
1CT  sont très similaires pour des noyaux apparte-

nant à la même forme cristalline de l’histidine. Nous avons pu constater que 
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les constantes de temps de relaxation apparentes sont plus petites pour la 
forme A. Elles sont de 0,7 s et 30 s pour *

1HT  et *
1CT , respectivement. Celles de 

la forme B sont de 3,6 s et 84 s. Il est possible que cette différence provienne 
du fait que les ions paramagnétiques Cu2+ co-cristallisent uniquement avec la 
forme A. Ceci pourrait également expliquer pourquoi la résolution des réso-
nances de la forme A est un petit peu moins bonne que celle des résonances de 
la forme B (Cf. Figure  5-1). Au vu de la différence de plus d’un ordre de 
grandeur entre les constantes de temps de relaxation des protons et des car-
bones, il semble évident que la polarisation croisée, en plus du gain en sensibi-
lité inhérent à cette technique, est beaucoup plus efficace que l’excitation di-
recte large bande des carbones dans le cas d’un solide rigide, puisqu’il est pos-
sible en utilisant cette première technique de répéter plus souvent l’expérience 
sans compromettre sa sensibilité.  

 

 
 

Figure  5-4. Courbes de récupération de l’aimantation après inversion de 
l’aimantation des protons de la forme B (carré vert), des carbones de la forme B 
de façon non-sélective (triangles bleus) et du CO de la forme B de façon sélective 
(losanges roses) à 9 kHz de vitesse de rotation à l’angle magique. Les courbes 
sont des ajustements des données expérimentales par une fonction mono- (cour-
bes bleue et verte) ou bi-exponentielle (courbe rose) de l’équation 5-1. Les expé-
riences d’inversion-récupération ont été enregistrées dans les mêmes conditions 
que l’expérience décrite en Figure  5-2 sauf pour les paramètres décrits ci-dessous. 
L’impulsion sélective, de type Iburp-1, a été créée de façon à n’exciter que les ré-
sonances des carbonyles (dans ce cas). Sa durée était de 4500 µs. 8 scans ont été 
accumulés après 8 « dummy » scans. Le temps entre chaque scan a été calculé de 
façon à valoir entre 5 et 7 fois la valeur de la composante lente des constantes de 
relaxation sélectives, soit 25 s dans le cas des expériences commençant par une 
étape de CPMAS, 450 s dans le cas des expériences non-sélectives et 300 s dans 
le cas des expériences sélectives. 
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5.1.3 Mesure des constantes de temps de relaxation sélectives à basse vitesse 

de rotation à l’angle magique 

 
Nous avons pu remarquer que l’inversion sélective de l’aimantation de 

l’un des carbones de l’histidine entraîne un comportement complètement diffé-
rent de la relaxation longitudinale. La courbe de récupération d’aimantation 
après inversion sélective de la résonance du carboxyle de la forme B est repré-
sentée en Figure  5-4 (courbe rose) et en Figure  5-5 (a). Le même comporte-
ment a pu être observé pour toutes les autres résonances de l’histidine après 
avoir été sélectivement inversées (Cf. Equation 5-1, où i=2). Le retour à 
l’équilibre après inversion sélective a lieu nettement de façon bi-exponentielle. 
La composante rapide est de l’ordre de 1 à 20 ms, selon la résonance qui est 
inversée (les valeurs exactes sont données dans la Table  5-2). 
 
 

 A-CO B-CO B-C4 B-C5 A-Cα B-Cα AB-Cβ 

9 kHz MAS 20,9 19,1 1,5 2,2 8,1 6,6 2,7 
30 kHz MAS 3936 11 007 34,2 41,0 63,1 41,4 46,6 

 

Table  5-2. Composantes rapides T1C
*  en ms pour les différentes résonances de 

l’histidine. 

 
Cette composante est très importante puisqu’elle permet de ramener à 

l’équilibre entre 70 et 80 pourcent de l’aimantation. Le mécanisme permettant 
cette récupération rapide de l’aimantation est attribué à la diffusion de spin 
entre carbones utilisant les protons (ou zero-quantum Proton-Driven Spin-
Diffusion, PDSD). En effet, si seulement l’un des spins est inversé, une diffé-
rence de polarisation est créée entre le spin inversé et ses voisins. Pendant le 
temps de récupération, la diffusion de spin va permettre de rééquilibrer 
l’aimantation parmi tous les spins de carbone avant qu’ils ne relaxent ensem-
ble jusqu’à l’équilibre. Cet effet a déjà pu être observé il y a quelques années 
dans le cas de polymères en abondance naturelle 260. La rééquilibration de 
l’aimantation est également visible pour les résonances non inversées de 
l’histidine, qui présentent toutes une diminution rapide de leur aimantation 
longitudinale avant de retourner à l’équilibre (Cf. Figure  5-5 (b)). Le temps 
pendant lequel cette diminution a lieu est environ le même que celui pendant 
lequel l’aimantation du spin inversé revient très rapidement à l’équilibre 
(grâce à la composante rapide). Ce temps correspond aussi au temps de mon-
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tée en polarisation des pics de corrélation observables sur un spectre PDSD 
carbone-carbone en deux dimensions. La thèse du retour à l’équilibre plus ra-
pide via un mécanisme de PDSD est également étayée par le fait que la mani-
pulation d’un spin de la forme A n’entraîne aucune modification 
de l’aimantation des spins de la forme B.  

Les valeurs de la composante la plus lente obtenues après inversion sé-

lective sont comparées aux constantes de temps T1C
*  non-sélectives pour les dif-

férentes résonances de l’histidine sur la Figure  5-6 (a). Les données montrent 
que même la composante lente est significativement plus rapide que les cons-
tantes de temps non-sélectives, et ce pour toutes les résonances. Elle reste ce-
pendant plus lente que les constantes de temps de relaxation du proton (Cf. 
Figure  5-6 (a)). Cet aspect est discuté un peu plus loin. 
 
 

 
 

Figure  5-5. Courbes de récupération de l’aimantation après inversion sélective de 
la résonance du carboxyle de la forme B de l’histidine à 9 kHz MAS. Evolution 
du signal (a) de la résonance du carboxyle inversée (carrés bleus) et (b) du Cα 
(triangles vert clair), du Cββββ (triangles oranges), du C4 (carrés vert foncé), du C5 
(cercles bleu-vert) et du C2 (cercles rouges) de la forme B. Sur la figure (a), la 
courbe est un ajustement par la fonction bi-exponentielle de l’équation 5-1 des 
données expérimentales. Dans le cas de (b), l’encart est un zoom des courbes 
pour des temps de récupération très courts. Dans ce cas, les courbes sont des in-
terpolations des points expérimentaux. Les expériences d’inversion-récupération 
ont été enregistrées dans les mêmes conditions que l’expérience décrite en Figure 
 5-4. 
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5.1.4 Mesure du signal sur bruit par unité de temps à basse vitesse de rota-

tion à l’angle magique 

 
Afin d’estimer si les expériences basées sur une excitation sélective des 

carbones peuvent concurrencer celles basées sur la polarisation croisée, les 
courbes théoriques de signal sur bruit par unité de temps ont été calculées en 
utilisant l’équation suivante 229: 

 

 η
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 Equation  5-2 

 
pour les expériences de polarisation croisée, d’excitation directe du carbone 
large bande et sélective. Comme défini dans le chapitre précédent, scanT  est le 

temps total nécessaire à la réalisation d’un scan et rect  est le délai pendant le-

quel les spins peuvent récupérer leur aimantation. Dans le cas d’expériences 
non-sélectives, rect  est donc la somme du délai entre chaque scan et du temps 

d’acquisition. Dans le cas d’expériences sélectives, deux composantes contri-
buent à la relaxation, comme nous venons de le voir. La composante rapide, 
qui est attribuée à la diffusion de spins, ne devient active qu’en l’absence de 
découplage. Dans ce cas, seul le temps entre chaque scan est pris en compte 
dans rect . Pour la composante lente, rect  est défini de la même manière que 

dans le cas d’expériences non-sélectives. nB  est le coefficient normalisé tiré de 

l’équation 5-1. Le facteur de gain η  prend en compte l’augmentation en sensi-

bilité apportée par la CP par rapport à des expériences d’excitation directe. 
Ce facteur est donc fixé à 1 dans le cas d’expériences d’excitation directe et 
peut atteindre 2,4 dans le cas d’expériences CPMAS appliquées sur des échan-
tillons d’acides aminés ou de protéines complètement marqués 254, 255. Dans 
chaque cas, η  est ajusté en fonction des points expérimentaux. 

Ces courbes théoriques du signal sur bruit par unité de temps sont visi-
bles sur la Figure  5-6 (b) et (c) dans le cas des résonances du carboxyle et du 
Cα de la forme B de l’histidine, respectivement, ainsi que les différents points 
expérimentaux enregistrés. Ces points expérimentaux suivent parfaitement les 
courbes calculées dans le cas des expériences de polarisation croisée et 
d’excitation directe large bande. Dans le cas des expériences utilisant des exci-
tations sélectives, la sensibilité maximale théorique devrait être obtenue pour 
des délais inter-scan très courts (Tscan < 1 s). Cependant, cela n’a pu être véri-
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fié expérimentalement que lorsque peu de scans ont été accumulés. Les points 
expérimentaux correspondants sont représentés par des croix (×) sur la Figure 
 5-6 (b) et (c) et ont été enregistrés après 2 « dummy » scans et 2 scans seu-
lement. Quand plus de « dummy » scans ont été utilisés afin d’atteindre un 
état de quasi-équilibre, la sensibilité s’est révélée bien moindre pour des délais 
inter-scans très courts. Les points expérimentaux correspondants sont repré-
sentés par des signes plus (+) sur la Figure  5-6 (b) et (c) et ont été enregistrés 
après 32 dummy scans. Cette perte de sensibilité est le résultat de la lente dé-
polarisation des spins de carbone non excités. Ils seront appelés par la suite 
« bain de carbones ». En effet, pendant le premier scan, une partie de la pola-
risation des spins à l’équilibre est transférée au spin excité, ce qui permet une 
récupération plus rapide de son aimantation. Quand le temps entre deux scans 
est plus court que le temps nécessaire aux spins non-excités pour revenir à 
l’équilibre, une dépolarisation du bain de carbones est observée lors des scans 
suivants. La contribution de la diffusion de spin à la relaxation longitudinale 
est en conséquence amoindrie et donc la sensibilité de l’expérience réduite. Il 
en découle que, dans le cas où la valeur de la vitesse de rotation à l’angle ma-
gique est plutôt faible, les expériences basées sur des excitations sélectives ne 
peuvent concurrencer les expériences de polarisation croisée que pour des 
temps inter-scans très courts et uniquement si le bain de carbones non-excités 
est assez important et relaxe à une échelle de temps comparable à celle du 
temps de répétition de l’expérience.  

Cependant, il n’est pour le moment possible de répéter très rapidement 
les expériences sans endommager la sonde ou l’échantillon qu’en utilisant des 
séquences « basse puissance », qui vont de paire avec de très hautes vitesses 
de rotation à l’angle magique. Comme nous n’avons pas l’équipement spécifi-
que, nous avons commencé par répéter les expériences d’inversion-récupération 
à une vitesse de rotation à l’angle magique de 30 kHz. 
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Figure  5-6. (a) Constantes de temps de relaxation longitudinales apparentes *
1T  

mesurées sur l’histidine par inversion-récupération à 9 kHz de vitesse de rotation 

à l’angle magique après une étape de polarisation croisée ( *
1HT , barres vertes), 

après excitation directe large bande ( *
1CT , barres bleu clair et bleu foncé pour les 

formes A et B de l’histidine, respectivement) et après excitation sélective ( *
1CT , 

barres rouges). Dans le cas des *
1CT  sélectifs, seule la composante longue de la 

courbe bi-exponentielle est représentée. Les barres d’erreur indiquent l’erreur 
standard lors de la détermination expérimentale des constantes de temps.  (b) et 
(c) Signal sur bruit par unité de temps (S/N)t calculé et expérimental en fonction 

du temps Tscan consacré à chaque scan pour (b) la résonance du carboxyle et (c) 
la résonance du Cα de la forme B de l’histidine à 9 kHz de vitesse de rotation. Les 
lignes pleines représentent les courbes numériques calculées grâce à l’équation 5-2 

en utilisant les valeurs expérimentales de *
1T  données dans la Table  5-2 pour les 

expériences de polarisation croisée (vert), d’excitation directe large bande (bleu), 
et d’excitation sélective (rouge). Le facteur de gain apporté par la polarisation 
croisée ηηηη est choisi de façon à ajuster au mieux les points expérimentaux. Il est 
de 2,2 sur le graphe (b) et de 1,65 sur le graphe (c). Les courbes théoriques sont 
comparées aux points expérimentaux enregistrés par polarisation croisée (carrés 
verts), excitation directe large bande (triangles bleus) et excitation sélective 
(croix noires et signes plus rouges). Pour chaque point expérimental, 8 scans pré-
cédés de 32 dummy scans ont été accumulés, sauf pour les valeurs expérimentales 
représentées par une croix noire où seulement 2 scans après 2 dummy scans ont 
été enregistrés. Les expériences ont été enregistrées dans les mêmes conditions 
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que l’expérience décrite en Figure  5-2 sauf pour les paramètres décrits ci-dessous. 
Le transfert de polarisation du proton au carbone a été réalisé grâce à une étape 
de polarisation croisée, caractérisée par un temps de contact de 2 ms et par une 
force de champ rf moyen sur la voie proton de 63 kHz et sur la voie carbone de 
54 kHz. Une rampe de puissance a été appliquée sur le canal proton 256. Les im-
pulsions rf large bande sur la voie carbone ont été effectuées à un champ de 54 
kHz également. Les impulsions sélectives, de type Iburp-1 pour les inversions et 
de type Eburp-2 pour les excitations, ont été créée de façon à n’exciter qu’un 
type de résonance à la fois (carbonyles, aromatiques, Cα ou Cβ). Leur durée était 
de 3,75 à 10 ms pour les inversions et de 2 ms pour les excitations.  

 

5.1.5 Mesure des constantes de temps de relaxation à haute vitesse de rota-

tion à l’angle magique 

 
Une fois encore, dans ce régime, l’aimantation après une expérience de 

polarisation croisée ou d’excitation directe large bande revient à l’équilibre en 
suivant une mono-exponentielle. Malgré des constantes de temps différentes, 
les courbes obtenues sont similaires qualitativement à celles enregistrées à 9 
kHz de vitesse de rotation (Cf. Figure  5-4). Les valeurs moyennes des constan-
tes de temps de relaxation longitudinale du proton *

1HT  sont de 0,9 s et 3,4 s 

pour la forme A et B de l’histidine, respectivement. Les constantes de temps 
du carbone *

1CT  sont de 60 s pour la forme A et de 99 s pour la forme B. 

Comme les couplages dipolaires sont mieux moyennés à 30 kHz de vitesse de 
rotation, ces valeurs moyennes ainsi que les variations autour d’elles sont plus 
importantes qu’à 9 kHz de vitesse de rotation. Notamment, la constante de 
temps des carbones de la forme A est beaucoup plus importante, ceci étant 
probablement dû au fait que les couplages dipolaires avec le spin électronique 
de l’ion Cu2+ paramagnétique sont mieux moyennés, ion qui devient de ce fait 
un moins bon agent de relaxation (Cf. Figure  5-8 (a)).  

Après inversion sélective, la récupération de l’aimantation du carbone 
est qualitativement la même qu’à 9 kHz de vitesse de rotation. Elle a égale-
ment lieu en deux temps, décrits par une composante rapide et une compo-
sante lente (Cf. Figure  5-7). La composante rapide est cependant beaucoup 
plus lente qu’à 9 kHz de vitesse de rotation, particulièrement dans le cas des 
carbones des carboxyles (Cf. Table  5-2). Nous avons pu également observer 
que seuls les spins de carbone ayant un déplacement chimique proche de celui 
du spin inversé contribuent au mécanisme de diffusion de spin permettant la 
récupération plus rapide de son aimantation. Les autres spins peuvent égale-
ment transférer une partie de leur aimantation mais à une échelle de temps 
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plus longue. Ceci est illustré sur la Figure  5-7. Après inversion sélective du Cα 
de la forme B, le carbone β, le plus proche en déplacement chimique, présente 
une diminution rapide de son aimantation longitudinale avant de retourner 
à l’équilibre. Les autres spins, avec lesquels la différence de déplacement chi-
mique est plus importante, présentent une diminution moindre et beaucoup 
plus lente de leur aimantation longitudinale. Les aimantations des spins ap-
partenant à la forme A ne sont pas modifiées.  
 

 
 

Figure  5-7. Courbes de récupération de l’aimantation après inversion sélective de 
la résonance du Cα de la forme B de l’histidine à 30 kHz MAS. Evolution du si-
gnal (a) de la résonance du Cα inversée (triangles vert clair) et (b) du carboxyle 
(carrés bleus), du C2 (cercles rouges), du C4 (carrés vert foncé), du C5 (cercles 
bleu-vert) et du Cββββ (triangles oranges) de la forme B. Les expériences d’inversion-
récupération ont été enregistrées dans les mêmes conditions que l’expérience dé-
crite en Figure  5-1 sauf pour les paramètres décrits ci-dessous. La force de champ 
rf de découplage était de 120 kHz. Les impulsions rf large bande sur la voie car-
bone ont été effectuées à un champ de 55 kHz. L’impulsion sélective, de type 
Iburp-1, a été créée de façon à n’exciter que les résonances des Cα (dans ce cas). 
Sa durée était de 4 ms. Le temps entre chaque scan était de 125 s, soit environ 5 
fois la valeur de la composante lente des constantes de relaxation sélectives.  

 
Ces observations montrent à nouveau que la diffusion de spin est moins 

efficace à haute vitesse de rotation. Cependant, même à 30 kHz de vitesse de 
rotation, la composante lente de la récupération d’aimantation après inversion 
sélective est beaucoup plus rapide que la constante de temps des carbones 
après une excitation large bande (Cf. Figure  5-8 (a)).  
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5.1.6 Mesure du signal sur bruit par unité de temps à haute vitesse de rota-

tion à l’angle magique 

 
Les courbes de signal sur bruit par unité de temps (S/N)t calculées 

grâce aux *
1T  mesurés et à l’équation 1-12 sont comparées sur la Figure  5-8 

(b) et (c) pour les expériences de polarisation croisée, d’excitation directe large 
bande et d’excitation sélective à 30 kHz de vitesse de rotation. Malgré la dif-
fusion de spin moins efficace, la sensibilité par unité de temps de l’expérience 
d’excitation sélective surpasse en théorie celle de la polarisation croisée pour 
des temps de répétition de l’expérience très courts (Tscan < 1 s) dans le cas des 
Cα (Cf. Figure  5-8 (c)). Cependant, expérimentalement, parce que les coupla-
ges dipolaires sont mieux moyennés à 30 kHz de vitesse de rotation, le bain de 
carbones entourant le spin excité s’amoindrit. Ceci a pour conséquence que 
même après très peu de scans, nous avons pu observer une dépolarisation des 
spins à l’équilibre, et donc une perte de sensibilité comparée aux valeurs théo-
riques. Le comportement des carbones aromatiques est similaire à celui du Cα. 
Dans le cas des résonances des carboxyles, la diffusion de spin devient telle-
ment lente que théoriquement, même pour des temps de répétition très courts, 
l’excitation directe ne peut pas concurrencer la polarisation croisée (Cf. Figure 
 5-8 (b)).  

 
 
Ces résultats obtenus sur l’histidine suggèrent que malgré le retour à 

l’équilibre plus rapide de l’aimantation grâce à l’utilisation d’impulsions sélec-
tives, une telle approche ne semble pas très prometteuse pour le design de 
nouvelles séquences de RMN rapide dans le cas des solides cristallins. En effet, 
même s’il est possible de prédire que la sensibilité d’une expérience peut être 
significativement augmentée grâce à l’utilisation d’impulsions sélectives com-
binée à des temps de répétition d’expérience très courts, la dépolarisation du 
bain de carbones semble être une conséquence des longs temps de relaxation 
des spins constituant ce bain. Cependant, des temps de relaxation du carbone 
beaucoup plus courts peuvent être trouvés dans les échantillons biomoléculai-
res hydratés. Par conséquent, l’approche sélective peut être intéressante dans 
le but d’accélérer les expériences de RMN en phase solide biomoléculaire. Afin 
de vérifier cette hypothèse, nous avons étudié la sensibilité des expériences 
d’excitation sélective dans le cas de deux échantillons de protéines, MerP et 
YajG. 
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Figure  5-8. (a) Constantes de temps de relaxation longitudinales *
1T  mesurées sur 

l’histidine par inversion-récupération à 30 kHz de vitesse de rotation à l’angle 

magique après une étape de polarisation croisée ( *
1HT , barres vertes), après exci-

tation directe large bande ( *
1CT , barres bleu clair et bleu foncé pour les formes A 

et B de l’histidine, respectivement) et après excitation sélective ( *
1CT , barres rou-

ges). Dans le cas des *
1CT  sélectifs, seule la composante longue de la courbe bi-

exponentielle est représentée. Les barres d’erreur indiquent l’erreur standard lors 
de la détermination expérimentale des constantes de temps. (b) et (c) Signal sur 
bruit par unité de temps (S/N)t calculé et expérimental en fonction du temps 

consacré à chaque scan Tscan pour (b) la résonance du carboxyle et (c) la réso-
nance du Cα de la forme B de l’histidine. Les lignes pleines représentent les cour-
bes numériques calculées grâce à l’équation 5-2 en utilisant les valeurs expérimen-

tales de *
1T  données dans la Table  5-2 pour les expériences de polarisation croisée 

(vert), d’excitation directe large bande (bleu), et d’excitation sélective (rouge). 
Le facteur de gain ηηηη est de 0,82 sur le graphe (b) et de 2,1 sur le graphe (c). Les 
courbes théoriques sont comparées aux points expérimentaux enregistrés par po-
larisation croisée (carrés verts), excitation directe large bande (triangles bleus) et 
excitation sélective (croix noires et signes plus rouges). Pour chaque point expé-
rimental, 64 scans précédés de 32 « dummy » scans ont été accumulés, sauf pour 
les valeurs expérimentales représentées par une croix noire où seulement 2 scans 
après 2 « dummy » scans ont été enregistrés. Les expériences ont été enregistrées 
dans les mêmes conditions que l’expérience décrite en Figure  5-1 sauf pour les 
paramètres décrits ci-dessous. Le temps d’acquisition était de 30 ms. La force de 
champ rf de découplage était de 120 kHz. Les impulsions rf sur la voie proton ont 
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été effectuées au même champ. Les impulsions rf large bande sur la voie carbone 
ont été effectuées à un champ de 62 kHz. La durée des impulsions sélectives, de 
type Iburp-1 pour les inversions et de type Eburp-2 pour les excitations, a varié 
de 4 à 5 ms dans le cas des inversions et était de 1,23 ms pour l’excitation. Dans 
le cas des expériences d’inversion-récupération, le temps entre chaque scan était 
de 20 s dans le cas des expériences commençant par une étape de CPMAS, 600 s 
dans le cas des expériences non-sélectives et 125 s dans le cas des expériences sé-
lectives.  

 

5.2 Cas d’échantillons de protéines hydratées 

 

5.2.1 Préparation des échantillons 

 
La protéine MerP de Cupriavidus metallidurans uniformément enrichie 

en carbone 13 et azote 15 a été produite comme expliqué ci-dessous par les Dr. 
Beate Bersch et Jacques Covès de l’Institut de Biologie Structurale (IBS) à 
Grenoble. Le fragment d’ADN codant pour la partie cytoplasmique de MerP 
(résidus 20 à 91 de la séquence entière) a été amplifié par « Amplification en 
Chaîne par Polymérase » (ACP ou « Polymerase Chain Reaction », PCR) 
grâce aux amorces adéquates pour le sous-clonage dans le vecteur d’expression 
pET28a. L’authenticité de l’insert d’ADN généré par ACP a été confirmée par 
séquençage. Le plasmide résultant pET28a-MerPcyt a été utilisé pour trans-
former la bactérie hôte Escherichia coli BL21 (DE3) contenant l’ARN polymé-
rase T7. Les bactéries fraîchement transformées ont été cultivées en milieu M9 
à 37 °C  avec du 15NH4Cl (1 g/L) et du 13C6-glucose (2 g/L) comme seules 
sources d’azote et de carbone et supplémentées avec MnCl2 (0,1 mM), ZnSO4 
(0,05 mM), FeCl3 (0,05 mM) et une solution de vitamines comme décrit dans 
la référence 261. L’expression de la protéine a été induite par l’ajout de 0,5 mM 
d’isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside quand l’absorbance à 600 nm de la 
préparation cellulaire a atteint une valeur comprise entre 0,6 et 0,8. Les cellu-
les ont été cultivées toute la nuit à 20 °C et récoltées par centrifugation. La 
protéine a ensuite été purifiée comme décrit précédemment 262. La protéine pu-
rifiée a alors été concentrée jusque 30 mg / mL dans une cellule Diaflow équi-
pée avec une membrane YM-3 (Amicon corp.). La dernière solution tampon 
était une solution Tris / HCl à 50 mM et pH 7,5. Des cristaux adéquats pour 
la RMN en phase solide ont été obtenus par la méthode de diffusion de vapeur 
en goutte assise (ou sitting-drop vapor diffusion) à 293 K comme expliqué ci-
dessous. Les gouttes ont été préparées en mélangeant 20 µL de MerP avec 20 
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µL de la solution du réservoir composée à 40 % de PEG 4000. Les cristaux 
sont apparus moins de 24 h après que les gouttes se soient équilibrées avec le 
millilitre de solution réservoir. Des cristaux originaires de 20 gouttes différen-
tes ont été récoltés et centrifugés directement dans un rotor de 4 mm de dia-
mètre. 

L’échantillon de protéine YajG 263 uniformément enrichi en carbone 13 
et azote 15 nous a été fourni par le Dr. Jean-Pierre Simorre de l’Institut de 
Biologie Structurale (IBS) à Grenoble. La protéine a été lentement précipitée 
dans de l’eau et directement centrifugée dans un rotor de 2,5 mm de diamètre. 

 

5.2.2 Mesure des constantes de temps de relaxation et comportement de 

l’aimantation après manipulation sélective 

 
Comme avancé dans le paragraphe précédent, les constantes de temps 

de relaxation du proton *
1HT  ainsi que les constantes de temps non sélectives 

du carbone *
1CT  mesurées sur les échantillons hydratés de MerP et YajG sont 

bien plus courtes que celles mesurées sur l’échantillon cristallin d’histidine à la 
fois à 9 (Figure  5-10 (a)) et 30 kHz (Figure  5-11 (a)) de vitesse de rotation à 
l’angle magique. Les fonctions permettant l’ajustement des points expérimen-
taux sont toujours des mono-exponentielles. A 9 kHz de vitesse de rotation et 
dans le cas de MerP, les constantes de temps *

1HT  sont de 270 ms environ. 

Quand la vitesse de rotation monte à 30 kHz, les constantes de temps de re-
laxation du proton sont de 760 ms environ dans le cas de la protéine YajG. 
Les constantes de temps de relaxation du carbone non sélectives sont 
d’environ 1 s à 9 et 30 kHz de vitesse de rotation, sauf pour les résonances des 
CO qui possèdent des constantes de temps de relaxation d’environ 3 s à 30 
kHz de rotation. Les courbes de récupération de l’aimantation après manipula-
tion sélective de certains carbones présentent un comportement similaire à ce-
lui décrit précédemment pour l’histidine, avec une composante très rapide 
provenant de la diffusion de spin et une composante plus lente. Cependant, 
dans le cas de l’inversion sélective des Cα de YajG, le comportement de cer-
tains spins non-inversés est différent de celui des spins non-inversés de 
l’histidine. Les résonances des CO présentent bien une diminution de leur ai-
mantation longitudinale suivie d’un retour à l’équilibre. Cependant, les réso-
nances des Cβ présentent un comportement en trois temps : tout d’abord une 
diminution rapide de leur aimantation que nous attribuons au même phéno-
mène de rééquilibration par diffusion de spin que pour l’histidine et MerP, 
suivie d’une rapide augmentation de leur aimantation au-delà de l’état 
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d’équilibre et d’un lent retour à l’équilibre (Cf. Figure  5-9). Cette rapide aug-
mentation de l’aimantation n’est pas tout à fait comprise, mais nous suppo-
sons qu’elle reflète un mécanisme de type nOe. Ceci est rendu possible grâce à 
(1) la mobilité des chaînes latérales et à (2) la courte période d’irradiation de 
découplage sur la voie proton pendant l’impulsion sélective suivie d’un temps 
d’attente de quelques millisecondes à quelques secondes. Cet effet est expliqué 
par Terao et ses collaborateurs dans le cas de la RMN en phase solide et appe-
lé NOP 254, 255. Un effet nOe hétéronucléaire a également été rapporté par Gi-
raud et al. entre les atomes d’azote des groupes amides d’une protéine et les 
protons qui leur sont liés 264. Le fait que, dans notre cas, ce phénomène 
n’apparaisse que pour la plage des Cβ-δ contenant des CH3 étaye notre hypo-
thèse. 
 

 
 

Figure  5-9. Courbes de récupération de l’aimantation après inversion sélective de 
la résonance du Cα de YajG à 30 kHz MAS. Evolution du signal (a) de la réso-
nance du Cα inversée (triangles vert clair) et (b) des carboxyles et carbonyles 
(carrés bleus) et des Cββββ (triangles oranges). Dans le cas de (b), l’encart est un 
zoom des courbes pour des temps de récupération très courts. Les expériences 
d’inversion-récupération ont été enregistrées sur un spectromètre Bruker équipé 
d’une sonde double-résonance 2,5 mm avec ωΗ/2π = 400 MHz et ωr/2π = 30 kHz. 
La température au sein de l’échantillon était de 301 K (gaz « bearing » à 276 K). 
Le temps d’acquisition était de 20 ms. Pendant l’acquisition, du découplage hété-
ronucléaire de type SPINAL 127 a été utilisé, à une force de champ rf de 140 kHz. 
Les impulsions rf large bande sur la voie carbone ont été effectuées à un champ 
de 70 kHz. L’impulsion sélective, de type Iburp-1, a été créée de façon à n’exciter 
que les résonances des Cα (dans ce cas). Sa durée était de 1600 µs. Le temps entre 
chaque scan était de 25 s, soit environ 5 fois la valeur de la composante lente des 
constantes de relaxation sélectives.  
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La composante lente des constantes de temps sélectives est encore une 
fois inférieure aux constantes de temps non sélectives. Nous nous serions at-
tendus à ce que ces deux constantes soient identiques pour tous les échantil-
lons étudiés. Il nous a été proposé que cette différence puisse également être 
causée par un effet nOe. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons procédé 
à l’expérience suivante : les constantes de temps non sélectives ont été mesu-
rées de la même manière que présentée dans le paragraphe  5.1.2 sauf qu’une 
période de découplage de 2 millisecondes a été appliquée sur la voie proton en 
même temps que l’impulsion large bande de 180 degrés sur la voie carbone, 
tout comme dans les expériences sélectives. Les constantes de temps mesurées 
se sont avérées identiques à celles mesurées lors des expériences d’inversion-
récupération classiques. Si un effet nOe avait été présent, nous aurions dû ob-
server une variation de ces constantes de temps. Nous proposons donc que le 
mécanisme nOe n’est pas responsable de la réduction de la composante lente 
des constantes de temps sélectives. Ce phénomène pourrait être attribué à des 
effets de diffusion de spins à longue distance. 

Les composantes courtes mesurées sur MerP et YajG (Cf. Table  5-3, 
Figure  5-10 (a) et Figure  5-11 (a)) sont du même ordre de grandeur que celles 
obtenues sur l’histidine aux vitesses correspondantes (Cf. Table  5-2). 
 

 CO Cα Cβ-δ 

MerP (9 kHz MAS) 14,23 7,94 31,66 
YajG (30 kHz MAS) 620,66 50,15 65,66 

 
Table  5-3. Composante rapide T1C

*  en ms pour les différentes résonances des pro-

téines hydratées. 

 

5.2.3 Mesure du signal sur bruit par unité de temps 

 
Dans le cas de MerP à 9 kHz de vitesse de rotation, les valeurs des 

composantes lentes des constantes de temps de relaxation du carbone sélecti-

ves T1C
*  sont proches de celles des constantes de temps de relaxation du proton 

*
1HT . Ceci n’est cependant pas suffisant pour concurrencer l’augmentation de 

polarisation obtenue par polarisation croisée. Comme illustré sur la Figure 
 5-10 (b-d), une meilleure sensibilité est théoriquement possible pour certains 
spins dans le cas d’expériences sélectives mais seulement pour des délais inter-
scans très courts (inférieurs à 200 ms), délais qui ne peuvent être utilisés avec 
un découplage correct sans endommager la sonde et/ou l’échantillon.  
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Figure  5-10. (a) Constantes de temps de relaxation longitudinales *
1T  mesurées 

sur MerP par inversion-récupération à 9 kHz de vitesse de rotation à l’angle ma-

gique après une étape de polarisation croisée ( *
1HT , barres vertes), après excita-

tion directe large bande ( *
1CT , barres bleues) et après excitation sélective ( *

1CT , 

barres rouge clair et foncé pour les constantes courtes et longues, respective-
ment). Les barres d’erreur indiquent l’erreur standard lors de la détermination 
expérimentale des constantes de temps. (b)-(d) Signal sur bruit par unité de 
temps (S/N)t calculé et expérimental en fonction du temps consacré à chaque 

scan Tscan pour (b) les résonances des carboxyles et carbonyles, (c) les résonances 

des Cα et (d) les résonances des Cββββ-δδδδ. Les lignes pleines représentent les courbes 
numériques calculées grâce à l’équation 5-2 en utilisant les valeurs expérimentales 

de *
1T  données en (a) pour les expériences de polarisation croisée (vert), 

d’excitation directe large bande (bleu), et d’excitation sélective (rouge). Le fac-
teur de gain apporté ηηηη est de 1,5 sur le graphe (b), de 2,0 sur le graphe (c) et de 
2,2 sur le graphe (d). Les courbes théoriques sont comparées aux points expéri-
mentaux enregistrés par polarisation croisée (carrés verts), excitation directe 
large bande (triangles bleus) et excitation sélective (croix rouges). Pour chaque 
point expérimental, 512 scans précédés de 8 dummy scans ont été accumulés. Les 
expériences ont été enregistrées dans les mêmes conditions que l’expérience dé-
crite en Figure  5-2 sauf pour les paramètres décrits ci-dessous. La température au 
sein de l’échantillon était de 280 K (gaz « bearing » à 268 K). Le temps 
d’acquisition était de 20 ms. Le transfert de polarisation du proton au carbone a 
été caractérisé par une force de champ rf moyen sur la voie proton de 53 kHz et 
sur la voie carbone de 62 kHz. La durée des impulsions sélectives, de type Iburp-
1 pour les inversions et de type Eburp-2 pour les excitations, a varié de 1210 µs à 
2790 µs. Dans le cas des expériences d’inversion-récupération, le temps entre cha-
que scan était de 5 s (expériences commençant par une étape de CPMAS et ex-
périences non-sélectives) ou de 2 s (expériences sélectives).  
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Dans le cas de YajG à 30 kHz de vitesse de rotation, la récupération de 
l’aimantation des carbones après manipulation sélective est globalement plus 
rapide que celle des protons, sauf dans le cas des résonances des carbonyles et 
carboxyles (Cf. Figure  5-11(a)). De plus, le transfert d’aimantation par polari-
sation croisée dans ces conditions expérimentales de vitesse de rotation et de 
champs radiofréquence s’est révélé très inefficace. Le facteur d’amélioration η 
apportée par la polarisation croisée n’est plus que de 1,1 pour les résonances 
des Cα et des Cβ-γ. Pour la région des CO, une meilleure sensibilité a pu être 
obtenue mais pour des temps de contact préjudiciables aux autres résonances. 
Dans de telles conditions, les expériences basées sur des excitations sélectives 
deviennent intéressantes en terme de sensibilité. En effet, comme illustré sur 
la Figure  5-11 (b-d), la sensibilité de l’expérience d’excitation sélective est 
meilleure que celle de la polarisation croisée pour toutes les résonances de 
YajG pour des temps de répétition de l’expérience plus courts que 1,5 se-
condes, l’optimum étant autour de 250 ms. Grâce à la relaxation plus rapide 
de l’aimantation des protons et des carbones dans ces échantillons hydratés, la 
dépolarisation des spins des carbones à l’équilibre dans le cas d’expériences 
sélectives n’a pu être observée ni sur MerP ni sur YajG pour des temps de ré-
pétition de l’expérience supérieurs à 1 s, des temps inférieurs n’étant pas com-
patibles avec un découplage « haute puissance ».  

Afin d’explorer des temps de répétition plus courts sans détériorer la 
sonde et/ou l’échantillon, nous avons enregistré les mêmes expériences à 30 
kHz de vitesse de rotation à l’angle magique sur la protéine YajG mais en ap-
pliquant un découplage de type CW « basse puissance » pendant l’acquisition, 
au détriment de la résolution des pics de résonance. En effet, ce type de dé-
couplage ne devient comparable en efficacité aux séquences « haute puis-
sance » qu’à partir de 40 kHz de vitesse de rotation 237. Nous avons ainsi pu 
aborder des délais aussi courts que 100 ms. Les points expérimentaux ainsi 
que la courbe simulée du signal sur bruit par unité de temps peuvent être vi-
sualisés en Figure  5-12 dans le cas des Cα. Une dépolarisation du bain de car-
bones est constatée pour des temps de répétition de l’ordre de 300 ms. 
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Figure  5-11. (a) Constantes de temps de relaxation longitudinales *
1T mesurées 

sur YajG par inversion-récupération à 30 kHz de vitesse de rotation à l’angle ma-

gique après une étape de polarisation croisée ( *
1HT , barres vertes), après excita-

tion directe large bande ( *
1CT , barres bleues) et après excitation sélective ( *

1CT , 

barres rouge clair et foncé pour les constantes courtes et longues, respective-
ment). Les barres d’erreur indiquent l’erreur standard lors de la détermination 
expérimentale des constantes de temps. (b)-(d) Signal sur bruit par unité de 
temps (S/N)t calculé et expérimental en fonction du temps consacré à chaque 

scan Tscan pour (b) les résonances des carboxyles et carbonyles, (c) les résonances 

des Cα et (d) les résonances des Cββββ-δδδδ. Les lignes pleines représentent les courbes 
numériques calculées grâce à l’équation 5-2 en utilisant les valeurs expérimentales 

de *
1T  données en (a) pour les expériences de polarisation croisée (vert), 

d’excitation directe large bande (bleu), et d’excitation sélective (rouge). Le fac-
teur de gain ηηηη est de 0,58 sur le graphe (b), de 1,17 sur le graphe (c) et de 1,12 
sur le graphe (d). Les courbes théoriques sont comparées aux points expérimen-
taux enregistrés par polarisation croisée (carrés verts), excitation directe large 
bande (triangles bleus) et excitation sélective (croix rouges). Pour chaque point 
expérimental, 400 scans précédés de 8 dummy scans ont été accumulés. Les expé-
riences ont été enregistrées sur un spectromètre Bruker équipé d’une sonde dou-
ble-résonance 2,5 mm avec ωΗ/2π = 400 MHz et ωr/2π = 30 kHz. La température 
au sein de l’échantillon était de 301 K (gaz « bearing » à 276 K). Le temps 
d’acquisition était de 20 ms. Pendant l’acquisition, du découplage hétéronucléaire 
de type SPINAL 127 a été utilisé, à une force de champ rf de 100 kHz. Les impul-
sions rf sur la voie proton ont été effectuées à un champ de 145 kHz. Le transfert 
de polarisation du proton au carbone a été réalisé grâce à une étape de polarisa-
tion croisée, caractérisée par un temps de contact de 1,5 ms et par une force de 
champ rf moyen sur la voie proton de 90 kHz et sur la voie carbone de 60 kHz. 
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Les impulsions rf large bande sur la voie carbone ont été effectuées à un champ 
de 70 kHz. La durée des impulsions sélectives, de type Iburp-1 pour les inversions 
et de type Eburp-2 pour les excitations, a varié de 1,15 ms à 2,8 ms dans le cas 
des inversions et de 1,27 à 3 ms dans le cas des excitations. Dans le cas des expé-
riences d’inversion-récupération, le temps entre chaque scan était de 5 s (expé-
riences commençant par une étape de CPMAS), de 30 s (expériences non-
sélectives) ou de 25 s (expériences sélectives).  

 

 

 

 

Figure  5-12. Dépolarisation du bain de carbones dans un échantillon de protéine 
hydratée. Signal sur bruit par unité de temps (S/N)t calculé et expérimental en 

fonction du temps consacré à chaque scan Tscan pour les résonances des Cα de 

YajG. La ligne pleine représente la courbe numérique calculée grâce à l’équation 

5-2 en utilisant les valeurs expérimentales de *
1T  données en Figure  5-11 pour les 

expériences d’excitation sélective. La courbe théorique est comparée aux points 
expérimentaux enregistrés par excitation sélective (croix rouges). Pour chaque 
point expérimental, 256 scans précédés de 32 dummy scans ont été accumulés. 
Les expériences ont été enregistrées sur un spectromètre Bruker équipé d’une 
sonde double-résonance 2,5 mm avec ωΗ/2π = 400 MHz et ωr/2π = 30 kHz. La 
température au sein de l’échantillon était de 263 K (gaz « bearing » à 235 K). Le 
temps d’acquisition était de 20 ms. Pendant l’acquisition, du découplage hétéro-
nucléaire de type CW a été utilisé, à une force de champ rf de 7,5 kHz. Les im-
pulsions rf large bande sur la voie carbone ont été effectuées à un champ de 62 
kHz. La durée des impulsions sélectives, de type Eburp-2, était de 1640 µs. 
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5.2.4 Excitations directes sélectives et CPMAS-RELOAD 

 
Lors de la parution de notre article traitant du retour à l’équilibre plus 

rapide de l’aimantation après utilisation d’une impulsion sélective, Glaubitz et 
ses collaborateurs ont proposé une idée basée sur le même principe 
d’impulsions sélectives : l’effet RELOAD 253 (Cf. chapitre précédent). Cette 
idée paraît avoir un avantage certain par rapport à la séquence d’excitation 
directe sélective que nous proposons. En effet, en plus de l’utilisation 
d’impulsions sélectives sur la voie carbone, cette séquence bénéficie du gain en 
sensibilité apportée par l’étape de polarisation croisée. Nous nous sommes 
alors posés les questions suivantes : lors de l’utilisation d’une séquence 
CPMAS en combinaison avec l’effet RELOAD, sur combien de scans se res-
sent l’effet de l’étape de CP ? Quel est le gain en signal sur bruit d’une telle 
expérience par rapport à celle que nous proposons et également par rapport 
aux techniques classiques ? En d’autres termes, comment nous positionnons-
nous par rapport aux travaux de Glaubitz et al. ? 

Afin de répondre à ces questions, nous avons mis en place des séquences 
permettant de mesurer l’effet de chaque scan sur le signal accumulé (Cf. 
Figure  5-13). Prenons l’exemple de la séquence illustrée en Figure  5-13 (d). 
Elle permet de déterminer l’effet de chaque scan sur le signal accumulé lors 
d’une expérience utilisant une excitation directe large bande. Dans un premier 
temps, après la séquence d’impulsions, le signal est acquis et enregistré en 
mémoire tampon n°1. Après un délai dREL, la séquence d’impulsions reprend. 
Le signal est à nouveau acquis et enregistré, mais cette fois en mémoire tam-
pon n°2. Cette étape est réalisée NREL fois, soit 16 fois dans notre cas. Nous 
avons donc enregistré le signal dans 16 mémoires tampon différentes, chacune 
contenant uniquement le signal enregistré au NREL

ième scan, mais de façon non-
cumulée. Seul le signal apporté par le NREL

ième scan est enregistré dans la mé-
moire tampon numéro NREL. Afin d’augmenter la sensibilité du signal observé 
dans chaque mémoire tampon, nous laissons le temps à l’aimantation de reve-
nir complètement à l’équilibre pendant le délai trec. Nous recommençons alors 
l’acquisition dans NREL mémoires tampon différentes. Cette expérience peut 
être visualisée après une transformation de Fourier comme une pseudo 2D. 
Chaque ligne représente le signal acquis pendant le NREL ième scan uniquement. 
Cette méthode d’acquisition peut être appliquée à toute séquence. Nous 
l’avons testée sur la séquence CPMAS-RELOAD, CPMAS, excitation directe 
large bande, excitation directe sélective et excitation directe suivie d’une étape 
de recouplage (Cf. Figure  5-13 (b)-(f)). Glaubitz et al. ont proposé une sé-
quence permettant également de visualiser l’effet de chaque scan sur le signal 
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cumulé. Cependant, leur méthode demande beaucoup plus de temps puisque le 
signal n’est pas enregistré scan après scan dans des mémoires tampon différen-
tes. Au contraire, les auteurs répètent plusieurs fois (NREL) la séquence 
d’impulsions sans faire l’acquisition du signal avant de l’enregistrer. Leur mé-
thode nécessite NREL expériences et la nôtre seulement une. 

 

 

 

Figure  5-13. (a) Version modifiée de la séquence CPMAS-RELOAD utilisée par 
Glaubitz et al. afin de déterminer les conditions de dREL, trec et NREL où le signal 
sur bruit est le meilleur. Séquences que nous avons utilisées afin de visualiser 
l’effet de chaque scan sur le signal accumulé lors (b) d’une expérience de 
CPMAS-RELOAD, (c) d’une expérience de CPMAS, (d) d’une expérience 
d’excitation directe large bande, (e) d’une expérience d’excitation sélective et (f) 
d’une expérience d’excitation sélective couplée à une période de recouplage.   

 
Comme à la fin du paragraphe précédent, nous nous sommes intéressés 

à des temps de répétition de l’expérience assez courts. Pour ce faire, nous 
avons appliqué un découplage de type CW « basse puissance » valant ¼ de la 
vitesse de rotation. Nous avons ainsi pu appliquer les séquences (b) à (f) sur 
un échantillon de la protéine YajG à 30 kHz de vitesse de rotation à l’angle 
magique pour des délais dREL allant de 0,1 à 2 s. L’aire du signal enregistré lors 
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de chaque scan, de façon non cumulée, peut être visualisée en Figure  5-14 
pour des expériences de CPMAS-RELOAD, CPMAS classique, excitation di-
recte sélective, excitation directe large bande et excitation directe sélective 
combinée à une période de recouplage de type MIRROR 265.  
 

 
 

Figure  5-14. Signal apporté par les 16 premiers scans lors (a) d’une expérience de 
type CPMAS-RELOAD, (b) d’une expérience de type CPMAS classique, (c) 
d’une excitation directe sélective, (d) d’une excitation directe large bande et (e) 
d’une excitation directe sélective couplée à une période de recouplage MIRROR 
265 sur un échantillon de YajG et plus particulièrement pour la plage des Cα. Les 
expériences ont été enregistrées dans les mêmes conditions que l’expérience dé-
crite en Figure  5-12 sauf pour les paramètres décrits ci-dessous. Les impulsions rf 
sur la voie proton ont été effectuées à un champ de 140 kHz. Le transfert de po-
larisation du proton au carbone a été réalisé grâce à une étape de polarisation 
croisée, caractérisée par une force de champ rf moyen sur la voie proton de 90 
kHz et sur la voie carbone de 60 kHz. Le temps de contact était de 1,25 ms. La 
durée des excitations sélectives, de type Eburp-2, a varié de 1150 à 2240 µs. Le 
délai trec était de 20 s. Le délai dREL a été varié comme indiqué sur la figure. Le 
temps pendant lequel le recouplage MIRROR 265 a été appliqué était de 80 ms.  
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Une première lecture rapide de ces courbes nous apprend que parmi 
toutes les séquences testées, l’expérience CPMAS classique est la méthode 
permettant d’obtenir le plus de signal (graphe (b) de la Figure  5-14). Nous 
apprenons également que le gain en sensibilité apportée par l’étape de CP 
dans la séquence de Glaubitz et al. ne semble être présent que pour le premier 
scan (graphe (a)). En effet, après ce premier scan, le signal apporté par cha-
que scan semble être très similaire à celui enregistré lors d’une expérience 
d’excitation sélective (graphe (c)). Nous pouvons également constater que les 
expériences basées sur l’utilisation d’une excitation sélective (directe ou après 
une étape de CPMAS comme lors de l’expérience CPMAS-RELOAD, graphes 
(c) et (a), respectivement) semblent apporter plus de signal qu’une expérience 
d’excitation sélective large bande (graphe (d)). Enfin, l’utilisation combinée 
d’impulsions sélectives et d’un recouplage actif MIRROR mène à 
l’enregistrement d’un signal encore plus intense (graphe (e)) que lors d’une 
expérience d’excitation directe large bande ou sélective. Ceci sera commenté 
dans le paragraphe suivant. 

L’interprétation de ces courbes est facilitée par le calcul du signal sur 
bruit par unité de temps (Cf. Figure  5-15). Celui-ci a été calculé en sommant 
les valeurs d’intégrales apportées par chaque scan et en divisant le tout par la 
racine de dREL. L’effet des trois premiers scans a été négligé. En effet, les 
échantillons de protéines sont souvent très peu sensibles, il faut donc accumu-
ler bien plus que 16 scans pour pouvoir bénéficier d’un signal sur bruit correct. 
Les courbes représentées ont été calculées dans le cas des Cα mais un compor-
tement similaire a pu être observé pour les autres spins. La lecture de ces 
courbes de signal sur bruit nous montre que, comme expliqué dans un para-
graphe précédent pour des temps inter-scans plus longs, la sensibilité de 
l’expérience d’excitation directe large bande est beaucoup moins bonne que 
celle de l’expérience de CPMAS classique pour des temps entre chaque scan 
très courts. La sensibilité de l’expérience d’excitation directe sélective se situe 
entre les deux. Ce résultat va à l’encontre de celui présenté dans le paragraphe 
 5.2.3. Ceci peut être expliqué ainsi. Suite à un crash de notre rotor de YajG 
utilisé lors de l’étude relatée dans le paragraphe  5.2.3, un nouvel échantillon 
nous a été fourni par l’équipe de Jean-Pierre Simorre. Cependant, lors de la 
préparation de l’échantillon, il n’est pas possible de contrôler précisément le 
taux d’hydratation. Celui-ci a donc pu être légèrement différent d’un échantil-
lon à l’autre. Cette différence peut expliquer les variations observées dans les 
constantes de temps de relaxation des spins d’un échantillon à l’autre. Plus 
particulièrement, dans le cas du premier échantillon où l’utilisation 
d’impulsions sélectives est avantageuse, les constantes de temps des protons 
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sont supérieures aux composantes longues des constantes de temps de relaxa-
tion sélectives du carbone. Ceci n’est pas le cas pour le deuxième échantillon 
(Cf. Table  5-4). Cette différence a pu influencer de façon importante les cour-
bes de signal sur bruit par unité de temps. Ceci peut même constituer une 
condition sine qua non à l’utilisation bénéfique des impulsions sélectives.  

Les courbes nous apprennent également que le signal sur bruit d’une 
expérience d’excitation directe sélective est équivalent à celui d’une expérience 
de type CPMAS-RELOAD. Ceci nous montre que les expériences de Glaubitz 
ne bénéficient qu’à peine du gain en sensibilité apporté par l’étape de polarisa-
tion croisée. Le signal sur bruit des expériences d’excitations sélectives combi-
nées avec le recouplage MIRROR est discuté dans le paragraphe suivant. 

 

 
 

Figure  5-15. Signal sur bruit par unité de temps des expériences de CPMAS clas-
sique (en vert), de CPMAS-RELOAD (en bleu clair), d’excitation directe large 
bande (en bleu foncé), d’excitation directe sélective (en rose) et d’excitation di-
recte sélective couplée à une période de recouplage MIRROR 265 (en orange) pour 
(a) les carboxyles et carbonyles, (b) les Cαααα et (c) les Cββββ−−−−γγγγ de la protéine YajG. Si-
gnal sur bruit calculé à partir des données présentées en Figure  5-14.  
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 *
1HT  

T1C
 * non-

sélectif 
T1C

 * sélectif 
long 

T1C
 * sélectif 
court 

1er échantillon de YajG 0,765 1,175 0,488 0,051 

2ème échantillon de YajG 0,399 1,535 0,469 0,029 

 
Table  5-4. Constantes de temps de relaxation des protons et des carbones Cα pour 
les deux échantillons de YajG utilisés, mesurées à une vitesse de rotation à 
l’angle magique de 30 kHz. 

 

5.2.5 Vers le régime « Ultrafast » 

 
D’après les courbes de signal sur bruit, il semble que l’utilisation 

d’impulsions sélectives à 30 kHz de MAS ne soit pas meilleure en termes de 
sensibilité que celle de la polarisation croisée. Selon l’échantillon étudié, le si-
gnal sur bruit peut être amélioré mais seulement pour des temps inter-scan 
très courts, au détriment de la résolution.  

L’utilisation d’impulsions sélectives dans le régime « ultrafast » pour-
rait combiner gain en sensibilité et résolution. En effet, à 60 kHz de vitesse de 
rotation, il est possible d’appliquer un découplage « basse puissance » qui 
permet une aussi bonne résolution que celle obtenue avec des blocs de décou-
plage « haute puissance » 237. Il est donc possible de répéter très rapidement 
les expériences sans endommager la sonde ou l’échantillon tout en conservant 
une très bonne résolution. Cependant, dans le régime « ultrafast », nous avons 
pu constater expérimentalement que la diffusion de spins n’est plus aussi effi-
cace qu’à des vitesses de rotation plus basse, voire plus du tout. L’effet de ce 
manque d’efficacité peut être observé lors de la mesure des constantes de 
temps de relaxation du carbone par inversion-récupération (Cf. Figure  5-16). 
Les constantes mesurées sont complètement différentes selon le type de car-
bone observé. De plus, sur une plage de déplacements chimiques donnée, telle 
que celle correspondant aux Cα, les points expérimentaux ne sont pas correc-
tement ajustés par une fonction mono-exponentielle dans le cas non-sélectif. 
La constante mesurée est donc une moyenne des constantes de relaxation de 
chaque spin résonant dans cette plage. Cette perte d’efficacité de la diffusion 
de spin a par ailleurs fait l’objet d’une publication par un autre groupe 266. Cet 
effet est un inconvénient majeur de la méthode proposée par Glaubitz et al. 
La séquence CPMAS-RELOAD ne peut pas être utilisée à de hautes vitesses 
de rotation. 
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Figure  5-16. (a) Constantes de temps de relaxation longitudinales *
1T mesurées 

sur YajG par inversion-récupération à 60 kHz de vitesse de rotation à l’angle ma-

gique après une étape de polarisation croisée ( *
1HT , barres vertes), après excita-

tion directe large bande ( *
1CT , barres bleues) et après excitation sélective ( *

1CT , 

barres rouge clair et foncé pour les constantes courtes et longues, respective-
ment). Les barres d’erreur indiquent l’erreur standard lors de la détermination 
expérimentale des constantes de temps et de l’ajustement des courbes. Les expé-
riences ont été enregistrées sur un spectromètre Bruker équipé d’une sonde dou-
ble-résonance 1,3 mm avec ωΗ/2π = 850 MHz et ωr/2π = 60 kHz. La température 
au sein de l’échantillon était de 295 K (gaz « bearing » à 255 K). Le temps 
d’acquisition était de 20 ms. Pendant l’acquisition, du découplage hétéronucléaire 
de type « low power TPPM » a été utilisé 240, à une force de champ rf de 15 kHz. 
Les impulsions rf sur la voie proton ont été effectuées à un champ de 132 kHz. Le 
transfert de polarisation du proton au carbone a été réalisé grâce à une étape de 
polarisation croisée, caractérisée par un temps de contact de 1 ms pour les Cα et 
de 1,6 ms pour les carboxyles et les Cβ−−−−δ et par une force de champ rf sur la voie 

proton de 45 kHz et sur la voie carbone de 15 kHz. Une rampe de puissance a été 
appliquée sur le canal carbone 256. Les impulsions rf large bande sur la voie car-
bone ont été effectuées à un champ de 72 kHz. Les impulsions sélectives, de type 
Eburp-2, ont été créées de façon à n’exciter qu’un type de résonance à la fois 
(carbonyles et carboxyles, Cα ou Cβ-δ). Leur durée a varié de 580 à 990 µs. Le 
temps entre chaque scan était de 5 s (CP) ou de 25 s (excitation directe). 

 
Les courbes d’inversion-récupération sélectives que nous avons mesurées 

présentent globalement les mêmes caractéristiques qu’à de plus basses vitesses 
de rotation : le spin sélectivement inversé présente un retour à l’équilibre en 
deux temps. Les spins non-inversés voient leur aimantation décroître avant de 
revenir à l’équilibre avec le spin inversé. De plus, comme à 30 kHz de vitesse 
de rotation, l’aimantation des carbones β-γ augmente rapidement par effet 
nOe, causé par la relativement grande mobilité de ces carbones appartenant à 
des chaînes latérales. La croissance de l’aimantation est significative (de 
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l’ordre de 50 %). Dans ce cas, la diffusion de spin est tellement inefficace que 
la courbe d’aimantation de ces spins ne présente pas de rapide décroissance 
(Cf. Figure  5-17). 
 

 
 
Figure  5-17. Courbes de récupération de l’aimantation après inversion sélective 
de la résonance du Cα de YajG à 60 kHz MAS (a) de la résonance du Cα inversée 
(triangles vert clair) et (b) des résonances des carboxyles et carbonyles (carrés 
bleus), des Cββββ-γγγγ ayant un déplacement chimique supérieur à 22 ppm (triangles 
oranges) et des Cββββ-γγγγQQ ayant un déplacement chimique inférieur à 22 ppm (cercles 
rouges). Dans le cas de (b), l’encart est un zoom des courbes pour des temps de 
récupération très courts. Les expériences d’inversion-récupération ont été enregis-
trées comme indiqué sur la Figure  5-16.  

 
Comme la diffusion de spin n’est plus capable de transférer 

l’aimantation dans le régime « ultrafast », il est donc nécessaire de rétablir le 
contact entre les spins de façon à ce que l’aimantation du spin excité puisse 
revenir plus rapidement à l’équilibre malgré l’absence de diffusion de spins. 
Les techniques de recouplage disponibles actuellement à 60 kHz MAS et faciles 
à mettre en place ne sont pas nombreuses. La séquence DARR 267, 268, qui per-
met d’accélérer la diffusion de spins grâce à une irradiation des protons à la 
condition R3 (« Rotary Resonance Recoupling »), ne donne pas de bons résul-
tats à des vitesses de rotations supérieures à 30 kHz. Néanmoins, la séquence 
de recouplage MIRROR 265 proposée par Ernst et al., qui fait correspondre la 
valeur de l’irradiation rf sur le canal proton avec la différence de déplacement 
chimique entre les deux spins à recoupler, semble être efficace même à de très 
hautes vitesses de MAS. Cette méthode a été vérifiée expérimentalement à 40 
kHz de vitesse de rotation. Comme nous n’avons pas de sonde « ultrafast » 
dans notre laboratoire, nous avons commencé par comparer l’efficacité de la 
séquence composée d’une impulsion sélective et d’une période de recouplage 
actif MIRROR après l’acquisition à l’efficacité obtenue via les autres séquen-
ces à 30 kHz de vitesse de rotation. La séquence sélective/MIRROR permet-
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tant d’enregistrer l’effet de chaque scan est représentée en Figure  5-13 (f), le 
signal apporté par chaque scan lors de cette expérience en Figure  5-14 (e) et 
enfin les courbes de signal sur bruit en Figure  5-15. L’application du recou-
plage actif juste après l’acquisition améliore sensiblement le signal sur bruit 
comparé au signal sur bruit des expériences d’excitation directe et de CPMAS-
RELOAD, ce qui est très prometteur. Cependant, dans ce régime et pour le 
deuxième échantillon de YajG, aucune expérience ne peut concurrencer avec la 
CPMAS classique. 

L’effet du recouplage actif dans le régime « ultrafast » a été testé lors 
d’une semaine d’expériences au CERM, à Florence, en Italie. Nous avons testé 
l’effet du recouplage MIRROR grâce à la séquence suivante : après une impul-
sion sélective de 90 degrés et l’acquisition, une période de recouplage MIR-
ROR est introduite avant le délai trec de retour à l’équilibre de l’aimantation. 
Cette séquence est similaire à celle présentée en Figure  5-13 (f) sauf que les 
scans sont accumulés comme lors d’une expérience classique. Le temps entre 
chaque scan était de 100 ms. Nous nous sommes rendu compte qu’à une telle 
vitesse de rotation (60 kHz), la période de recouplage MIRROR ne permet pas 
du tout d’augmenter l’intensité des pics des Cα et des Cβ-γ. De plus, nous 
avons enregistré de nombreux artefacts lors de l’application de notre séquence 
sur ces spins. Leur origine nous est encore inconnue. Seule l’intensité des pics 
correspondants aux carboxyles et carbonyles a pu être augmentée de 34 % 
pour un temps de contact de 100 ms, soit tout le temps laissé aux spins pour 
retourner à l’équilibre entre chaque scan. 

Afin d’être capable d’utiliser l’effet des impulsions sélectives dans des 
expériences multidimensionnelles en obtenant une sensibilité supérieure à celle 
obtenue lors de l’utilisation d’une CP et ce pour tous les spins, il faudra donc 
penser à une autre technique de recouplage qui soit suffisamment efficace dans 
un tel régime. Cette technique devra également être efficace à une échelle de 
temps compatible avec des méthodes de RMN rapide. En effet, la technique 
MIRROR pourrait peut-être apporter un gain en sensibilité à 60 kHz de rota-
tion, mais le temps de contact devrait dans ce cas être très long (de l’ordre de 
la seconde) ! 

Lors de cette semaine d’expérimentation à Florence, nous avons égale-
ment mesuré le signal sur bruit des séquences CPMAS, excitation sélective et 
excitation directe large bande, grâce aux séquences illustrées en Figure  5-13 
(c)-(e). Ces courbes de signal sur bruit sont illustrées en Figure  5-18. Ces 
courbes montrent que le signal sur bruit d’une expérience de type CPMAS est 
meilleur pour les résonances des carboxyles, des carbonyles et des Cα mais est 
supplanté pour des temps inter-scan inférieurs à 1 s environ par le signal sur 
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bruit des expériences d’excitation directe pour les résonances des Cβ-γ, et plus 
particulièrement pour ces résonances ayant un déplacement chimique inférieur 
à 20 ppm, correspondant principalement à des CH3.  
 

 
 

Figure  5-18. Signal sur bruit par unité de temps (S/N)t expérimental en fonction 

du temps consacré à chaque scan Tscan pour (a) les résonances des carboxyles et 
carbonyles, (b) les résonance des Cα, (c) les résonances des Cβ-γ ayant un dépla-
cement chimique supérieur à 20 ppm, appelées ici Cβ et (d) les résonances des Cβ-

γ ayant un déplacement chimique inférieur à 20 ppm, appelées ici CH3 de YajG à 
60 kHz de vitesse de rotation. Les courbes de signal sur bruit ont été mesurées 
pour les expériences de polarisation croisée (vert), d’excitation directe large 
bande (bleu), et d’excitation sélective (rouge). Les expériences ont été enregis-
trées comme indiqué sur la Figure  5-16.  

 
Nous supposons que cela est dû à deux raisons : (1) les composantes 

longues des constantes de temps sélectives sont dans ce cas très proches voire 
moins importantes que les constantes de temps du proton et (2) la mobilité de 
ces spins entraîne une très mauvaise efficacité du transfert CPMAS. Le signal 
sur bruit des expériences d’excitation est au moins deux fois plus important 
que celui des expériences CPMAS. Dans le cas des CH3, le signal sur bruit des 
expériences d’excitation directe sélective est même jusqu’à 30 % plus impor-
tant que celui d’une expérience d’excitation directe large bande. Nous pensons 
que cela est dû à un effet nOe, causé par la mobilité des chaînes latérales et 
par la période de découplage. Lors de l’étude des carbones aliphatiques de pro-
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téines n’étant pas dopées aux ions paramagnétiques, il peut donc être intéres-
sant à très haute vitesse de rotation de manipuler sélectivement les carbones 
très mobiles afin d’augmenter la sensibilité de l’expérience. Il serait notam-
ment intéressant d’implémenter ce phénomène dans des expériences multidi-
mensionnelles. 
 

5.3 Conclusion 

 
Lors de cette étude, nous avons pu démontrer que l’utilisation 

d’impulsions sélectives sur la voie carbone sur des échantillons enrichis en car-
bone 13 permet d’accélérer le retour à l’équilibre de l’aimantation du spin ex-
cité. Cette accélération est due principalement à un mécanisme de diffusion de 
spin entre les carbones non excités à l’équilibre et le carbone sélectivement ex-
cité. Cette diffusion de spin a lieu dans un laps de temps inférieur à 100 ms. 
Bien que les couplages dipolaires soient mieux moyennés à haute vitesse de 
rotation à l’angle magique, ce qui est censé limiter la diffusion de spin, 
l’accélération du retour à l’équilibre de l’aimantation est toujours significative 
pour des vitesses de rotation pouvant atteindre 30 kHz. Le retour à l’équilibre 
de l’aimantation observé après excitation sélective des carbones est suffisam-
ment rapide pour que cette expérience soit capable de concurrencer la polari-
sation croisée pour des temps de répétition de l’expérience assez courts. Dans 
le cas des solides cristallins, le gain théorique en sensibilité n’a cependant pas 
pu être atteint expérimentalement à cause de la dépolarisation du bain de 
carbones à l’équilibre lorsque le temps de répétition de l’expérience devient 
beaucoup plus court que les constantes de relaxation longitudinales non sélec-
tives des carbones. Cet effet a également été observé pour des temps de répéti-
tion de l’ordre de 300 ms dans les échantillons de protéines hydratées, qui pré-
sentent cependant des constantes de temps de relaxation beaucoup plus cour-
tes. Ainsi, en se basant sur les constantes de temps de relaxation mesurées sur 
YajG à 30 kHz de vitesse de rotation, il nous a été possible de prédire que la 
sensibilité des expériences basées sur des impulsions sélectives pourrait être 
augmentée de 20 à 45 % par rapport à celle des expériences de polarisation 
croisée, pour un temps de répétition de 200 à 300 ms. Cependant, ce résultat 
ne peut pas être généralisé. En effet, l’étude d’un deuxième échantillon de pro-
téine dans les mêmes conditions mais possédant un taux d’hydratation diffé-
rent nous a montré que le signal sur bruit d’une expérience de CP pouvait 
dans ce régime surpasser celui d’expériences d’excitation sélective. Pour que 
cette dernière expérience soit plus sensible que la CP, il semble que 
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l’échantillon doive répondre à la condition suivante : les constantes de temps 
des protons doivent être supérieures aux constantes de temps sélectives des 
carbones. 

Nous avons aussi comparé notre méthode à celle proposée par Glaubitz 
et al. et montré que les deux apportaient un gain en sensibilité équivalent, 
malgré l’utilisation d’une étape de polarisation croisée dans la séquence RE-
LOAD. Enfin, comme les techniques rapides ne peuvent être utilisées à des 
vitesses de rotation à l’angle magique inférieures à 30 kHz sans compromettre 
la résolution de l’expérience, nous souhaitions utiliser l’effet apporté par les 
impulsions sélectives sur la sensibilité des expériences dans le régime « ultra-
fast », dans le but de développer des séquences multidimensionnelles rapides. 
Cependant, nous avons été pour l’instant limités par deux phénomènes : (1) la 
diffusion de spin n’est plus assez efficace dans ce régime, (2) l’ajout de recou-
plage actif n’a pas permis de compenser cette perte de contact entre les spins. 
L’amélioration de la relaxation observée après excitation sélective des carbones 
pourrait donc devenir intéressante lors du développement de méthodes de 
RMN rapide biomoléculaire en phase solide, mais nous n’avons pour l’instant 
pas été capables d’implémenter cet effet dans des séquences multidimension-
nelles, quelle que soit la vitesse de rotation. Le développement de nouveaux 
blocs de recouplage dans le régime « ultrafast » pourrait résoudre ce pro-
blème. 

Nous avons également envisagé de combiner d’autres blocs de recou-
plage telles que CMRR 269 avec une séquence similaire à celle proposée par 
Glaubitz. Cependant, elle serait basée sur l’utilisation d’impulsions sélectives 
sans étape de CPMAS. Quelques scans bénéficiant du recouplage actif CMRR 
juste après l’acquisition seraient répétés très rapidement avant l’insertion d’un 
délai suffisamment long pour éviter le phénomène de saturation. Ces deux 
blocs seraient répétés jusqu'à obtention du signal sur bruit souhaité.  

Finalement, les impulsions sélectives pourraient être utilisées dans le 
régime « ultrafast » dans deux situations : tout d’abord il serait possible 
d’exciter uniquement les carbones mobiles, ce qui permet d’augmenter la sen-
sibilité des expériences sélectives monodimensionnelles par rapport aux expé-
riences CPMAS. En effet, le retour à l’équilibre de ces carbones est très rapide 
et l’étape de CPMAS est inefficace de part leur mobilité. Enfin, un apport 
supplémentaire en sensibilité est apporté par un effet nOe. Ces effets pour-
raient être utilisés afin d’augmenter la sensibilité d’expériences bidimension-
nelles ou de réduire leur temps d’acquisition. Nous pourrions également es-
sayer d’utiliser le gain en intensité des pics de carbones très mobiles de près de 



Chapitre 5 : Impact des impulsions sélectives sur le retour à l’équilibre de l’aimantation des carbones en 
RMN en phase solide 

 
 

161 

50 pourcent apporté par effet nOe lors de la manipulation sélective des autres 
spins. Ces deux axes de recherche sont des projets en cours au laboratoire. 
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6. Recouplage en RMN en phase solide 
 

Depuis la détermination de la première structure tridimensionnelle 
d’une protéine microcristalline en 2002 par RMN en phase solide 27, cette 
technique a permis l’étude de systèmes biomoléculaires de plus en plus com-
plexes et possédant une taille de plus en plus importante tels que les protéines 
microcristallines (jusqu’à 17,6 kDa) 30, 172, 270-278, les protéines membranaires 29, 

279-289 et les fibrilles impliquées dans les maladies dégénératives comme Alzhei-
mer et Parkinson 28, 290-293. 

Ces études ont été rendues possibles par les multiples avancées métho-
dologiques mais aussi technologiques qu’a connues la RMN en phase solide ces 
dernières décennies. En 1959, le Professeur Raymond Andrew et ses collabora-
teurs ont notamment proposé de faire tourner l’échantillon autour d’un axe 
incliné à « l’angle magique » par rapport au champ magnétique principal B0. 
Une telle rotation entraîne un moyennage spatiale des interactions telles que 
les interactions dipolaires, l’anisotropie de déplacement chimique (CSA) et les 
interactions quadripolaires 20. Plus précisément, les interactions dipolaires et le 
CSA sont proportionnels à 2(3 cos 1)θ× − , θ jétant l’angle entre le vecteur in-

ternucléaire et le champ magnétique principal. En réglant 54,7mθ θ= =  de-

grés, il est possible de significativement réduire ces couplages et par consé-
quent d’accéder à des conditions de haute résolution. Cette haute résolution 
est nécessaire pour une caractérisation avancée à l’échelle atomique des molé-
cules étudiées. 

Cependant, l’étude structurale de tels systèmes nécessite l’obtention 
d’informations portant sur la distance ou sur les angles dièdres entre les ato-
mes de la biomolécule. Ce type d’informations est typiquement obtenu en 
RMN grâce à des expériences permettant l’échange de polarisation entre les 
spins. Ces contraintes sont alors utilisées pour le calcul de la structure tridi-
mensionnelle de la molécule d’intérêt. L’échange de polarisation entre les spins 
peut utiliser a priori chacune des interactions inter-spin présentes dans le sys-
tème. Cependant, les interactions scalaires ne permettent de transférer de 
l’aimantation qu’à travers les liaisons covalentes. Ces interactions ne contien-
nent donc pas d’informations structurales à longue distance et sont plutôt uti-
lisées lors de l’attribution de la molécule étudiée. L’intensité des interactions 
dipolaires entre deux spins, quant à elle, dépend de la distance à travers 
l’espace entre les deux noyaux concernés et permet donc la détermination de 
contraintes structurales.  

Cependant, lors de la rotation à l’angle magique de l’échantillon, les in-
formations structurales provenant du couplage dipolaire sont perdues au profit 
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de la résolution. Il est donc nécessaire de réintroduire les interactions dipôles-
dipôles de manière contrôlée en appliquant des impulsions rf et donc en créant 
des séquences dites de recouplage. 

Dans la première partie de ce chapitre, nous verrons quelles sont les 
distances interatomiques accessibles par RMN en phase solide via les techni-
ques de recouplage et quelle sont celles qui présentent un intérêt lors de la dé-
termination structurale de la molécule étudiée. Nous verrons ensuite quelles 
sont les difficultés liées à leur détection. Finalement, nous décrirons les techni-
ques de recouplage existantes en RMN biomoléculaire, d’abord entre deux 
atomes identiques (recouplage homonucléaire) puis entre deux hétéronoyaux 
différents (recouplage hétéronucléaire).   
 

6.1 Mesure de distances internucléaires par RMN en phase so-
lide 

 
Les atomes d’hydrogène possèdent trois avantages : (1) ils sont présents 

en grand nombre dans les échantillons biomoléculaires, (2) leur abondance na-
turelle est de 99,985 pourcent et (3) ils possèdent une bonne sensibilité de dé-
tection. Ces caractéristiques expliquent pourquoi ils sont très couramment dé-
tectés en RMN des solutions. Cependant, en RMN en phase solide, les spectres 
de résonance du proton sont en général constitués de résonances très élargies, 
dominées par les fortes interactions dipolaires proton-proton. Bien que quel-
ques groupes de recherche aient fait d’énormes progrès en détection proton 294-

296, les atomes détectés habituellement en RMN biomoléculaire sont souvent le 
carbone et l’azote. Dans ce cas, les interactions détectées ont lieu entre des 
carbones ou des azotes (recouplage homonucléaire) ou entre des azotes et des 
carbones (recouplage hétéronucléaire).  
 

6.1.1 Les différentes classes de distances 

 
En RMN des solutions, les distances détectées sont souvent classées de 

la façon suivante : les contacts à courte distance ont lieu entre des atomes ap-
partenant au même résidu. Les contacts à moyenne distance impliquent des 
atomes appartenant à des acides aminés distants de deux à quatre résidus. En-
fin, les contacts à longue distance ont lieu entre des spins appartenant à des 
acides aminés séparés d’au moins quatre résidus.  

Dans la suite de ce chapitre, nous préférons utiliser la classification sui-
vante : les contacts à courte distance font intervenir des atomes distants de 
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1,5 Å environ, soit des distances correspondant à une liaison covalente entre 
deux atomes. La détection de ces distances est intéressante lors de 
l’attribution de la biomolécule d’intérêt. Les contacts à moyenne distance sont 
détectés entre des spins distants de 2 à 4 Å et les contacts à longue distance 
mettent en jeu des spins distants de plus de 4 Å. Ces deux types de contacts 
sont ceux nécessaires à la détermination de la structure tridimensionnelle du 
biopolymère étudié. Sur la Figure  6-1 sont représentées les différentes classes 
de distances que nous utilisons. Prenons l’exemple du contact à moyenne dis-
tance représenté sur la figure (en violet). Ce contact implique des atomes dis-
tants de 28 résidus dans la protéine. Il appartiendrait donc à la catégorie des 
contacts à longue distance selon la classification utilisée en RMN des solu-
tions, tout comme le contact représenté en vert, qui est classifié comme longue 
distance selon les codes de la RMN des solutions. Notre classification nous 
paraît donc plus appropriée car elle permet de rendre compte de la distance 
entre les spins et donc de la difficulté à détecter les interactions. En effet, la 
détection des contacts à longue distance dans des échantillons complètement 
marqués est rendue très difficile par le phénomène de troncature dipolaire.  
 

 
 

Figure  6-1. Types de distances détectables en RMN en phase solide grâce aux dif-
férentes séquences de recouplage. Ces distances sont illustrées sur l’isoleucine 241, 
la lysine 242 et le tryptophane 269, en rouge, de la structure tridimensionnelle de 
la protéine CBPE 156, 158. Les courtes distances sont représentées par la flèche 
jaune, les moyennes distances par la flèche violette et les longues distances par la 
flèche verte.  
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6.1.2 La troncature dipolaire 

 
La troncature dipolaire peut être illustrée de deux façons. D’un point 

de vue mathématique, ce phénomène est décrit par le fait que les termes cons-
tituants l’hamiltonien de recouplage ne commutent pas, entraînant une domi-
nation des couplages les plus forts ou encore une troncature des termes les 
plus faibles 297. D’un point de vue expérimental, lors du phénomène de tronca-
ture dipolaire, le transfert de polarisation dû à des couplages dipolaires peu 
intenses, caractéristiques de longues distances, est très atténué par la présence 
d’interactions dipolaires plus importantes, caractéristiques de courtes distances 
298, 299. 
 

 
 

Figure  6-2. Troncature dipolaire et recouplage au premier ordre. Le premier sys-
tème de spin est constitué d’un atome de carbone Cαααα auquel est lié un Hαααα et d’un 
atome situé à 4,5 Å, appelé Cremote. Dans le deuxième système, un atome Cββββ, di-
rectement lié au Cαααα est également présent. Le graphe à gauche représente 
l’efficacité de transfert utilisant une séquence de recouplage au premier ordre en 
fonction du temps de mélange lors du transfert d’aimantation entre le CααααQet le 
Cremote dans le système 1 (en noir) et dans le système 2 (en rouge) lorsqu’un 
transfert de polarisation entre le CααααQet le Cββββ est également présent (en bleu). Fi-
gure traduite de la publication 32.    

 
Par exemple, les séquences de recouplage basées sur un mécanisme au 

premier ordre (RFDR 300, 301, HORROR 302, postC7 303, SPC5 304, CMRR 269…) 
et dont l’hamiltonien effectif est constitué de termes qui ne commutent pas, 
sont sujettes à la troncature dipolaire. Ce phénomène est illustré en Figure 
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 6-2. Des simulations de transfert d’aimantation au sein du système 1 et du 
système 2 ont été réalisées en utilisant un recouplage de type CMRR. La 
courbe noire représente le transfert entre le Cα et le Cremote appartenant au sys-
tème 1. Dans ce cas, le transfert de polarisation est significatif. Cependant, 
lorsqu’un Cβ, directement lié au Cα est ajouté à la simulation, le transfert de 
polarisation du Cα au Cremote est annulé (courbe rouge), alors que la polarisa-
tion est très efficacement transférée au Cβ (courbe bleue). 

Ces séquences de recouplage au premier ordre sont donc très utiles à 
l’attribution d’échantillons biomoléculaires, la troncature dipolaire étant un 
frein à la détection de contacts à longue distance, nécessaires à la détermina-
tion structurale. Cependant, de nombreuses techniques ont également été mi-
ses au point afin de réduire ce phénomène. L’une de ces techniques est la pré-
paration de l’échantillon en utilisant un marquage isotopique sélectif, qui in-
duit une dilution du système de spins. Néanmoins, dans ce chapitre, nous ne 
nous intéresserons pas davantage à cette méthode mais nous nous consacre-
rons à la description des séquences de recouplage permettant d’atténuer le 
phénomène de troncature dipolaire, et ce plus particulièrement dans les échan-
tillons uniformément marqués. Les deux prochaines parties passeront donc en 
revue les techniques de recouplage homonucléaire et hétéronucléaire existan-
tes.    
 

6.2 Techniques de recouplage homonucléaire  

 
Comme nous allons le voir dans cette partie, les séquences homonu-

cléaires permettant d’atténuer efficacement la troncature dipolaire reposent 
généralement sur l’un de ces deux principes : soit elles manipulent sélective-
ment certains spins, soit elles reposent sur un recouplage au second ordre, re-
couplage faisant intervenir dans l’hamiltonien effectif des termes de couplages 
dipolaires homonucléaires et/ou hétéronucléaires. Dans la suite de cette partie, 
nous allons tâcher de décrire certaines de ces techniques, et particulièrement 
celles qui ont permis la détermination de structures tridimensionnelles de pro-
téines et de fibrilles.  
  

6.2.1 Techniques basées sur le phénomène de « Rotational Resonance » 

 
Dans le cas des expériences basées sur le phénomène de « Rotational 

Resonance » ou R2, l’interaction dipolaire entre les membres d’une paire de 
spins est réintroduite sélectivement en faisant correspondre la différence de 
déplacement chimique entre ces deux spins avec un multiple de la vitesse de 
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rotation 305-307. L’échange de polarisation entre les deux spins est ensuite enre-
gistré en fonction du temps de mélange. De nombreuses variantes ont été pro-
posées 308-311. Par exemple, Costa et al. ont mis au point l’expérience R2W 
(« Rotational Resonance Width ») 309, où l’échange de polarisation est enregis-
tré en fonction de la vitesse de rotation, pour un temps de mélange constant. 
Cette méthode est moins dépendante des paramètres de relaxation. Elle est 
illustrée sur la Figure  6-3 (a). 
 

 
 

Figure  6-3. Séquences de recouplage homonucléaire. Séquences (a) R2W 309, (b) 
PDSD 312, (c) séquence permettant de réaliser les expériences (d) DARR/RAD 
267, 268, 313 ou MIRROR 265 et (e) PARIS-xy 314, (f) séquence permettant d’effectuer 
les expériences (g) PAR 32 et (h) RESORT 315 et (i) séquence CHHC 170. 

 
La conséquence directe de la sélectivité de ces méthodes est que la 

troncature dipolaire est significativement atténuée. L’autre avantage de ces 
techniques est qu’elles permettent de mesurer de manière précise les distances 
entre les spins 316, 317. Cependant, leur application à une protéine uniformément 
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marquée est rendue plus difficile par la présence d’interactions multi-spins, 
même si elle a été démontrée avec succès en 2008 sur la protéine GB1 sélecti-
vement marquée (6 kDa) et a permis la détermination de sa structure en com-
binaison avec des contraintes obtenues par PDSD 318. 
 

6.2.2 La séquence PDSD 

 
La méthode PDSD (« Proton Driven Spin Diffusion ») est la plus cou-

ramment employée parmi les techniques de recouplage au second ordre en vue 
de l’obtention de contraintes en RMN biomoléculaire. La séquence PDSD, re-
présentée en Figure  6-3 (b), permet l’échange de polarisation entre les spins 
après restauration de l’aimantation le long de l’axe Z 312. Le transfert 
d’aimantation a lieu sans condition particulière, le couplage au bain de pro-
tons fournissant l’énergie nécessaire au transfert. L’hamiltonien effectif corres-
pondant comprend des termes au second ordre entre les couplages dipolaires 
hétéronucléaire et homonucléaire de type 1H–13C ×13C–13C et 13C–13C ×13C–13C, 
qui permettent le transfert d’aimantation dans un laps de temps compris entre 
plusieurs centaines de millisecondes à la seconde. L’existence de contacts entre 
spins distants a été prouvée expérimentalement mais il est beaucoup plus dif-
ficile de montrer que le transfert de polarisation est direct et non relayé (dans 
les échantillons uniformément marqués tout du moins) 319. La PDSD a per-
mis la détermination de la première structure tridimensionnelle de protéine en 
RMN en phase solide en 2002 27 (SH3 sélectivement marquée, 7 kDa). Plus ré-
cemment, elle a permis la détermination de la structure de l’ubiquitine (9 
kDa) uniformément marquée 273 mais aussi des fibrilles HET-s (5×8,6 kDa) 293 
et de la protéine MMP12 (17,6 kDa) 30, en combinaison avec d’autres techni-
ques de recouplage. Cependant, cette méthode reposant sur la diffusion de 
spins n’est plus efficace lorsqu’elle est utilisée à de hauts champs magnétiques 
et à de hautes vitesses de rotation. 
 

6.2.3 La séquence DARR/RAD 

 
Les méthodes DARR (« Dipolar Assisted Rotational Resonance ») 268, 

313/ RAD (« Rf Assisted Diffusion ») 267 permettent d’accélérer la diffusion de 
spin intervenant dans les expériences PDSD et donc le transfert d’aimantation 
entre les spins, qui peut avoir lieu en moins de 500 millisecondes. Pour ce 
faire, la séquence utilise un champ rf continu sur la voie proton ayant une 
amplitude correspondant à la vitesse de rotation, soit en se plaçant sur les 
conditions résonantes de « Rotary Resonance Recoupling » R3 320. La séquence 
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est illustrée sur la Figure  6-3 (c)-(d). Cette technique de recouplage au second 
ordre utilise les mêmes termes croisés que la PDSD. L’utilité de la séquence 
DARR pour la détermination de structures a été démontrée sur les protéines 
ubiquitine (9 kDa) 276, GB1 (6 kDa) 271, Crh (2×10,4 kDa) 172 et MMP12 (17,6 
kDa) 30. Cette méthode, tout comme la séquence PDSD, reste tout de même 
très inefficace pour de hautes vitesses de rotation et de hauts champs 
magnétiques. Ceci tient au fait que le terme de couplage effectif est propor-
tionnel à l’inverse de la vitesse de rotation.  
 

6.2.4 La séquence DONER 

 
L’efficacité des méthodes PDSD et DARR est très affectée lors de leur 

utilisation sur des échantillons fortement enrichis en deutérium, le couplage au 
bain de protons étant amoindri. L’idée de la séquence DONER (« DOuble-
Nucleus Enhanced Recoupling ») est d’utiliser à la fois le réseau de couplages 
dipolaires proton et deutérium 321, et non uniquement le réseau de protons, 
comme dans la séquence DARR. Ceci est rendu possible par une irradiation 
simultanée sur les canaux proton et deutérium à la condition R3 (comme dans 
la séquence DARR). Cette séquence permet d’améliorer l’efficacité de transfert 
dans les protéines deutérées par exemple.   
 

6.2.5 La séquence PARIS 

 
La méthode PARIS (« Phase-Alternated Recoupling Irradiation 

Scheme ») permet un échange de polarisation entre les atomes de carbones, 
tout comme les techniques PDSD et DARR 322. La séquence est constituée 
d’un champ rf ω1H ayant une amplitude constante modérée appliqué unique-
ment sur le canal proton. Cependant, la phase est inversée de X à –X après un 
délai n×τr, où τr est la période de rotation du rotor. Il n’y a pas d’irradiation 
sur la voie carbone. Contrairement à la méthode DARR, le champ appliqué 
sur la voie proton ne répond pas nécessairement à la condition R3. La sé-
quence PARIS transfert plus efficacement l’aimantation que la séquence 
DARR et semble moins sensible à l’inhomogénéité rf. Cette séquence a été ap-
pliquée à la protéine Crh 323. Dans les conditions de l’expérience, très peu de 
contacts à longue distance ont pu être détectés. Cependant, les auteurs suppo-
sent que, tout comme DARR, cette séquence devrait être capable de détecter 
de telles distances, en allongeant le temps de mélange.  

Les auteurs ont également développé une variante de la séquence PA-
RIS, appelée PARIS-xy pour « phase-alternated recoupling irradiation scheme 
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using orthogonal radio-frequency phases » 314. Cette fois, la phase de 
l’irradiation sur la voie proton varie de la façon suivante : X, -X, -Y, Y (Cf. 
Figure  6-3 (c)-(e)). Cette méthode semble plus adaptée au régime « ultra-
fast », où la vitesse de rotation à l’angle magique est supérieure à 40 kHz 24, 25. 
Elle n’a cependant été testée que sur des acides aminés.  
 

6.2.6 La séquence MIRROR 

 
La séquence MIRROR (« MIxed Rotational and ROtary Resonance ») 

est constituée d’une unique irradiation rf sur le champ proton dont 
l’amplitude correspond à la différence de déplacement chimique isotrope entre 
les spins à recoupler 265 (Cf. Figure  6-3 (c) et (d)). De ce fait, la séquence 
MIRROR est intrinsèquement sélective, ce qui permet d’atténuer le phéno-
mène de troncature dipolaire. A ces conditions résonantes, l’hamiltonien effec-
tif de recouplage au second ordre contient des termes croisés entre les coupla-
ges dipolaires homonucléaire et hétéronucléaire. Cet hamiltonien permet no-
tamment le transfert de polarisation ZQ homonucléaire. Dans le but de rendre 
la séquence large bande, il a été proposé de remplacer l’irradiation CW sur le 
canal proton par une irradiation rampée ou en dents de scie. La séquence 
semble pouvoir induire un transfert d’aimantation à de hautes vitesses de ro-
tation (40 kHz dans la publication) mais le temps de mélange est assez long 
(de l’ordre de quelques centaines de millisecondes). La capacité de la séquence 
à détecter des contacts à longue distance est à l’étude.  
 

6.2.7 La séquence PAR 

 
La séquence PAR (« Proton Assisted Recoupling ») est illustrée sur la 

Figure  6-3 (f) et (g). Elle est constituée cette fois-ci de deux champs CW si-
multanés sur les canaux proton et carbone/azote 32, 324. Cette méthode est ba-
sée sur un mécanisme au second ordre TSAR (« Third Spin Assisted Recou-
pling ») qui connecte deux spins A et B via un terme croisé A–1H×1H–B im-
pliquant un troisième spin assistant, qui est souvent un proton. Le mécanisme 
de recouplage TSAR a été le premier à utiliser ce terme croisé. Bien que les 
protons soient impliqués dans le mécanisme, la polarisation n’est pas transfé-
rée à travers le réseau de protons en utilisant les couplages 1H-1H, comme cela 
est le cas dans les expériences CHHC/NHHN par exemple (Cf. paragraphe 
 6.2.9). Le mécanisme de recouplage TSAR est atténué par la présence de ter-
mes appelés « termes auto-croisés ». Afin de maximiser le transfert 
d’aimantation, il convient d’appliquer des champs rf à des puissances minimi-
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sant ces termes. La mise en place de cette séquence est son principal désavan-
tage : en effet, les conditions de champs rf conduisant à un recouplage TSAR 
sont assez précises. Plus de détails à propos des séquences reposant sur le mé-
canisme TSAR ainsi que sur la façon dont sont choisis les champs rf sont 
donnés dans le chapitre suivant. 

Parce que le rapport des interactions à longue distance sur les interac-
tions à courte distance est plus favorable que dans le cas des séquences au 
premier ordre, la séquence PAR permet d’atténuer le phénomène de tronca-
ture dipolaire. Il a été montré qu’elle permet ainsi la détection de contacts en-
tre des spins distants de plus de 5 Å 32. Il a été également démontré que cette 
séquence fonctionne parfaitement même dans le régime « ultrafast » 325, où la 
vitesse de rotation peut atteindre 60 kHz 24, 25, contrairement aux séquences 
PDSD et DARR. Enfin, de part les couplages dipolaires mis en jeu (et no-
tamment l’absence de couplage dipolaire carbone-carbone), le transfert 
d’aimantation est moins relayé que dans les séquences basées sur la diffusion 
de spin. La séquence PAR a ainsi été impliquée dans la détermination structu-
rale de MMP12 30.  

Il est important de remarquer cependant que contrairement aux techni-
ques basées sur le mécanisme R2, la méthode PAR, tout comme toutes les au-
tres séquences de recouplage présentées dans cette partie, ne permet pas de 
mesurer de façon précise la distance entre deux spins, mais permet de catégo-
riser les interactions détectées. 
 

6.2.8 La séquence RESORT 

 
La séquence RESORT (« REsonant Second-ORder Transfer ») est très 

proche de la séquence PAR sauf que l’irradiation CW sur le canal proton est 
remplacée par une irradiation dont la phase change (Cf. Figure  6-3 (f) et (h)) 
315. Sa fréquence de modulation est un multiple entier de la vitesse de rotation. 
L’hamiltonien effectif permettant le transfert d’aimantation est identique à 
celui de la séquence PAR sauf que l’effet RESORT apparaît à des conditions 
résonantes. Ce mécanisme est donc également influencé par la présence de 
termes auto-croisés. Des contacts à longue distance ont été détectés sur la pro-
téine ubiquitine (9 kDa).  
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6.2.9 Les séquences CHHC/NHHN 

 
Les séquences CHHC/NHHN différent des méthodes décrites jusque 

maintenant puisqu’elles permettent d’observer des contacts proton-proton via 
une détection indirecte sur la voie carbone ou azote 170, 326. Cette méthode ré-
sout le problème du manque de dispersion et de résolution de la dimension 
proton. Les contacts 1H-1H  sont établis par un mélange longitudinal ZQ de 
type PDSD, un mélange ZQ de type RFDR  ou par un transfert de polarisa-
tion DQ post-C7. La première de ces séquences est représentée sur la Figure 
 6-3 (i). La séquence CHHC, bien que tirant profit des nombreux contacts pro-
ton-proton présents dans un échantillon biomoléculaire, souffre d’une pauvre 
sensibilité, notamment à cause des étapes de polarisation croisée. Les métho-
des CHHC et NHHN ont cependant rendu possible la détermination structu-
rale de la protéine kaliotoxine (4 kDa) 272 et de Crh (2×10,4 kDa) 172 mais ont 
aussi contribué à la détermination structurale de GB1 (6 kDa) 271, MMP12 
(17,6 kDa) 30 et des fibrilles HET-s (5×8,6 kDa) 293.  

 
 
Afin de détecter des contacts à longue distance, de nombreuses autres 

idées que nous n’avons pas détaillées ont émergé ces dernières années, en par-
ticulier le recouplage stochastique proposé par Tycko 327, le recouplage dipo-
laire tronqué de Levitt 328 et les techniques basées sur un triple champ oscil-
lant de Khaneja et Nielsen 329. Ces techniques ont été démontrées sur de peti-
tes molécules mais doivent encore faire leur preuve sur des échantillons de 
biopolymères tels que les protéines.  

De plus, les avancées techniques en RMN en phase solide, et plus parti-
culièrement celles concernant les sondes, permettent d’atteindre le régime 
« ultrafast ». Cependant, les techniques de recouplage homonucléaire existan-
tes ont été développées pour de plus basses vitesses de rotation. Les méthodes 
de recouplage efficaces à hautes vitesses commencent à peine à se développer 
et il est à croire que ce nouveau régime verra apparaître de nouvelles séquen-
ces de recouplage. 
 

6.3 Techniques de recouplage hétéronucléaire 

 
Tout comme pour le recouplage homonucléaire, de nombreuses séquen-

ces ont été mises au point afin de transférer de l’aimantation entre hétéro-
noyaux, qui sont souvent des atomes d’azote et de carbone dans les biopoly-
mères. Dans cette partie, nous décrirons certaines de ces méthodes et verrons 
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quelles sont leurs avantages et inconvénients vis-à-vis de la détection de 
contacts à longue distance et donc de la détermination structurale de biomolé-
cules.  
 

6.3.1 La séquence de double polarisation croisée et ses variantes 

 
La séquence appelée « double polarisation croisée » ou plus communé-

ment DCP (pour « Double Cross Polarization ») est représentée sur la Figure 
 6-4 (c) dans sa version la plus simple. Elle est constituée de trois champs CW 
appliqués simultanément sur les canaux protons, carbone et azote. Les valeurs 
des champs appliqués sur ces deux derniers canaux doivent respecter les 
conditions de Hartmann et Hahn pendant que la valeur du champ sur la voie 
proton doit être au moins trois fois supérieure aux deux précédentes 22. De 
nombreuses variantes de cette méthode ont été mises au point afin d’améliorer 
l’efficacité de transfert, de rendre la séquence large bande même pour de hau-
tes vitesses de rotation, ou de la rendre spécifiquement sélective (SPICP 164, 
RFDRCP 330, APHHCP 126, SPECIFIC-CP 331, séquences de Hartmann-Hahn 
généralisées 332, iDCP 161 …).  

Cependant, l’hamiltonien effectif permettant le transfert d’aimantation 
entre les spins est un hamiltonien au premier ordre comprenant des termes 
non commutatifs. Ces séquences sont donc très sujettes à la troncature dipo-
laire. Elles sont principalement utilisées pour réaliser des transferts à une liai-
son dans le cadre de l’attribution des molécules.  
 

6.3.2 La séquence REDOR et ses variantes 

 
La mesure de distances entre des paires d’hétéronoyaux spécifiquement 

marqués via la séquence REDOR 333 (« Rotational-Echo DOuble-Resonance ») 
a lieu en deux temps : tout d’abord le signal est enregistré en utilisant la sé-
quence présentée en Figure  6-4 (a), panneau de gauche. Dans ce cas, les cou-
plages dipolaires hétéronucléaires 15N-13C sont moyennés à zéro après une pé-
riode de rotation du rotor. Ils n’ont donc pas d’effet sur le signal détecté sur la 
voie carbone. Dans un second temps, le signal est enregistré en utilisant la sé-
quence illustrée en Figure  6-4 (a), panneau de droite. L’ajout d’impulsions de 
180 degrés synchronisées avec la vitesse de rotation permet d’inverser le signe 
des couplages dipolaires hétéronucléaires qui ne sont donc plus moyennés à 
zéro après une période de rotation. Le signal enregistré est alors atténué par la 
présence de ces couplages dipolaires entre hétéroatomes. La comparaison du 
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signal enregistré avec ces deux expériences mènent ensuite au couplage dipo-
laire et donc à la distance entre les hétéronoyaux.  

La séquence TEDOR (« Transferred-Echo DOuble Resonance ») a été 
mise au point quelques années plus tard afin d’éviter l’enregistrement du bruit 
de fond causé par les spins à l’abondance naturelle 165. Après une étape de po-
larisation croisée, l’aimantation évolue sous le couplage dipolaire azote-carbone 
grâce à l’application d’impulsions de 180 degrés synchronisées avec la rotation 
sur le canal carbone. L’aimantation est ensuite transférée au carbone par une 
étape de type INEPT. Finalement, la cohérence transférée est transformée en 
une aimantation carbone observable par l’application d’impulsions de 180 de-
grés synchronisées avec la rotation sur la voie azote (Cf. Figure  6-4 (b)). La 
paire de spins couplés est donc sélectionnée et séparée des spins non couplés 
grâce au transfert de cohérence INEPT d’un spin de la paire d’hétéronoyaux à 
l’autre.  
 

 
 
Figure  6-4. Séquences de recouplage hétéronucléaire. Séquences (a) REDOR, (b) 
TEDOR et (c) DCP ou PAIN-CP. 

 
Par la suite, de nombreuses variantes de ces deux méthodes ont été mi-

ses au point (REDOR J-découplé 168 où les couplages J carbone-carbone sont 
refocalisés, FSR (« Frequency Selective » REDOR) où les couplages dipolaires 
que l’on ne souhaite pas observer et les couplages scalaires sont supprimés 167, 
REPT (« REcoupled Polarization-Transfer ») 169, 3D ZF- et BASE-TEDOR 
(3D « z-filtered » TEDOR et 3D « band-selective » TEDOR) 166), toutes 
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ayant pour but de permettre la mesure de distances dans un échantillon uni-
formément marqué et non dans un échantillon où une paire de spins est mar-
quée sélectivement, comme cela est le cas dans les expériences REDOR et 
TEDOR. En effet, dans ces deux dernières expériences, la mesure de distance 
dans un échantillon uniformément enrichi est compliquée par la présence des 
multiples interactions spin-spin.  

Bien qu’elles permettent la mesure précise de longues distances, les mé-
thodes REDOR/TEDOR et leurs variantes sont difficilement applicables à de 
grosses molécules uniformément marquées telles que les protéines. Cependant, 
ces séquences ont permis la détermination de la structure tridimensionnelle du 
tripeptide MLF 334, d’un petit peptide formant des fibrilles 28 et de la protéine 
GB1 sélectivement marquée 274.  

 

6.3.3 La séquence NHHC 

 
La séquence NHHC est l’équivalent des séquences CHHC/NHHN mais 

appliqué à deux hétéronoyaux différents 170. Elle possède les mêmes avantages 
et inconvénients. Elle a cependant été utilisée dans la détermination structu-
rale de Crh 171, 172.  
 

6.3.4 La séquence PAIN-CP 

 
La séquence PAIN-CP (« Proton Assisted Insensitive Nuclei Cross Po-

larization ») est l’équivalent de la séquence PAR mais appliquée au recouplage 
hétéronucléaire 33, 34. Elle est constituée d’une triple irradiation simultanée CW 
sur les trois canaux proton, carbone et azote (Cf. Figure  6-4 (c)). Cette sé-
quence présente les mêmes avantages et inconvénients que son pendant PAR. 
Elle permet notamment la détection de contacts à longue distance. Elle a été 
impliquée dans la détermination structurale de MMP12 (17,6 kDa) 30 et a 
permis la mise en évidence de contacts à longue distance intermonomériques 
dans le dimère de Crh 33. Plus de détails seront donnés sur les techniques PAR 
et PAIN-CP dans le chapitre suivant. 
 

6.4 Conclusion 

 
Comme nous l’avons vu au début de ce chapitre, la troncature dipolaire 

est un frein à la détection de contacts à longue distance et rend la détermina-
tion de structures tridimensionnelles très difficile. 
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Cependant, des séquences de recouplage homonucléaires et hétéronu-
cléaires qui permettent la détection de contacts à longue distance ont été dé-
veloppées. Parmi celles-ci les séquences basées sur le mécanisme TSAR, les sé-
quences PAR et PAIN-CP, ont été impliquées dans la détermination structu-
rale de plusieurs protéines et possèdent l’avantage d’être efficaces dans le ré-
gime « ultrafast ». Dans le chapitre suivant, nous verrons comment 
l’introduction d’un changement de phase au milieu de la période d’irradiation 
TSAR permet d’améliorer l’efficacité de transfert et de faciliter la mise en 
place de l’expérience.  
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7. Amélioration du mécanisme de recouplage 
TSAR en RMN en phase solide 

 
Comme expliqué plus en détails dans le chapitre précédent, le méca-

nisme de recouplage TSAR (« Third Spin Assisted Recoupling ») possède 
l’avantage d’atténuer la troncature dipolaire. Ce mécanisme, sur lequel sont 
basées deux séquences, une homonucléaire (PAR 32, 324) et une hétéronucléaire 
(PAIN-CP 33, 34), permet entre autre la détection de contacts à longue dis-
tance.  

Cependant, comme nous l’avons également mentionné dans le chapitre 
6, l’efficacité de transfert de ces deux séquences est amoindrie par la présence 
de « termes auto-croisés ». Ces termes impliquent que les conditions de 
champs rf pour lesquelles le recouplage TSAR est actif et efficace sont très 
étroites et nécessitent des calibrations très précises.  

Le projet relaté dans ce chapitre a pour objectif de démontrer que 
l’introduction d’un changement de phase de 180 degrés au milieu de la période 
d’irradiation CW sur tous les canaux permet d’améliorer les performances des 
séquences PAR et PAIN-CP. Ces nouvelles séquences, que nous appelons 
PAR-π-shift et PAIN-CP-π-shift, voient leur efficacité de transfert améliorée. 
Les conditions où le mécanisme TSAR est actif sont également élargies, ce qui 
facilite l’optimisation de ces méthodes. 

Dans un premier temps, nous décrirons la théorie du mécanisme TSAR 
et verrons comment l’introduction de ce changement de phase permet 
d’améliorer l’efficacité de transfert. La deuxième partie de ce chapitre sera 
consacrée aux simulations accomplies sur des systèmes de spins modèles. Nous 
verrons qu’elles confirment les résultats obtenus par la théorie. Enfin, nous 
relaterons comment nous avons appliqué ces nouvelles séquences au domaine 
biomoléculaire et plus particulièrement à une protéine de 20 kDa, YajG 263. 
Des expériences seront présentées sur toute la plage de champs magnétiques et 
de vitesses de rotation accessibles aujourd’hui.  
 

7.1 Théorie 

 
Les séquences d’impulsions PAR-π-shift et PAIN-CP-π-shift décrites 

tout le long de ce chapitre sont représentées en Figure  7-1 (a) et (b), respecti-
vement. Après l’étape initiale de polarisation croisée et la période d’évolution 
t1, une irradiation continue CW, qui constitue le bloc de recouplage TSAR, est 
appliquée sur tous les canaux simultanément. La phase de cette irradiation est 
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changée de 180 degrés en son milieu. Cette étape est suivie d’une détection des 
hétéronoyaux sous découplage hétéronucléaire. Les séquences PAR et PAIN-
CP sont en tous points identiques sauf que la phase des irradiations CW cons-
tituant le bloc TSAR n’est pas variée. Comme nous allons le voir dans cette 
partie, le mécanisme TSAR est un mécanisme de recouplage du second-ordre 
impliquant les interactions dipolaires A-1H et 1H-B, A et B pouvant être des 
spins identiques.  
 

 
 

Figure  7-1. Séquences d’impulsion (a) PAR-π-shift et (b) PAIN-CP-π-shift 2D. 
Les impulsions de 90 degrés sont représentées par les barres verticales blanches. 
Les cyclages de phase utilisés sont les suivants : (a) Φ1 = x ; Φ2 = y ; Φ3Q=Qx, -x ; 

Φ4Q=Qx, x, -x, -x ; Φ5Q=Q-x, -x, x, x ; Φrec = x, -x, x, -x.  (b) Φ1 = x ; Φ2 = x, -x ;   

Φ3 = y ; Φ4Q=Qx, x, -x, -x ; Φ5Q=Q-x, -x, x, x ; Φrec = x, -x, x, -x. Les séquences 
d’impulsions PAR et PAIN-CP classiques sont similaires sauf que la phase des 
blocs PAR et PAIN-CP est maintenue identique tout le long des irradiations.  

 

7.1.1 Principes du mécanisme de recouplage TSAR 

 
Les expériences PAR et PAIN-CP peuvent être analysées en utilisant la 

théorie de l’hamiltonien moyen ou AHT (« Average Hamiltonian Theory ») 
335. Cette théorie permet de visualiser et de comprendre la dynamique de spins 
intervenant dans le mécanisme TSAR dans le sous-espace PAR ou PAIN-CP. 
Cette analyse est décrite en détails dans la publication 32. Le contenu de ce 
paragraphe a pour unique but de donner les éléments essentiels nécessaires à 
la compréhension de l’effet du changement de phase intervenant dans les ex-
périences PAR-π-shift et PAIN-CP-π-shift. Pour ce faire, considérons un sys-
tème à trois spins constitué de 2 atomes A et B et d’un proton assistant, les 
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spins A et B étant identiques dans le cas de l’expérience PAR. Le système de 
spins est sujet à trois irradiations simultanées CW sur les canaux A, B et pro-
ton possédant une force de champ rf 1 /2Aω π , 1 /2Bω π  and 1 /2Hω π , respecti-

vement. Dans le cas hétéronucléaire, l’hamiltonien interne peut être écrit de la 
façon suivante : 
 

 
} }

}

31 2

54 6

1 1 1

Interactions dipolaires

Interactions Zeeman

Irradiations CW

2 2 2AB z z AH z z HB z z

A z B z H z

A x B x H x

A B A H H B

A B H

A B H

ω ω ω

ω ω ω

ω ω ω

Η = + +

+ + +

+ + +

64748 64748 64748

14444444244444443

144424443

14444244443

 Equation  7-1 

 
où ABω , AHω  et HBω  représentent les couplages dipolaires homonucléaires ou 

hétéronucléaires et ,A Bω ω , et  ω H
 les tenseurs de déplacement chimique des 

spins A, B et H respectivement. La rotation à l’angle magique induit une dé-
pendance temporelle de l’anisotropie de ces interactions. 

Afin de faciliter les calculs, l’hamiltonien exprimé en équation 7-1 peut 
être réécrit dans une base sphérique, en utilisant les tenseurs sphériques irré-
ductibles présentés en annexe C : 
 

 
} }

31 2

10 10 10 10 10 10

5 64

10 10 10

11 1 1 11 1 1
1 1

Interactions dipolaires

Interactions Zeeman

2 2 2

2 2

A B A H H B
AB AH HB

A B H
A B H

A A B B

A B

H T T T T T T

T T T

T T T T

ω ω ω

ω ω ω

ω ω− −

= + +

+ + +

   − + − ++ + +   
   

64748 64748 64748

14444444244444443

678

14444244443

11 1 1
1

Irradiations CW

2

H H

H

T Tω − − +
 
 

144444444444424444444444443

 

 Equation  7-2 

 
Afin d’apprécier l’effet des champs rf CW, il est plus facile de réécrire 

l’hamiltonien dans le référentiel des interactions défini par les trois irradiations 
CW. A ce stade, les indices p ont été introduits afin de réduire la dépendance 
de l’hamiltonien à quatre fréquences différentes ( 2rω π , la fréquence de rota-

tion du rotor et 1 2Aω π , 1 2Bω π  et 1 2Hω π  les forces des champs rf sur les 

voies A, B et proton, respectivement) à une unique dépendance fréquentielle :  
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 1
2 2

ω ω
π π

 =  
 

A r
Ap   Equation  7-3

  

 1
2 2

ω ω
π π

 =  
 

B r
Bp   Equation  7-4

  

 1
2 2

ω ω
π π

 =  
 

H r
Hp  Equation  7-5

  

La théorie de l’hamiltonien moyen 335 est ensuite appliquée sur une pé-
riode nτr où τr est une période de rotation et n est suffisamment petit pour as-
surer une convergence rapide. L’expression de l’hamiltonien dans le référentiel 
des interactions est donc : 
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 Equation  7-6 

 
où nous utilisons les substitutions suivantes :  
 

 

1 1 1 1

2 2 2 2

3 3 3 3

A A B B

A A H H

H H B B

X m p q p q

X m p q p q

X m p q p q

X m p qα α α α

= + +
= + +
= + +
= +

 Equation  7-7 

 
et où q est la composante des tenseurs sphériques Tlq, m la composante spa-
tiale liée à la rotation à l’angle magique, sgn(q) la fonction signe de q et où α 
représente les indices A, B et H. 
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Le cas homonucléaire peut être traité exactement de la même façon 

sauf que le premier terme de l’équation 7-1 s’écrit [2 ( )]AB z z x x y yA B A B A Bω − + . 

Il est supposé que les champs rf sont choisis de façon à éviter les condi-
tions de Hartmann-Hahn (HH) 22, où la différence ou la somme des champs rf 
appliqués sur deux canaux différents valent une à deux fois la valeur de la vi-
tesse de rotation. Les conditions de recouplage R3 (« Rotary Resonance Re-
coupling) 336, où la valeur de l’irradiation rf correspond à un multiple de la vi-
tesse de rotation, sont également écartées. Si ces conditions bien particulières 
sont évitées ( 1 2 30, 0, 0, 0X X X Xα≠ ≠ ≠ ≠ ), l’hamiltonien moyen au premier 

ordre s’annule. 
Afin de décrire le mécanisme de recouplage TSAR, il est donc néces-

saire de calculer les termes au second ordre et donc entre autre le terme croisé 
entre le terme 2 de l’équation 7-6 correspondant au couplage dipolaire A-1H et 
le terme 3 de la même équation correspondant au couplage dipolaire 1H-B. 
Dans la suite de ce travail, nous ne considérerons que le cas d’un recouplage 
TSAR zéro-quanta où la valeur des champs rf appliqués sur les voies A et B 
est la même, appelé ZQ δp0 TSAR. Cependant, des conditions de recouplage 
TSAR double-quanta sont possibles ainsi que des conditions où la différence 
ou la somme des valeurs de champs rf appliqués sur les voies A et B est égale 
à un multiple de la vitesse de rotation 33. Le terme de recouplage ZQ δp0 
TSAR est donc : 
 

 ( ) ( )
0 0 11 1-1 0 1-1 11

(2),TSAR TSAR TSAR *
, , 10 , 102 2A B H A B H

ZQ p ZQ p ZQ pH T T T T T Tδ δ δω ω= +%   

 Equation  7-8 

 
Ce terme croisé peut à nouveau être exprimé dans une base carté-

sienne : 
 

 
0 0 0

(2),TSAR TSAR TSAR *
, , ,2 2ZQ p ZQ p Z ZQ p ZH A B H A B Hδ δ δω ω+ − − += +%  Equation  7-9 

 
Finalement, l’hamiltonien décrivant le recouplage TSAR peut être ex-

primé en utilisant des opérateurs de spin fictif ZQ, décrits dans l’annexe C :  
 

 ( ) �

( )
� ( ) �

( )
�0 0 0

, 23 , 23(2),TSAR TSAR TSAR
, , ,Re 2 Im 2AB AB

ZQ p ZQ p ZQ pX Z Y Z
H I H I Hδ δ δω ω= +ɶ   

 Equation  7-10 
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L’expression des termes de couplage TSAR 
0

TSAR
,ZQ pδω  peut être trouvée 

dans l’annexe C. L’équation 7-10 nous permet de visualiser le sous-espace dans 
lequel a lieu le mécanisme TSAR. Le sous-espace TSAR peut être perçu 
comme une base couplée entre un proton assistant et un opérateur de spin fic-
tif ZQ impliquant les spins A et B (Cf. Figure  7-2). Dans ce mécanisme, au-
cune aimantation n’est transférée au proton, mais les couplages dipolaires en-
tre les spins A ou B et le proton conduisent à une inversion de la composante 

Z
∼

 du spin fictif (représentant une différence d’aimantation) et peuvent donc 
induire un transfert de polarisation entre le spin A et le spin B. 

Sur les cartes de transfert montrées plus loin et d’après la publication 
32, le premier terme en �

( )
�

, 232 AB

X Z
I H  contribue principalement à la zone de re-

couplage sélectif indiquée par le chiffre 1 (pC est inférieur à 0,5, l’irradiation 
sur la voie carbone ne permettra donc pas  de couvrir toute la fenêtre spec-

trale). Le deuxième terme en �

( )
�

, 232 AB

Y Z
I H  correspond quant à lui majoritaire-

ment à la zone en dessous de la diagonale indiquée par le chiffre 2. Ces zones 
sont visibles sur la Figure  7-3. 

Le terme croisé TSAR entre le terme 2 et le terme 3 de l’équation 7-6 
n’est pas le seul terme croisé possible lors de la triple irradiation CW. Une 
description complète du mécanisme TSAR nécessite l’évaluation de ces autres 
termes croisés du second ordre. Ces termes sont appelés « termes auto-
croisés » car ils correspondent au terme croisé entre chaque terme de 
l’équation 7-6 et lui-même. Ces termes possèdent une contribution non nulle le 

long de l’axe Z
∼

 dans le sous-espace TSAR. Le terme effectif TSAR n’est donc 

pas dans le plan ( )XY
∼ ∼

 mais légèrement décalé par rapport à celui-ci. Il ne va 

donc plus pouvoir inverser aussi proprement la composante Z
∼

 correspondant 
au transfert d’aimantation (Cf. Figure  7-2). L’efficacité du recouplage TSAR 
est donc amoindrie par ces termes auto-croisés. L’hamiltonien correspondant à 
ces derniers peut être écrit ainsi : 
  

 �

( )
�

( ), 23 , 14(2)
AUTO 10

AB ABAUTO AUTO H
ZQ DQZ Z

H I I Tω ω λ= + +ɶ  Equation  7-11 

 

Les expressions analytiques de AUTO
ZQω  et AUTO

DQω  sont données en Annexe C. 
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Figure  7-2. Visualisation de l’hamiltonien TSAR (en rouge), de l’hamiltonien ef-
fectif (en noir) et des termes auto-croisés (en bleu) dans le sous-espace TSAR 
quand (a) les phases des irradiations sur les canaux A, B et proton valent 0, 
quand (b) les phases de ces irradiations valent π, et quand (c) un changement de 
phase de π est introduit au milieu de la période d’irradiations. Les barres gris 
clair et foncé en haut à droite de chaque sous-espace représentent la phase appli-
quée lors des irradiations CW sur les canaux A, B et H.  

  

7.1.2 Effet d’un changement de phase de 180 degrés sur le mécanisme TSAR 

 
La théorie de l’hamiltonien moyen peut également servir à évaluer 

l’effet d’un changement de phase de 180 degrés au milieu de la période 
d’irradiations CW lors des expériences de types PAR et PAIN-CP. Nous 
avons distingué trois cas différents : (1) le changement de phase a lieu sur les 
trois canaux A, B et proton, (2) le changement de phase a lieu sur les canaux 
A et B seulement et (3) le changement de phase a lieu sur le canal proton 
uniquement.  
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7.1.2.1 Changement de phase sur les trois canaux d’irradiation A, B et 
proton 

 
L’effet d’un changement de phase de π des irradiations conduit à des 

expériences que nous appelons PAR-π-shift et PAIN-CP-π-shift. L’hamiltonien 
effectif TSAR-π-shift peut s’écrire: 

 

�

( ) ( ) ( ) �

( )
�

( )
�{ }0 0 0

, 23 , 23 , 23TSAR TSAR TSAR AUTO
eff , , ,Im( )2 Re Im 2

2
termes correctifs

AB AB AB
ZQ p ZQ p ZQ p ZQY Z Y Z

Z
H I H I I Hδ δ δ

τω ω ω ω= + − +∼

�������������������������	������������������������


 Equation  7-12 

 
Le premier terme de l’équation 7-12 est le plus souvent beaucoup plus 

grand que les termes correctifs qui peuvent donc être négligés. L’application 
d’un changement de phase de π sur tous les canaux d’irradiations permet donc 
d’éliminer les termes auto-croisés et de projeter le terme TSAR le long de 

l’axe Y
∼

 du sous-espace TSAR.  Cet effet peut être visualisé simplement sur la 
Figure  7-2. Lorsque la phase des irradiations CW sur les 3 canaux vaut zéro, 

l’hamiltonien TSAR est dans le plan ( )XY
∼ ∼

 et les termes auto-croisés le long 

de l’axe Z
∼

 du sous-espace TSAR (Cf. Figure  7-2 (a)). Lorsque la phase des 

irradiations CW vaut π, l’hamiltonien TSAR est dans le plan ( )XY−
∼ ∼

 et les 

termes auto-croisés le long de l’axe Z−
∼

 du sous-espace TSAR (Cf. Figure  7-2 
(b)). Il en découle que lorsque un changement de phase de π des irradiations 
est introduit au milieu de la période TSAR, les termes auto-croisés s’annulent 

et l’hamiltonien TSAR est projeté le long de l’axe Y
∼

 dans le sous-espace 
TSAR (Cf. Figure  7-2 (c)).  

En comparant les équations 7-10 et 7-12, il semblerait donc que 
l’introduction de ce changement de phase sur les trois canaux élimine le terme 

TSAR dominé par �

( )
�

, 232 AB

X Z
I H  apparaissant à de bas champs rf sur les cartes 

de transfert (zone 1) et privilégie la condition sous la diagonale dominée par 

�

( )
�

, 232 AB

Y Z
I H  (zone 2). 
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7.1.2.2 Changement de phase sur les canaux d’irradiation A et B 

 
L’hamiltonien effectif TSAR résultant du changement de phase des ir-

radiations ayant lieu sur les canaux A et B peut s’écrire ainsi : 
 

�

( ) ( ) ( ) �

( )
�

( )
�{ }0 0 0

, 23 , 23 , 23TSAR TSAR TSAR AUTO
eff , , , 10Re( )2 Im Re 2

2
termes correctifs

AB AB AB H
ZQ p ZQ p ZQ p ZQX Z Y Z

Z
H I H I I H Tδ δ δ

τω ω ω ω λ= + − +∼

����������������������������	���������������������������


 

 Equation  7-13 

 
Le premier terme de l’équation 7-13 est encore une fois beaucoup plus 

grand que les termes correctifs, qui peuvent donc être négligés. L’application 
d’un changement de phase de π sur les canaux d’irradiations A et B permet 
donc d’éliminer les termes auto-croisés et de projeter le terme TSAR le long 

de l’axe X
∼

 du sous-espace TSAR.  
Cette fois-ci, le changement de phase a un effet inverse sur le méca-

nisme TSAR. La comparaison des équations 7-10 et 7-13 nous apprend que 
l’introduction de ce changement de phase sur les canaux A et B uniquement 

élimine le terme TSAR apparaissant sous la diagonale (zone 2) et privilégie la 

condition TSAR sélective (zone 1) apparaissant sur les cartes de transfert.  
 

7.1.2.3 Changement de phase sur le canal d’irradiation proton 

 
L’hamiltonien effectif TSAR résultant d’un changement de phase des 

irradiations uniquement sur le canal proton peut s’écrire ainsi : 
 

�
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2
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τω ω ω ω ω= + − −  

 Equation  7-14 

 
La lecture de l’équation 1-14 révèle que, dans ce cas, les termes auto-

croisés sont toujours présents et inchangés. Le terme TSAR est quant à lui 
diminué. Il semblerait donc que ce changement de phase soit défavorable à un 
transfert TSAR efficace. 

 
 
L’application d’un changement de phase au milieu de l’irradiation CW 

simultanée sur les canaux A et B avec ou sans changement de phase sur la 
voie proton ne modifie pas le mécanisme de transfert TSAR, qui est toujours 
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un mécanisme du second-ordre faisant intervenir les couplages dipolaires A-1H 
et 1H-B. Cependant, ce changement atténue la contribution longitudinale des 
termes auto-croisés. La théorie prédit donc que l’efficacité du mécanisme 
TSAR devrait en être améliorée. Au contraire, il semblerait que l’efficacité du 
mécanisme TSAR soit diminuée quand le changement de phase a lieu unique-
ment sur la voie proton. Les simulations numériques détaillées dans le para-
graphe suivant viennent appuyer les résultats de ces calculs analytiques et 
nous permettent de cerner les conditions de champs rf à appliquer expérimen-
talement en vue d’un transfert efficace.  
 

7.2 Simulations numériques 

 
Les simulations numériques présentées dans cette partie permettent de 

tenir compte des termes possédant un ordre supérieur à 2, contrairement aux 
calculs analytiques décrits plus haut. Nous nous sommes concentrés sur des 
systèmes de spins modélisant ceux présents dans des échantillons biomolécu-
laires tels que les protéines. Nous nous sommes plus particulièrement intéres-
sés au cas où A et B sont identiques et sont des atomes de carbones (cas ho-
monucléaire du mécanisme TSAR : PAR) et au cas où A est un atome d’azote 
et B un atome de carbone (cas hétéronucléaire du mécanisme TSAR : PAIN-
CP). Comme lors des calculs analytiques, nous ne nous sommes intéressés 
qu’au cas ZQ δp0 TSAR, soit pC=pN pour l’expérience PAIN-CP. Comme nous 
allons le constater, les simulations numériques sont en accord avec les calculs 
analytiques : l’application d’un changement de phase de 180 degrés au milieu 
de la période d’irradiation TSAR permet d’améliorer l’efficacité du recouplage 
mais aussi d’étendre la plage de champs rf où le mécanisme TSAR est actif. 
Toutes les simulations numériques effectuées dans cette partie ont été réalisées 
avec le logiciel SpinEvolution 174.  

Toutes les cartes TSAR simulées présentent des caractéristiques com-
munes, représentées en Figure  7-3 dans le cas particulier d’un transfert PAR à 
courte distance (vitesse de rotation à l’angle magique et champ magnétique 
principal modérés): 

- La condition HORROR, où la valeur du champ appliqué sur la voie 
carbone est égale à la moitié de la vitesse de rotation, est située le long d’une 
droite verticale à pC=0,5. Cette condition réintroduit les couplages dipolaires 
carbone-carbone double-quanta. Ceci se traduit sur la carte par une zone de 
transfert négatif. Cependant, par raison de simplicité, tout aimantation infé-
rieure à zéro apparaît en noir sur nos cartes. 
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- Les conditions de « Rotary Resonance Recoupling » ou R3, où la valeur 
de champ rf appliqué sur la voie carbone est égale à une ou deux fois la valeur 
de la vitesse de rotation à l’angle magique, sont positionnées à la verticale aux 
conditions pC=1 ou 2. Cette deuxième condition induit un déphasage impor-
tant des cohérences des carbones, le transfert dans ces zones est donc très li-
mité. 

- Les conditions de Hartmann-Hahn sont visualisables le long de diagona-
les aux conditions pC=pH, pC=pH±1, pC=pH±2, pC=±1–pH et pC=±2–pH. Ces 
conditions impliquent une fuite d’aimantation des hétéronoyaux vers le pro-
ton. Ceci se caractérise sur les cartes par des zones où l’aimantation présente 
sur le spin observé (ou le spin ne possédant pas d’aimantation en début de si-
mulation) est très faible voire nulle. 

- Des conditions de recouplage PAR double-quanta apparaissent égale-
ment le long d’axes verticaux aux conditions pC=0,5 ; 1 ; 1,5 et 2. Cette qua-
trième condition implique un transfert d’aimantation TSAR double-quanta 
(négatif). Ce transfert entre en compétition avec le transfert d’aimantation 
TSAR zéro-quanta (positif), ce qui se traduit par des zones où le transfert est 
très faible.   
 

 
 

Figure  7-3. Visualisation des conditions HORROR, R3, H.H. et PAR sur une 
carte de transfert de polarisation via un recouplage PAR en fonction des puissan-
ces de champs rf carbone et proton pC et pH exprimées en unités de vitesse de 
rotation. Les conditions R3 sont représentées par des droites verticales violettes, 
la condition HORROR par une droite verticale jaune, les conditions de recou-
plage PAR DQ par les droites verticales vertes et les conditions de Hartmann-
Hahn par les diagonales rouges. Les deux zones où le recouplage TSAR ZQ est 
actif sont numérotées 1 et 2. Le transfert est détaillé en Figure  7-4. 
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Parmi ces conditions défavorables au recouplage zéro-quanta, un trans-
fert d’aimantation zéro-quanta TSAR est cependant visible en deux zones dif-
férentes, numérotées 1 et 2 sur la Figure  7-3. 
 

7.2.1 Cas homonucléaire 

 
Les simulations présentées de la Figure  7-4 à la Figure  7-7 utilisent le 

système de spins illustré en Figure  7-4 (a). Il est composé d’un atome de car-
bone Cα auquel sont liés de façon covalente un atome d’hydrogène Hα et un 
atome de carbone Cβ. La distance entre les deux atomes de carbones est typi-
que d’une liaison simple carbone-carbone (1,54 Å). Il en est de même de la 
longueur de la liaison carbone-proton (1,08 Å). L’angle H-Cα-Cβ est de 109,5°. 
Le système de spins est également constitué d’un atome de carbone Cremote dis-
tant de 4,5 Å et de 3,56 Å du Cα et du Hα, respectivement. Les coordonnées 
spatiales, les déplacements chimiques isotropes, l’anisotropie de déplacement 
chimique (CSA), les paramètres d’asymétrie et l’orientation du CSA utilisés 
dans les simulations pour chaque spin sont regroupés dans la Table  7-1. Les 
couplages scalaires J homonucléaires et hétéronucléaires ne sont pas inclus 
dans les simulations. Dans toutes les simulations présentées dans ce paragra-
phe, l’aimantation est initialement présente sur le carbone Cα. Selon les simu-
lations, l’aimantation observée est celle transférée soit au Cβ (Cf. Figure  7-4 et 
Figure  7-6) soit au Cremote (Cf. Figure  7-5 et Figure  7-7).   
 

 
X(Å) Y(Å) Z(Å) 

σiso 
(ppm) 

σaniso 
(ppm) 

η 
Orientation du 
CSA (degrés) 

Hα 0 0 0 0 7,7 0,65 (90 ; -90 ; 90) 

Cα 0 0 -1,08 10 -20 0,43 (90 ; 90 ; 0) 

Cβ 0 1,44 -1,60 -10 -20 0,5 (92,4 ; 116 ; 158,9) 

Cremote 1,58 1,23 2,95 -10 -20 0,5 (99,4 ; 146 ; 138,9) 

 

Table  7-1. Description du système de spins utilisé dans les simulations reportées 
de la Figure  7-4 à la Figure  7-7.  

 
Sur la Figure  7-4 sont représentées les simulations de transfert 

d’aimantation du Cα au carbone directement lié Cβ sur un spectromètre 400 
MHz et pour une vitesse de rotation à l’angle magique de 20 kHz. Quatre car-
tes de transfert sont représentées : une carte correspondant au transfert ZQ 
PAR classique (b), une carte correspondant au transfert PAR où un change-
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ment de phase de π a lieu sur le canal proton (c), sur le canal carbone (d) et 
sur les deux canaux en même temps (e). 

Lors de la simulation de transfert PAR ZQ, la première condition de 
recouplage se situe à des champs utilisant de basses puissances sur la voie car-
bone (pC<0,5 et pH>3), ce qui permet un recouplage sélectif. La deuxième 
condition se situe juste en dessous de la diagonale (pH<pC) mais uniquement 
pour des champs assez élevés (pC>2). Comme cette condition utilise des 
champs rf assez importants, ceci correspond à un recouplage large-bande. 
Cette carte de transfert est comparée à celle obtenue lorsqu’un changement de 
phase a lieu sur le canal carbone uniquement. Dans ce cas, la deuxième condi-
tion n’est plus présente mais la première, résultant en un recouplage sélectif, 
est plus efficace et plus étendue. Ceci confirme les résultats obtenus lors des 
calculs analytiques. Lorsque seule la phase de l’irradiation sur la voie proton 
est modifiée, les simulations confirment également les résultats de la théorie. 
Dans ce cas, le transfert TSAR n’est pas favorisé. La carte (b) est également 
comparée à celle obtenue lors de la simulation du transfert PAR lorsqu’un 
changement de phase a lieu au milieu de l’irradiation sur les deux canaux si-
multanément. Dans ce cas, seule la deuxième condition large bande est encore 
présente. Cependant, elle est cette fois-ci élargie et permet un transfert 
d’aimantation beaucoup plus efficace (jusqu'à 15 dixièmes plus élevés selon les 
valeurs de champs rf). Là aussi, les résultats obtenus par la théorie sont 
confirmés.  

Cependant, l’objectif de ces séquences est de permettre la détermina-
tion de la structure tridimensionnelle de protéines. Dans ce cas, les contacts 
intéressants à détecter sont ceux à longue distance. Il est donc important de 
vérifier que la séquence PAR-π-shift permet d’améliorer le transfert entre deux 
spins distants de plus de 4 Å. La Figure  7-5 présente la simulation du trans-
fert d’aimantation du Cα au carbone Cremote, qui est situé à 4,5 Å, en présence 
d’un atome de carbone directement lié au Cα. Cette situation permet d’étudier 
l’efficacité des séquences PAR et PAR-π-shift vis-à-vis du phénomène de tron-
cature dipolaire. Cette fois encore, deux zones de transfert carbone-carbone 
TSAR sont visibles sur la carte (c), cas du PAR classique, une seule zone 
permettant un recouplage sélectif sur la carte (e) où le changement de phase a 
lieu sur le canal proton, une seule zone permettant du recouplage large-bande 
sur la carte (f), où le changement de phase a lieu sur les deux canaux, et le 
transfert n’est pas favorisé sur la carte (d), où le changement de phase a lieu 
sur le canal proton. Comme lors du transfert d’aimantation au Cβ, ces résul-
tats confirment les calculs analytiques. Comme dans le cas précédent, les zo-
nes présentes sur les cartes (e) et (f) sont élargies et permettent un transfert 
plus efficace après introduction des changements de phase. Malgré la présence 
d’un atome directement lié, les séquences PAR et PAR-π-shift sont donc ca-
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pables d’induire un transfert d’aimantation entre un carbone et un autre dis-
tant de plusieurs Angströms, en présence d’un troisième directement lié au 
premier. Ces séquences permettent d’atténuer l’effet de la troncature dipolaire. 
Les améliorations constatées lors de l’introduction du changement de phase 
sont visualisées plus facilement sur la Figure  7-5 (b), qui représente l’efficacité 
de transfert en fonction de la puissance du champ sur la voie proton quand la 
valeur du champ sur la voie carbone est fixée à une valeur permettant un 
transfert optimal. L’application d’un changement de phase de 180 degrés au 
milieu du bloc d’irradiation PAR permet une amélioration d’un facteur deux à 
la fois de l’efficacité mais aussi de la largeur des conditions de champs rf pour 
lesquelles le mécanisme TSAR est actif. 

Dans les conditions expérimentales considérées jusqu’ici (champ magné-
tique principal et vitesse de rotation à l’angle magique moyens), les spectres 
de biopolymères souffrent d’une résolution insuffisante. Ceci est particulière-
ment vrai pour les gros systèmes. Il est donc nécessaire d’avoir à sa disposition 
des séquences de recouplage efficaces (1) dans le régime « ultrafast MAS » où 
la vitesse de rotation est supérieure à 40 kHz 24, 25 mais aussi (2) à haut champ 
magnétique afin d’obtenir des spectres plus résolus. Nous avons donc dans un 
premier temps simulé le transfert d’aimantation entre le spin Cα et le spin di-
rectement lié Cβ à 60 kHz de vitesse de rotation et sur un spectromètre 900 
MHz (Cf. Figure  7-6). Plusieurs zones de transfert PAR sont visibles sur la 
carte (b) où le transfert PAR classique est simulé. Ces zones correspondent 
notamment à pC ≈ 1,1 et 1,8 et pH ≈ 0,4 et 1,4, respectivement. La lecture de la 
carte (d) nous apprend que la zone utilisant les champs rf les plus élevés perd 
énormément en efficacité de transfert après introduction du changement de 
phase sur la voie carbone uniquement. Sur la carte (e), la première zone de 
transfert, utilisant les champs rf les plus bas, ne semble pas affectée par 
l’introduction du changement de phase mais la deuxième est nettement élar-
gie. De plus, encore une fois, l’introduction du changement de phase permet 
de fortement améliorer l’efficacité de transfert dans cette zone. La carte (c) 
présente également des zones où l’introduction du changement de phase sur la 
voie proton est bénéfique par rapport aux conditions de recouplage PAR, mais 
ces zones restent moins efficaces que celles présentées en (e). 

Dans le cas d’un transfert d’aimantation du carbone Cα au carbone Cre-

mote, en présence d’un atome de carbone directement lié au Cα, la carte (b) pré-
sente à nouveau plusieurs zones de transfert PAR efficace, similaires à celles 
visibles sur la Figure  7-6. Apres insertion d’un changement de phase sur la 
voie carbone, comme lors du transfert au Cβ, la zone utilisant les plus hautes 
fréquences et donc permettant un recouplage large-bande sur la carte (d) ne 
subit pas beaucoup de modifications. 
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Figure  7-4. Transferts de polarisation en fonction des puissances de champs rf 
carbone et proton pC et pH exprimées en unités de vitesse de rotation lors 
d’expériences de type ZQ PAR avec ωΗ/2π = 400 MHz et ωr/2π = 20 kHz. Le dé-
lai d’irradiations est de 1,5 ms. (a) Système de spins utilisé lors des simulations. 
L’aimantation est transférée du Cα au Cβ en présence d’un carbone plus éloigné 
appelé Cremote et d’un proton Hα lié de façon covalente au Cα. (b) Transfert 
d’aimantation lors d’une expérience ZQ PAR classique. (c) Transfert 
d’aimantation lors d’une expérience ZQ PAR où un changement de phase π est 
appliqué sur la voie proton. (d) Transfert d’aimantation lors d’une expérience ZQ 
PAR où un changement de phase π est appliqué sur la voie carbone. (e) Transfert 
d’aimantation lors d’une expérience ZQ PAR-π-shift où un changement de phase 
π est appliqué sur les voies carbone et proton. L’échelle de transfert est la même 
pour les quatre simulations et est indiquée en bas à droite de la figure. Elle est 
normalisée à 1.  
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Figure  7-5. Transferts de polarisation en fonction des puissances de champs rf 
carbone et proton pC et pH exprimées en unités de vitesse de rotation lors 
d’expériences de type ZQ PAR avec ωΗ/2π = 400 MHz et ωr/2π = 20 kHz. Le dé-
lai d’irradiations est de 5 ms. (a) Système de spins utilisé lors des simulations. 
L’aimantation est transférée du Cα à un carbone plus éloigné appelé Cremote en 
présence d’un Cβ et d’un proton Hα liés de façon covalente au Cα. (b) Efficacité de 
transfert pour les expériences PAR (en noir) et PAR-π-shift (en rouge) en fonc-
tion de la puissance de champ rf appliquée sur la voie proton exprimée en unité 
de vitesse de rotation pH. pC est fixé à 2,5. La position de ces profils est indiquée 
par les flèches verticales sur la Figure  7-5 (c) et (f). (c) Transfert d’aimantation 
lors d’une expérience ZQ PAR classique. (d) Transfert d’aimantation lors d’une 
expérience ZQ PAR où un changement de phase π est appliqué sur la voie pro-
ton. (e) Transfert d’aimantation lors d’une expérience ZQ PAR où un change-
ment de phase π est appliqué sur la voie carbone. (f) Transfert d’aimantation lors 
d’une expérience ZQ PAR-π-shift où un changement de phase π est appliqué sur 
les voies carbone et proton. L’échelle de transfert est la même pour les cinq simu-
lations et est indiquée en bas à droite de la figure. Elle est normalisée à 1.
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Figure  7-6. Transferts de polarisation en fonction des puissances de champs rf 
carbone et proton pC et pH exprimées en unités de vitesse de rotation lors 
d’expériences de type ZQ PAR avec ωΗ/2π = 900 MHz et ωr/2π = 60 kHz. Le dé-
lai d’irradiations est de 1,5 ms. (a) Système de spins utilisé lors des simulations, 
identique à celui présenté en Figure  7-4 (a). (b) Transfert d’aimantation lors 
d’une expérience ZQ PAR classique. (c) Transfert d’aimantation lors d’une expé-
rience ZQ PAR où un changement de phase π est appliqué sur la voie proton. (d) 
Transfert d’aimantation lors d’une expérience ZQ PAR où un changement de 
phase π est appliqué sur la voie carbone. (e) Transfert d’aimantation lors d’une 
expérience ZQ PAR-π-shift où un changement de phase π est appliqué sur les 
voies carbone et proton. L’échelle de transfert est la même pour les quatre simu-
lations et est indiquée en bas à droite de la figure. Elle est normalisée à 1. 
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Figure  7-7. Transferts de polarisation en fonction des puissances de champs rf 
carbone et proton pC et pH exprimées en unités de vitesse de rotation lors 
d’expériences de type ZQ PAR avec ωΗ/2π = 900 MHz et ωr/2π = 60 kHz. Le dé-
lai d’irradiations est de 5 ms. (a) Système de spins utilisé lors des simulations. 
Système de spins utilisé lors des simulations, identique à celui présenté en Figure 
 7-5 (a). (b) Transfert d’aimantation lors d’une expérience ZQ PAR classique. (c) 
Transfert d’aimantation lors d’une expérience ZQ PAR où un changement de 
phase π est appliqué sur la voie proton. (d) Transfert d’aimantation lors d’une 
expérience ZQ PAR où un changement de phase π est appliqué sur la voie car-
bone. (e) Transfert d’aimantation lors d’une expérience ZQ PAR-π-shift où un 
changement de phase π est appliqué sur les voies carbone et proton. L’échelle de 
transfert est la même pour les quatre simulations et est indiquée en bas à droite 
de la figure. Elle est normalisée à 1. 
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La zone permettant le recouplage sélectif voit quant à elle son efficacité 
légèrement améliorée. Sur la carte (e), la zone correspondant à pC ≈ 1,8 et pH ≈ 

1,4 est nettement élargie et permet un transfert plus efficace. Sur la carte (c), 
le transfert TSAR est globalement moins bon qu’avant l’introduction du 
changement de phase. 

L’introduction d’un changement de phase au milieu de la période 
d’irradiation sur le canal carbone seul ou simultanément sur le canal proton 
permet donc de rendre plus efficace le transfert d’aimantation d’un carbone à 
un autre, que ce soit un carbone directement lié ou un carbone à plus longue 
distance. Elle permet également d’élargir les conditions de champs rf pour les-
quelles le recouplage TSAR est actif. Il est donc plus facile de mettre en place 
des expériences PAR-π-shift. 

 

7.2.2 Cas hétéronucléaire 

 
Nous sommes également intéressés au transfert hétéronucléaire PAIN-

CP entre un azote et un carbone typique d’un acide aminé présent dans une 
protéine. Lors des simulations, nous avons utilisé le système de spins illustré 
en Figure  7-8 (a). Il est composé d’un atome d’azote N auquel sont liés de fa-
çon covalente un atome d’hydrogène Hn et un atome de carbone Cα. La dis-
tance entre l’atome d’azote et l’atome de carbone est de 1,44 Å et celle entre 
l’atome d’azote et l’atome d’hydrogène est de 0,97 Å. Les coordonnées spatia-
les de ces trois atomes ont été extraites de la structure cristalline de MLF, et 
plus particulièrement du premier acide aminé constituant ce tripeptide, la leu-
cine 334. Les coordonnées spatiales, les déplacements chimiques isotropes, 
l’anisotropie de déplacement chimique (CSA), les paramètres d’asymétrie et 
l’orientation du CSA pour chaque spin sont regroupés dans la Table  7-2. Les 
couplages scalaires J homonucléaires et hétéronucléaires ne sont pas inclus 
dans les simulations. Dans toutes les simulations présentées dans ce paragra-
phe, l’aimantation est initialement présente sur l’azote et l’aimantation obser-
vée celle transférée au carbone. 

Sur la Figure  7-8 sont représentées les simulations de transfert 
d’aimantation de l’azote à son carbone directement lié Cα sur un spectromètre 
400 MHz et pour une vitesse de rotation à l’angle magique de 9 kHz. Deux 
cartes de transfert sont représentées : une carte (b) correspondant au transfert 
ZQ δp0 PAIN-CP classique et une (c) correspondant au cas où le changement 
de phase de π a lieu sur les trois canaux en même temps. Comme dans le cas 
homonucléaire, nous observons les conditions HORROR, R3, Hartmann-Hahn 
et transfert PAIN-CP DQ. Cependant, un transfert d’aimantation PAIN-CP 



Chapitre 7: amélioration du mécanisme de recouplage TSAR en RMN en phase solide

 

 204 

ZQ vers le Cα est également visible. Deux régions sont discernables sur la 
carte (b). La première condition se situe à des champs utilisant de plus basses 
puissances sur les voies carbone et azote (pC/N<2,5 et pH>3) et permet un re-
couplage sélectif. Elle est d’ailleurs dans ce cas la condition permettant le re-
couplage le plus efficace. La deuxième condition se situe juste en dessous de la 
diagonale (pH<pC) mais uniquement pour des champs assez élevés (pC>2). Ce-
ci correspond à un recouplage large-bande. Cette carte est comparée à celle 
obtenue lors de la simulation du transfert PAIN-CP lorsqu’un changement de 
phase a lieu au milieu de l’irradiation sur les trois canaux simultanément 
(carte (c)). Dans ce cas, seule la deuxième condition large bande est encore 
présente. Elle est cette fois-ci également élargie et permet un transfert 
d’aimantation beaucoup plus efficace (jusqu'à 20 dixièmes plus élevés selon les 
valeurs de champs rf). 
 

 
X(Å) Y(Å) Z(Å) 

σiso 
(ppm) 

σaniso 
(ppm) 

η 
Orientation du 
CSA (degrés) 

N 0 0 -0,97 0 99 0,19 (-90 ; -90 ; -17) 

Cα 0 1,26 -1,67 0 20 0,7 (90 ; 90 ; 0) 

Hn 0 0 0,07 0 0 0 (0 ; 0 ; 0) 

 

Table  7-2. Description du système de spins utilisé dans les simulations reportées 
en Figure  7-8.  

 
Ces améliorations peuvent être plus facilement visualisées grâce à des 

profils simulés. Les coupes réalisées à travers les cartes de transfert sont sché-
matisées par des flèches sur les cartes (b) et (c) de la Figure  7-8. Sur la Figure 
 7-9 (a) est comparée l’efficacité de transfert pour les séquences PAIN-CP (en 
noir) et PAIN-CP-π-shift (en rouge) en fonction de la puissance de champ rf 
appliquée sur le canal proton exprimée en unité de vitesse de rotation pH. 
Dans ce cas, pC est égal à pN. Ces deux puissances sont fixées à 2,5. L’efficacité 
de transfert lors de l’utilisation de la séquence PAIN-CP-π-shift est améliorée 
de près de 25 %. De plus, la condition est élargie par un facteur deux.   

  En Figure  7-9 (b) est également représentée l’efficacité de transfert 
des séquences PAIN-CP (en noir) et PAIN-CP-π-shift (en rouge) en fonction 
de la puissance de champ rf appliquée sur le canal carbone lorsque pN est égal 
à 2,5 et pH est égal à 2,2 dans le cas de la séquence PAIN-CP et à 2,4 dans le 
cas de la séquence PAIN-CP-π-shift. Ces conditions sont choisies de façon à 
être des conditions optimales de transfert PAIN-CP. Cette simulation permet 
de visualiser la discordance qu’il peut y avoir entre les champs appliqués sur 
les voies carbone et azote sans que le transfert PAIN-CP n’en soit trop affecté 
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(pour rappel, ces champs doivent être égaux pour que le transfert soit opti-
mal). L’application d’un changement de phase plus que double la plage de 
champ rf sur la voie carbone où le mécanisme TSAR est efficace. La calibra-
tion de la séquence PAIN-CP-π-shift est donc moins exigeante en termes de 
précision des champs rf. 
 

 
 

Figure  7-8. Transferts de polarisation en fonction des puissances de champs rf 
carbone pC, azote pN et proton pH exprimées en unités de vitesse de rotation lors 
d’expériences de type ZQ δp0 PAIN-CP avec ωΗ/2π = 400 MHz et ωr/2π = 9 kHz. 
Le délai d’irradiations est de 3 ms. (a) Système de spins utilisé lors des simula-
tions. L’aimantation est transférée de l’azote au Cα en présence d’un proton Hn 
lié de façon covalente à l’azote. (b) Transfert d’aimantation lors d’une expérience 
ZQ δp0 PAIN-CP classique. (c) Transfert d’aimantation lors d’une expérience ZQ 
δp0 PAIN-CP-π-shift où un changement de phase π est appliqué sur les voies car-
bone, azote et proton. L’échelle de transfert est la même pour les deux simula-
tions et est indiquée en bas à droite de la figure. Elle est normalisée à 1. 

 
A nouveau, l’introduction d’un changement de phase au milieu de la 

période d’irradiation PAIN-CP permet donc de rendre plus efficace le transfert 
d’aimantation d’un azote à un carbone. Elle permet également d’élargir les 
conditions de champs rf pour lesquelles le recouplage TSAR est actif, et donc 
de faciliter les calibrations. 

Ces simulations en main, il nous est donc maintenant possible de choi-
sir les valeurs de champs rf pour lesquels le mécanisme TSAR est actif et de 
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tester ces conditions sur un échantillon biomoléculaire lors de l’enregistrement 
de spectres de corrélation homonucléaires carbone-carbone (utilisant la sé-
quence PAR-π-shift) et de spectres de corrélation hétéronucléaire azote-
carbone (utilisant la séquence PAIN-CP-π-shift). 
 

 
 

Figure  7-9. (a) Efficacité de transfert pour les expériences PAIN-CP (en noir) et 
PAIN-CP-π-shift (en rouge) en fonction de la puissance de champ rf appliqué sur 
la voie proton et exprimée en unité de vitesse de rotation pH. pC et pN sont fixés à 
2,5. Ces profils sont schématisés par les flèches verticales sur la Figure  7-8 (b) et 
(c). (b) Efficacité de transfert pour les expériences PAIN-CP (en noir) et PAIN-
CP-π-shift (en rouge) en fonction de la puissance de champ rf appliqué sur la voie 
carbone pC et exprimée en unité de vitesse de rotation. pN est fixé à 2,5. pH est 
fixé à 2,2 dans le cas de l’expérience PAR et à 2,4 dans le cas de l’expérience 
PAR-π-shift. Le système de spins utilisé est celui représenté en Figure  7-8 (a). 
L’échelle de transfert est normalisée à 1. 

 

7.3 Applications à la RMN biomoléculaire 

 

7.3.1 Une calibration simple en trois étapes seulement 

 
Les expériences PAR et PAIN-CP sont perçues comme très difficiles à 

calibrer. Dans ce paragraphe, nous souhaitons montrer que la calibration de 
ces séquences, même si elle nécessite de la précision, peut être effectuée en 
deux ou trois étapes seulement pour les expériences PAR et PAIN-CP, avec 
ou sans changement de phase, respectivement.  

Toutes les calibrations décrites dans la suite de ce paragraphe nécessi-
tent que les amplificateurs soient linéarisés. 
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Figure  7-10. (a) Séquence d’impulsion permettant de calibrer la puissance des 
champs rf utilisés. Les impulsions de 90 degrés sont représentées par les barres 
verticales blanches. Le cyclage de phase utilisé est le suivant : Φ1 = x ; Φ2 = y ; 

Φ3Q=Qx, -x ; Φ4Q=Qx, x, -x, -x ; Φ5Q=Q-x, -x, x, x ; Φrec = x, -x, x, -x. (b) carte 

d’interférences permettant de visualiser quelles sont les coupes effectuées expéri-
mentalement afin de détecter les conditions de Hartmann-Hahn (HH) et de « Ro-
tary-Resonance Recoupling » (R3). Lors de la simulation de la carte 
d’interférences, l’aimantation est préparée à la fois sur C1 et C2 et la perte 
d’aimantation est enregistrée en fonction de la puissance de champs rf carbone pC 
et proton pH exprimées en unités de vitesse de rotation. (c) Séquence d’impulsion 
permettant l’enregistrement du profil expérimental PAR. Les impulsions non-
sélectives de 90 degrés sont à nouveau représentées par les barres verticales blan-
ches et les impulsions sélectives par des demi-ellipses blanches. Le cyclage de 
phase utilisé est le suivant : Φ1 = x ; Φ2 = y ; Φ3Q=Qx, x, x, x, x, x, x, x, -x, -x, -x, 

-x, -x, -x, -x, -x,  ; Φ4Q=Q -y, -y, -y, -y, -y, -y, -y, -y, y , y, y, y, y, y, y, y ; Φ5Q=Q y 

, y, y, y, y, y, y, y, -y, -y, -y, -y, -y, -y, -y, -y ; Φ6 = y, -y ; Φ7 = x, x, -x, -x, y, y, 

-y, -y ; Φ8 = y, -y, -y, y, -x, x, x, -x ; Φrec = y, -y, -y, y , -x, x, x, -x, -y, y, y, -y, 

x, -x, -x, x. La séquence permettant l’enregistrement du profil expérimental 
PAR-π-shift ainsi que son cyclage de phase sont identiques sauf que deux phases 
sont appliquées successivement lors de l’irradiation PAR-π-shift : Φ8 = y, -y, -y, 

y, -x, x, x, -x et Φ9 = -y, y, y, -y, x, -x, -x, x. 

 
La puissance des champs rf sur les voies carbone et azote peut être ca-

librée grâce à la localisation des conditions de « Rotary-Resonance Recou-
pling » R3, ayant lieu aux fréquences ω1X/2π = ωr/2π et 2ωr/2π (où X = 13C 
ou 15N). Plus spécifiquement, cette calibration est effectuée grâce à une sé-
quence similaire à la séquence PAR, constituée d’une étape de CP 1H-X suivie 
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d’une irradiation simultanée CW sur les canaux proton et X (Cf. Figure  7-10 
(a)). 

Ces conditions R3 peuvent être visualisées sur la carte d’interférences 
présentée en Figure  7-10 (b). Le système de spins utilisé lors de la simulation 
de cette carte est presque identique à celui utilisé lors des simulations des car-
tes de transfert homonucléaire mais ne contient plus de Cremote. Lors de la si-
mulation de la carte d’interférences, l’aimantation est préparée à la fois sur Cα 

et Cβ et la perte d’aimantation est enregistrée en fonction de la puissance de 
champs rf carbone pC et proton pH exprimées en unités de vitesse de rotation. 
La calibration des champs C ou N est représentée sur cette carte par la flèche 
horizontale « R3 ». Deux pertes d’aimantation sont visibles aux conditions 
pC=1 et 2. 
  

 
 

Figure  7-11. Calibration de la puissance de champ carbone sur la protéine [U-13C, 
15N]-YajG sur un spectromètre Bruker avec ωΗ/2π = 400 MHz et ωr/2π = 9 kHz. 
La séquence utilisée est illustrée en Figure  7-10 (a). Evolution de l’intensité des 
résonances des carboxyles et carbonyles enregistrée en fonction de la puissance de 
champ rf appliquée sur la voie carbone lors de l’irradiation CW. La puissance de 
champ rf sur la voie proton était fixée à 90 kHz et le délai d’irradiation CW à 2 
ms. La porteuse était centrée sur les résonances des CO (O1=17500 Hz). Le trans-
fert de polarisation du proton au carbone a été réalisé grâce à une étape de pola-
risation croisée adiabatique 126, caractérisée par un temps de contact de 1500 µs, 
une force de champ rf moyen sur la voie proton de 80 kHz et sur la voie carbone 
de 60 kHz. Pendant l’acquisition, du découplage hétéronucléaire de type SPINAL  
a été utilisé, à une force de champ rf de 90 kHz. Les impulsions rf sur la voie pro-
ton ont été effectuées au même champ. La fenêtre spectrale était de 20 kHz. Le 
temps d’acquisition était de 20 ms et le temps entre chaque scan de 3 s. 

 

Expérimentalement, nous fixons le délai de double irradiation CW à 1 
ou 2 ms. La puissance d’irradiation sur le canal proton est choisie suffisam-
ment haute de façon à éviter les conditions de Hartmann-Hahn entre les pro-
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tons et les spins X. Elle est par exemple de 90 à 100 kHz lorsque la vitesse de 
rotation est inférieure à 15 kHz. La porteuse est placée au centre des résonan-
ces des carbonyles et carboxyles lors de la calibration du champ carbone et au 
centre des résonances des amides lors de la calibration du champ azote. La 
puissance du champ sur le canal X est ensuite variée. Lorsque cette puissance 
est égale à une ou deux fois la vitesse de rotation, l’intensité des pics observés 
décroît brutalement, décroissance causée par un recouplage de l’anisotropie de 
déplacement chimique. Ceci nous permet de calibrer très précisément les puis-
sances de champ rf sur les voies X égales à ωr et 2ωr. La puissance des champs 
X à appliquer lors des expériences PAR et PAIN-CP est ensuite choisie grâce 
aux cartes de transfert simulées. 
 

 
 

Figure  7-12. Calibration de la puissance du champ azote sur la protéine [U-13C, 
15N]-YajG sur un spectromètre Bruker avec ωΗ/2π = 400 MHz et ωr/2π = 9 kHz. 
La séquence utilisée est illustrée en Figure  7-10 (a). Evolution de l’intensité des 
résonances des azotes du squelette (amides) enregistrée en fonction de la puis-
sance de champ rf appliquée sur la voie azote lors de l’irradiation CW. La puis-
sance de champ rf sur la voie proton était fixée à 90 kHz et le délai d’irradiation 
CW à 2 ms. La porteuse était centrée sur les résonances des amides (O1=4900 
Hz). Le transfert de polarisation du proton au carbone a été réalisé grâce à une 
étape de polarisation croisée adiabatique 126, caractérisée par un temps de contact 
de 1500 µs, une force de champ rf moyen sur la voie proton de 59 kHz et sur la 
voie azote de 50 kHz. Pendant l’acquisition, du découplage hétéronucléaire de 
type SPINAL 127 a été utilisé, à une force de champ rf de 90 kHz. Les impulsions 
rf sur la voie proton ont été effectuées au même champ. La fenêtre spectrale était 
de 10 kHz. Le temps d’acquisition était de 30 ms et le temps entre chaque scan 
de 3 s. 
 

La calibration de la puissance du champ carbone sur un échantillon de 
protéine YajG marquée isotopiquement en carbone 13 et azote 15 est présen-
tée en Figure  7-11. Les deux pertes d’intensité correspondant aux conditions 
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ωr et 2ωr sont clairement visibles. Il en est de même lors de la calibration ex-
périmentale de la puissance du champ azote sur le même échantillon, calibra-
tion représentée en Figure  7-12. 

Dans le cas des expériences PAR, la puissance du champ sur le canal 
proton peut être optimisée grâce à la même séquence d’impulsion utilisée lors 
de la calibration des champs X (Cf. Figure  7-10 (a)). Il serait possible 
d’observer les noyaux carbones ou azotes mais la détection des premiers est 
préférée pour des raisons de sensibilité. Le champ proton peut être calibré 
grâce à la localisation des conditions de Hartmann-Hahn HH, ayant lieu aux 
fréquences ω1X = ω1H,jω1X = ω1H ± ωr et ω1X = ω1H ± 2ωr. Ces conditions HH 
peuvent être visualisées sur la carte d’interférences présentée en Figure  7-10 
(b). La calibration du champ proton est représentée sur la carte 
d’interférences par la flèche verticale « HH ». Cinq pertes d’aimantation sont 
visibles aux conditions pC=pH, pC=pH±1, pC=pH±2. Expérimentalement, la 
puissance du champ sur la voie carbone est fixée à une valeur correspondant à 
une condition PAR et la durée d’irradiation à 1 ou 2 ms. L’intensité des réso-
nances des carbonyles et carboxyles est ensuite enregistrée en fonction de la 
puissance du champ sur la voie proton. L’intensité de ces résonances décroît 
pour des valeurs de champ rf sur la voie proton correspondant aux conditions 
de Hartmann-Hahn : ω1X = ω1H, ω1X = ω1H ± ωr et ω1X = ω1H ± 2ωr. La cali-
bration du champ proton sur un échantillon d’alanine isotopiquement enrichi 
est illustrée en Figure  7-13. Les pertes en intensité correspondant aux condi-
tions de Hartmann-Hahn sont clairement visibles et sont représentées par des 
flèches. La puissance du champ sur la voie proton calibrée de cette façon est 
ensuite fixée à une valeur correspondant à un transfert PAR efficace d’après 
les simulations.  

Lorsque les expériences PAR sont effectuées dans le régime « ultrafast 
MAS », il peut être dangereux pour la sonde comme pour l’échantillon 
d’appliquer des puissances aussi importantes que ω1X ± 2ωr, par définition su-
périeures à 120 kHz pour une vitesse de rotation à l’angle magique de 60 kHz. 
Dans ce cas, il est plus judicieux de détecter les conditions de Hartmann-Hahn 
suivantes : ω1H = ω1X, 2ωr - ω1X (condition DQ) et ω1X + ωr (condition ZQ). La 
puissance du champ carbone est fixée à 75 kHz et les conditions Hartmann-
Hahn sont détectées à 75 kHz, 45 kHz et 15 kHz sur la voie proton.  
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Figure  7-13. Calibration de la puissance du champ proton sur l’acide aminé [U-
13C, 15N]-Alanine sur un spectromètre Bruker avec ωΗ/2π = 400 MHz et ωr/2π = 9 
kHz. La séquence utilisée est illustrée en Figure  7-10 (a). Evolution de l’intensité 
de la résonance du carboxyle enregistrée en fonction de la puissance de champ rf 
appliquée sur la voie carbone lors de l’irradiation CW. La puissance de champ rf 
sur la voie carbone était fixée à 40 kHz et le délai d’irradiation CW à 2 ms. La 
porteuse était centrée sur la résonance du CO (O1=17800 Hz). Le transfert de 
polarisation du proton au carbone a été réalisé grâce à une étape de polarisation 
croisée adiabatique 126, caractérisée par un temps de contact de 750 µs, une force 
de champ rf moyen sur la voie proton de 67 kHz et sur la voie carbone de 58 
kHz. Pendant l’acquisition, du découplage hétéronucléaire de type SPINAL 127 a 
été utilisé, à une force de champ rf de 90 kHz. Les impulsions rf sur la voie pro-
ton ont été effectuées au même champ. La fenêtre spectrale était de 25 kHz. Le 
temps d’acquisition était de 30 ms et le temps entre chaque scan de 3 s. 

 
Dans le cas des expériences PAIN-CP, il pourrait être envisagé de cali-

brer le champ sur la voie proton en utilisant une séquence PAIN-CP 1D, en 
fixant les champs sur les voies carbone et azote aux valeurs permettant un 
transfert efficace selon les cartes simulées et enfin, en variant la puissance du 
champ proton. La condition de transfert PAIN-CP optimale serait celle qui 
donne les résonances les plus intenses. Cependant, dans le cas d’échantillons 
de protéines, il peut être très difficile d’optimiser le champ proton de cette fa-
çon, principalement à cause de la faible sensibilité de ces échantillons mais 
aussi compte tenu du fait qu’il y a peu de signal apporté par les contacts cour-
tes distances entre les azotes et les carbones. Dans ce cas, il est préférable 
d’optimiser le champ proton de la même façon que lors des expériences PAR. 

La calibration précise de nos champs rf nous a ensuite permis 
d’appliquer avec succès les séquences PAR-π-shift (homonucléaire) et PAIN-
CP-π-shift (hétéronucléaire) à la protéine YajG. 
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7.3.2 Cas homonucléaire 

 

7.3.2.1 Profils expérimentaux 

 
Les expériences décrites dans ce paragraphe ont été réalisées sur un 

échantillon d’alanine isotopiquement enrichi à 10%. De la L-alanine non mar-
quée a été achetée chez Merck et de l’alanine uniformément enrichie en azote 
15 et carbone 13 chez CortecNet. L’acide aminé isotopiquement enrichi a été 
dilué à 10 % dans de l’alanine non marquée, recristallisé dans de l’eau Milli-Q 
et transféré dans un rotor de 2,5 mm de diamètre (9 mg).   

Des profils expérimentaux sur cet échantillon permettant de comparer 
l’efficacité des expériences PAR et PAR- π-shift ont pu être enregistrés grâce à 
la séquence représentée en Figure  7-10 (c). Cette séquence permet d’isoler 
l’aimantation d’un spin de carbone gagnée lors du recouplage PAR avec un 
autre spin, tout en éliminant l’aimantation apportée par l’étape de CP. Pour 
ce faire, la séquence commence par une étape de polarisation croisée entre les 
protons et les carbones. Elle est suivie par une impulsion sélective permettant 
de basculer selon l’axe Z l’aimantation de la résonance du carboxyle et par 
une autre impulsion sélective permettant de rebasculer dans le plan (XY) 
l’aimantation du CO uniquement. Entre ces deux impulsions, un délai de 
quelques millisecondes est inséré de façon à déphaser l’aimantation de tous les 
autres spins. Ceci conduit à une excitation sélective de la résonance du car-
boxyle tout en conservant le gain en sensibilité apportée par la CP, mais uni-
quement pour ce spin. Cette étape est suivie par une irradiation CW PAR, 
qui permet de transférer l’aimantation du CO aux autres spins, et par 
l’acquisition. Entre la sélection de la résonance du CO et le bloc de recouplage 
PAR est inséré un filtre Z. Nous avons dans ce cas choisi d’observer la réso-
nance du Cα. Les profils expérimentaux PAR et PAR-π-shift sont représentés 
en Figure  7-14. L’intensité observée correspond uniquement à un transfert de 
polarisation via un recouplage PAR (en noir) ou PAR-π-shift (en rouge). Ces 
profils valident expérimentalement les calculs analytiques et les simulations 
numériques : l’ajout d’un changement de phase au milieu de la période 
d’irradiation PAR permet d’augmenter l’efficacité du transfert à un proche 
voisin de 20 à 25 % pour des expériences réalisées à de hautes vitesses de rota-
tion (ωr/2π=20 kHz).  
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Figure  7-14. Profils expérimentaux PAR enregistrés sur l’acide aminé [U-13C, 
15N]-Alanine sur un spectromètre Bruker avec ωΗ/2π = 400 MHz et ωr/2π = 20 
kHz. La séquence utilisée est illustrée en Figure  7-10 (c). Evolution de l’intensité 
du pic du Cα de l’alanine en fonction de la puissance du champ rf sur la voie pro-
ton appliqué lors d’une expérience PAR (en noir) et PAR-π-shift (en rouge)  
après excitation sélective de la résonance du carboxyle. Le délai d’irradiation 
PAR ou PAR-π-shift était de 1,5 ms et la puissance de champ rf sur la voie car-
bone de 50 kHz, soit pC=2,5. Le transfert de polarisation du proton au carbone a 
été réalisé grâce à une étape de polarisation croisée, caractérisée par un temps de 
contact de 1750 µs, une force de champ rf moyen sur la voie proton de 80 kHz et 
sur la voie carbone de 60 kHz. Une rampe de puissance a été appliquée sur le ca-
nal proton 256. Cette étape était suivie par une impulsion sélective Q5 de 1260 µs 
et par une excitation sélective de type Eburp-2 de 2240 µs. La longueur de ces 
impulsions a été choisie de façon à n’exciter que la résonance du CO de l’alanine. 
Un délai d2 de 5    ms était appliqué entre ces deux impulsions sélectives. Pendant 
l’acquisition, du découplage hétéronucléaire de type SPINAL 127 a été utilisé, à 
une force de champ rf de 120 kHz. Les impulsions rf sur la voie proton ont été 
effectuées à un champ de 140 kHz. La fenêtre spectrale était de 30 kHz. La por-
teuse était au milieu du spectre (O1=9800 Hz). Le temps d’acquisition était de 30 
ms. Pour chaque point des profils, 400 scans ont été enregistrés, précédés de 16 
« dummy scans ». Le temps d’acquisition était de 3 s. 

 

7.3.2.2 Expériences de corrélation carbone-carbone 

 
La séquence d’impulsion PAR-π-shift représentée en Figure  7-1 (a) nous 

a permis d’enregistrer un spectre de corrélation carbone-carbone sur un échan-
tillon de protéine uniformément marquée de 20 kDa. La protéine YajG  nous a 
été gracieusement fournie par le Dr. Jean-Pierre Simorre de l’Institut de Bio-
logie Structurale (IBS) à Grenoble. La protéine a été lentement précipitée 
dans de l’eau puis directement centrifugée dans des rotors de 4 mm, de 2,5 
mm et de 1,3 mm. Le premier spectre que nous avons enregistré l’a été sur un 
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spectromètre 400 MHz, avec un échantillon tournant à une vitesse de rotation 
à l’angle magique de 20 kHz (Cf. Figure  7-15). Les conditions PAR-π-shift 
choisies sont les suivantes : pC=2,5 et pH=2,2. Selon les simulations représen-
tées en Figure  7-4 (e) et Figure  7-5 (e), ces conditions permettent un transfert 
PAR-π-shift efficace. Pour des champs plus élevés sur les deux voies, le trans-
fert d’aimantation est meilleur mais nous avons choisi de limiter la puissance 
que nous appliquons lors de l’expérience afin de préserver la sonde et 
l’échantillon. Le délai d’irradiation a été choisi assez long (10 ms) de façon à 
favoriser les transferts à longue distance.  Ce spectre bidimensionnel présente 
de nombreux pics de corrélation, mais ces pics affichent une résolution assez 
pauvre. Il paraît indispensable pour des échantillons biomoléculaires de cette 
taille d’augmenter la résolution, ce qui peut être fait en augmentant la valeur 
du champ principal B0 du spectromètre mais aussi la vitesse de rotation à 
l’angle magique. Les séquences de recouplage applicable dans le régime « ul-
trafast MAS » ne sont pas nombreuses. Il nous est donc apparu nécessaire de 
vérifier expérimentalement que notre séquence est utilisable dans ce régime.  

La séquence PAR-π-shift a donc également été testée sur un spectromè-
tre 900 MHz et à une vitesse de rotation à l’angle magique de 60 kHz sur la 
même protéine YajG (Cf. Figure  7-16). Les conditions PAR-π-shift choisies 
sont les suivantes : pC=1,425 et pH=1,1. Encore une fois, les conditions choi-
sies permettent un transfert de polarisation efficace selon les simulations re-
présentées en Figure  7-6 (e) et Figure  7-7 (e), sans que ce ne soit les condi-
tions optimales. Ces conditions ont à nouveau été choisies par souci de préser-
vation de la sonde et de l’échantillon. Le délai d’irradiation choisi était de 7 
ms de façon à favoriser les transferts à longue distance. Le gain en résolution 
apporté par l’augmentation du champ B0 et de la vitesse de rotation est sans 
équivoque. Il est à noter que dans ces conditions expérimentales (B0), la sé-
quence PAR-π-shift n’a plus un caractère large bande.  

Lors de ces expériences PAR, nous avons dû introduire un filtre Z 
avant le bloc de recouplage. En effet, sans ce filtre, les signaux appartenant à 
la diagonale sont en dispersion et les spectres contiennent des pics de correla-
tion par le couplage scalaire. Cet effet est notamment visible pour des temps 
de contact PAR courts. Nous supposons qu’il est dû à un effet COSY. En ef-
fet, la courte irradiation PAR sur le canal carbone peut jouer le rôle de la 
deuxième impulsion de 90 degrés présente dans la séquence COSY. L’ajout du 
filtre permet d’obtenir des pics diagonaux et des pics de corrélation en absorp-
tion. Son effet peut être comparé à celui de l’impulsion supplémentaire présent 
dans la séquence DQF-COSY. 
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Figure  7-15. Expérience de corrélation carbone-carbone PAR-π-shift enregistrée 
sur la protéine [U-13C, 15N]-YajG sur un spectromètre Bruker avec ωΗ/2π = 400 
MHz et ωr/2π = 20 kHz. La séquence utilisée est illustrée en Figure  7-1 (a). Le 
transfert de polarisation du proton au carbone a été réalisé grâce à une étape de 
polarisation croisée adiabatique 126, caractérisée par un temps de contact de 1500 
µs, une force de champ rf moyen sur la voie proton de 80 kHz et sur la voie car-
bone de 60 kHz. Pendant l’évolution et l’acquisition, du découplage hétéronu-
cléaire de type SPINAL 127 a été utilisé, à une force de champ rf de 100 kHz. Les 
impulsions rf sur la voie proton ont été effectuées à un champ de 140 kHz. Le dé-
lai d’irradiation PAR-π-shift était de 10 ms et les puissances de champs rf sur la 
voie carbone de 50 kHz, soit pC=2,5 et de 44 kHz sur la voie proton, soit pH=2,2. 
La fenêtre spectrale était de 20 kHz dans les deux dimensions. La porteuse était 
au milieu du spectre dans les deux dimensions (O1=9800 Hz). Les temps 
d’acquisition étaient de 20 ms dans la dimension directe et de 10 ms dans la di-
mension indirecte. Une détection quadrature de type States-TPPI a été utilisée 
128. Le nombre de scans était de 336. Le temps entre deux scans était de 3,5 s, 
conduisant à un temps expérimental total de 5,5 jours. 
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Figure  7-16. Expérience de corrélation carbone-carbone PAR-π-shift enregistrée 
sur la protéine [U-13C, 15N]-YajG sur un spectromètre Bruker avec ωΗ/2π = 900 
MHz et ωr/2π = 60 kHz. La séquence utilisée est illustrée en Figure  7-1 (a). Le 
transfert de polarisation du proton au carbone a été réalisé grâce à une étape de 
polarisation croisée adiabatique 126, caractérisée par un temps de contact de 800 
µs, une force de champ rf moyen sur la voie proton de 15 kHz et sur la voie car-
bone de 75 kHz. Pendant l’évolution et l’acquisition, du découplage hétéronu-
cléaire de type « low-power TPPM » 240 a été utilisé, à une force de champ rf de 
15 kHz. Les impulsions rf sur la voie proton ont été effectuées à un champ de 100 
kHz. Le délai d’irradiation PAR-π-shift était de 7 ms et les puissances de champs 
rf sur la voie carbone de 85,5 kHz, soit pC=1,425 et de 66 kHz sur la voie proton, 
soit pH=1,1. La fenêtre spectrale était de 75 kHz dans la  dimension directe et de 
20 kHz dans la dimension indirecte. La porteuse était centrée sur les aliphatiques 
dans les deux dimensions (O1=8500 Hz). Les temps d’acquisition étaient de 20 ms 
dans la dimension directe et de 10 ms dans la dimension indirecte. Une détection 
quadrature de type States-TPPI a été utilisée 128. Le nombre de scans était de 
192. Le temps entre deux scans était de 2,1 s, conduisant à un temps expérimen-
tal total de 2 jours. 

 

7.3.3 Cas hétéronucléaire 

 
La séquence de recouplage PAIN-CP-π-shift permettant de transférer 

de l’aimantation des azotes vers les carbones de la protéine YajG a également 
été validée expérimentalement sur un spectromètre 400 MHz et à une vitesse 
de rotation à l’angle magique de 9 kHz. Le spectre obtenu est illustré en 
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Figure  7-17. La séquence PAIN-CP-π-shift permet d’obtenir de nombreux pics 
de corrélation entre les azotes appartenant aux amides de la protéine et ses 
carbones aliphatiques.   
 

 
 
Figure  7-17. Expérience de corrélation azote-carbone PAIN-CP-π-shift enregistrée 
sur la protéine [U-13C, 15N]-YajG sur un spectromètre Bruker avec ωΗ/2π = 400 
MHz et ωr/2π = 9 kHz. La séquence utilisée est illustrée en Figure  7-1 (b). Le 
transfert de polarisation du proton au carbone a été réalisé grâce à une étape de 
polarisation croisée adiabatique 126, caractérisée par un temps de contact de 1500 
µs, une force de champ rf moyen sur la voie proton de 59 kHz et sur la voie azote 
de 50 kHz. Pendant l’évolution et l’acquisition, du découplage hétéronucléaire de 
type SPINAL 127 a été utilisé, à une force de champ rf de 90 kHz. Les impulsions 
rf sur la voie proton ont été effectuées au même champ. Le délai d’irradiation 
PAIN-CP-π-shift était de 8 ms et les puissances de champs rf sur les voies car-
bone et azote de 40 kHz, soit pC=pN=4,4 et de 37,35 kHz sur la voie proton, soit 
pH=4,15. La fenêtre spectrale était de 30 kHz dans la dimension directe et de 2,6 
kHz dans la dimension indirecte. Les temps d’acquisition étaient de 15 ms dans la 
dimension directe et de 13 ms dans la dimension indirecte. La porteuse était cen-
trée sur les aliphatiques dans la dimension directe (O1=4400 Hz) et sur les azotes 
du squelette dans la dimension indirecte (O1=4900 Hz). Une détection quadrature 
de type States-TPPI a été utilisée 128. Le nombre de scans était de 696. Le temps 
entre deux scans était de 3 s, conduisant à un temps expérimental total de 1,5 
jour. 

 

7.4 Conclusion 

 
L’introduction d’un changement de phase de 180 degrés au milieu de 

l’irradiation PAR ou PAIN-CP a mené au développement de deux nouvelles 
séquences : PAR-π-shift et PAIN-CP-π-shift. Ces séquences sont toujours ba-
sées sur le mécanisme TSAR mais les contributions longitudinales, qui ame-
nuisent l’efficacité du recouplage, sont grandement réduites. Ceci a pour effet 
d’augmenter l’efficacité du transfert de polarisation mais aussi d’élargir les 
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conditions de champs rf pour lesquelles le mécanisme TSAR est actif. La cali-
bration de ces séquences est donc plus aisée.  

La prochaine étape de ce projet implique l’attribution des résonances 
carbone et azote de la protéine YajG. Ceci pourrait permettre de comparer 
davantage les expériences PAR et PAR-π-shift. Plus particulièrement, ceci 
permettrait de comparer le nombre de contacts à longue distance, essentiels à 
la caractérisation structurale tridimensionnelle, détectables via les séquences 
PAR-π-shift et PAIN-CP-π-shift ou PAR et PAIN-CP classiques. Ceci permet-
trait également de savoir si certains transferts, selon le type de spins impli-
qués, sont plus favorisés que d’autres en utilisant les séquences PAR et PAIN-
CP-π-shift. Enfin, l’utilisation des séquences PAR-π-shift et PAIN-CP-π-shift 
pour la détermination structurale tridimensionnelle de biopolymères pourrait 
être démontrée sur la protéine YajG. 

Une autre poursuite envisageable du projet est l’exploration expérimen-
tale de séquences PAR-π-shift et PAIN-CP-π-shift utilisant des conditions de 
recouplage double-quanta ou, dans le cas de l’expérience PAIN-CP-π-shift 
uniquement, des conditions où les champs rf sur les voies carbone et azote 
sont décalées de une à plusieurs fois la valeur de la vitesse de rotation (δp1, 

δp2 où 1 ou 2N Cp p− =   et σp1, σp2 où ( ) 1,2C Np p+ = , par exemple). Ces dif-

férentes conditions ont déjà été simulées dans le cas d’une expérience PAIN-
CP classique mais jamais pour une expérience PAIN-CP-π-shift. De plus, au-
cune de ces conditions n’a été vérifiée expérimentalement.  

Enfin, puisqu’il semble que l’introduction d’un changement de phase au 
milieu de la période d’irradiation TSAR permet d’améliorer les caractéristi-
ques du recouplage, qu’en-est-il lorsque plusieurs changements sont effectués 
successivement lors du bloc TSAR ? Cette méthode, que nous appelons 
« TSAR supercyclé » est un projet en cours au laboratoire.  
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8. Etude de bois archéologiques par RMN en 
phase solide 

 
Toutes les études présentées dans les chapitres précédents portaient sur 

des échantillons isotopiquement enrichis. Il n’est malheureusement pas tou-
jours envisageable de posséder de tels échantillons, bien souvent parce qu’il est 
impossible techniquement de les marquer isotopiquement. C’est par exemple le 
cas du bois archéologique. Comment marquer des échantillons vieux de plu-
sieurs siècles ? Les techniques de corrélation en deux dimensions ne sont plus 
alors les mieux adaptées à ces échantillons, le temps nécessaire à l’acquisition 
devenant très long (de l’ordre de plusieurs jours, allant même jusqu'à la se-
maine). Il est nécessaire dans ce cas de recourir à d’autres techniques afin, en-
tre autre, d’attribuer les différentes résonances de ces échantillons. L’édition 
spectrale, qui permet de séparer un spectre en différents « sous-spectres », est 
l’une de ces techniques.   

Ce chapitre de thèse relate notre modeste contribution à un article de 
revue dédié à la RMN haute résolution du carbone 13 comme outil de caracté-
risation du bois archéologique 337. Il a pour objectif de recenser les techniques 
existantes d’édition spectrale comme moyen d’attribution et de comparer leur 
efficacité sur des échantillons de bois vieux de plusieurs siècles. Nous tenons à 
souligner que ce chapitre n’a pas pour objet une meilleure compréhension de la 
biosynthèse, de la structure ou de l’organisation des biopolymère constituants 
la paroi cellulaire végétale, comme cela est au contraire le cas des chapitres 2 
et 3 traitant de la paroi cellulaire bactérienne. Nous consacrerons cependant la 
première partie de ce chapitre à une brève présentation de la paroi cellulaire 
végétale, à sa composition chimique et aux propriétés structurales qu’elle 
confère au bois. Nous verrons ensuite en quoi la conservation de bois archéolo-
giques est difficile et en quoi la RMN en phase solide est un outil puissant 
pour l’étude de tels échantillons. Enfin, nous décrirons les techniques d’édition 
spectrales que nous avons testées et en feront une revue critique. 
 

8.1 La paroi cellulaire végétale 

 
La paroi cellulaire végétale, entourant la membrane plasmique, est sou-

vent présentée comme composée de trois éléments : la lamelle moyenne, la pa-
roi primaire et la paroi secondaire (Cf. Figure  8-1). Ses fonctions sont multi-
ples : protection de la cellule, maintien de sa forme, échange nutritionnel, etc. 
La lamelle moyenne est située à la limite externe de la paroi et permet aux 
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cellules de s’assembler en tissus. La paroi primaire, souvent caractéristique des 
cellules jeunes, confère à la cellule la plasticité permettant de se diviser, de 
s’allonger et de se différencier. La paroi secondaire, quant à elle, est située en-
tre la paroi primaire et la membrane plasmique. Elle est plus rigide que la pa-
roi primaire et apparaît lorsque les cellules végétales perdent leur capacité à 
croître et à se diviser, pour adopter une structure rigide et apporter un rôle de 
soutien ou de transport de la sève brute 338. La paroi cellulaire végétale, de par 
ses fonctions, peut être comparée à la paroi cellulaire bactérienne et notam-
ment au peptidoglycane (Cf. chapitres 1-3). Cependant, leur composition chi-
mique respective est très différente, comme nous allons le voir dans le para-
graphe suivant. 
 

 
 

Figure  8-1. La paroi cellulaire végétale. (a) modèle simplifié de la paroi cellulaire 
primaire, (b) modèle simplifié de la paroi cellulaire secondaire et (c) vue générale 
de la paroi cellulaire végétale. Illustration traduite de la référence 339. 

 

8.2 Composition chimique et propriétés structurales du bois 

 
Le bois peut être décrit comme un matériau composite naturel qui est 

composé de trois constituants : la cellulose (de 40 à 45 %), polymère linéaire 
de poly-β(1-4)-D-glucopyranose, les hémicelluloses (de 20 à 30 %), qui chez le 
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hêtre par exemple sont composées de poly-β(1-4)-D-xylopyranose O-acétylé, et 
la lignine (de 20 à 30 %), un polymère amorphe tridimensionnel et polyaroma-
tique, composé d’unités monomériques de phénylpropane reliées entre elles par 
des liaisons éthers. Les cycles benzéniques sont substitués par un ou deux 
groupes méthoxy, selon l’origine taxonomiques des lignines (Cf. Figure  8-2). 
Les celluloses et hémicelluloses sont des molécules chirales car synthétisées 
sous contrôle enzymatique. Au contraire, la lignine, issue d’une réaction radi-
calaire, existe sous la forme de diastéréoisomères. 
  

 

Figure  8-2. Représentation schématique des trois composants principaux du bois.  

 
La cellulose est le seul polymère semi-cristallin présent dans la paroi 

cellulaire ligno-cellulosique du bois. Les fibres formées par la cellulose sont 
maintenues entre elles par les hémicelluloses dans la paroi primaire (Cf. Figure 
 8-1). La paroi secondaire est constituée des mêmes éléments que la paroi pri-
maire, auxquels s’ajoute de la lignine, jouant également ce rôle de soutien. Les 
hémicelluloses et la lignine peuvent être visualisées comme les contreforts de la 
cellulose, qui assurent la cohésion des fibres cellulosiques. Durant la croissance 
de la plante, l’organisation moléculaire de ces différents composants dans la 
paroi cellulaire mène à des structures morphologiques tridimensionnelles très 
différentes 340, 341. Ces différences sont très variables et dépendent de l’espèce 
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végétale, de l’âge de la plante, et même de la localisation du bois au sein de la 
plante.  

La dégradation biologique ou physico-chimique de l’un de ses trois 
composants conduit à une altération de la résistance mécanique du bois et 
modifie profondément son apparence macroscopique, comme illustré en Figure 
 8-3.    
 

 
 

Figure  8-3. Changements morphologiques du bois introduits par la dégradation de 
ses composants : (a) pas de dégradation, (b) dégradation de la cellulose et des 
hémicelluloses et (c) dégradation de la lignine (Photographie : P.A. Bayle). 

 

8.3 Bois et archéologie : potentialité de la RMN haute résolu-
tion 

 

8.3.1 Difficultés liées à la conservation de bois archéologiques 

 
La caractérisation et la préservation de bois archéologiques est un do-

maine actif de recherche, les objets façonnés par l’homme étant de première 
importance dans l’étude des activités et technologies humaines à travers les 
âges. Cependant, la détérioration du bois est un processus naturel auquel de 
nombreux organismes tels que les animaux, les insectes, les champignons ou 
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les bactéries contribuent 342. Un morceau de bois peut être dégradé en moins 
de quelques années dans des conditions aérobies naturelles et ce sans 
l’intervention de l’homme. Les archéologues et les conservateurs doivent donc 
faire face à ce problème lors de la découverte et la restauration d’objets ar-
chéologiques en bois. La spécificité des objets en bois découverts en milieu 
humide et anaérobie, tel que l’eau ou la boue, appelés bois gorgés d’eau, est 
que les processus de dégradation biologique et chimique ne sont pas les mê-
mes. La dégradation du bois en est drastiquement ralentie 343, 344. Cette dégra-
dation est encore plus lente dans le cas d’échantillons enfouis sous une couche 
de sédiments. Cependant, malgré cet avantage, un problème majeur existe : 
dans les échantillons de bois gorgés d’eau, la paroi cellulaire est sévèrement 
dégradée et ses composants principaux comme la cellulose sont remplacés par 
des molécules d’eau. La mesure de la proportion d’eau dans ces échantillons 
permet de quantifier cette détérioration, la quantité d’eau augmentant avec le 
niveau de dégradation des échantillons 345, 346. Cette détérioration entraîne une 
fragilité extrême au sein du bois, ce qui représente un défi supplémentaire 
pour les scientifiques en charge de la conservation des bois gorgés d’eau. En 
effet, toute tentative de sécher ces bois implique un réel risque de détériora-
tion irrémédiable des échantillons, puisque une fois l’eau enlevée, plus aucun 
composant structurant (les fibres cellulosiques) n’est présent dans la paroi cel-
lulaire pour maintenir la forme originale des pièces. Ceci est particulièrement 
vrai pour les objets les plus dégradés. Le principal but de la conservation 
d’objets en bois gorgés d’eau est donc de définir quels sont les traitements ap-
propriés susceptibles de stabiliser la forme et la taille de l’objet, principale-
ment au niveau de la paroi cellulaire, et ce sur le long terme 344, 347. La réversi-
bilité du traitement est aussi une propriété demandée de façon récurrente par 
les conservateurs. En effet, leur but est de conserver dans la mesure du possi-
ble le moyen de revenir au matériau non traité.  

Actuellement, le moyen de conservation de bois gorgé d’eau le plus 
communément utilisé est une imprégnation au poly(éthylène glycol) ou PEG, 
ce qui permet la formation de liaisons hydrogène entre ce dernier et les carbo-
hydrates du bois 348. Cependant, ces dernières années, différents problèmes 
sont apparus suite à ce traitement. Par exemple, une dégradation du PEG a 
été reportée due à des réactions parasites impliquant des impuretés métalli-
ques contenues dans le bois. De telles réactions peuvent compromettre la 
conservation sur le long terme des objets conservés. Un deuxieme exemple est 
celui d’un navire de guerre suédois du XVIIème siècle, le Wasa. Ce bateau, qui 
sombra en 1628, fut localisé à la fin des années 1950 à la sortie du port de 
Stockholm. La coque fut renflouée en 1961. La conservation du Wasa aura 
exigé 17 ans d’imprégnation au PEG suivi de 9 années de séchage lent. Malgré 
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ce traitement, le Wasa se dégrade petit à petit 349. Le professeur Ulla Wester-
mark et Börje Stenberg, de l’université de Luleå en suède, ont suggéré que le 
traitement d’un bois gorgé d’eau légèrement acide avec du PEG produirait de 
l’acide formique qui liquéfierait le bois 350. 

 

8.3.2 La RMN comme outil de caractérisation du bois archéologique 

 
Avant de pouvoir étudier les modifications structurales apparaissant 

dans un échantillon de bois archéologique, une analyse qualitative des données 
obtenues par RMN en phase solide, et donc l’attribution des spectres, est une 
première étape essentielle. Cette attribution est basée sur un très grand nom-
bre d’études réalisées par RMN en solution représentant un énorme travail 
tout au long de ces dernières décennies. Il est en effet impossible de solubiliser 
un échantillon de bois sans que ses différents composants ne subissent de pro-
fondes modifications chimiques. L’étude de systèmes modèles, représentant les 
trois principaux composants du bois que sont la cellulose, les hémicelluloses et 
la lignine, a alors grandement aidé à l’attribution des spectres de bois. Ces 
modèles, synthétisés spécifiquement pour ces études, ont pour rôle de modéli-
ser les unités monomériques des différents constituants du bois mais aussi les 
liaisons entre ces différents monomères 351, 352. Il a également été possible 
d’étudier par RMN en phase liquide des constituants isolés du bois qui ont pu 
être extraits par des traitements chimiques ou mécaniques 353-355. Il est à noter 
cependant que les déplacements chimiques mesurés par RMN en phase liquide 
peuvent varier comparés à ceux mesurés en phase solide. Les raisons de ces 
différences sont relativement bien connues. Les variations d’états conforma-
tionnels adoptés par les molécules entre la phase liquide et la phase solide sont 
certainement l’une de ces raisons 356. L’état du polymère (cristallin ou amor-
phe),  les liaisons hydrogènes ainsi que la présence d’eau dans le matériau 
peuvent aussi jouer un rôle important 357, 358. Bien que la structure chimique de 
la cellulose soit beaucoup plus simple que celle de la lignine, l’étude de ce po-
lymère reste complexe puisqu’il est présent à la fois sous forme cristalline et 
amorphe et présente différents polymorphes. De plus, leur proportion relative 
est très variable et dépend de facteurs tels que l’âge de l’échantillon et sa loca-
lisation au cœur du bois et même dans la paroi cellulaire elle-même 359-362.  

La RMN haute résolution du carbone 13 en phase solide est plus adap-
tée à l’étude d’échantillons de bois non modifiés chimiquement ou mécanique-
ment. Le développement méthodologique important qu’a connu cette méthode 
ces trente dernières années a été de première importance non seulement pour 
confirmer les attributions déduites des expériences de RMN en solution mais 
aussi pour la mise en évidence de signaux non attribués. Les premiers spectres 
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de bois et des ses composants isolés ont pu être enregistrés par RMN en phase 
solide il y a de cela 30 ans 363, 364. Cependant, jusqu'à présent, les échantillons 
de bois archéologique n’ont pas été très étudiés par la RMN en phase solide 365-

367. Dans deux précédents articles, le laboratoire a montré que cette technique 
très puissante permet d’étudier les changements structuraux intervenant dans 
des échantillons de bois gorgés d’eau (ceux-ci sont cependant séchés avant 
l’analyse RMN) 368, 369. Elle permet notamment d’évaluer le niveau de dégrada-
tion du bois et a mis en évidence le fait que suite à une exposition prolongée à 
l’eau, la cellulose et les hémicelluloses sont très dégradées alors que la lignine 
reste intacte.  

La RMN en phase solide peut aussi être un outil puissant pour étudier 
les objets archéologiques en bois après traitement au PEG. Elle permet de me-
surer la quantité de PEG imprégné dans le bois mais aussi d’étudier et de 
quantifier les interactions de ce polymère avec les constituants du bois. Le fait 
que près de 70 % du PEG n’interagisse pas avec le bois pourrait expliquer 
pourquoi les échantillons, et spécialement les échantillons très dégradés, res-
tent très fragiles malgré l’imprégnation au PEG 370.  

Cependant, la lecture et l’attribution des spectres de matériaux ligno-
cellulosiques est rendue très complexe par la superposition importante de si-
gnaux provenant des différents constituants du bois. Des séquences 
d’impulsions qui peuvent séparer un spectre 1D en différents sous-spectres 
sont alors intéressantes. Ces techniques sont appelées des méthodes d’édition 
spectrale et permettent de confirmer l’attribution et de mettre en évidence de 
nouveaux signaux.   
 

8.4 Edition spectrale en archéologie 

 
L’édition spectrale en RMN en phase solide repose sur l’un de ces trois 

mécanismes : les interactions dipolaires entre les protons et les carbones, la 
relaxation des protons ou des carbones, et plus récemment les interactions sca-
laires entre les protons et les carbones.  

La capacité de ces différentes méthodes à séparer efficacement les diffé-
rentes résonances constituant un spectre de bois archéologique est comparée 
dans cette partie. Il n’est bien sûr pas possible d’être exhaustif, les références 
étant nombreuses dans le domaine de l’édition spectrale 259, 371-382. 
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Figure  8-4. Comparaison de spectres obtenus par édition spectrale en utilisant les 
séquences présentées en Figure  8-5 sur un échantillon de bois archéologique. Les 
principales caractéristiques de ces séquences sont résumées dans la Table  8-1 et 
expliquées dans le corps du texte. Spectres (a) CPMAS, (b) SCPMAS, (c) CPPI, 
(d) CPNQS, (e) LCPD, (f) CPPI-DEP et (g) Filtre-1Q. Les expériences (a) à (f) 
ont été réalisées sur un spectromètre Bruker, équipé d’une sonde double réso-
nance 7mm avec ωΗ/2π = 200 MHz et ωr/2π = 4 kHz. Pendant l’acquisition, du 
découplage hétéronucléaire de type TPPM  a été utilisé, avec une force de champ 
rf de 83 kHz. 9200 scans ont été enregistrés. Les temps de contact de polarisation 
croisée utilisés étaient les suivants : (a), (d) et (e) 1 ms, (b) et (c) 40 µs et (f) 400 
µs. Le temps d’évolution τ était de 80 µs en (d) et le temps de dépolarisation τDE 
de 100 µs lors des expériences (e) et (f). Le temps d’inversion de polarisation τPI 
était de 37 µs en (c) et de 180 µs en (f). L’expérience (g) a été réalisée sur un 
spectromètre Bruker, équipé d’une sonde triple résonance 4mm avec ωΗ/2π = 400 
MHz et ωr/2π = 12 kHz. Pendant l’acquisition, du découplage hétéronucléaire de 
type TPPM 129 a été utilisé, avec une force de champ rf de 100 kHz. 9200 scans 
ont été enregistrés. Le temps de contact de polarisation croisée utilisé était de 1 
ms. Le temps d’évolution était calibré à 3,2 ms et synchronisé avec la rotation. Le 
découplage homonucléaire utilisé était de type FSLG 383.   



Chapitre 8 : Etude de bois archéologiques par RMN en phase solide 

 
 

231 

Nous avons donc décidé de ne comparer que les séquences (1) utilisées 
en archéologie, (2) nous permettant de confirmer une attribution et (3) faciles 
à mettre en place sur un spectromètre, même pour une personne n’utilisant la 
RMN qu’en routine. Il est à noter que d’autres stratégies d’édition se basant 
sur les propriétés de relaxation des différents composants du bois, pour les-
quels les temps de relaxation peuvent être très différents, ont été proposées. 
Ces méthodes ont permis d’identifier la cellulose cristalline dans des échantil-
lons de bois. La méthode appelée PSRE pour « Proton Spin Relaxation spec-
tral Edition » a été quant à elle utilisée pour séparer les constituants cellulosi-
ques des non-cellulosiques 380, 384-387. Il ne sera pas traité de ces méthodes dans 
ce chapitre.  

Les spectres obtenus par les différentes méthodes d’édition spectrale 
que nous avons étudiées ont été comparés au spectre de référence enregistré 
par polarisation croisée, comme illustré en Figure  8-4.  
 

8.4.1 Séquences utilisant les couplages dipolaires 

 
La première méthode qui a été testée est appelée « SCPMAS » pour 

« Short Cross Polarization Magic Angle Spinning ». Cette séquence est exac-
tement identique à la polarisation croisée (Cf. Figure  8-5 (a)), mais le temps 
de contact entre les protons et les carbones est maintenu volontairement très 
court (ici à 40 µs). Ceci permet de ne polariser que les carbones ayant beau-
coup de protons attachés mais ne possédant pas une grande mobilité. Il est 
ainsi possible de fortement réduire l’intensité des pics correspondant à des 
carbones quaternaires, tels que les carbones des groupes carbonyles (sans pro-
ton attaché) ou  aux CH3 (très mobiles) sans toutefois les voir disparaître to-
talement (Cf. Figure  8-4 (b)). Cette séquence possède l’avantage d’être facile à 
mettre en place.   

Une deuxième méthode que nous avons testée est appelée CPPI pour 
« Cross Polarization combined with Polarization Inversion » 388, 389. Cette 
technique est presque identique à la polarisation croisée, mais après que les 
protons et les carbones ont été mis en contact, la phase du canal proton est 
inversée de 180 degrés, ce qui permet d’inverser la température de spins des 
protons (Cf. Figure  8-5 (c)). Les protons et les carbones ne vont plus alors 
être à l’équilibre thermique et un transfert d’énergie a lieu à nouveau jusqu'à 
ce qu’une nouvelle température de spin commune soit atteinte. La vitesse à 
laquelle ce nouvel équilibre sera atteint dépend du nombre de protons atta-
chés.  
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Figure  8-5. Séquences d’impulsions permettant l’édition spectrale via les coupla-
ges dipolaires : (a) CPMAS avec des temps de contact proton-carbone de durée 
variable, (b) expérience de déphasage dipolaire CPNQS, (c) CPMAS combinée à 
une inversion de polarisation, CPPI, (d) CPMAS avec temps de contact long 
combinée à une dépolarisation, LCPD, (e) inversion de polarisation combinée à 
une dépolarisation, CPPI-DEP. Séquences d’impulsions permettant l’édition spec-
trale via les couplages scalaires : (f) « Attached Proton Test », APT, (g) et (h) 
séquences à filtre multi-quantum J-MQF. Les abréviations CP, PI, SL, Dépol. et 
Déc. Homo. désignent les termes polarisation croisée, inversion de polarisation, 
spin lock, dépolarisation et découplage homonucléaire, respectivement. ττττ est le 
temps de déphasage dipolaire, ττττCP le temps de polarisation croisée, ττττPI le temps 
d’inversion de polarisation, ττττDE le temps de dépolarisation et ττττSL sont les temps de 
spin-lock additionnel. 

 
En choisissant de façon appropriée les temps de contact pendant les 

étapes de CP et de PI (typiquement 40 µs dans les deux cas), il est possible de 
supprimer complètement les signaux correspondant à des CH3, des CH et des 
carbones non protonés, et donc d’obtenir un spectre possédant uniquement des 
résonances de méthylène (Cf. Figure  8-4 (c)). Les pics des CH3 et des carbones 
non protonés ne sont pas polarisés lors de l’étape courte de CP, alors que les 
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CH sont annulés lors de l’étape d’inversion de polarisation. L’inconvénient de 
cette méthode est que, malgré son implémentation assez aisée, la détermina-
tion du délai d’inversion de polarisation permettant d’annuler proprement les 
résonances des CH peut être assez longue. En effet, il est nécessaire de réaliser 
cette calibration sur l’échantillon étudié lui-même et non sur une molécule 
modèle, ce délai étant dépendant de l’échantillon. Cette étape peut donc pren-
dre beaucoup de temps si l’échantillon étudié est peu sensible. 

La séquence de déphasage dipolaire CPNQS utilise le fait que les inte-
ractions dipolaires proton-carbone sont très importantes dans le cas de carbo-
nes directement liés à des protons. Cet effet est utilisé pour supprimer les ré-
sonances des CH, CH2 et CH3. Pour ce faire, un délai sans découplage hétéro-
nucléaire est introduit entre l’étape de polarisation croisée et le début de 
l’acquisition sous découplage 390. Afin d’obtenir un signal en absorption, 
l’évolution sous le déplacement chimique est refocalisée par une impulsion de 
180 degrés sur le canal carbone (Cf. Figure  8-5 (b)). L’avantage de cette mé-
thode est qu’elle est très facile à mettre en place. Cependant, les spectres peu-
vent être pollués par des pics correspondant aux CH3. En effet, la rotation très 
rapide de ces groupes sur eux-mêmes réduit fortement la valeur du couplage 
dipolaire proton-carbone. Malgré tout, leur déplacement chimique étant très 
différent de celui des carbonyles et des carbones quaternaires, il est assez facile 
de différencier ces deux types de résonances (Cf. Figure  8-4 (d)).  

Une autre technique testée est la dépolarisation, appelée ici LCPD pour 
« Long Cross Polarisation and Depolarization » (Cf. Figure  8-5 (d)) 391. Après 
un temps de polarisation croisée suffisamment long pour polariser les carbones 
quaternaires et les CH3 (mobiles), le champ appliqué sur le canal proton est 
mis à zéro, afin de dépolariser les protons. Les atomes de carbones et protons 
sont ensuite remis en contact pendant un court délai afin qu’un nouvel équili-
bre soit rétabli pour les CH et CH2. Cette méthode permet donc d’annuler les 
résonances des méthynes et méthylènes (Cf. Figure  8-4 (e)). L’avantage de 
cette technique est qu’elle est facile à utiliser. Néanmoins, il est possible 
d’observer des pics de CH résiduels.  

La séquence intitulée CPPI-DEP pour « Cross Polarization combined 
with Polarization Inversion and Depolarization » permet d’obtenir un spectre 
présentant uniquement des résonances de carbones quaternaires (Cf. Figure 
 8-4 (f)) 392. Pour cela, tous les carbones sont tout d’abord polarisés par polari-
sation croisée (temps de contact de 400 µs). Cette étape est suivie par une 
étape d’inversion de polarisation où le délai τPI est choisi de façon à annuler les 
signaux des groupes méthyles. Finalement, les signaux des carbones CH et 
CH2 sont annulés par dépolarisation (Cf. Figure  8-5 (e)). Cette méthode souf-
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fre des mêmes inconvénients que la séquence CPPI : les différentes calibrations 
sont longues, les délais dépendants de l’échantillon étudié. 

 

8.4.2 Séquences utilisant les couplages scalaires 

 
Nous avons finalement testé une méthode utilisant les couplages scalai-

res entre les protons et les carbones. Cette technique, appelée « Filtre Multi-
Quantum » ou filtre-MQ (Cf. Figure  8-5 (g) et (h)) 393, est très similaire à la 
séquence « Attached Proton Test » (APT) (Cf. Figure  8-5 (f)) 394. Cette der-
nière technique a l’avantage, contrairement aux techniques basées sur le cou-
plage dipolaire, de différencier les résonances des CH des signaux correspon-
dant aux CH2, ces groupements possédant des couplages dipolaires aux pro-
tons assez similaires. De plus, toute technique se basant sur les couplages sca-
laires permet la détection correcte et dépourvue d’artefacts de signaux prove-
nant de spins appartenant à des bouts de chaînes très flexibles, où les interac-
tions dipolaires sont très réduites. Pendant la période 2τ, du découplage ho-
monucléaire de type FSLG est appliqué de façon à éliminer les couplages dipo-
laires proton-proton 383. Grâce à la rotation à l’angle magique et à l’application 
simultanée d’une impulsion π sur les voies proton et carbone au milieu de la 
période 2τ, les cohérences de carbone évoluent uniquement sous le couplage 
scalaire hétéronucléaire pendant ce délai. L’intensité de l’aimantation évolue 
différemment, en fonction de la multiplicité du carbone. Il est ainsi possible 
d’obtenir un spectre présentant les résonances des carbones quaternaires et des 
CH2 en positif, alors que les pics des CH et CH3 apparaissent en négatif. La 
principale faiblesse de cette technique est le fait qu’il est assez difficile de dif-
ferencier les résonances des CH et de celles des CH3. Le but de la séquence fil-
tre MQ est de lever cette ambigüité. Pour se faire, l’impulsion π sur le canal 
proton est remplacée par un filtre multi-quanta. Ainsi, l’utilisation de la sé-
quence filtre-1Q permet l’observation des résonances des CH, CH2 et CH3 (Cf. 
Figure  8-4 (g)), la séquence filtre-2Q l’observation des pics des CH2 et CH3 et 
la séquence filtre-3Q l’observation des pics des CH3 uniquement. 

Les principaux inconvénients de la méthode Filtre-1Q est que la cali-
bration du découplage homonucléaire est plutôt longue et non aisée pour un 
utilisateur de RMN en routine et que les pics des CH2 et CH3 sont très peu 
intenses. Les méthodes filtre-2Q et filtre-3Q souffrent d’une trop grande insen-
sibilité.  

Les principales caractéristiques de toutes ces séquences d’édition spec-
trale sont rassemblées en Table 8-1.  
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Séquence 
utilisée 

Spectre 

correspondant 

en Figure  8-4 

Résonances 
attendues 

Efficacité 
(%) 

Observations 

CPMAS a toutes 100 - 

SCPMAS b CH, CH2 64 

→ Cquat et CH3 tou-
jours présents mais 
avec une intensité ré-
duite 

→ facile à mettre en 
place 

 

CPPI c CH2 16 

→ pics des CH2 uni-
quement 

→ difficile à mettre en 
place, τPI dépendant 
de l’échantillon 
 

CPNQS d Cquat, C mobile 56 
→ facile à mettre en 
place 

LCPD e Cquat, C mobile 44 

→ quelques pics CH 
résiduels 

→ facile à mettre en 
place 
 

CPPI-DEP f Cquat 21 

→ pics des Cquat uni-
quement 

→ calibration longue 
et difficile, τPI dépen-
dant de l’échantillon 

Filtre-1Q g CH, CH2, CH3 7 

→ pics des CH2 et 
CH3 très peu intenses 

→ calibration du dé-
couplage homonu-

cléaire plutôt long 

 

Table  8-1. Principales caractéristiques des séquences d’édition spectrale des réso-
nances du carbone utilisées sur des échantillons de bois archéologique.  
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8.5 Attribution des spectres de bois archéologique obtenus par 
RMN en phase solide de résonance du carbone 

 
Les principaux pics du spectre de résonance du carbone enregistré sur 

un échantillon de bois archéologique peu dégradé ont été parfaitement identi-
fiés il y a plus de vingt ans (Cf. Figure  8-4 (a)) 395-397. Le signal numéro 16 à 21 
ppm est attribué au carbone des CH3 appartenant aux groupes acétyle des 
hémicelluloses. La région entre 60 et 105 ppm est dominée par des signaux 
très intenses (8 à 14), qui sont attribués majoritairement aux carbohydrates 
de la cellulose. Les hémicelluloses donnent aussi du signal dans cette zone. Un 
point intéressant est la présence de deux signaux, 9 et 10, à 88 et 83 ppm, at-
tribués aux C4 des allomorphes de la cellulose. Le signal à 83 ppm indique la 
présence de cellulose à l’état amorphe et celui à 87 ppm la présence de cellu-
lose cristalline. Cependant, ces signaux et ceux appartenant aux différents 
carbones aliphatiques de la lignine se superposent. Dans cette région, le seul 
signal qui puisse être attribué spécifiquement est le pic numéro 15 à 55 ppm, 
correspondant aux groupes méthoxy des unités aromatiques de la lignine. Le 
signal numéro 8 à 105 ppm est attribué principalement aux C1 des sucres, bien 
qu’il puisse y avoir dans cette région une superposition avec les signaux cor-
respondants cette fois aux carbones aromatiques de la lignine. La région com-
prise entre 105 et 160 ppm est spécifique aux carbones aromatiques de la li-
gnine. Par exemple, le signal numéro 2 à 152 ppm est attribué aux C3 et C5 de 
la syringyle impliquée dans des structures du type β-O-4. L’épaulement 3 est 
quant à lui principalement attribué aux mêmes carbones appartenant à ces 
mêmes structures mais non-éthérifiées. Les intensités relatives de ces deux pics 
larges permettent d’estimer la déplétion des liaisons β-O-4 au sein du poly-
mère de lignine. Enfin, à 174 ppm apparaît le signal 1 correspondant aux car-
bonyles des groupes acétoxy des hémicelluloses. L’attribution complète est ré-
sumée dans la Table 8-2.  
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Résonance Déplacement chimi-
que (ppm) 

Attribution 

 

1 
 

172 
 

Carbohydrates : jCOO-R, CH3-COOj 
2 152,6 Lignine : S3 (e), S5 (e) 
3 147 Lignine : S3 (ne), S5 (ne), G1, G4 
4 136 Lignine : S1 (e), S4 (e), G1 (e) 
5 134,3 Lignine : S1 (ne), S4 (ne), G1 (e) 
6 121 Lignine : G6 
7 114-106 Lignine : G5, G6, S2, S6 
8 104,8 Carbohydrates : C1 
9 88,7 Carbohydrates : C4 
10 83,8 Lignine : Cβ ; Carbohydrates : C4 
11 74,8 Lignine : Cα ; Carbohydrates : C2, C3, C5 
12 72,2 Carbohydrates : C2, C3, C5 
13 64,7 Carbohydrates : C6 
14 61,6 Lignine : Cγ 
15 55,7 Lignine : OCH3 
16 21 Carbohydrates : CH3―COOj 

 

Table  8-2. Attribution des résonances du spectre CPMAS d’échantillons de bois 
modernes et archéologiques. Le numéro attribué à chaque résonance correspond 
au numéro indiqué sur la Figure  8-4 (a). Les différentes abréviations correspon-
dent aux noms suivants: S, syringyle (noyau aromatique possédant deux groupe-
ments méthoxy) ; G, guaiacyle (noyau aromatique possédant un seul groupement 
méthoxy) ; ne, éthers arylglycérol-β-aryl non-éthérifiés ; e, éthers arylglycérol-β-
aryl éthérifiés. 

 

8.6 Conclusion 

 
Nous avons donc vu que la RMN en phase solide est un outil précieux pour 
l’étude d’échantillons de bois archéologiques. Elle permet d’étudier les modifi-
cations structurales apparaissant au sein du bois après un séjour dans l’eau et 
suite à une imprégnation au PEG. Ces études nécessitent tout d’abord une 
étape d’attribution des spectres de bois, rendue possible entre autre par les 
différentes techniques d’édition spectrales recensées ici. Nous espérons que no-
tre étude comparative de ces méthodes servira activement aux personnes inté-
ressées par l’étude d’échantillons de matériau ligno-cellulosique, que ce soit 
par exemple du bois archéologique dans le cas des archéologues et conserva-
teurs ou bien des échantillons de biomasse dans le domaine de l’énergie. 
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Table 1. Déplacements chimiques du carbone du peptidoglycane de différentes espèces 
bactériennes (en ppm), à 283 K et pH 7,5 (solution tampon HEPES 50 mM). 

 E. coli 
B. subtilis 

168 
S. aureus 

S. pneumo-

niae 

C1 100,9 101   

C2 55,6 56,2   

C3 72,3 72,8   

C4 79,8 80,2   

C5 75,2 75,3   

C6 60,3 60,9   

CO (NHAc)  174, 9 175,2 175,4  

GlcNAc 

CH3 (NHAc) 23,00 23,0 23,0  

C1 101,8 102,1   

C2 54,8 54,9   

C3 79,2 79,9   

C4 72,2    

C5 75,2    

C6 60,3    

CO (NHAc)  174,9 175,2 176  

MurNAc 

CH3 (NHAc) 23,0 23,0 23,0  

CO 175,0 175,2   

Cα 78,1 78,7   Lac 

CH3 18,1 18,5   

Cα 50,1 50,7 50,4 50,8 / 50,1 

Cβ 17,5 17,3 17,1 17,5 / 17,9 
L-Ala 
D-Ala 

CO 174,9 175,9 176 176,0 / 173,0 

Cα 54,7 55,0 53,4  

Cβ 28,6 29,0   

Cγ 32,3 32,5 32  

COj 175,8 176,4 / 175,5 175,5  

γ-D-Glu 

CO2- / CONH2 178,0 178,3   

C1 / C1’ ou Cα 54,8 / 54,5 55,7 / 53,7 54,7  

C2 / C2’ ou Cβ 31,2 31,8 / 31,1 31,1  

C3 ou Cγ 21,5 22,5 / 21,5 22,9  

Cδ    28,5 

Cε   39,6  

méso-
A2pm 

ou 
Lys 

CO / CO’ 174,4 / 173,6 
179,5 / 177,5 
175,5 / 172,9 

175,1  

Cα   43,2  
Gly 

CO   172,5 / 171,4  
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B. subtilis 

ATCC 168a 
S. aureusb S. pneumoniaec 

C1  67,1 (66,8)  

C2  71,2 (70,2)  

C3  71,3 (71,7)  

C4  80,0 (70,2) 71,5 

Ribitol-Pd 

C5  65,3 (66,8) 67,4 

C1 66,1 (67,3)   

C2 76,2 (71,6)   Glycérol-Pd 

C3 65,4 (63,1)   

C1  101,9  

C2  56,2  

C3  74,6  

C4  70,6  

C5  76,2  

C6  61,2  

CO (NHAc)  175,4  

β-GlcNAc 

CH3 (NHAc)  23,0  

C1 95,1   

C2 49,5   

C3 78,2   

C4 69,0   

C5 72,7   

C6 61,4   

CO (NHAc) 175,2   

α-GlcNAc 

CH3 (NHAc) 23,0   

C1 105,0  104,8 

C2 73,8  73,6 

C3   76,3 

C4   69,6 

C5   75,1 

β-Glc 

C6   64,9 

C1 98,5   

C2 72,5   

C3 74,0   

C4 70,7   

C5 72,9   

α-Glc 

C6 61,4   

C1   101,9 

C2   51,4 

C3   75,5 

C4   64,0 

C5   74,2 

β-GalNAc 

C6   65,2 
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Table 1. Déplacements chimiques du carbone des acides téichoïques de différentes 
espèces bactériennes (en ppm), à 283 K et pH 7,5 (solution tampon HEPES 50 mM). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

                                      
a Le constituant principal des acides téichoïques de B. subtilis est le 1,3-poly-[2-(α-
glucopyranosyl)glycérol-diphosphate]. Les constituants minoritaires contiennent à la fois des 
groupes 1,3-glycérol-diphosphate non substitués ainsi que des groupes 1,3-glycérol-diphosphate 
substitués par des β-glucosyl et des (2-acétamido-2-désoxy-β-glucopyranosyl) (déplacements 
chimiques entre parenthèses). 
b Le constituant principal des acides téichoïques de S. aureus est le 1,5-poly-[4-O-(2-acétamido-
2-désoxy-β-glucopyranosyl)ribitol-diphosphate]. Le constituant minoritaire contient des groupes 
poly-phosphoribitol non substitués (déplacements chimiques entre parenthèses). 
c Le système de spin du ribitol n’a pas pu être attribué entièrement à cause des multiples che-
vauchements de pics de corrélation autour de 70 ppm. La stéréochimie du carbone C1 du gluco-
pyranoside a été déduite du déplacement chimique du pic correspondant. L’attribution de 
GlcNAc versus Glc est basée sur le déplacement chimique du C2. Celle de AAT-Gal est non 
ambiguë (déplacement chimique du C6 très spécifique). 
d Le ribitol et le glycérol sont phosphorylés en position 1,5 et 1,3, respectivement. 

CO (NHAc)   175,4  
CH3 (NHAc)   23,0 

C1   94,1 

C2   50,2 

C3   67,6 

C4   77,3 

C5   71,3 

C6   64,3 

CO (NHAc)   175,4 

α-GalNAc 

CH3 (NHAc)   23,0 

C1   98,9 

C2   49,0 

C3   75,8 

C4   55,5 

C5   64,1 

AAT-Gal 

C6   16,3 
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• Tenseurs sphériques irréductibles pour les spins i, j et k : 
 

 

( )

( )

( )
( )

10

1 1

00

10

1 1

20

2 1

2 2

1
2

1
.

3
1

2 2
1
2
1

3 .
6
1
2

1
2

i
iz

i
i

jk
j k

jk
j k j k

jk
j kz jz k

jk
jz kz j k

jk
j kz jz k

jk
j k

T S

T S

T S S

T S S S S

T S S S S

T S S S S

T S S S S

T S S

±
±

+ − − +

± ±
±

±
±

± ±
±

=

=

= −

−= −

−= −

= −

= +

=

m

m

uur uur

uur uur

m

 Equation 1 

 
 

• Expression des interactions dipolaires dépendantes du temps 
 

 0
, 0ijλω =  Equation 2 

 ,1 1
, ,sin(2 )

2 2
ij i

ij ijeλ γ
λ λ

ω
ω β ω− − ∗= − =  Equation 3 

 ,2 2 2 2
, ,sin ( )

4
ij i

ij ijeλ γ
λ λ

ω
ω β ω− − ∗= − =  Equation 4 

 
λ représente le type d’interactions dipolaires homonucléaire ou hétéro-

nucléaire. (β, γ) sont les angles d’Euler et le chiffre en exposant (0, ±1, ±2) re-
présente la composante spatiale liée à la rotation à l’angle magique et non une 
puissance. 
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• Expression du recouplage TSAR :  
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 Equation 5 

 
avec : 
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 Equation 6 

 
 

• Opérateurs de spin fictif ZQ pour les spins k et l : 
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 Equation 7 

 
 

• Expressions des termes auto-croisés : 
 

Le terme auto-croisé du terme 2 avec lui-même de l’équation 7-6, cor-
respondant au couplage dipolaire A-1H, peut être écrit comme suit :  
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avec :  
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 Equation 9 

 
De la même façon, il est possible d’obtenir le terme auto-croisé du 

terme 3 avec lui-même de l’équation 7-6, correspondant au couplage dipolaire 
1H-B, en remplaçant l’index A par B dans l’équation 8.  

Afin d’avoir une vision complète des contributions longitudinales, il est 
également nécessaire de calculer les termes auto-croisés des termes correspon-
dant aux tenseurs de déplacement chimique des spins A, B et H avec eux-
mêmes : 
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 Equation 10 

 
où  

 ( ) ( )2 2
,

p
m p

p m
ξ =

−
 Equation 11 

 
Les termes auto-croisés provenant des couplages J sont également pré-

sents mais peuvent généralement être négligés par rapport aux termes auto-
croisés dipolaires considérés plus haut. L’hamiltonien réunissant tous les ter-
mes auto-croisés peut donc être écrit ainsi :  
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( ), 23 , 14(2)
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Les expressions analytiques de AUTO
ZQω  et AUTO

DQω  dépendent des condi-

tions TSAR choisies (ZQ ou DQ, δp0 ou δp1, etc.). Par exemple, dans le cas 
d’un mécanisme ZQ δp0 TSAR, ces termes peuvent s’exprimer ainsi : 
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Equation 13 
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 Résumé 
 

La RMN en phase solide est une méthode non négligeable lors de l’étude 
d’échantillons biologiques. Nous avons ainsi pu étudier le peptidoglycane et les 
acides téichoïques, composants essentiels de la paroi cellulaire bactérienne. Nous 
nous sommes tout particulièrement intéressés à leur organisation, à leur flexibilité 
et à leur interaction avec les cations. Nous avons également étudié les interactions 
entre les acides téichoïques et une protéine responsable de la virulence des pneu-
mocoques. Cet exemple illustre parfaitement le manque de sensibilité des expérien-
ces de RMN ainsi que les limites des techniques actuelles de recouplage. Nous 
avons alors mis en évidence un phénomène permettant d’accélérer l’acquisition des 
spectres. Nous avons aussi travaillé à l’amélioration des séquences de recouplage 
PAR et PAIN-CP. Finalement, nous avons comparé des méthodes d’édition spec-
trale appliquées au bois, très étudié dès les débuts de la RMN en phase solide. 
 
 

 
Abstract 

 

Solid-state NMR is a well-suited method for the study of biological samples. 
Thanks to this technique, we could study the peptidoglycan and the teichoic acids, 
essential components of the bacterial cell wall. We were especially interested in 
their organization, their flexibility and their interactions with cations. We also 
studied the interactions between the teichoic acids and a protein involved in the 
pneumococcal virulence. This example illustrates perfectly the lack of sensitivity of 
the NMR experiments and the limits of the existing recoupling sequences. We 
highlighted a phenomenon allowing the faster acquisition of NMR spectra. We 
also worked on the improvement of the PAR and PAIN-CP recoupling sequences. 
Finally, we compared spectral editing methods applied to wood samples, very well 
studied since the beginning of solid-state NMR. 
 
 
 

 
Mots-clés : RMN en phase solide, paroi cellulaire bactérienne, peptidoglycane, 
acides téichoïques, protéine, relaxation longitudinale, diffusion de spin, excitation 
sélective, recouplage, bois archéologiques. 
 

Key words: Solid-state NMR, bacterial cell wall, peptidoglycan, teichoic acids, 
protein, longitudinal relaxation, spin diffusion, selective excitation, recoupling, ar-
chaeological wood. 
 


