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1 Introduction

Depuis sa premi•re observation en 1944 par Felix Bloch et Edward Purcell [1], la RŽsonance

MagnŽtique NuclŽaire (RMN) a toujours fascinŽ un grand nombre de scientifiques. La beautŽ de

cette technique rŽside dans le fait qu'elle permet de manipuler facilement et d'une mani•re

contr™lŽe un syst•me de spins, dont les propriŽtŽs sont dŽcrites par la mŽcanique quantique et

statistique, afin d'obtenir des informations prŽcieuses sur la structure et la dynamique de la

mati•re. Gr‰ce au dŽveloppement d'un tr•s grand nombre d'outils RMN (sŽquences d'impulsions),

la RMN a trouvŽ de nombreuses applications dans des domaines de recherche aussi divers que la

physique, les sciences des matŽriaux, la chimie, la biologie et la mŽdecine.

Un pas crucial dans le dŽveloppement de la RMN a ŽtŽ l'introduction en 1966 par Weston

Anderson et Richard Ernst [2] du concept de l'acquisition d'un signal RMN Žvoluant dans le temps

(FID) apr•s une excitation polychromatique du syst•me de spins, et sa conversion en spectre RMN

par transformation de Fourier (FT). La FT-RMN a permis d'augmenter considŽrablement la

sensibilitŽ de la technique. Une deuxi•me innovation majeure a ŽtŽ la RMN multidimensionnelle

(RMN-nD) introduite par Jean Jeener et Richard Ernst au dŽbut des annŽes 70 [3]. La RMN-nD a

notamment permis d'augmenter la rŽsolution des spectres RMN en Žtalant les signaux RMN le

long de plusieurs dimensions par les diffŽrentes frŽquences de noyaux formant un rŽseau de spins

couplŽs. L'introduction de la FT-RMN-nD a aussi ouvert la porte ̂  la conception d'innombrables

sŽquences d'impulsions permettant de manipuler les spins nuclŽaires afin de les corrŽler entre eux

et d'Žditer leurs propriŽtŽs spectroscopiques (frŽquences, couplages, vitesses de relaxation, É) dans

les diffŽrentes dimensions du spectre. Ces deux dŽveloppements, qui ont ŽtŽ rŽcompensŽs par le

prix Nobel de chimie attribuŽ ̂  Richard Ernst en 1991, sont ̂  la base de la grande majoritŽ des

applications RMN, notamment dans le domaine de la biologie structurale qui nous intŽresse plus

particuli•rement ici.

Au cours des 20 derni•res annŽes, la RMN s'est Žtablie comme la principale technique pour

l'Žtude structurale et dynamique en solution des macromolŽcules biologiques. Aujourd'hui,

environ 20% des structures dŽposŽes dans la Protein data bank (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb)

ont ŽtŽ rŽsolues par RMN. La majoritŽ des coordonnŽes dŽposŽes concernent des protŽines en

forme cristalline dont les structures ont ŽtŽ dŽterminŽes par diffraction des rayons X. Les progr•s

faits sur le plan de l'instrumentation RMN, de la prŽparation des Žchantillons biomolŽculaires, et

des dŽveloppements spectroscopiques ont permis de repousser les limites de la RMN

biomolŽculaire. Depuis la premi•re structure rŽsolue par RMN en 1985 d'une petite protŽine de

57 rŽsidus, 6kDa (BUSI-IIa)[4], le champ magnŽtique des spectrom•tres RMN commerciaux a

augmentŽ d'environ 10 ˆ 21T, et les composants Žlectroniques sont devenus plus performants et

plus fiables. Le dŽveloppement de techniques de surexpression des protŽines, notamment dans les

cellules bactŽriennes, et de purification ont permis d'obtenir des Žchantillons purs et concentrŽs.

L'enrichissement des Žchantillons en isotopes stables ̂ spin S=1/2 (13C, 15N) a permis de disposer
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davantage de sondes RMN au sein de la molŽcule, et la deutŽration partielle ou compl•te de la

molŽcule supprime certaines sources de relaxation des spins permettant ainsi d'augmenter la

sensibilitŽ et la rŽsolution des expŽriences RMN. Enfin, ces progr•s techniques ont toujours ŽtŽ

accompagnŽs par le dŽveloppement de nouvelles expŽriences RMN exploitant des effets

jusqu'alors difficilement accessibles ou mal connus. Des exemples rŽcents sont les effets induits

par l'alignement spontanŽ ou induit (par un milieu orientant) des molŽcules dans le champ

magnŽtique [5], l'exploitation des effets de relaxation par corrŽlation croisŽe [6], ou encore le

transfert de cohŽrence ̂ travers une liaison hydrog•ne [7]. Ainsi la RMN permet aujourd'hui

d'Žtudier la structure et la dynamique de protŽines isolŽes ou en complexe d'un poids molŽculaire

allant jusqu'ˆ 40 ̂  60kDa (Figure 1).

FIGURE 1. Exemples de protŽines rŽcemment ŽtudiŽes par RMN: (a) protŽine de rŽsistance ̂ la
blŽomycine (BRP, 30kDa) avec son ligand [8], (b) protŽine de liaison ˆ la maltodextrine (MBP,
42kDa)[9], (c) protŽine de la membrane extŽrieure reconstituŽe dans des micelles (Omp-X,
!60kDa)[ 10,11].

Avec le sŽquen•age du gŽnome de diffŽrents organismes, la RMN est amenŽe ̂ jouer un

r™le important dans le contexte de la gŽnomique structurale, notamment pour la dŽtermination

rapide du repliement de protŽines de taille modŽrŽe. C'est pourquoi il est important de dŽvelopper

de nouvelles mŽthodes permettant d'accŽlŽrer les diffŽrentes Žtapes nŽcessaires ˆ la caractŽrisation

structurale et dynamique d'une protŽine par RMN. Le travail prŽsentŽ ici s'inscrit dans ce contexte.

DiffŽrentes techniques ont ŽtŽ mises au point pour rŽduire le temps d'acquisition d'un jeu complet

de spectres RMN permettant l'attribution des frŽquences de rŽsonance et la dŽtermination du

repliement de la protŽine. Les concepts des principales mŽthodes d'acquisition rapide de donnŽes

RMN sont rŽsumŽs au chapitre 2. La stratŽgie mise au point pour l'Žtude RMN de protŽines de

taille modŽrŽe est ensuite exposŽe aux chapitres 3 et 4. Cette stratŽgie, basŽe sur une suite de

nouvelles expŽriences, exploite les avantages de diffŽrentes techniques d'acquisition rapide. Au

chapitre 5, une application de cette nouvelle mŽthodologie ̂ la dŽtermination du repliement d'un

fragment protŽique de 67 rŽsidus (MerAa), est prŽsentŽe. Pour conclure, de futurs projets de

dŽveloppement de nouvelles mŽthodes en RMN biomolŽculaire sont bri•vement introduits au

chapitre 6.
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2 MŽthodes d'acquisition rapide de spectres RMN multidimensionnels

Dans une expŽrience de corrŽlation des spins I et S ˆ 2 dimensions, les frŽquences de

rŽsonance des spins S sont ŽchantillonnŽes de mani•re indirecte par une modulation du signal

dŽtectŽ. En pratique, une cohŽrence du spin S est crŽŽe par une suite d'impulsions radiofrŽquence

(rf) et de dŽlais, suivie par une pŽriode d'Žvolution libre du syst•me de spin pendant un dŽlai t1.

Ensuite une deuxi•me sŽquence d'impulsions rf permet de transfŽrer l'aimantation des spins S aux

spins I dont l'Žvolution temporelle (tacq) est dŽtectŽe directement. Typiquement, l'expŽrience est

rŽpŽtŽe N1 fois en incrŽmentant le dŽlai d'Žvolution libre (t1) entre chaque rŽpŽtition (FID) de ! t1.

Le spectre RMN 2D 

! 

S " 1," acq( ) = S " S," I( ) est ensuite obtenu par transformation de Fourier

successive le long des deux dimensions t1 et tacq. Ce concept peut •tre gŽnŽralisŽ aux expŽriences ̂

n dimensions en rajoutant d'autres dŽlais incrŽmentŽs et transferts entre spins.

Pour des raisons de sensibilitŽ les spins 1H sont gŽnŽralement excitŽs au dŽbut et dŽtectŽs ̂

la fin d'une expŽrience de corrŽlation hŽtŽronuclŽaire (1H, 13C, 15N). Le schŽma typique d'une

expŽrience de corrŽlation 3D H-X-Y est illustrŽ dans la figure 2.

FIGURE 2. SchŽma d'une expŽrience de corrŽlation 3D H-X-Y. Les deux variables de temps t1 et t2 sont
incrŽmentŽes indŽpendamment. Le spectre 

! 

S" 1," 2," acq( ) = S" X," Y ," H( )  est ensuite obtenu par
transformation de Fourier (FT) successives le long des 3 axes t1, t2 et tacq.

La rŽsolution spectrale dans une dimension indirecte " 1 est inversement proportionnelle au

nombre d'incrŽments N1
 et ˆ l'incrŽment de temps ! t1 donnŽ par le thŽor•me de Nyquist qui

impose l'Žchantillonnage du signal ̂  une frŽquence 

! 

" =1 #t1 $ SW1 o• 

! 

SW1 est la largeur spectrale.

Pour accŽder au signe des frŽquences, deux expŽriences sont enregistrŽes pour chaque point t1

(dŽtection en quadrature) correspondant ˆ la partie rŽelle et imaginaire du signal temporel. Le

temps expŽrimental TnD est alors dŽterminŽ par le nombre d'incrŽments Ni dans les diffŽrentes

dimensions indirectes, le nombre de rŽpŽtitions Ns choisi pour moyenner le signal dans la

dimension de dŽtection, et le dŽlai de rŽpŽtition #rep entre deux acquisitions permettant le retour ̂

l'Žquilibre thermodynamique du syst•me de spins qui, pour les protŽines, est typiquement de

l'ordre de la seconde.

! 

TnD = 2n" 1#repNs Ni
i=1

n" 1

$ [1]
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En consŽquence, le temps minimal requis pour l'enregistrement d'un spectre nD dŽpend fortement

de la rŽsolution spectrale souhaitŽe dans les diffŽrentes dimensions indirectes, et augmente en

gŽnŽral d'environ deux ordres de grandeur par dimension ajoutŽe (Figure 3).

FIGURE!3. Temps minimal requis pour une expŽrience nD avec 

! 

" rep =1s, 

! 

Ns = 2 et 

! 

Ni = 60 pour
chaque dimension indirecte

Avec 60 incrŽments de temps, la rŽsolution digitale est en gŽnŽrale tr•s infŽrieure ̂  la

rŽsolution spectrale maximale donnŽe par la largeur de raie des rŽsonances. Ceci implique que les

expŽriences 4D ou 5D ne sont rŽalisables qu'en compromettant tr•s fortement la rŽsolution dans

les diffŽrentes dimensions indirectes.

Un deuxi•me crit•re dŽterminant la durŽe d'une expŽrience nD est sa sensibilitŽ, c'est-ˆ-dire

la nŽcessitŽ d'obtenir un rapport signal sur bruit (S/N) suffisant pour distinguer un pic de

corrŽlation du bruit. A part la sensibilitŽ intrins•que de chaque sŽquence d'impulsions RMN due ̂

l'efficacitŽ des transferts et les propriŽtŽs de relaxation des spins impliquŽs, le rapport S/N dŽpend

du nombre de rŽpŽtitions (scans) Ns, de la dimensionalitŽ n et du nombre d'incrŽments dans

chaque dimension indirecte Ni. En l'absence de dŽcroissance du signal pendant les pŽriodes

d'Žvolution libre t1, t2, É (situation retrouvŽe pour une Ždition de frŽquence ̂ temps constant), le

rapport S/N d'une expŽrience nD est donnŽ par :

! 

S
N

" Ns Ni
i=1

n#1

$ 1
2

% 

& 
' 

( 

) 
* 

n#1

" TnD

1

2
n#1 [2]

Le rapport S/N augmente donc linŽairement avec la racine du temps expŽrimental TnD. Dans le

passŽ, le temps expŽrimental Žtait souvent dŽterminŽ par une faible sensibilitŽ des expŽriences

nŽcessitant l'accumulation du signal pendant typiquement 2 ˆ 3 jours, ce qui a fait de la RMN 3D

la technique de choix pour l'Žtude d'Žchantillons biomolŽculaires.

FIGURE 4: Quelques exemples d'amŽlioration technique ou spectroscopique des expŽriences RMN
permettant un gain important en sensibilitŽ.

Avec les progr•s rŽcents rŽalisŽs au niveau des champs magnŽtiques, des spectrom•tres

RMN, et des techniques spectroscopiques, la sensibilitŽ d'un grand nombre d'expŽriences a
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augmentŽ d'un facteur 3 ˆ 10 (Figure 4), ce qui Žquivaut une rŽduction du temps expŽrimental

d'un facteur 10 ˆ 100 afin d'obtenir le m•me rapport S/N qu'auparavant (Eq.![2]). En

consŽquence, pour beaucoup d'expŽriences RMN multidimensionnelles le temps expŽrimental

n'est aujourd'hui plus dŽterminŽ par des considŽrations de sensibilitŽ. Un temps d'acquisition de

quelques minutes ̂  quelques heures est souvent suffisant pour obtenir un rapport S/N correct,

mais des temps beaucoup plus longs sont nŽcessaires pour Žchantillonner suffisamment de points

dans les dimensions indirectes d'une expŽrience 3D (ou 4D, 5D, É) afin d'atteindre une rŽsolution

spectrale convenable. C'est pourquoi, des stratŽgies alternatives ̂ la FT-RMN-nD classique,

permettant d'Žchantillonner l'espace n-dimensionnel dans un temps rŽduit, ont ŽtŽ dŽveloppŽes et

sont exposŽes dans la suite de ce chapitre.

Le principe gŽnŽral des diffŽrentes mŽthodes d'acquisition rapide est un Žchantillonnage

non-uniforme dans l'espace temps. Le nombre de rŽpŽtitions d'expŽriences 1D est rŽduit en

limitant le nombre de points ŽchantillonnŽs dans les dimensions indirectes de l'expŽrience nD.

Pour ne pas diminuer la rŽsolution spectrale, les points sont en gŽnŽral distribuŽs d'une mani•re

non-uniforme sur la grille de points espacŽs de 

! 

" ti  (i=1, 2, ..) dans les diffŽrentes dimensions. Un

exemple d'un tel Žchantillonnage non-uniforme est donnŽ dans la Figure 5b.

FIGURE 5. ƒchantillonnage uniforme (a) et non uniforme (b) des deux dimensions indirectes d'un
spectre RMN 3D. Chaque point correspond ̂ l'acquisition d'un FID.

2.1 MŽthodes de traitement non-linŽaire des donnŽes RMN

Un Žchantillonnage non uniforme, comme montrŽ dans la figure 5b, nŽcessite d'autres

mŽthodes qu'une transformation de Fourier rapide (FFT) pour la reconstruction du spectre nD.

Bien que, en thŽorie, il soit toujours possible d'appliquer une transformation de Fourier discr•te

(DFT) bidimensionnelle aux donnŽes ŽchantillonnŽes de cette mani•re, cette mŽthode n'est (ˆ ma

connaissance) pas utilisŽe en pratique, probablement ̂ cause des temps excessifs de calcul et des

artŽfacts crŽŽs dans le spectre par un tel traitement. A la place, d'autres mŽthodes de reconstruction

non linŽaires ont ŽtŽ proposŽes et appliquŽes par le passŽ pour traiter des donnŽes RMN

ŽchantillonnŽes de mani•re non uniforme!: par exemple la prŽdiction linŽaire (LP) [12], la

mŽthode d'entropie maximale (MaxEnt) [13], ou la mŽthode de filtre de diagonalisation (FDM)
[14]. Ces techniques sont basŽes sur une optimisation itŽrative de reconstruction d'un spectre le
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plus en accord avec les donnŽes expŽrimentales. Elles permettent de rŽduire le nombre de points

ŽchantillonnŽs d'un facteur 4 ˆ 6 environ en gardant une bonne qualitŽ du spectre avec la m•me

rŽsolution dans les dimensions indirectes qu'un spectre enregistrŽ d'une mani•re conventionnelle

en 4 ˆ 6 fois plus de temps. Cependant, toutes ces mŽthodes de traitement non linŽaire nŽcessitent

l'ajustement d'un certain nombre de param•tres. Un jeu de param•tres mal optimisŽ a comme

consŽquence l'apparition de faux pics ou encore la disparition de pics de faible intensitŽ pour ne

citer que les probl•mes les plus frŽquents. En pratique, le traitement est rŽpŽtŽ plusieurs fois en

faisant varier les param•tres d'optimisation. Pour ces raisons et ˆ cause d'un temps de calcul

considŽrablement plus long que pour une FFT, ces mŽthodes n'ont pas (encore) suscitŽ beaucoup

d'enthousiasme dans la communautŽ RMN biomolŽculaire. Cependant, avec les progr•s rŽalisŽs

ces derni•res annŽes au niveau de la sensibilitŽ des expŽriences RMN, et avec la disponibilitŽ de

calculateurs de plus en plus performants, on peut s'attendre ̂ un regain d'intŽr•t pour ces

techniques de reconstruction non-linŽaires.

Deux autres mŽthodes de traitement ont ŽtŽ proposŽes rŽcemment permettant de gŽrer des

donnŽes incompl•tes ou ŽchantillonnŽes d'une mani•re non-uniforme sans avoir recours ̂  des

procŽdures d'optimisation itŽrative. (i) Une premi•re approche consiste ̂  convertir le FID

ŽchantillonnŽ d'une mani•re non-uniforme en FID rŽgulier par une interpolation de Lagrange. Il

a ŽtŽ montrŽ [15] que l'algorithme, dŽveloppŽ par Dutt et Rokhlin [16] basŽ sur des multiplications

matricielles, permet d'effectuer cette opŽration de linŽarisation des donnŽes RMN. Le spectre est

ensuite obtenu par une FFT du FID ainsi reconstituŽ. L'avantage principal de cette technique est

qu'elle est simple ̂  implŽmenter et que l'algorithme ne nŽcessite aucun ajustement de param•tres.

(ii) Une deuxi•me mŽthode dŽveloppŽe par BrŸschweiler et collaborateurs [17], est basŽe sur une

analyse statistique des donnŽes RMN pour identifier des spins (frŽquences de rŽsonance) corrŽlŽs

entre eux. Des matrices de covariance C et de corrŽlation croisŽe R sont calculŽes ̂ partir de

spectres 1D enregistrŽs ˆ diffŽrents temps t1 apr•s transformation de Fourier (FFT) le long de la

dimension directe. La matrice R est l'Žquivalent du spectre RMN 2D et peut •tre visualisŽe et

analysŽe de la m•me mani•re. De nouveau, cette mŽthode n'impose aucune restriction en termes

d'espacement des points t1 ŽchantillonnŽs. En plus, elle permet l'application de nombreux concepts

d'analyse statistique comme la mŽthode d'analyse de composantes principales pour extraire

l'information recherchŽe du spectre sur les rŽseaux de spins couplŽs [18]. Cependant, l'application

de cette mŽthode de covariance est limitŽe aux expŽriences homonuclŽaires, c'est-ˆ-dire les

expŽriences o• les m•mes spins sont ŽditŽs en frŽquence dans les deux dimensions directes et

indirectes du spectre.

2.2 La RMN multidimensionnelle projetŽe

InspirŽe par la spectroscopie "accordŽon", introduite dans les annŽes 80 par Bodenhausen et

Ernst [19] pour mesurer plusieurs param•tres spectroscopiques le long de la m•me dimension

indirecte d'un spectre multidimensionnel, la RMN projetŽe permet de mesurer les frŽquences de

rŽsonance de n spins (

! 

n " 2) dans une sŽrie de spectres ̂ k (

! 

k " n #1) dimensions. Nous allons
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utiliser dans ce manuscrit la notation (n,k)-D pour une expŽrience ̂ n dimensions projetŽe sur une

sŽrie de spectres ̂ k dimensions. Cette technique, dont les bases ont ŽtŽ dŽveloppŽes entre 1993 et

1996 [20], est aussi appelŽe RMN ̂  dimensionalitŽ rŽduite [20b] ou GFT-RMN [21].

2.2.1 Acquisition d'une expŽrience projetŽe (n,k)-D

La RMN projetŽe est basŽe sur un schŽma particulier d'Žchantillonnage non uniforme de

l'espace temporel formŽ par les diffŽrentes dimensions indirectes. L'exemple d'une expŽrience de

corrŽlation H-X-Y projetŽe (3,2)-D est illustrŽ dans la figure 6.

FIGURE 6. (a) projection d'un spectre 3D sur des plans 2D (

! 

" = tan# ), (b) Žchantillonnage temporel le
long d'un axe inclinŽ ttilt  permettant de reconstruire le spectre de projection 2D.

Les deux dimensions indirectes t1 (Žvolution des spins X) et t2 (Žvolution des spins Y) sont

ŽchantillonnŽes le long d'un axe ttilt formant un angle $ 1=$  avec t1 et $ 2=(90¡%$) avec t2.

L'espacement des points ŽchantillonnŽs simultanŽment le long de cet axe inclinŽ est constant, ce

qui permet l'utilisation d'une transformation de Fourier rapide (FFT) pour passer de l'espace

temps (ttilt) en espace frŽquence (" tilt). Le spectre ainsi obtenu correspond ̂ la projection du

spectre 2D X-Y sur l'axe formant un angle $1 avec X et $2 avec Y. ExpŽrimentalement un tel

Žchantillonnage est rŽalisŽ en utilisant la m•me variable de temps t1 pour Žchantillonner l'Žvolution

des spins X et Y, avec un incrŽment de temps de ! t1 pour l'un et &! t1 pour l'autre (figure 7).

FIGURE 7. SchŽma d'une expŽrience de corrŽlation (3,2)-D H-X-Y. Pour chaque &, 2 spectres de
projection 

! 

S±" # 1,±" ,# acq( ) = S±" # X ±# Y tan" ,±" ,# H( )  sont obtenus par GFT.
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La largeur spectrale SWtilt nŽcessaire pour couvrir toute la gamme spectrale des spins X et Y

projetŽs sur un axe inclinŽ est donnŽe par

! 

SWtilt = SWX cos" + SWY sin" [3]

L'incrŽment de temps ! t1 et le facteur d'Žchelle & sont liŽs ˆ l'angle de projection $  par les

relations suivantes :

! 

" t1 = cos# SWtilt [4]

! 

" = tan# [5]

Pour la dŽtection en quadrature, l'expŽrience est rŽpŽtŽe 4 fois par incrŽment t1 en faisant

varier la phase des sŽquences d'excitation des spins X et Y de la m•me mani•re que dans une

expŽrience 3D standard [20g,21,22]. On dŽtecte alors 4 signaux avec chacun une modulation

diffŽrente en t1. Avec 
  

! 

r 
s (t1," ,tacq) =

r 
s (t1," ) exp i# H tacq( ) , les 4 composantes du vecteur   

! 

r 
s (t1," )  sont

donnŽes par :

  

! 

r 
s (t1," ) =

cos# X t1( )cos# Y" t1( )
cos# X t1( )sin # Y" t1( )
sin # X t1( )cos# Y" t1( )
sin # X t1( )sin # Y" t1( )

$ 

% 

& 
& 
& 
& 

' 

( 

) 
) 
) 
) 

[6]

Pour le cas gŽnŽral 

! 

n" k( ) #1, la projection dans l'espace temps le long d'un axe inclinŽ ttilt

formant des angles $1=$ avec t1, $2 avec t2, $3 avec t3, ... est obtenu en rempla•ant t1 par &1t1, t2 par

&2t1, t3 par &3t1, et ainsi de suite. Les incrŽments de temps pour les K 

! 

K = n" k +1( )  dimensions

projetŽes sur l'axe ttilt sont donnŽs par les Žquations suivantes

! 

" t1 = cos# SWtilt [7]

! 

" i = cos# i cos# , 1$ i $ K [8]

! 

SWtilt = SWi cos" i
i=1

K

# [9]

Cette fois-ci l'expŽrience est rŽpŽtŽe 

! 

2K  fois pour chaque incrŽment t1, rŽsultant en 

! 

2K" 1 spectres

de projection avec des pics de corrŽlation dŽtectŽs aux frŽquences

  

! 

" 1 = " X ± #Y" Y ± #Z" Z ±K [10]

Alors que dans une expŽrience nD un seul pic de corrŽlation est dŽtectŽ par syst•me de

spins couplŽs, dans un spectre (n,k)-D le signal est distribuŽ sur les 

! 

2n" k  spectres de projection.

Ceci se traduit par un rapport S/N d'un spectre de projection P$ relatif au spectre nD donnŽ par :

! 

S N(P" ) =
1

2n#k
S N(nD) [11]
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En consŽquence, dans le m•me temps expŽrimental, chacun des 

! 

2n" k  spectres a un rapport S/N

rŽduit d'un facteur 

! 

1 2n" k  par rapport au spectre nD correspondant. Cette perte de sensibilitŽ est

partiellement compensŽe par l'analyse conjointe des diffŽrents spectres de projection en exploitant

les propriŽtŽs de symŽtrie [20f] comme dŽcrit au sous-chapitre 2.2.3. NŽanmoins il est important

pour une analyse directe d'un spectre (n,k)-D que tous les pics de corrŽlation dans les spectres de

projection aient au moins une intensitŽ Žgale au double de la valeur moyenne du bruit.

Une possibilitŽ d'optimisation de la sensibilitŽ et de la rŽsolution spectrale d'une expŽrience

(n,k)ÐD rŽside dans le choix des angles de projections $ i. En prenant en compte certaines

propriŽtŽs du syst•me de spins, comme les vitesses de relaxation des spins ŽditŽs le long de la

dimension de projection, le choix des angles $ i, et en consŽquence des facteurs d'Žchelle &i,

permet d'ajuster individuellement les temps d'Žvolution maximale pour chacun des spins,

augmentant ainsi la rŽsolution ou le rapport S/N dans le spectre.

2.2.2 Transformation des donnŽes de projection de l'espace temps ˆ l'espace frŽquence

Prenons d'abord l'exemple d'une expŽrience (3,2)-D, les 4 composantes de l'Žquation [6]

permettent la reconstruction de deux spectres de projection 

! 

P+"  et 

! 

P" #  [20g]. Le signal temporel de

ces deux projections est obtenu par multiplication du vecteur   

! 

r 
s (t1," ) avec une matrice G4 (voir

Annexe).

  

! 

s+" Re( )
s+" Im( )
s#" Re( )
s#" Im( )

$ 

% 

& 
& 
& 
& 

' 

( 

) 
) 
) 
) 

=

cos(* X + +* Y) t1( )
sin (* X + +* Y ) t1( )
cos(* X # +* Y) t1( )
sin (* X # +* Y ) t1( )

$ 

% 

& 
& 
& 
& 

' 

( 

) 
) 
) 
) 

= G4

r 
s (t1,+) [12]

Les donnŽes ainsi transformŽes peuvent ensuite •tre traitŽes par transformation de Fourier rapide

(FFT) pour crŽer les deux spectres de projections 

! 

P+"  et 

! 

P" # .

! 

s+" Re( ) + i s+" Im( ) FT# $ # S(%1,+" ) = P+"

s&" Re( ) + i s&" Im( ) FT# $ # S(%1,&" ) = P&"

[13]

L'ensemble du traitement, c'est-ˆ-dire la multiplication matricielle suivie par une transformation de

Fourier, est aussi appelŽ une transformation GFT [21].

Une mani•re alternative de reconstruire les spectres de projection consiste ̂  combiner

d'abord les composantes de quadrature (Eq.![6]) par paires afin d'obtenir dans le cas d'une

expŽrience (n,k)-D avec 

! 

n " k = 2 des signaux de type:
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! 

sI t1," Y," Z( ) = cos " Y# Yt1( )cos" Z# Zt1( )exp i# X t1( )
sII t1," Y," Z( ) = cos" Y# Yt1( )sin " Z# Zt1( )exp i# X t1( )
sIII t1," Y," Z( ) = sin " Y# Yt1( )cos " Z# Zt1( )exp i# X t1( )
sIV t1," Y," Z( ) = sin " Y# Yt1( )sin " Z# Zt1( )exp i# X t1( )

[14]

Une transformation de Fourier appliquŽe ̂ chacun de ces quatre signaux rŽsulte en 4 spectres

! 

SI " IV # X ,# Y,# Z,$Y,$Z( ) comme illustrŽ dans la figure!8. Des combinaisons linŽaires de ces 4

spectres donnent finalement les 4 plans de projection recherchŽs 

! 

PI ,PII ,PIII ,PIV( ) avec un pic de

corrŽlation par spectre. MathŽmatiquement cette opŽration de combinaison linŽaire est dŽcrite par

une transformation Hadamard (voir sous-chapitre 2.3.2), c'est ̂  dire une multiplication du vecteur

! 

SI ,SII ,SIII ,SIV( ) avec une matrice de Hadamard H4 (voir Annexe).

FIGURE 8. Traitement d'une expŽrience (4,2)-D par transformation de Fourier suivie par une
transformation Hadamard.

Les deux mŽthodes de traitement prŽsentŽes ci-dessus s'appliquent ̂ toutes les expŽriences (n,k)-D.

2.2.3 Analyse directe des spectres projetŽs: exploitation des propriŽtŽs de symŽtrie

Dans un spectre 3D H-X-Y classique les coordonnŽes d'un pic de corrŽlation correspondent

directement aux frŽquences 

! 

" H ," X ," Y( ) des trois spins H, X, Y couplŽs entre eux. Pour obtenir

cette information d'un spectre (3,2)-D il faut combiner l'information extraite de plusieurs spectres

2D correspondant ˆ diffŽrents angles de projections $ . Si la frŽquence " H n'est pas dŽgŽnŽrŽe,

c'est-ˆ-dire un seul pic de corrŽlation est dŽtectŽ ̂ cette frŽquence " H, les spectres de projection

pour deux angles $  et $ ' sont suffisants. Les deux pics de corrŽlation dŽtectŽs aux coordonnŽes

! 

" H ," X +" Y tan#( ) et 

! 

" H ," X +" Y tan# '( )  permettent de reconstituer le triplet de frŽquence

! 

" H ," X ," Y( ) sans ambigu•tŽ. En pratique, il suffit d'enregistrer une expŽrience (3,2)-D avec un

seul facteur d'Žchelle 

! 

" Y  pour reconstruire les deux projections 

! 

P+"  et 

! 

P" # .

En cas de dŽgŽnŽrescence dans le spectre 1H, comme cela est souvent observŽ en RMN des

protŽines, trois spectres de projection sont au moins nŽcessaires pour attribuer sans ambigu•tŽ les

pics de corrŽlation ̂ un triplet de noyaux H-X-Y. L'approche la plus courante [20] est de combiner

l'information d'une paire de projection 

! 

P+"  et 

! 

P" #  avec un troisi•me spectre 

! 

P0 (

! 

" = 0¡), appelŽ
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spectre de pics centraux. Ce spectre de projection 

! 

P0 est l'Žquivalent d'un spectre 2D H-X

standard et ne contient aucune information sur les spins Y. Cependant, l'information des pics

centraux est cruciale pour identifier les paires de pics dans les spectres 

! 

P+"  et 

! 

P" #  faisant partie du

m•me syst•me de spins couplŽs H-X-Y. Pour chaque pic central 

! 

" H ," X( ), un pic de corrŽlation

est cherchŽ dans chacun des spectres 

! 

P+"  et 

! 

P" #  respectant le crit•re de symŽtrie suivant: le centre

des deux pics doit •tre ˆ la frŽquence " 1=" 1(0¡)=" X, et la distance !  des deux pics par rapport au

centre doit respecter la relation

! 

" =
# 1 +$( ) %# 1 0¡( )[ ]

tan$
= %

# 1 %$( ) %# 1 0¡( )[ ]
tan$

[15]

Une fois les deux pics attribuŽs, le param•tre !  de l'Žquation [15] est une mesure de la frŽquence

de rŽsonance du spin Y, 

! 

" =# Y . Le fait de pouvoir mesurer !  dans les deux spectres 

! 

P+"  et 

! 

P" #

augmente la prŽcision de la mesure des frŽquences 

! 

" Y. Ce protocole d'analyse des spectres (3,2)-

D, exploitant les propriŽtŽs de symŽtrie, est illustrŽ dans la figure!9 pour le cas de deux 1H ayant la

m•me frŽquence " H.

FIGURE 9. Illustration graphique de l'analyse d'un spectre (3,2)-D en exploitant les propriŽtŽs de
symŽtrie des deux projection P$ et P%$ par rapport ̂  un pic central extrait du spectre P0.

En pratique, cette recherche de pics symŽtriques par rapport ̂  un pic central aide surtout pour

l'analyse et l'attribution des spectres manuellement en utilisant un programme de visualisation

graphique de spectres RMN multidimensionnels. Alternativement, l'analyse des spectres (3,2)-D

peut •tre effectuŽe d'une mani•re semi-automatique. Pour cela, les coordonnŽes des pics de

corrŽlation sont extraites des spectres de projection par un peak picking. Un algorithme adaptŽ

permet ensuite de trouver toutes les combinaisons de pics respectant le crit•re de symŽtrie de

l'Žquation![15]. Cet algorithme dŽveloppŽ au laboratoire permet aussi de traiter un plus grand

nombre de projections, enregistrŽ ̂ d'autres angles afin de rŽsoudre d'Žventuelles ambigu•tŽs

rŽsiduelles.

Un protocole similaire permet d'analyser les spectres (4,2)-D, (5,2)-D, É., ou plus

gŽnŽralement (n,k)-D. Les pics centraux nŽcessaires ˆ l'interprŽtation d'un spectre (4,2)-D H-X-Y-

Z par exemple sont obtenus par un spectre 3D ou (3,2)-D H-X-Y. L'information concernant ces
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triplets de frŽquence

! 

" H ," X ," Y( ) peut alors •tre utilisŽe pour identifier les spins Z faisant partie

du m•me rŽseau de spins couplŽs en utilisant l'Žquation [15] avec 

! 

" =# Z et 

! 

" 1 0¡( ) = " X + #Y" Y

ou 

! 

" 1 0¡( ) = " X # $Y" Y  en fonction des projections ̂ traiter (voir figure 8).

2.2.4 Analyse des spectres projetŽs par reconstruction du spectre multidimensionnel

Alternativement ̂ l'analyse directe d'un spectre multidimensionnel projetŽ (n,k)-D, discutŽ

au paragraphe prŽcŽdent, il est possible de passer par une Žtape intermŽdiaire de reconstruction du

spectre nD. La reconstruction d'images 3D ˆ partir d'un jeu de projections 2D est en fait

couramment utilisŽe dans les diffŽrentes disciplines d'imagerie et de tomographie. RŽcemment, E.

Kupce et R. Freeman ont montrŽ que cette technique pouvait •tre aussi utilisŽ en spectroscopie

RMN [23] avec comme objet ̂  reconstruire le spectre nD. La reconstruction d'image est basŽe sur

une transformation de Radon inverse [24] qui dans le cas d'un objet ˆ deux dimensions 

! 

" X ," Y( )
projetŽes sur un axe 

! 

" tilt #( ) est donnŽe par

! 

S " X," Y( ) = P " tilt #( ) ,#( )$ d# = P " X cos# +" Y sin# ,#( )$ d# [16]

L'intŽgrale dans l'Žquation [16] implique que pour reconstruire une image d'un objet caractŽrisŽ

par une distribution continue du signal 

! 

S " X," Y( ) (comme c'est le cas en imagerie anatomique),

un tr•s grand nombre de projections est nŽcessaire. La situation est plus favorable en

spectroscopie RMN ou l'objet est constituŽ d'un relativement petit nombre de pics de corrŽlation

entourŽs d'espace vide (bruit spectral). En consŽquence, un nombre restreint de projections peut

suffire pour reconstruire le spectre.

En pratique, la reconstruction du spectre nD ˆ partir d'un jeu de projections se fait en deux

Žtapes distinctes. Nous allons limiter ici la discussion au cas de la reconstruction d'un objet ˆ deux

dimensions projetŽes sur diffŽrents axes inclinŽs. Ce cas correspond ̂  une expŽrience RMN

projetŽe (n,k)-D avec 

! 

n " k =1. Mais la mŽthode de reconstruction du spectre nD par

transformation de Radon inverse peut •tre facilement Žtendue au cas gŽnŽral d'une expŽrience

projetŽe (n,k)-D avec 

! 

n" k #1 [25].

La premi•re Žtape consiste ̂ rŽtroprojeter le spectre 1D de projection 

! 

P" # tilt( ) sur le plan

2D 

! 

" X ," Y( ) en remplissant le spectre par des intensitŽs:

! 

S" # X,# Y( ) = P" # X cos" +# Y sin"( ) [17]

Cette Žtape de rŽtroprojection est illustrŽe dans la figure!10a. Le principal inconvŽnient de cette

technique est qu'elle induit systŽmatiquement des zones de bruit spectral perpendiculairement ˆ

l'axe inclinŽ de la projection.
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FIGURE!10. Spectre reconstruit ̂  partir de (a) une seule, (b) 2 ou (c) 3 spectres rŽtroprojetŽs ̂ partir
de diffŽrents projections P$.

Afin de pouvoir distinguer les pics de corrŽlation des artŽfacts de rŽtroprojection, plusieurs

spectres de projection 

! 

S" # X,# Y( ) sont combinŽs. Dans l'exemple de la figure 10, la combinaison

de 3 projections (c) permet de distinguer les 6 "vrais" pics des 5 pics artŽfactuels crŽŽs par

l'utilisation de seulement deux projections (b). DiffŽrents algorithmes ont ŽtŽ proposŽs [23,25] pour

effectuer cette deuxi•me Žtape de reconstruction:

(I)

! 

S " X," Y( ) = S# " X," Y( )
#

$ [18]

(II)   

! 

S " X," Y( ) = min S#1 " X ," Y( ),S# 2 " X ," Y( ),K( ) [19]

Dans l'algorithme (I), la somme de toutes les intensitŽs est calculŽe pour chacun des points

! 

" X ," Y( ), tandis que pour l'algorithme (II) la valeur minimale est retenue pour le spectre final.

L'algorithme somme prŽsente l'avantage que le rapport S/N dans le spectre reconstruit augmente

avec le nombre NP de projections additionnŽs (

! 

S N " NP ). Ceci permet notamment de faire

sortir un pic du bruit qui n'est pas visible dans les projections individuelles. L'inconvŽnient de

cette mŽthode est que l'intensitŽ des pics artŽfactuels dus ̂  la rŽtroprojection ne diminue que

lentement avec le nombre de projections utilisŽes. L'algorithme de valeur minimale, au contraire,

minimise le bruit dans le spectre et fait dispara”tre tr•s rapidement les artŽfacts dus ̂  l'Žpandage

des intensitŽs. Cependant, aucun avantage de sensibilitŽ n'est obtenu par rapport ̂  un spectre de

projection, et en consŽquence un pic qui ne peut pas •tre diffŽrenciŽ du bruit dans une seule

projection ne sera pas non plus visible dans le spectre reconstruit. Une comparaison expŽrimentale

des deux mŽthodes de reconstruction est montrŽe dans la figure 11.

Il a aussi ŽtŽ proposŽ de combiner les deux algorithmes (Eqs.![18] et [19]) de mani•re ˆ

obtenir un compromis entre les avantages et les inconvŽnients de chacun [26]. Pour cela, l'on

calcule d'abord la somme de n 

! 

1" n " NP( )  spectres rŽtroprojetŽs 

! 

S" # X,# Y( ) en prenant toutes les

combinaisons possibles parmi les NP spectres. Le rŽsultat est de nouveau un jeu de NP spectres qui

sont ensuite combinŽs par la mŽthode de la valeur minimale. Le rapport S/N d'un spectre ainsi

reconstruit augmente avec ' n.
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FIGURE!11. Plan N-CO extrait d'un spectre 3D seq-HNCO de MerAa reconstruit ̂  partir d'un jeu de
donnŽes (3,2)-D en utilisant l'algorithme somme (a-c) ou l'algorithme de la valeur minimale (d-f). Les
diffŽrents algorithmes ont ŽtŽ implŽmentŽs dans un programme en langage C dŽveloppŽ au laboratoire
(Van Melckebeke et al., non publiŽ). Un nombre diffŽrent de projections a ŽtŽ utilisŽ : 3 pour les
spectres (a) et (d), 5 pour (b) et (e), 18 pour (c) et (f). Les niveaux des contours ont ŽtŽ dŽfinis de la
m•me mani•re pour les spectres (a-c) et (d-f) par rapport au pic le plus intense (" CO!174ppm).

2.2.5 Comparaison des mŽthodes d'analyse directe et de reconstruction

La technique de reconstruction du spectre multidimensionnel prŽsente, certes, l'avantage de

fournir un spectre familier ˆ l'utilisateur o• chaque coordonnŽe d'un pic de corrŽlation

correspond directement ̂  une frŽquence d'un spin nuclŽaire, alors que dans un spectre de

projection, on obtient "seulement" des combinaisons linŽaires de diffŽrentes frŽquences. En
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contrepartie, le prix ˆ payer en terme de sensibilitŽ et d'artŽfacts dans le spectre nD peut •tre

ŽlevŽ!: si des spectres ont ŽtŽ enregistrŽs pour un petit nombre d'angles de projection, les artŽfacts

dus ̂  l'Žpandage des intensitŽs lors de la rŽtroprojection persistent et peuvent rendre difficiles

l'analyse du spectre, notamment en cas de grandes variations d'intensitŽ d'un pic ˆ l'autre (voir

figure 11). Dans le cas d'un grand nombre de projections et l'utilisation de l'algorithme de la

valeur minimale, ces artŽfacts peuvent •tre supprimŽs efficacement, mais aucun avantage n'est

obtenu en terme de sensibilitŽ. L'utilisation de l'algorithme somme, au contraire, permet de

bŽnŽficier du signal dŽtectŽ dans chacun des spectres de projection, mais un grand nombre de

projections est nŽcessaire afin de rŽduire suffisamment l'intensitŽ des artŽfacts dus ˆ la

rŽtroprojection, ce qui augmente le temps d'acquisition minimal de l'expŽrience.

La mŽthode d'analyse directe a comme principal avantage qu'aucun artŽfact n'est introduit

dans le spectre lors du traitement des donnŽes. L'inconvŽnient majeur de cette mŽthode est qu'une

fois un relevŽ de pics (peak picking) a ŽtŽ effectuŽ dans les diffŽrents spectres de projection, il

reste ̂ combiner les pics faisant partie du m•me syst•me de spins corrŽlŽs. En cas de spectres de

projection bien rŽsolus, cette t‰che est facilement rŽalisŽe par des outils informatiques comme

ceux dŽveloppŽs au laboratoire. Si deux spectres de projection et un spectre de pics centraux sont

suffisants pour une attribution non ambigu‘, cette mŽthode est comparable en terme de sensibilitŽ

ˆ une reconstruction du spectre par l'algorithme somme. Des ambigu•tŽs restantes peuvent •tre

rŽsolues en enregistrant davantage de projections, ou en rajoutant des filtres spectraux (voir sous-

chapitre 2.3) pour diminuer le nombre de pics par projection.

En rŽsumŽ, dans le cas de spectres de projection caractŽrisŽs par un petit nombre de pics de

corrŽlation et une bonne dispersion spectrale, l'analyse directe d'un petit nombre de spectres de

projection est certainement la mŽthode la plus sensible, la plus rapide et la plus directe. La

reconstruction du spectre nD devient attractive quand le nombre de superpositions de pics dans les

spectres de projection rend un peak picking peu fiable, et quand le temps expŽrimental permet

l'acquisition d'un grand nombre de projections. Cela est souvent le cas pour les expŽriences nD ˆ

dimensionalitŽ ŽlevŽe (n>3) appliquŽes aux molŽcules de grande taille.

2.3 La RMN multidimensionnelle filtrŽe

Les techniques de la RMN filtrŽe permettent de sŽparer les pics de corrŽlation d'un spectre

FT-RMN-nD le long d'une seule ou de plusieurs dimensions additionnelles caractŽrisŽes chacune

par un petit nombre de points Ni. L'intŽr•t de ces techniques de filtrage spectral dans le contexte

des mŽthodes d'acquisition rapide rŽside dans l'ajout d'une dimension d'Ždition spectrale

permettant d'augmenter la rŽsolution du spectre sans pour autant augmenter significativement la

durŽe minimale de l'expŽrience.

2.3.1 Filtres d'Ždition spectrale

La manipulation du syst•me de spins par des sŽquences d'impulsions adaptŽes permet de

rŽaliser des filtres d'Ždition spectrale, c'est-ˆ-dire permettant de disperser les pics de corrŽlation le

long d'une dimension additionnelle du spectre (figure!12), afin d'augmenter sa rŽsolution et
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d'ajouter de l'information sur le rŽseau de spins couplŽs. Les techniques de filtrage spectral ne se

limitent pas ̂  l'Ždition de frŽquences de rŽsonance. Des sŽquences de filtrage peuvent •tre con•us

pour diffŽrencier et sŽparer les pics par rapport ˆ d'autres propriŽtŽs du syst•me de spins. Des

exemples qui vont nous intŽresser dans la suite sont le filtrage des signaux RMN provenant de

groupements SIn de multiplicitŽ n diffŽrente, ou des filtres sŽparant les signaux correspondant aux

diffŽrentes lignes d'un multiplet. Une particularitŽ du filtrage spectral est que la dispersion des

pics le long de la dimension du filtre est discr•te, c'est-ˆ-dire que le pic n'est pas ŽtalŽ sur plusieurs

points (en fonction de sa largeur de raie), mais uniquement dŽtectŽ ̂ une seule coordonnŽe en

l'absence d'artŽfacts de filtrage.

FIGURE 12. (a) principe d'un filtrage spectral: les pics de corrŽlation 2D sont dispersŽs sur les deux
spectres A et B. (b) Spectre de corrŽlation (2cs+2fil)-D.

Le concept de filtrage spectral peut •tre combinŽ avec la FT-RMN-nD pour enregistrer des

spectres ̂ (ncs+nfil) dimensions avec ncs le nombre de dimensions spectrales standards, et nfil le

nombre de dimensions de filtrage spectral (figure!12b). Il est aussi possible de combiner les deux

techniques d'acquisition rapide, la RMN filtrŽe et la RMN projetŽe, afin d'enregistrer des spectres

de dimensionalitŽ ((n,k)cs+nfil )-D. Le tableau 1 rŽsume les diffŽrentes notations utilisŽes dans ce

manuscrit :

Notation
de l'expŽrience

Spins ŽditŽs
en frŽquence(a)

Variables de temps
incrŽmentŽes(b)

Filtres
   spectraux(c)

nD n n%1 %
(n, k)-D n k%1 %

(ncs+nfil)-D ncs ncs%1 nfil

((n, k)cs+nfil)-D ncs kcs%1 nfil

TABLEAU 1. Notations utilisŽes pour les expŽriences de RMN projetŽe et filtrŽe.
(a)

 nombre de spins corrŽlŽs dont la frŽquence est ŽditŽe d'une mani•re directe ou
indirecte dans le spectre. 

(b)
 nombre de variables t1, t2, É utilisŽes dans

l'expŽrience pour Žchantillonner indirectement l'Žvolution temporelle du syst•me
de spins. 

(c) 
nombre de dimensions obtenues par filtrage spectral permettant de

sŽparer les pics en fonction de certaines propriŽtŽs.

2.3.2 Spectroscopie Hadamard

La spectroscopie Hadamard est une mŽthode particuli•rement intŽressante pour rŽaliser un

filtrage spectral en RMN [27]. Contrairement ̂ la FT-RMN o• les frŽquences de rŽsonance des
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spins X sont ŽchantillonnŽes dans l'espace temps par une modulation du signal dŽtectŽ en

! 

cos" Xt( ) ou 

! 

sin " Xt( ) , en spectroscopie Hadamard cette information est obtenue par un codage

rŽalisŽ directement dans l'espace frŽquence. D'une certaine fa•on, il s'agit de revenir au temps de

la RMN o• le spectre a ŽtŽ obtenu en balayant les frŽquences, une ̂  une par petits pas en rŽpŽtant

l'expŽrience N fois. Pour obtenir un gain en sensibilitŽ similaire ̂  la FT-RMN, le spectre est divisŽ

en N "canaux" ou "bandes de frŽquence". Pour chaque rŽpŽtition de l'expŽrience le signe des

signaux RMN des diffŽrentes bandes est changŽ suivant un schŽma de codage donnŽ par une

matrice Hadamard HN 
[28] constituŽe de +1 et de %1 (voir Annexe).

  

! 

Exp1

Exp2

L

ExpN

" 

# 

$ 
$ 
$ 
$ 

% 

& 

' 
' 
' 
' 

= HN

B1

B2

L

BN

" 

# 

$ 
$ 
$ 
$ 

% 

& 

' 
' 
' 
' 

[20]

En pratique, ce codage en (+1) et (%1) est rŽalisŽ par des impulsions rf sŽlectives permettant

de manipuler individuellement chacune des N bandes de frŽquence. Bien qu'il soit aussi possible

d'utiliser la spectroscopie Hadamard pour enregistrer un spectre 1D, cette technique prŽsente

surtout des avantages pour rajouter une ou des dimensions dans une expŽrience

multidimensionnelle. L'inverse de la matrice Hadamard ayant servi ̂  coder l'information spectrale,

! 

H
N

" 1 est ensuite utilisŽe pour la transformation des donnŽes, c'est-ˆ-dire la sŽparation des signaux

correspondant aux diffŽrentes bandes le long d'une dimension additionnelle du spectre.

Dans le cas le plus simple de deux bandes B1 et B2, deux spectres sont enregistrŽs, un

premier o• tous les signaux ont le m•me signe (B1+B2) et un deuxi•me o• les signaux des deux

bandes sont de signes opposŽs (B1%B2). En additionnant ou soustrayant les deux spectres

enregistrŽs on retrouve les spectres correspondant aux bandes B1 et B2. Cette opŽration de codage

et de dŽcodage peut •tre reprŽsentŽe par une matrice Hadamard d'ordre 2 (voir Annexe). Des

matrices Hadamard HN existent pour des ordres N=2j ou N=4j avec j  un nombre entier. Un

exemple d'une transformation Hadamard avec N=4 est illustrŽ dans la figure!8 pour le cas du

traitement d'un spectre (n,k)-D avec n%k=2.

Les principaux atouts de la spectroscopie Hadamard par rapport ̂  la FT-RMN sont les

suivants: (i) en absence d'effets de relaxation significatifs pendant la durŽe des impulsions

sŽlectives, le rapport S/N d'une expŽrience avec codage Hadamard est le m•me que pour une

expŽrience sans codage enregistrŽe dans le m•me temps expŽrimental, contrairement ̂ la FT-

RMN, o• l'ajout d'une dimension indirecte est gŽnŽralement accompagnŽ d'une perte de sensibilitŽ

d'un facteur "2 (Eq.![2]) . (ii) La spectroscopie Hadamard permet de limiter les points enregistrŽs

dans la dimension indirecte ̂  un petit nombre (N=2, 4, 8, É), contrairement ̂ la FT-RMN o•

l'Žchantillonnage uniforme du signal temporel impose un nombre minimal de points nettement

plus ŽlevŽ afin d'obtenir une rŽsolution spectrale satisfaisante. Cependant, la spectroscopie

Hadamard ne prŽsente un avantage de temps par rapport ̂  la FT-RMN que si le nombre de

bandes ̂ manipuler est plus petit que le rapport largeur spectrale (SW) sur largeur de raie (!( ).
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! 

N <
SW
" #

[21]

En contrepartie, la spectroscopie Hadamard est sensible aux imperfections des impulsions

sŽlectives, qui diminuent l'efficacitŽ du filtrage.

En RMN biomolŽculaire, le nombre de rŽsonances dans un spectre est souvent

considŽrablement plus ŽlevŽ que le rapport SW/!( . Deux solutions existent alors pour limiter le

nombre de bandes: (i) on se focalise sur un petit nombre de rŽsonances prŽalablement identifiŽes

faisant partie du site actif de la molŽcule ou de la zone d'interaction avec un partenaire

molŽculaire, et chaque spin nuclŽaire sŽlectionnŽ est traitŽ comme une bande ̂ part (frequency-

selective Hadamard) [27], (ii) on divise le spectre dans un petit nombre de bandes contenant

chacune une multitude de rŽsonances. Dans ce cas (band-selective Hadamard) [29], l'information

de frŽquence ̂ l'intŽrieur de chaque bande est perdue.

2.4 La RMN multidimensionnelle en une seule acquisition

Les diffŽrentes mŽthodes d'acquisition rapide prŽsentŽes dans les chapitres prŽcŽdents ont

ŽtŽ con•ues pour rŽduire le nombre de points ŽchantillonnŽs dans les dimensions indirectes d'une

expŽrience multidimensionnelle. Autrement dit, elles limitent le nombre de rŽpŽtitions d'une

expŽrience RMN-1D pour accŽder ̂ des temps expŽrimentaux qui varient entre quelques minutes

et quelques heures en fonction de l'expŽrience et de la mŽthode utilisŽes. Ainsi, en exploitant ces

mŽthodes d'acquisition rapide, on passe aujourd'hui pour la quasi-totalitŽ des expŽriences en RMN

biomolŽculaire d'un rŽgime o• le temps d'acquisition est principalement limitŽ par

l'Žchantillonnage de l'espace temporel ̂  un rŽgime o• le temps d'acquisition est uniquement

dŽterminŽ par la sensibilitŽ de l'expŽrience.

FIGURE 13. Illustrations schŽmatiques d'une expŽrience d'acquisition ultrarapide 2D [30] : (a) phase
de prŽparation des spins, et (b) dŽtection du signal.

Un concept original, tr•s diffŽrent des mŽthodes d'acquisition rapide prŽsentŽes jusqu'ici, a

rŽcemment ŽtŽ dŽveloppŽ par Lucio Frydman et collaborateurs [30]. Cette mŽthode d'acquisition

ultrarapide s'inspire d'une technique d'imagerie par RŽsonance MagnŽtique (IRM), appelŽe echo

planar imaging (EPI) pour Žchantillonner les diffŽrentes dimensions d'une expŽrience
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multidimensionnelle lors de la dŽtection du signal, c'est-ˆ-dire dans une seule acquisition. L'idŽe

de base de cette mŽthode d'acquisition ultrarapide est d'utiliser un axe de l'espace (x, y, z) pour

coder l'Žvolution temporelle des spins pendant un temps t1 (figure 13a). Pour cela l'Žchantillon est

divisŽ en N1 "zones" le long d'un axe de l'espace (par exemple l'axe z), et un gradient de champ

magnŽtique Ge est appliquŽ le long de cet axe. En prŽsence de ce gradient de champ, les spins des

diffŽrentes tranches de l'Žchantillon vont rŽsonner dans des plages frŽquentielles distinctes, ce qui

permet leur manipulation par bandes de frŽquence en utilisant des impulsions rf sŽlectives,

similaire ̂  la spectroscopie Hadamard (sous-chapitre 2.3.2). Une sŽquence d'impulsions rf et de

gradients de champs pulsŽs adaptŽe permet alors de prŽparer le syst•me dans un Žtat

correspondant ˆ une Žvolution libre des spins pendant un dŽlai t1!=!n! t1, avec n un nombre entier

(0!#!n!#!N1) diffŽrent pour chacune des N1 zones spatiales (figure 13a). Ceci revient ̂  crŽer un

FID discret de N1 points le long de l'axe z. Ce FID peut ensuite •tre imagŽ par une des techniques

d'IRM. La technique EPI [31] permet d'Žchantillonner ce FID le long de l'axe z en m•me temps

que la dŽtection finale du signal (t2) en crŽant des Žchos de spins entre deux points consŽcutifs

d'Žchantillonnage t2, dŽtectŽs par un deuxi•me Žchantillonnage de pas ! t1 (figure!13b). Entre les

phases de prŽparation et de dŽtection, des sŽquences conventionnelles de transfert de polarisation

(ou de cohŽrence) entre les spins peuvent •tre utilisŽes pour faire interagir les spins afin de

dŽtecter des pics de corrŽlation dans le spectre 2D.

Un exemple d'un spectre de corrŽlation 2D obtenu par cette technique est montrŽ dans la

figure 14.

FIGURE 14. Spectre 2D 1H-TOCSY d'un Žchantillon concentrŽ (20% v/v) de n-butylchloride enregistrŽ
en moins de 1s utilisant la technique d'acquisition ultrarapide [30a].

Les techniques d'acquisition ultrarapide ont potentiellement des applications tr•s intŽressantes,

notamment pour la caractŽrisation de phŽnom•nes cinŽtiques en temps rŽel, ou pour l'acquisition

d'un spectre d'un syst•me de spins hors Žquilibre thermodynamique, comme apr•s une

polarisation par pompage optique ou par DNP [32]. Bien qu'aujourd'hui la sensibilitŽ de la plupart

des expŽriences RMN appliquŽes aux Žchantillons biomolŽculaires ne soit pas suffisante pour des

temps expŽrimentaux de l'ordre de la seconde, des avancŽes techniques ou spectroscopiques

futures pourraient changer cette situation.
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3 ExpŽriences pour l'attribution rapide 1H, 13C, et 15N des protŽines

L'attribution des frŽquences de rŽsonance aux noyaux 1H, 13C, et 15N de la protŽine constitue

la premi•re Žtape et la base de toute Žtude structurale ou dynamique par RMN. Les diffŽrents

noyaux ainsi caractŽrisŽs par leurs frŽquences de rŽsonance fournissent des sondes locales au sein

de la protŽine qui ˆ travers de nombreux param•tres RMN donnent acc•s aux informations

recherchŽes sur la structure et la dynamique de la molŽcule, ou sur les zones d'interaction avec ses

partenaires molŽculaires.

3.1 Attribution sŽquentielle de la cha”ne principale

3.1.1 StratŽgie d'attribution d'une protŽine enrichie uniformŽment en 1 3C et 1 5N

LÕattribution sŽquentielle est basŽe sur une sŽrie d'expŽriences permettant de corrŽler les

noyaux 1H, 13C, et 15N le long de la cha”ne peptidique via les couplages scalaires (J) ˆ une ou deux

liaisons (figure 15).

FIGURE!15. Couplages scalaires 1J et 2J dans une cha”ne peptidique.

ThŽoriquement, cette stratŽgie pourrait permettre de corrŽler des noyaux tout le long de la cha”ne

peptidique. Cependant, les effets de relaxation de spin rŽduisent l'efficacitŽ des transferts et

limitent le nombre de spins nuclŽaires pouvant •tre corrŽlŽs dans une m•me expŽrience. En

pratique, 3 ou 4 noyaux sont corrŽlŽs et leurs frŽquences de rŽsonance ŽditŽes dans une

expŽrience RMN multidimensionnelle. Les triplets ou quadruplets de frŽquences extraits de ces

spectres correspondent ˆ des encha”nements de noyaux ("blocs") dans la sŽquence peptidique. Ces

blocs sont ensuite combinŽs pour reconstruire l'ensemble de l'encha”nement de la cha”ne

peptidique en exploitant le fait que les diffŽrents blocs se superposent partiellement (Figure 16).

FIGURE!16. Exemple d'encha”nement de blocs de frŽquences extraits des expŽriences de corrŽlation
H-N-X ou H-N-X-Y pour l'attribution sŽquentielle de la cha”ne peptidique.
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Plus les frŽquences de rŽsonance sont dŽgŽnŽrŽes, plus il est important de corrŽler un nombre

ŽlevŽ de spins dans la m•me expŽrience afin de lever les ambigu•tŽs d'encha”nement de blocs.

3.1.2 ExpŽriences (3,2)-D H-N-X unidirectionnelle pour l'attribution de petites protŽines

Dans la stratŽgie d'attribution la plus courante des paires d'expŽriences de corrŽlation H-N-

X ou H-N-X-Y, avec X et Y un des noyaux C$, C), H$, ou CO sont enregistrŽes, pour corrŽler les

frŽquences du groupement amide HN(i) et N(i) avec les frŽquences X (et Y) du m•me rŽsidu (i) ou

du rŽsidu prŽcŽdent (i-1). Toutes ces expŽriences impliquent un transfert N* C$. Les diffŽrentes

sŽquences d'impulsions, montrŽes dans la figure 17, permettent de rŽaliser un transfert N* C$

bidirectionnel, sŽquentiel, ou intra-rŽsidu.

FIGURE 17. SŽquences d'impulsions pour un transfert N* C$ (a) bidirectionnel, (b) sŽquentiel, ou (c)
intra-rŽsidu. Les dŽlais de transfert sont ajustŽs ̂  

! 

" =1 4JC'C# $ 4.5ms, (a) 

! 

T =1 8JNC" # 12ms, (b)

! 

T =1 4JNC' " 17ms, (c) 

! 

T =1 4JNC" # $ %17# 21ms, 

! 

T- " =1 4JNC' # 17ms.

Dans le cas le plus simple d'une sŽquence INEPT N* C$ (Fig.!17a) la polarisation 15N est

transfŽrŽe ̂ la fois sur le C$ du m•me rŽsidu et du rŽsidu prŽcŽdent, gr‰ce aux constantes de

couplages 

! 

1J
NC"  et 

! 

2J
NC"  similaires (voir Figure!15). Deux pics de corrŽlation sont alors dŽtectŽs

par rŽsidu dans le spectre final. Un transfert N* C$ purement sŽquentiel peut •tre rŽalisŽ par un

transfert relais 

! 

N i( )
1JNC'" # " " CO i -1( )

1J
C'C$" # " " C$ i -1( )  (Fig.!17b). Ceci est possible car le

couplage 

! 

2JNC'  est nŽgligeable. Jusqu'ˆ rŽcemment aucune sŽquence n'Žtait disponible pour

limiter le transfert N* C$ ˆ l'intŽrieur d'un m•me rŽsidu. Nous avons alors dŽveloppŽ [33] une

nouvelle sŽquence montrŽe dans la Fig.!17c, qui permet de rŽaliser un tel transfert N* C$ intra-

rŽsidu. Cette sŽquence est basŽe sur une suite de deux transferts de cohŽrence : d'abord une

cohŽrence 

! 

Nx
i  Žvolue sous l'effet simultanŽ des 3 couplages 

! 

1JNC' ,

! 

1J
NC"  et 

! 

2J
NC" , crŽant ainsi une

cohŽrence 

! 

8Ny
i C'z

i" 1Cz
#i Cz

#i" 1 . Ensuite, une impulsion 90¡ est appliquŽe sur les spins 13C', suivie par

l'Žvolution du couplage 

! 

1J
C'C"  pendant un dŽlai 

! 

2" =1 2J
C'C# . Finalement, aucune polarisation n'a

ŽtŽ transfŽrŽe sur les spins C$(i-1).

La figure 18 illustre l'efficacitŽ de la nouvelle sŽquence N* C$ intra-rŽsidu d'un point de

vue thŽorique et expŽrimental. L'intensitŽ d'Žventuels pics de corrŽlation sŽquentiels rŽsiduels est

infŽrieure ̂ 10% (dans le pire des cas) de celle du pic de corrŽlation intra-rŽsidu. L'efficacitŽ du
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transfert dŽpend du rŽsidu, ̂ cause de la variation des couplages 

! 

1J
NC"  et 

! 

2J
NC" d'un site ̂  l'autre.

En gŽnŽral, le transfert est plus efficace pour les rŽsidus en feuillet-)  avec des constantes de

couplages moyennes 

! 

1J
NC" # 10.9Hz et 

! 

2J
NC" # 8.3Hz, et moins efficace pour les rŽsidus en

hŽliceÐ$ (

! 

1J
NC" # 9.6Hz et 

! 

2J
NC" # 6.4Hz).

FIGURE!18. (a) amplitudes de transfert N* C$  utilisant la sŽquence de la figure 17c avec T+! =43ms
[33a]. Les courbes sont calculŽes pour les corrŽlations intra-rŽsidu (grille supŽrieure) et sŽquentielles
(grille infŽrieure) en fonction des constantes de couplage JNC$. Les effets de relaxation n'ont pas ŽtŽ
pris en compte pour le calcul. (b) et (c) traces 1D 13C extraites d'une expŽrience (b) intra-HNCA et (c)
HNCA bidirectionnelle de la protŽine SiR-FP18. Une Žtoile dans le spectre (c) indique un pic de
corrŽlation sŽquentielle.

Une expŽrience H-N-X ou H-N-X-Y basŽe sur un transfert de polarisation N* C$

unidirectionnel prŽsente un cas idŽal pour l'application des mŽthodes d'acquisition rapide. Un seul

pic de corrŽlation est dŽtectŽ par rŽsidu, ̂  l'exception des prolines qui n'ont pas de 1H amide. En

consŽquence une grande partie de l'espace spectral 3D ou 4D ne contient pas d'information sur la

molŽcule, mais uniquement du bruit. La sensibilitŽ de ces expŽriences est gŽnŽralement suffisante

pour que le temps d'acquisition d'un spectre 3D soit dŽterminŽ par les contraintes

d'Žchantillonnage des dimensions indirectes du spectre, et non par le rapport S/N. Nous avons mis

au point une sŽrie de 6 expŽriences (3,2)-D H-N-X [34], 3 expŽriences sŽquentielles (seq-HNX) et

3 intra-rŽsidu (intra-HNX), o• les frŽquences N et X (C$, C) , ou H$) sont projetŽes sur un axe

inclinŽ comme expliquŽ au sous-chapitre 2.2. Les sŽquences d'impulsions, montrŽes dans la

figure!19, ont ŽtŽ optimisŽes en termes de sensibilitŽ, notamment en utilisant une sŽquence de

mŽlange planaire [35] pour le dernier transfert 15N* 1H, et des impulsions sŽlectives pour contr™ler

le chemin de cohŽrence des spins 1H des molŽcules d'eau afin qu'ils soient retournŽs dans leur Žtat

d'Žquilibre thermodynamique avant la dŽtection finale [36]. Ceci diminue le temps de retour ̂

l'Žquilibre des 1H amides et permet d'utiliser des dŽlais de recyclage plus courts entre deux

acquistions.
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FIGURE!19. SŽquences d'impulsions pour les expŽriences (3,2)-D (a) intra-HNX et (b) seq-HNX. Une
sŽrie de 6 expŽriences est gŽnŽrŽe en insŽrant un des blocs (c) X"="C$, (d) X"="C) , ou (e) X"="H$ dans
les sŽquences (a) ou (b). S'il n'y a pas de phase spŽcifiŽe les impulsions 90¡ (noir) et 180¡ (blanc) sont
appliquŽes le long de l'axe x. Les dŽlais de transfert sont ajustŽs ̂ 

! 

" =1 4JNH , 

! 

T =1 2JNC'
, 

! 

" =1 2J
C'C#

,

! 

" 1 =1 4J
C#C$

, et 

! 

" 1 =1 4J
C# H#

. La durŽe relative des gradients G5 et G6 est donnŽe par le rapport
G5/ G6= +H/+N. Pour les 4 composantes de quadrature par incrŽment t1 les phases suivantes sont
utilisŽes: (I) 

! 

" 1 = x, 

! 

" 3 = x, (II) 

! 

" 1 = y, 

! 

" 3 = x, (III) 

! 

" 1 = x, 

! 

" 3 = #x , (IV) 

! 

" 1 = y, 

! 

" 3 = #x . En plus le
signe du gradient G5 est changŽ pour les expŽriences (II) et (IV). Plus de dŽtails expŽrimentaux peuvent
•tre trouvŽ dans la rŽfŽrence [34]. La fl•che en (a) et (b) indique l'endroit d'insertion d'un filtre
d'Ždition spectrale CO-H4 afin d'enregistrer des spectres ((3,2)+1)-D HNX (voir sous-chapitre 3.1.3)
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Le temps caractŽristique de ces expŽriences, c'est-ˆ-dire le temps nŽcessaire ̂

l'enregistrement d'une paire de spectres de projection avec une rŽsolution optimale, est de l'ordre

de 10-20min. Un exemple d'une expŽrience (3,2)-D seq-HNCA, enregistrŽe en 20min sur la

protŽine MerAa (67 rŽsidus), est montrŽ dans la figure 20.

FIGURE!20. Spectres de corrŽlation (3,2)-D seq-HNCA de MerAa (!1.5mM) enregistrŽ ̂ 600MHz
(25¡C). (a) $=45¡, (b) $=-45¡. Temps expŽrimental: 20min.

Pour les protŽines de petite taille (<100 rŽsidus) il est gŽnŽralement suffisant d'enregistrer

deux projections par expŽrience pour attribuer sans ambigu•tŽs les spectres, c'est-ˆ-dire combiner

les pics des diffŽrentes projections afin de calculer les triplets de frŽquences (H, N, X). Le m•me

spectre de corrŽlation 1HÐ15N HSQC permet d'obtenir l'information des pics centraux nŽcessaire

pour l'analyse des spectres de projection suivant la mŽthode dŽcrite au sous-chapitre 2.2.3. Un

facteur d'Žchelle &X (ou angle de projection $) adaptŽ ̂ la largeur de raie des noyaux X!=!C$, C) ,

ou H$ permet d'optimiser au mieux la rŽsolution et la sensibilitŽ des expŽriences. Avec ces

nouvelles sŽquences d'impulsions (3,2)-D, le temps d'acquisition d'un jeu complet de spectres,

permettant l'attribution sŽquentielle de la cha”ne principale, est rŽduit de quelques jours ̂  quelques

heures [34].

3.1.3 Application aux protŽines de plus grande taille: expŽriences ((3,2)+1)-D H-N-X

Avec le nombre croissant de rŽsidus dans une protŽine de taille ŽlevŽe, la dŽgŽnŽrescence

des frŽquences de rŽsonance augmente, notamment vers le centre du spectre. Les consŽquences

majeures pour les expŽriences de projection (3,2)-D sont l'apparition de plus en plus de

superpositions de pics dans les spectres 2D, et la difficultŽ d'extraire l'information de frŽquences

corrŽlŽes (H,N,X) ˆ partir d'un petit nombre de projections. Alors que le deuxi•me probl•me peut

•tre rŽsolu en enregistrant d'avantage de spectres 2D ˆ diffŽrents angles de projection, ceci ne

permet pas de rŽsoudre des ambigu•tŽs liŽes ̂  la superposition de certains pics de corrŽlation
1HÐ15N.
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Une solution, permettant de s'affranchir des deux probl•mes citŽs ci-dessus, pourrait •tre de

simplifier le spectre de corrŽlation 1HÐ15N afin qu'il ressemble de nouveau au spectre d'une petite

protŽine, c'est-ˆ-dire un spectre avec un petit nombre de pics (<100) et peu de superpositions. Une

telle simplification du spectre est faisable en exploitant une propriŽtŽ, jusqu'ici inutilisŽe, des

sŽquences de corrŽlation intra-HNX et seq-HNX de la figure!19. Dans les deux cas, les spins

CO(i-1) sont polarisŽs au cours de l'expŽrience en forme d'un Žtat de spin de type 

! 

8Nz
iC'z

i"1Cz
# j X

z

j

avec j"="i (intra) ou j"="i-1 (seq) pour les sŽquences intra-rŽsidu et sŽquentielle, respectivement

(voir aussi figure!17). Ceci permet un filtrage spectral basŽ sur un codage Hadamard du spectre
13CO qui disperse les pics de corrŽlation le long d'une dimension additionnelle (CO-HN) contenant

N points (voir sous-chapitre 2.4). Ce filtrage spectral bŽnŽficie de la faible corrŽlation

gŽnŽralement observŽe dans les protŽines entre les frŽquences 15N et 13C', ainsi qu'entre 1HN et 13C'.

Nous avons implŽmentŽ un tel filtre (CO-H4) dans les expŽriences H-N-X unidirectionnelles

permettant d'enregistrer des spectres ̂ ((3,2)+1) dimensions [37]. Pour cela, le spectre 13CO est

divisŽ en 4 bandes de largeurs diffŽrentes, afin de prendre en compte le fait que la densitŽ des

spins rŽsonnants dans une certaine bande de frŽquences dŽcro”t du centre vers l'extŽrieur du

spectre (Figure!21a).

FIGURE!21. (a) division du spectre 
13

CO en diffŽrentes bandes A-D. (b) schŽma d'acquisition pour un
filtre CO-H4 par codage Hadamard.

Pour rŽaliser un filtre CO-H4, l'expŽrience est rŽpŽtŽe 4 fois avec diffŽrentes bandes 13CO

inversŽes par une impulsion sŽlective suivant le schŽma de la figure!21b, donnŽ par la matrice

Hadamard d'ordre 4 (H4). Pour les expŽriences (Exp 3) et (Exp 4) l' inversion est rŽalisŽe par une

seule impulsion sŽlective centrŽe par rapport aux deux bandes C-D et B-C, respectivement. Ceci

rŽduit les artŽfacts liŽs aux imperfections des impulsions sŽlectives aux bords de la zone

d'inversion. Pour l'expŽrience (Exp 2) les deux impulsions d'inversion des bandes B et D sont

combinŽes par addition vectorielle [38]. Une application du filtre CO-H4 ˆ la protŽine SiR-FP18

(167 rŽsidus) est montrŽe dans la figure 22.

Les spectres 1D de la figure 22a montrent la bonne sŽparation des diffŽrentes bandes

rŽalisŽe par le filtre CO-H4. Cependant, il faut noter que pour des rŽsidus dont la frŽquence 13CO

est ̂  la fronti•re de deux bandes, un pic est dŽtectŽ dans les spectres correspondant ̂ chacune des

deux bandes.
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FIGURE!22. Filtre d'Ždition spectrale CO-H4 appliquŽ ̂  un Žchantillon de SiR-FP18 (167 rŽsidus).
Tous les spectres ont ŽtŽ enregistrŽs ̂ 600MHz (30¡C). (a) spectres 1D 13CO illustrant la performance
du filtre ˆ sŽparer les 4 bandes. (b) Spectre de corrŽlation 1H-15N standard. (c%f) Spectres de
corrŽlation 1H-15N extraits d'un spectre (2+1)-D le long de la dimension du filtre CO-H4 correspondant
aux bandes A, B, C, et D, respectivement.
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Comme attendu, le filtre CO-H4 rŽduit considŽrablement la complexitŽ du spectre de

corrŽlation 1H-15N en termes de nombre de signaux et de superpositions. Chaque spectre 2D

contient moins de 50 pics de corrŽlation, avec une bonne dispersion dans le spectre. Ceci indique

clairement que la m•me stratŽgie d'attribution basŽe sur une sŽrie d'expŽriences (3,2)-D H-N-X est

applicable aux protŽines de taille plus ŽlevŽe en ajoutant un filtre CO-H4 dans les sŽquences de la

figure!19 permettant d'enregistrer des spectres ((3,2)+1)-D H-N-X. Ceci a pu •tre dŽmontrŽ

expŽrimentalement dans le cas de la protŽine SiR-FP18 [37].

3.1.4 Attribution sŽquentielle rapide de protŽines deutŽrŽes

La sensibilitŽ des expŽriences de corrŽlation diminue tr•s vite quand la taille de la molŽcule

augmente ̂ cause d'une relaxation transversale plus efficace. Afin de rŽduire les pertes de signal

au cours de la sŽquence d'impulsions dues ̂  la relaxation des spins, on remplace les protons

aliphatiques et aromatiques (non-Žchangeables avec le solvant) de la protŽine par des deutŽrons
[39]. Cette substitution atomique diminue l'efficacitŽ de la principale source de relaxation des 13C

aliphatiques, l'interaction dipolaire 13C-1H d'un facteur 

! 

" H " D( )2
# 45. Cependant, un inconvŽnient

de la deutŽration est qu'elle rŽduit considŽrablement le nombre de sondes RMN (spins nuclŽaires

avec S=1/2) dans la molŽcule. Bien que les deutŽrons aient un spin S=1 qui les rend, en principe,

observable en RMN, le manque de dispersion du spectre 2H et une relaxation transversale rapide

emp•che leur utilisation dans les expŽriences de corrŽlation.

 Aujourd'hui, la deutŽration partielle ou compl•te des sites 1H non-Žchangeables est une

technique couramment utilisŽe pour des protŽines excŽdant une taille d'environ 150 rŽsidus. Elle

permet notamment d'augmenter la sensibilitŽ des expŽriences de corrŽlation de type H-N-X ou H-

N-X-Y utilisŽes pour l'Žtape d'attribution sŽquentielle. Les sŽquences de corrŽlation sŽquentielle et

intra-rŽsidu HNCA et HNCB de la figure 19, avec ou sans filtre CO-H4, peuvent alors aussi •tre

utilisŽes pour l'attribution de protŽines deutŽrŽes. En pratique, notamment pour des applications ̂

haut champ magnŽtique, des sŽquences lŽg•rement modifiŽes par rapport ̂  celles de la figure 19

sont utilisŽes afin de minimiser les pertes de signal pendant les transferts 15N* 13C, en exploitant un

effet de relaxation par corrŽlation croisŽe entre l'interaction dipolaire 15N-1H et la partie anisotrope

du dŽplacement chimique 15N. Cet effet est aujourd'hui connu sur le nom de TROSY [6a]. A cause

de l'absence des 1H aliphatiques dans une protŽine deutŽrŽe, les deux expŽriences de corrŽlation

intra-HNHA et seq-HNHA de la figure 19 ne peuvent plus •tre utilisŽes. Elles seront remplacŽes

par la paire d'expŽriences intra-HNCO et seq-HNCO dont les sŽquences d'impulsions sont

montrŽes dans la figure 23. Alors que la sŽquence de l'expŽrience (3,2)-D seq-HNCO est dŽrivŽe

d'une expŽrience 3D HNCO standard, l'expŽrience intra-HNCO [40] est basŽe sur un chemin de

transfert de cohŽrence unidirectionnel original. Afin de rŽaliser un transfert N* C, intra-rŽsidu,

d'abord une cohŽrence 

! 

8Ny
i C'z

i" 1Cz
#i Cz

#i" 1  est crŽŽe similaire au transfert N* C$ intra-rŽsidu de la

figure 17c. Ensuite, un transfert de type 

! 

C'z
i" 1Cx

#i Cx
#i" 1

J
C'C#$ % $ $ Cy

#i Cy
# i" 1C'z

i  permet de polariser les
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13C' en position (i) afin de pouvoir Žditer leurs frŽquences de rŽsonance. La deutŽration de la

protŽine est particuli•rement importante pour l'expŽrience intra-HNCO qui contient une pŽriode

d'Žvolution d'environ 30ms d'une cohŽrence comportant un terme 

! 

Cx
" i Cx

" i #1 . La deutŽration

supprime la principale source de relaxation d'une telle cohŽrence, les interactions dipolaires 13C-
1H, permettant ainsi son application aux protŽines de taille ŽlevŽe.

FIGURE!23. SŽquences d'impulsions d'une expŽrience (3,2)-D (a) seq-HNCO et (b) intra-HNCO [40].
Les dŽlais de transfert sont ajustŽs ̂ : (a) 

! 

" =1 4JNH , 

! 

T =1 2JNC' , (b) 

! 

" =1 4JNH , 

! 

T =1 2J
NC" ,

! 

" =1 2J
C'C# , 

! 

A = TC " 2# + t1( ) 4, 

! 

B = TC " 2# " t1( ) 4, avec 

! 

TC =1 J
C" C# . La durŽe relative des

gradients G5 et G6 est donnŽe par le rapport G5/ G6= +H/+N.

3.2 Attribution 1H et 13C des cha”nes latŽrales

MalgrŽ certains progr•s rŽcents visant ̂  dŽterminer la structure d'une protŽine ̂  partir de

contraintes RMN sur les atomes de la cha”ne principale uniquement [41], une Žtude structurale

d'une protŽine par RMN est gŽnŽralement basŽe sur l'attribution d'au moins une partie des 1H et
13C des cha”nes latŽrales. Il est donc intŽressant de dŽvelopper des schŽmas d'acquisition rapide

permettant d'Žtendre l'attribution de la cha”ne principale aux atomes des cha”nes latŽrales.

L'attribution des cha”nes latŽrales peut •tre rŽalisŽ en utilisant des expŽriences corrŽlant les 1H et
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13C des cha”nes aliphatiques ou aromatiques aux 1H et 15N du squelette peptidique. Les expŽriences

les plus repondues et les plus sensibles pour cette Žtape d'attribution sont du type HCCONH-COSY
[42] ou HCCONH-TOCSY [43]. Dans la premi•re expŽrience (HCCONH-COSY), seulement les C$

(H$) et C) (H)) sont corrŽlŽs avec le groupement amide du rŽsidu suivant, tandis que dans la

deuxi•me expŽrience (HCCONH-TOCSY) toute la cha”ne peut •tre corrŽlŽe. En gŽnŽral, des

spectres 3D (HN, N, C), 3D (HN, N, HC), ou 4D (HN, N, C, HC) sont enregistrŽs ce qui nŽcessite des

temps expŽrimentaux de quelques jours (voir figure 3).

FIGURE!24. SŽquences d'impulsions pour les expŽriences (a) ((4,2)+1)-D DEPT-HC(CO)NH-COSY et
(b) ((4,2)+1)-D DEPT-CT-HC(CO)NH-TOCSY. Les dŽlais de transfert sont ajustŽs ̂  

! 

" =1 2JCH ,

! 

" =1 4JNH , 

! 

" =# =1 4J
C'C$ , 

! 

2" = TN =1 4JNC'  et 

! 

T =1 JCC . La durŽe relative des gradients G5 et G6

est donnŽe par le rapport G5/ G6= +H/+N. Plus de dŽtails expŽrimentaux peuvent •tre trouvŽs dans la
rŽfŽrence [44].

Afin d'accŽlŽrer l'acquisition de ces spectres nous avons dŽveloppŽ de nouvelles sŽquences

d'impulsions (figure 24) basŽes sur une combinaison des techniques de la RMN projetŽe et la RMN

filtrŽe [44]. Les frŽquences N, C, et HC sont ŽditŽes le long d'un unique axe de projection comme

expliquŽ au sous-chapitre 2.2. Contrairement aux expŽriences de corrŽlation de type H-N-X

unidirectionnelle (voir chapitre prŽcŽdent), cette fois-ci plusieurs pics de corrŽlation sont dŽtectŽs

par rŽsidu ce qui rend l'interprŽtation des spectres de projection plus difficile. Afin de simplifier
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les spectres un filtre DEPT [45] est utilisŽ qui sŽpare les pics de corrŽlation provenant de diffŽrents

groupements CHn en fonction de leur multiplicitŽ n. Plusieurs expŽriences sont enregistrŽes en

changeant l'angle de rotation -  d'une impulsion 1H (figure 24). L'amplitude des signaux

provenant de diffŽrents groupements CHn est proportionnelle au terme 

! 

sin "( )cosn#1 "( ). Des

combinaisons linŽaires de spectres, obtenus pour diffŽrentes valeurs -,  sŽparent les groupements

CHn. Le filtre DEPT a ŽtŽ choisi parmi les diffŽrentes techniques existantes, car il permet de

rŽaliser en m•me temps un transfert de cohŽrence, une Ždition de frŽquence, et un filtrage spectral

avec une bonne tolŽrance par rapport aux couplages 1JCH qui varient dans les cha”nes aliphatiques

entre environ 120 et 150Hz. En consŽquence, la sensibilitŽ des expŽriences n'est que peu affectŽe

par le filtre. Des spectres ((3,2)+1)-D ou ((4,2)+1)-D peuvent ainsi •tre enregistrŽs en quelques

heures pourvu que la sensibilitŽ intrins•que (Žchantillon et spectrom•tre) soit suffisante. Dans le

cas de protŽines de taille ŽlevŽe, un filtre additionnel CO-H4 permet de disperser les pics en

fonction des plages de frŽquences 13CO (voir sous-chapitre prŽcŽdent).

Les deux expŽriences de la figure 24 permettent d'attribuer sans ambigu•tŽ les 1H et 13C de

toutes les cha”nes aliphatiques ̂ l'exception des rŽsidus suivants les prolines et les mŽthyles en

position .  des mŽthionines. Dans la suite de ce paragraphe nous allons discuter deux

caractŽristiques particuli•rement intŽressantes et utiles de ces expŽriences.

Identification du type d'acide aminŽ. Les spectres de corrŽlation (HN, N, C) obtenus avec les

expŽriences de la figure 24 donnent des informations sur le type d'acide aminŽ du rŽsidu

prŽcŽdant le groupement amide HN-N. Par exemple, un spectre DEPT-(H)C(CO)NH-COSY permet

de distinguer les rŽsidus avec, en position ) , un groupement CH3 (Ala), CH2 (Val, Ile, Thr) ou CH

(tous les autres). CombinŽe avec l'information contenue dans les valeurs des frŽquences C$ et C)

[42a], ceci permet d'identifier sans ambigu•tŽ les rŽsidus de type Ala, Gly, Thr, Ser, et la paire Val-

Ile. Ceci fournit des points d'ancrage prŽcieux pour l'attribution sŽquentielle. Davantage d'

informations sur le type d'acide aminŽ d'un rŽsidu est obtenue dans une expŽrience DEPT-CT-

HC(CO)NH-TOCSY, notamment sur les cha”nes longues. Il est donc intŽressant d'enregistrer et

d'analyser ces spectres avant m•me d'effectuer l'attribution de la cha”ne principale.

Attribution 1H, 13C rapide des groupements mŽthyles. L'expŽrience ((4,2)+1)-D DEPT-CT-

HC(CO)NH-TOCSY est particuli•rement adaptŽe ̂ l'attribution des groupements mŽthyles pour

diffŽrentes raisons. Premi•rement, ̂ cause d'une relaxation transversale peu efficace des 13C dans

les mŽthyles, la perte de signal pendant le dŽlai T de 28ms est limitŽe, permettant d'obtenir des

spectres d'un bon rapport S/N dans un temps expŽrimental court. Deuxi•mement, un maximum de

deux pics de corrŽlation est attendu par rŽsidu, ce qui facilite l'analyse des spectres de projection

2D. Troisi•mement, les mŽthodes de deutŽration avec reprotonation spŽcifique des groupements

mŽthyles [39], permettent d'appliquer cette expŽrience aux protŽines de taille ŽlevŽe. Ë cause de

leur localisation prŽfŽrentielle dans les poches hydrophobes de la protŽine, les groupements

mŽthyles sont des sondes extr•mement valables pour Žtudier la structure ou la dynamique de la

molŽcule. DiffŽrents spectres de projection de l'expŽrience DEPT-CT-HC(CO)NH-TOCSY
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enregistrŽs sur un Žchantillon de la protŽine MerAa (67 rŽsidus) ̂ 600MHz sont montrŽs dans la

figure 25.

FIGURE!25. DiffŽrents plans de projection extraits d'un spectre ((4,2)+1)-D DEPT-CT-HC(CO)NH-
TOCSY enregistrŽs ̂ 600MHz sur un Žchantillon de MerAa. Seulement une partie du spectre est
montrŽe. Tous les pics sont attribuŽs par le type et le numŽro du rŽsidu. Pour l'analyse des spectres (a)
l'information des pics centraux est obtenue par un spectre de corrŽlation 2D 1H-15N. Pour l'analyse des
spectres (b) cette information est obtenue par un des spectres de projection en (a). Une croix dans le
spectre du haut (b) indique la position d'un pic dans le spectre du bas.

Pour la dimension du filtre DEPT, 3 expŽriences ont ŽtŽ enregistrŽes avec des angles -

ajustŽs ̂ (I) 

! 

" = 30¡, (II) 

! 

" =150¡  et (III) 

! 

" = 90¡ . Ce choix particulier des angles -  est optimal

pour la sensibilitŽ du spectre CH3 obtenu par la combinaison linŽaire (I)+(II) %(III). Les spectres

de projection de la figure 25 ont ŽtŽ obtenus pour diffŽrentes combinaisons de facteurs d'Žchelle

(angles de projection): (a) 

! 

" C =1, " H = 0 (donnant 2 spectres de projection) et (b) 

! 

" C =1, " H = 0.25

(donnant 4 spectres de projection) dans un temps expŽrimental de 2h et 8h, respectivement. Ainsi

tous les spectres de projection ont un rapport S/N comparable. L'analyse conjointe de ces 6

spectres de projections a permis l'attribution compl•te et non ambigu‘ de tous les groupements

mŽthyles de la protŽine qui ne sont pas suivis par une proline dans la sŽquence peptidique.
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4 DŽtermination rapide du repliement des protŽines

Une fois l'Žtape d'attribution franchie, il reste ˆ mesurer un nombre de contraintes

structurales suffisant pour dŽterminer sans ambigu•tŽ le repliement de la cha”ne peptidique dans

l'espace. Ces contraintes structurales sont obtenues ̂  travers la quantification de certains

param•tres spectraux qui peuvent •tre traduits en distances internuclŽaires (NOE), angles de

torsion (couplages J, frŽquences 13C, et certaines vitesses de relaxation), ou orientation d'un vecteur

nuclŽaire par rapport ̂  un rep•re fixe de la molŽcule (couplages dipolaires rŽsiduels). En r•gle

gŽnŽrale, plus les contraintes structurales sont nombreuses, fiables, et bien rŽparties sur la

molŽcule, plus la dŽfinition de la structure va •tre prŽcise.

4.1 Contraintes structurales pour la dŽtermination rapide du repliement global

Dans ce chapitre, nous allons nous intŽresser plus particuli•rement ̂  une stratŽgie mise au

point pour la dŽtermination rapide du repliement global de la protŽine. On entend par repliement

global que la cha”ne principale se trouve correctement situŽe dans l'espace, mais pas

nŽcessairement l'ensemble des cha”nes latŽrales. La stratŽgie adoptŽe est illustrŽe dans la figure!26.

FIGURE 26. SchŽma illustrant la stratŽgie adoptŽe pour le calcul de structure d'une protŽine basŽe sur
un nombre restreint de contraintes RMN non ambigu‘s. Les diffŽrents blocs colorŽs reprŽsentent les
ŽlŽments de structure secondaire, et les Axx, Ayy et Azz caractŽrisent les axes principaux du tenseur
d'alignement de la molŽcule.

On peut distinguer 3 types d'informations structurales utilisŽes pour le calcul du repliement

global par RMN:

Identification des ŽlŽments de structures secondaires (hŽlices $, brins ) ): cette information

est disponible directement apr•s l'attribution sŽquentielle de la cha”ne principale. Les frŽquences

de rŽsonance 13C d'un rŽsidu sont caractŽristiques des diffŽrentes structures secondaires [46] et

peuvent •tre utilisŽes pour identifier et dŽlimiter les ŽlŽments de structure secondaire le long de la

cha”ne peptidique. Dans un calcul de structure, cette information est utilisŽe sous forme de

contraintes dÕangles di•dres / et 0 .
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Appariement des brins )  en feuillets: diffŽrents param•tres RMN permettent d'identifier les

liaisons hydrog•ne entre deux brins )  adjacents d'un feuillet parall•le ou antiparall•le. La mesure

de couplages scalaires 2hJNC' ˆ travers la liaison hydrog•ne est la fa•on la plus directe pour Žtablir la

prŽsence d'une telle liaison [7c]. Malheureusement, les constantes de couplage sont faibles (<1Hz)

et leur mesure peu sensible, nŽcessitant plusieurs jours de temps d'acquisition. Une mŽthode

alternative pour obtenir cette information est la dŽtection de NOE HN-HN et HN-H$ entre brins ˆ

partir d'un spectre NOESY 2D ou 3D. Ces donnŽes peuvent •tre complŽtŽes par la mesure de

vitesses d'Žchange des 1H amide avec le solvant, indicative de l'implication du 1H dans une liaison

hydrog•ne.

Arrangement relatif des ŽlŽments de structure secondaire: finalement, pour placer les

diffŽrents ŽlŽments de structures dans l'espace, deux types de contraintes complŽmentaires sont

utilisŽs. Les NOE 1H-1H entre groupements mŽthyles fournissent des informations de distance ̂

longue portŽe. Les couplages dipolaires rŽsiduels (RDC), mesurŽs pour diffŽrents vecteurs

internuclŽaires d'un m•me plan peptidique, permettent dÕorienter les ŽlŽments de structure

secondaire l'un par rapport ̂  l'autre et dÕaffiner leur conformation locale, ainsi que celle de

certaines boucles peu flexibles.

Une fois le repliement global connu, la structure peut •tre affinŽe en attribuant des NOE

supplŽmentaires en se basant sur les coordonnŽes molŽculaires et en utilisant un algorithme itŽratif

pour le calcul de structure et l'attribution des spectres NOESY [47]. Dans la suite de ce chapitre,

deux nouvelles expŽriences sont prŽsentŽes pour l'acquisition rapide de spectres RMN permettant

(i) la mesure de distances entre mŽthyles dans les poches hydrophobes de la protŽine et (ii) la

mesure de deux couplages dipolaires rŽsiduels par plan peptidique.

4.2 ExpŽrience pour la mesure rapide de distances entre mŽthyles

Les groupements mŽthyles d'une protŽine sont souvent bien dispersŽs le long de la cha”ne

peptidique, et gŽnŽralement situŽs dans les poches hydrophobes de la molŽcule. C'est pourquoi

diffŽrents mŽthyles ŽloignŽs dans la sŽquence primaire peuvent se retrouver proches dans l'espace

ce qui rend la mesure de NOE mŽthyle-mŽthyle une source importante d'information structurale ̂

longue portŽe. En plus, m•me pour les protŽines de taille ŽlevŽe, les spectres de corrŽlation 1H-13C

des mŽthyles restent relativement bien rŽsolus avec un bon rapport S/N, ce qui s'explique par leurs

propriŽtŽs favorables de relaxation transversale et la prŽsence des 3 1H Žquivalents. Nous avons

dŽjˆ prŽsentŽ dans le chapitre prŽcŽdant une expŽrience permettant d'attribuer le spectre 1H-13C

des mŽthyles ̂ partir de spectres de projection 2D enregistrŽs en seulement quelques heures.

Des expŽriences de type 3D NOESY-HSQC ou 3D HSQC-NOESY-HSQC [48] sont

gŽnŽralement utilisŽes pour dŽtecter des NOE entre mŽthyles. Afin d'augmenter la rŽsolution

spectrale dans les dimensions 13C, l'Ždition des frŽquences est rŽalisŽe par la technique d'Ždition ̂

temps constant (CT) [49]. Pour le cas des petites protŽines, une expŽrience 3D NOESY permet

gŽnŽralement l'attribution sans ambigu•tŽ d'un grand nombre de pics NOE.
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La question du temps expŽrimental minimal se pose diffŽremment pour les expŽriences

NOESY, basŽes sur un transfert entre spins ̂  travers l'espace, que pour les expŽriences dŽcrites

dans le chapitre prŽcŽdent, faisant intervenir uniquement des transferts par couplage scalaire (J).

Pour ces derni•res, le nombre attendu de pics de corrŽlation est fixe, et le nombre d'accumulations

du signal (voir eq. [2]) nŽcessaire ˆ faire sortir l'intensitŽ de ces pics du bruit dŽtermine le temps

expŽrimental minimal. Dans le cas d'une expŽrience NOESY, le nombre de pics dŽtectŽs, et en

consŽquence l'information obtenue sur la molŽcule, cro”t avec le temps expŽrimental. Plus le

rapport S/N dans le spectre est ŽlevŽ, plus des pics NOE peuvent •tre observŽs entre protons

ŽloignŽs dans l'espace. Dans le cas des expŽriences 3D NOESY mŽthyle-methyle, un temps

expŽrimental minimal de l'ordre de 24 heures est requis sur un spectrom•tre haut champ afin

d'Žchantillonner un nombre suffisant de points dans les 2 dimensions indirectes. Pour des petites

protŽines protonŽes, ceci est souvent largement supŽrieur au temps nŽcessaire ̂ dŽtecter

suffisamment de pics NOE ˆ longue portŽe pour dŽfinir le repliement de la protŽine. Dans le

contexte d'une stratŽgie d'acquisition rapide des donnŽes RMN pour la dŽtermination structurale

de protŽines, il est donc intŽressant de disposer d'une expŽrience permettant de collecter des

spectres NOESY mŽthyle-mŽthyle dans un temps d'acquisition rŽduit ̂  quelques heures. Nous

avons mis au point une telle expŽrience [50], montrŽe dans la figure 27.

FIGURE!27. SŽquence d'impulsions d'une expŽrience NOESY mŽthyle-mŽthyle avec Ždition du type
d'acide aminŽ. La porteuse 13C est placŽe au centre du spectre Cmet (19ppm). Les impulsions rf sur les
autres canaux 13C sont rŽalisŽes par une rampe de phase. Les diffŽrents dŽlais sont ajustŽs ̂ 

! 

" =1 4JCH

et 

! 

T =1 JCC . Plus de dŽtails expŽrimentaux peuvent •tre trouvŽs dans la rŽfŽrence [50].

La sŽquence est du type CT-13C-HSQC-NOESY-CT-13C-HSQC avec le chemin de transfert

de polarisation entre deux mŽthyles donnŽ par :

! 

H1
JCH" # " C1 t1, AA1 $ filter[ ] JCH" # " H1

NOE" # " " H2

JCH" # " C2 AA 2 $ filter[ ] JCH" # " H2 t2[ ]
[22]

Les deux groupements mŽthyles, ̂ l'origine de l'interaction NOE, sont identifiŽs par la frŽquence
13C et le type d'acide aminŽ du rŽsidu pour le mŽthyle-1 et la frŽquence 1H et le type d'acide aminŽ

du rŽsidu pour le mŽthyle-2 dans un spectre ̂ (2cs+2aa) dimensions. Le concept innovateur de cette

expŽrience est un filtrage des signaux par type d'acide aminŽ (AA-filter). Cette technique permet

de limiter le nombre de spins ŽditŽs en frŽquence ̂ 2 (2cs) en ajoutant 2 dimensions d'Ždition

spectrale (2aa) pour disperser les pics de corrŽlation en fonction du type d'acide aminŽ des deux

mŽthyles. Ceci fournit la rŽsolution spectrale requise pour l'attribution des pics de corrŽlation ̂
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une paire de groupements mŽthyle de la protŽine, en gardant un temps d'acquisition comparable ̂

une expŽrience FT-RMN-2D.

4.2.1 Filtre d'Ždition spectrale par type d'acide aminŽ

L'idŽe de base du filtre est illustrŽe dans la figure 28. Les groupements mŽthyle sont situŽs

au bout des cha”nes latŽrales des acides aminŽs. Ainsi les 13C des mŽthyles (Cmet) sont liŽs d'une

mani•re covalente ̂  un seul autre atome de carbone (Cnext). L'environnement chimique des

carbones Cnext est diffŽrent d'un acide aminŽ ̂  l'autre, rŽsultant en des plages de dŽplacements

chimiques distinctes (fig.!28a).

FIGURE!28. SchŽma de filtrage spectral par type d'acide aminŽ. (a) bandes de frŽquences pour les 13C
attachŽs aux diffŽrents groupements mŽthyle d'une protŽine. (b) schŽma de codage Hadamard H4 utilisŽ
pour le filtre.

Cette propriŽtŽ est exploitŽe par le filtre pour sŽparer les mŽthyles avec des Cnext rŽsonnants dans

une des 4 bandes spectrales dŽfinies dans la figure 28a. Un filtre de type Hadamard H4 est utilisŽ

pour effectuer un codage binaire (+1 ou Ð1) de l'appartenance du mŽthyle ̂  l'une de ces bandes

Cnext. ExpŽrimentalement, le codage en (Ð1) est rŽalisŽ par l'Žvolution d'une cohŽrence 

! 

C
x

met

pendant un dŽlai T=1/JCC sous l'effet du couplage JCC.

! 

C
x

met JCC" # " $C
x

met [23]

En revanche, un codage en (+1) est obtenu en supprimant l'effet du couplage JCC pendant le dŽlai

T par un dŽcouplage sŽlectif d'une bande de frŽquences Cnext.

! 

C
x

met dec" # " +C
x

met [24]

L'expŽrience est rŽpŽtŽe 4 fois en dŽcouplant diffŽrentes bandes Cnext comme montrŽ dans la

figure 28b. En consŽquence, le signe du signal RMN correspondant aux diffŽrentes bandes de

frŽquence est changŽ d'apr•s une matrice Hadamard d'ordre 4.

Pour le dŽcouplage sŽlectif, un train d'impulsion WURST-2 [51] d'une durŽe de 5ms est

appliquŽ pendant le dŽlai T. Pour une bonne performance du filtre, il est indispensable de

supprimer ou de compenser les effets d'un tel dŽcouplage homonuclŽaire sur le spectre 13C des
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mŽthyles. Une Žvaluation thŽorique et expŽrimentale des dŽplacements Bloch-Siegert et des

bandes latŽrales de modulation, induites par le dŽcouplage Cnext, peut •tre trouvŽe dans l'article [52].

L'application d'un dŽcouplage additionnel hors rŽsonance, symŽtrique par rapport au spectre Cmet,

et l'ajustement d'un certain nombre de param•tres d'acquisition, permettent de supprimer

efficacement ces artŽfacts de dŽcouplage. Ceci est illustrŽ dans la figure 29 qui montre un spectre

de corrŽlation 1H-13C CT-HSQC des groupements mŽthyles de la protŽine MerAa enregistrŽ avec

un filtre d'Ždition spectrale par type d'acide aminŽ.

FIGURE!29. Spectre de corrŽlation 1H-13C (2cs+1aa)-D de groupements mŽthyles dans la protŽine
MerAa. Les diffŽrents spectres 2D correspondent aux bandes : (a) Met, Leu et Ile1, (b) Ala, (c) Val et
Ile+ et (d) Thr. Tous les pics de corrŽlation sont annotŽs par le numŽro et le type du rŽsidu. Une Žtoile
indique un pic artŽfactuel dž ̂  une imperfection du filtre.

Les 4 spectres 2D extraits le long de la dimension du filtre correspondent aux mŽthyles des

rŽsidus Met, Leu et Ile1 (fig.!29a), Ala (fig.!29b), Val et Ile+ (fig.!29c), Thr (fig.!29d). Alors que la

sŽparation des bandes Ala et Thr est parfaite, certains pics Val sont aussi dŽtectŽs dans le spectre

(a) correspondant aux rŽsidus Met, Leu et Ile1. Ceci s'explique par le fait que plus de 95% des Thr

et Ala, mais seulement $70% des  Val ont leur frŽquence Cnext ˆ l'intŽrieur de la bande spectrale

dŽfinie dans la figure 28a. Le gain de rŽsolution obtenu par ce filtre est important, ce qui rend

intŽressant son implŽmentation dans de nombreuses expŽriences RMN utilisant les groupements
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mŽthyles comme sondes locales pour explorer la structure de la molŽcule [53], la dynamique des

cha”nes latŽrales [54], ou les interfaces intermolŽculaires [55].

4.2.2 Application aux protŽines de petite taille

Avec la sŽquence de la figure 27, des spectres (2cs+2aa)-D NOESY mŽthyle-mŽthyle peuvent

•tre enregistrŽs en quelques heures si la sensibilitŽ, obtenue pour un Žchantillon et un

spectrom•tre donnŽ, le permet. Deux filtres H4 d'Ždition spectrale sont appliquŽs dans cette

expŽrience, l'un avant et l'autre apr•s le temps de mŽlange NOE. Ainsi, les pics de corrŽlation sont

dispersŽs dans 424 spectres 2D diffŽrents. Ceci permet de s'affranchir de certains probl•mes qui

rendent l'interprŽtation et l'attribution d'un spectre 2D NOESY standard difficiles, voire

impossibles. Premi•rement, la rŽsolution spectrale accrue obtenue par les filtres permet de sŽparer

certains pics de corrŽlation qui seraient si-non superposŽs. Deuxi•mement, l'identification du type

d'acide aminŽ des deux mŽthyles rŽduit le nombre d'attributions possibles. Finalement, l'intensitŽ

des pics diagonaux d'un spectre NOESY est souvent d'un ordre de grandeur plus ŽlevŽ que celle

des pics croisŽs NOE, ce qui rend difficile l'observation de pics de faible intensitŽ en prŽsence de

pics diagonaux. Dans le cas d'une sŽparation parfaite par le filtre, des pics diagonaux ne sont plus

que dŽtectŽs dans 4 des 16 spectres 2D, alors que les 12 autres spectres 2D ne contiennent que des

pics croisŽs NOE, facilitant ainsi leur analyse. Des exemples de plans 2D (C1, H2), extraits d'une

expŽrience (2cs+2aa)-D NOESY de la protŽine MerAa, sont montrŽs dans la figure 30. Le spectre a

ŽtŽ enregistrŽ sur un Žchantillon de 1.5mM ̂  800MHz (25¡C) en 4 heures.

FIGURE!30. (a-c) diffŽrents plans 2D (Ci, Hj) extraits d'un spectre (2cs+2aa)-D NOESY de la protŽine
MerAa enregistrŽ ̂ 800MHz. Le temps de mŽlange NOE a ŽtŽ ajustŽ ̂ TNOE=200ms. Les pics NOE sont
annotŽs par le numŽro et type des deux rŽsidus impliquŽs dans l'interaction. Une Žtoile indique un pic
diagonal rŽsiduel.
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Les pics de corrŽlation observŽs correspondent ˆ des NOE entre un mŽthyle d'un rŽsidu Ala

avec un mŽthyle d'un rŽsidu (a) Val-Ile+, (b) Leu-Ile1, ou (c) Thr. Un petit nombre de pics

diagonaux est dŽtectŽ dans ces plans avec une intensitŽ comparable ̂ celle des pics croisŽs NOE.

La grande rŽsolution spectrale de ces plans 2D fait que la plupart des pics NOE, observŽs pour

cette petite protŽine, sont bien rŽsolus. L'attribution des pics NOE ˆ une paire de groupements

mŽthyles de la protŽine est simplifiŽe par la redondance de l'information dans le spectre. Pour

chaque pic dŽtectŽ aux frŽquences (C1, AA1, H2, AA2) un deuxi•me pic est attendu aux frŽquences

(C2, AA2, H1, AA1) dans le spectre (2cs+2aa)-D NOESY, permettant ainsi de rŽsoudre des ambigu•tŽs

d'attribution. Un protocole simple, implŽmentŽ dans un programme en langage C, est utilisŽ pour

effectuer cette t‰che d'attribution ̂  partir d'une liste de frŽquences obtenue par un peak picking

du spectre (2cs+2aa)-D.

FIGURE!31. ReprŽsentations schŽmatiques des NOE mŽthyle-mŽthyle observŽs dans les deux protŽines
(a) ubiquitin et (b) MerAa dans une expŽrience (2cs+2aa)-D NOESY utilisant la sŽquence d'impulsions
de la figure 27, enregistrŽe en 2h et 4h, respectivement. Les diffŽrent symboles indiquent  que les pics
NOE ont ŽtŽ dŽtectŽs dans diffŽrentes paires de plans aux coordonnŽes (AA1, A A2). Une croix
reprŽsente un plan diagonal.

Le rŽsultat obtenu pour les deux petites protŽines ubiquitin (76 rŽsidus) et MerAa (67

rŽsidus) est montrŽ dans les figures 31a et 31b, respectivement, en forme d'un graphe de

connectivitŽs NOE entre rŽsidus i et j de la cha”ne peptidique. 52 (ubiquitin) et 58 (MerAa)

contraintes de distances ̂ moyenne et ˆ longue portŽe (j>i+2) ont pu •tre observŽes et attribuŽes

sans ambigu•tŽ ̂ partir des spectres (2cs+2aa)-D NOESY mŽthyle-mŽthyle. Pour les deux protŽines,

la plupart des NOE ont ŽtŽ observŽs dans des plans "sans" pics diagonaux. MalgrŽ une

composition diffŽrente des deux protŽines en acides aminŽs, les contraintes de distances extraites

de l'expŽrience (2cs+2aa)-D NOESY sont suffisantes pour dŽterminer le repliement global de la

protŽine. Le nombre de contraintes de distance ̂  longue portŽe, obtenu avec cette nouvelle

expŽrience est comparable aux rŽsultats d'une Žtude basŽe sur l'analyse d'un spectre 3D HSQC-

NOESY-HSQC standard enregistrŽ dans un temps expŽrimental environ 10 fois plus long [56].
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4.3 ExpŽrience pour la mesure rapide de couplages dipolaires rŽsiduels

4.3.1 Les couplages dipolaires rŽsiduels

Les couplages dipolaires rŽsiduels (RDC) donnent acc•s ̂  un type diffŽrent de contraintes

structurales. Chaque couplage mesurŽ peut •tre utilisŽ comme contrainte orientationnelle (et, dans

le cas d'une distance variable, aussi translationnelle) du vecteur reliant les deux spins en interaction

par rapport ̂  un rŽfŽrentiel fixe de la molŽcule (tenseur d'alignement). En solution, les couplages

dipolaires entre deux spins sont moyennŽs ̂ zŽro par la rŽorientation rapide de la molŽcule

(

! 

" c = quelquesns). Pour pouvoir mesurer ces effets, la molŽcule doit soit possŽder une

susceptibilitŽ magnŽtique anisotrope qui provoque un faible alignement de la molŽcule dans le

champ magnŽtique statique, soit •tre dissoute dans un solvant de type cristal-liquide qui forme un

environnement anisotrope pour la molŽcule [5]. Un grand nombre de milieux anisotropes ont ŽtŽ

dŽcrits dans la littŽrature permettant de rŽaliser un faible alignement des protŽines en solution.

Quelques exemples sont les bicelles lipidiques, les bactŽriophages, les membranes pourpre,

certains mŽlanges d'alcools, ou encore les gels polyacrylamides. Une revue des diffŽrents milieux

orientants actuellement utilisŽs en RMN biomolŽculaire peut •tre trouvŽe dans la rŽfŽrence [57].

Par ces techniques on peut atteindre des param•tres d'ordre (degrŽe d'alignement) de typiquement

S=10-4 ˆ S=10-3. Des param•tres d'ordre plus ŽlevŽs ne sont pas dŽsirables car ils auraient comme

consŽquence une dŽgradation importante de la rŽsolution des spectres RMN, notamment du 1H, dž

ˆ l'Žlargissement des raies de rŽsonance par une multitude de couplages dipolaires rŽsiduels. Plus

de dŽtails sur les couplages dipolaires rŽsiduels et leur utilisation en RMN biomolŽculaire peuvent

•tre trouvŽs dans un grand nombre de revues publiŽes ces derni•res annŽes (par exemple [58]).

4.3.2 L'expŽrience ((3,2)+1)-D J-HNCO(H)

La mesure de plusieurs RDC entre spins nuclŽaires faisant partie d'un m•me fragment

structural, par exemple un plan peptidique ou un ŽlŽment de structure secondaire, hŽlices $  ou

brins ) , permet de restreindre l'orientation de ce fragment molŽculaire par rapport au tenseur

d'alignement. Nous avons mis au point une expŽrience pour la mesure rapide des deux couplages

entre le proton amide et l'azote JNH et entre le proton amide et le carbonyle JC'H pour chaque plan

peptidique de la protŽine. Gr‰ce ˆ une orientation diffŽrente dans le plan peptidique des vecteurs

internuclŽaires N-HN et CO-HN, ces deux RDC contiennent des informations structurales complŽ-

mentaires. La base de l'expŽrience est du type 3D seq-HNCO projetŽ sur des plans 2D, similaire ̂

celle de la figure 23a. La haute sensibilitŽ de cette expŽrience assure une bonne prŽcision de

mesure des deux couplages dipolaires rŽsiduels. La sŽquence d'impulsions de l'expŽrience

((3,2)+1)ÑD J-HNCO(H) est montrŽe dans la figure 32.
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FIGURE 32. SŽquence d'impulsions de l'expŽrience ((3,2)+1)-D J-HNCO(H). Les dŽlais de transfert
sont ajustŽs ̂ 

! 

" =1 4JNH # 2.7ms et T =1 2JNC'( ) ! 34ms. Pour le filtre DISPAP [59] l'expŽrience
est rŽpŽtŽe 3 fois avec les ajustements de param•tres suivants: (I) 

! 

" = 0, 

! 

" 2 = y, (II) 

! 

" =1 4JNH( ),

! 

" 2 = x et (III) 

! 

" =1 2JNH( ), 

! 

" 2 = y. Les sous spectres $ et )  sont ensuite obtenus par les combinaisons
linŽaires : 0.732(I)±(II)% 0.272(III). Plus de dŽtails expŽrimentaux peuvent •tre trouvŽs dans la
rŽfŽrence [34].

Aucun dŽcouplage 1H n'est appliquŽ pendant les pŽriodes d'Ždition de frŽquences (t1) des

spins 15N et 13C'. En consŽquence, des doublets de pics sont dŽtectŽs dans les spectres de projection

2D aux frŽquences:

! 

" 1 #( ) = " N +" C' tan# ± $J# [25]

! 

J" = JNH
eff + J

C'H

eff tan" = 1JNH + DNH( )+ 2JC'H + DC'H( ) tan" [26]

avec JIS et DIS les contributions scalaires et dipolaires au couplage entre les deux spins I et S. Pour

sŽparer les deux contributions scalaire et dipolaire, l'expŽrience doit •tre rŽpŽtŽe pour deux

Žchantillons de la protŽine, le premier en solution isotrope (

! 

DIS = 0) et le deuxi•me en solution

anisotrope (

! 

DIS " 0).

Afin de rŽduire le nombre de pics dans les diffŽrents spectres de projection, un filtre

d'Ždition spectrale est appliquŽ permettant de sŽparer les deux pics de chaque doublet. Nous avons

implŽmentŽ un filtre de type DIPSAP (double-inphase-single antiphase) [59] dans la sŽquence de

la figure!32 qui permet une bonne sŽparation des deux pics (intensitŽ du pic rŽsiduel <0.2% du

pic majeur) m•me en prŽsence d'une variation des constantes de couplages jusqu'ˆ ±40% de la

valeur moyenne. Le filtre DIPSAP est appliquŽ pendant le dŽlai de transfert 15N* 13CO, ce qui

Žvite l'ajout de dŽlais supplŽmentaires de relaxation transversale. L'expŽrience est rŽpŽtŽe 3 fois en

changeant le dŽlai .  et la phase 32 comme expliquŽ dans la lŽgende de la figure 32. Les deux sous

spectres de la dimension du filtre DIPSAP, appelŽs spectre-$ et spectre-) , sont ensuite obtenus par

des combinaisons linŽaires des trois jeux de donnŽes. Finalement pour un facteur d'Žchelle &, 222

plans 2D sont obtenus correspondant aux angles de projection +$ et Ð$, et aux Žtats du spin

proton amide $ et ) . Un seul pic de corrŽlation est dŽtectŽ par rŽsidu (exeptŽ pour les prolines)

dans chacun des plans 2D, similaires aux expŽriences (3,2)-D H-N-X prŽsentŽes au sous-chapitre

3.1. L'information des pics centraux, nŽcessaire ˆ l'analyse des spectres, est de nouveau obtenue

par un simple spectre de corrŽlation 1H-15N.
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Une petite partie des 4 plans 2D extraits d'un spectre ((3,2)+1)-D J-HNCO(H), enregistrŽ sur

la protŽine MerAa en solution anisotrope (facteur d'Žchelle &=2.0), est montrŽe dans la figure 33.

L'expŽrience a ŽtŽ enregistrŽe en 45min sur un spectrom•tre 600MHz ̂  une tempŽrature de 25¡C.

FIGURE!33. Partie des plans 2D extraits d'un spectre ((3,2)+1)-D J-HNCO(H) de la protŽine MerAa en
solution anisotrope (5% d'un mŽlange C12E6/hexanole dans un rapport molaire de 0.64 [60]). Les deux
plans ($ et ) ) pour un angle de projection de (a) 63.4¡ et (b) %63.4¡. Le symbole (+) dans les spectres
de () ) indique la position du pic correspondant dans le spectre ($).

MalgrŽ la dispersion du signal en 4 pics, le rapport S/N obtenu dans un temps de moins

d'une heure est excellent gr‰ce ˆ la sensibilitŽ intrins•que de l'expŽrience seq-HNCO. Apr•s avoir

attribuŽ le spectre ((3,2)+1)-D J-HNCO(H) les positions " 1 des 4 pics observŽs par rŽsidu sont

converties en 2 frŽquences de rŽsonance " N et " C', et 2 constantes de couplages 

! 

JNH
eff  et 

! 

J
C 'H

eff  en

utilisant les Žquations [25] et [26]. Notons d'abord que cette expŽrience permet d'attribuer les

frŽquences CO, permettant ainsi de complŽter l'attribution de la cha”ne principale obtenue par la

sŽrie d'expŽriences H-N-X unidirectionnelles de la figure 19. Dans l'exemple des spectres de la

figure 33, enregistrŽs pour un facteur d'Žchelle &=2.0, la prŽcision de mesure est deux fois plus

grande pour DC'H par rapport ̂  DNH permettant ainsi de compenser partiellement les diffŽrentes

forces d'interaction dipolaire (

! 

DC'H
max = 0.3DNH

max). Ainsi le poids des deux contraintes structurales lors

d'un calcul de structure est comparable.
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5 Application ˆ l'Žtude structurale du domaine N-terminal de la rŽductase

mercurique de Ralstonia metallidurans

Nous avons appliquŽ cette nouvelle stratŽgie RMN exposŽe aux chapitres prŽcŽdents ˆ la

dŽtermination rapide du repliement de diffŽrentes protŽines. Le premier exemple concerne le

domaine N-terminal (67 rŽsidus) de la rŽductase mercurique de Ralstonia metallidurans CH34

(MerAa), qui va •tre prŽsentŽ en dŽtail dans ce chapitre. L'acquisition rapide des donnŽes RMN

s'est aussi avŽrŽe extr•mement utile pour l'Žtude du domaine PB1 (83 rŽsidus) de la protŽine

p67phox humaine, impliquŽe dans l'activation de la NADPH oxidase. Ce fragment protŽique n'est

stable que quelques jours en solution. Gr‰ce aux expŽriences prŽsentŽes dans les chapitres

prŽcŽdents, un jeu complet de donnŽes RMN a pu •tre obtenu pour un seul Žchantillon de la

protŽine permettant le calcul du repliement de ce domaine PB1 en solution [61]. Finalement,

l'applicabilitŽ de cette mŽthodologie aux protŽines de taille plus importantes a ŽtŽ dŽmontrŽe pour

le domaine de liaison FMN de la sulfite rŽductase d'E. coli (167 rŽsidus). L'attribution compl•te

des rŽsonances de la cha”ne principale, ainsi qu'un jeu de couplages dipolaires rŽsiduels mesurŽ

dans deux milieux anisotropes ont permis de valider et de raffiner un mod•le structural basŽ sur la

structure d'une protŽine homologue [37,62]. De nouveau, toutes les expŽriences RMN ont pu •tre

enregistrŽes dans un dŽlai infŽrieur ̂  2 jours.

5.1 Contexte biologique de la rŽductase mercurique

La toxicitŽ du mercure est due ˆ la capacitŽ du cation mercurique dÕinteragir avec des

thiols, comme, par exemple les cystŽines dans les protŽines. Cependant, beaucoup de bactŽries

sont capables de rŽsister ̂ des concentrations fortes de ce mŽtal toxique. Le mŽcanisme principal

de cette rŽsistance implique le transport actif du Hg2+ ˆ travers la membrane cytoplasmique et sa

rŽduction ̂  lÕintŽrieur de la cellule sous forme Hg beaucoup plus inerte et volatile. Plusieurs

protŽines (MerA, MerP et MerT) participent ̂  ce processus dont les g•nes correspondants sont

regroupŽs dans lÕopŽron mer [63].

La rŽductase du mercure (MerA) peut possŽder un ou deux domaines N-terminaux, appelŽs

MerAa, qui montrent une forte homologie de sŽquence avec la protŽine pŽriplasmique MerP. La

structure tridimensionnelle de MerA a ŽtŽ dŽterminŽe par cristallographie aux rayons X [64], mais

il a ŽtŽ impossible dÕobtenir des informations structurales sur lÕextension N-terminale,

certainement ̂ cause de sa flexibilitŽ par rapport au reste de la protŽine. La fonction de ce

domaine nÕest pas connue. Cependant, la prŽsence dÕun motif de fixation du mŽtal, GMTCXXC,

et la topologie des ŽlŽments de structure secondaire, sugg•rent que MerAa fait partie dÕune

famille de protŽines regroupant des transporteurs de mŽtaux tels que CopZ, MerP, ou Atx1 [65].

Le but de cette Žtude RMN entreprise en collaboration avec Jacques Cov•s ˆ l'IBS (laboratoire des

protŽines membranaires) Žtait de confirmer cette homologie structurale et de vŽrifier l'existence de



43

la liaison de lÕion mercurique par les deux cystŽines conservŽes, afin de mieux comprendre le r™le

fonctionnel de ce domaine dans le mŽcanisme de rŽsistance au mercure.

5.2 Attribution et structure secondaire de MerAa

Dans un premier temps, l'attribution des rŽsonances HN, N, C$, H$, et C) le long de la cha”ne

peptidique a ŽtŽ obtenue ̂ partir des 6 expŽriences (3,2)-D H-N-X unidirectionnelles introduites

au sous-chapitre 3.1. L'attribution a ŽtŽ ensuite Žtendue aux noyaux CO ˆ l'aide de l'expŽrience

((3,2)+1)-D J-HNCO(H) prŽsentŽe au sous-chapitre 4.3, permettant en m•me temps la mesure des

deux couplages JNH et JC'H en milieu isotrope. Des jeux de spectres ont ŽtŽ enregistrŽs sur un

Žchantillon de MerAa en absence de mŽtal, puis sur un deuxi•me Žchantillon contenant la

protŽine MerAa et du sel HgCl2 au rapport molaire de 1:1.2. Les deux Žchantillons de la protŽine

ont ŽtŽ prŽparŽs ̂ une concentration d'environ 1.5mM dans un tampon de TRIS-HCl a pH=7.0.

Les temps d'acquisition des diffŽrentes expŽriences enregistrŽes sur un spectrom•tre 600MHz

ŽquipŽ d'une sonde triple-rŽsonance (non cryogŽnique) sont rŽsumŽs dans le tableau ci-dessous.

ExpŽrience Noyaux dŽtectŽs Facteur d'Žchelle & Temps expŽrimental

intra-HNCA 1H, 15N, 13C$(i) 1.0 40min
seq-HNCA 1H, 15N, 13C$(i-1) 1.0 20min

intra-HNHA 1H, 15N, 1H$(i) 1.0 3h
seq-HNHA 1H, 15N, 1H$(i-1) 1.0 1h30
intra-HNCB 1H, 15N, 13C)(i) 0.5 5h20
seq-HNCB 1H, 15N, 13C)(i-1) 0.5 2h40
J-HNCO(H) 1H, 15N, 13CÕ 2.0 45min

TABLEAU!2. ExpŽriences utilisŽes pour l'attribution sŽquentielle rapide de la protŽine MerAa
(1.5mM). Toutes les expŽriences ont ŽtŽ enregistrŽes ˆ 600MHz et 25¡C.

Le temps d'acquisition total de ces expŽriences est de moins de 15 heures par Žchantillon. Les

spectres ont ŽtŽ attribuŽs par une suite de programme en langage C exploitant la symŽtrie des pics

de projection par rapport aux pics centraux extraits d'un spectre de corrŽlation 1H-15N HSQC. Tant

qu'il n'y a pas de superposition dans le spectre de corrŽlation 1H-15N, le rŽsultat de cette analyse

spectrale est une liste de frŽquences corrŽlŽes correspondant ˆ des segments peptidiques :

C)(i-1)%C$(i-1)%H$(i-1)%HN(i)%N(i)%C)(i)%C$(i)%H$(i)

Pour les rŽsidus glycines, la frŽquence C) est remplacŽe par la frŽquence du deuxi•me noyau H$.

L'attribution sŽquentielle de ces segments a ensuite ŽtŽ rŽalisŽe par le programme ALPS dŽveloppŽ

au laboratoire [66]. Un spectre 1H-15N attribuŽ pour les deux formes de MerAa est montrŽ dans les

figures 34a et 34b.
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FIGURE!34. Spectres de corrŽlation 1H-15N attribuŽs de (a) la forme apo de MerAa et (b) du complexe
MerAa-Hg(II). L'indentification des ŽlŽments de structure secondaire ̂ partir de dŽplacements
chimiques secondaires pour les deux formes est montrŽe en (c) et (d).

Une fois lÕattribution sŽquentielle connue, lÕanalyse des dŽplacements chimiques des C$ et

CO a permis de localiser les ŽlŽments de structure secondaire. Le dŽplacement chimique

secondaire 1C est dŽfini comme la diffŽrence de la frŽquence mesurŽe et une valeur moyenne

dŽpendante du type d'acide aminŽ [67]. Dans les graphes de la figure 34, les 1C calculŽs pour les

noyaux C$ et CO d'un m•me rŽsidu ont ŽtŽ additionnŽs. Des valeurs de 1C positives sont

indicatives d'une hŽlice, tandis que des valeurs nŽgatives sur plusieurs rŽsidus correspondent ̂ une

structure Žtendue (brin ) ). La topologie de type "ferredoxine" )%$%)%)%$%) confirme

l'homologie de MerAa avec d'autres transporteurs de mŽtaux.

5.3 DŽtermination du repliement global de MerAa

Pour la dŽtermination du repliement global, diffŽrentes approches sont envisageables!: dans

le cas o• la structure ̂  haute rŽsolution dÕune protŽine homologue est connue, lÕobtention dÕun

jeu de contraintes orientationnelles (RDC) permet de valider ou d'invalider ce mod•le. Dans un

premier temps, les deux couplages par plan peptidique, mesurŽs ̂ l'aide d'une expŽrience

((3,2)+1)-D J-HNCO(H) projetŽe et filtrŽe sur un Žchantillon de MerAa en solution anisotrope,

nous ont permis de dŽmontrer que MerAa et la protŽine homologue Ccc2a de la levure poss•dent

le m•me repliement [34]. L'avantage de cette mŽthode est qu'elle est rapide et qu'elle ne nŽcessite

aucune attribution des cha”nes latŽrales.
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Nous avons aussi effectuŽ un calcul de structure de novo, c'est-ˆ-dire sans utiliser la

structure dÕun homologue, en suivant la stratŽgie exposŽe au chapitre 4. Les groupements

mŽthyle ont ŽtŽ d'abord attribuŽs ̂ partir d'un spectre ((4,2)+1)-D DEPT-CT-HC(CO)NH-TOCSY

(voir sous-chapitre 3.2). Ensuite 58 distances mŽthyle-mŽthyle ̂ longue portŽe ont pu •tre

dŽtectŽes gr‰ce ̂ l'expŽrience (2cs+2aa)-D NOESY (voir sous-chapitre 4.2). Le calcul de la

structure a ŽtŽ effectuŽ en deux Žtapes. Le programme Discover (Accelrys Inc.) a ŽtŽ utilisŽ pour

calculer le repliement de la cha”ne principale ̂  partir des 58 contraintes de distances mŽthyle-

mŽthyle, de 62 contraintes d'angles di•dres pour les rŽgions de structure secondaire identifiŽes ̂

partir des dŽplacements chimiques 13C, et 47 contraintes pour les liaisons hydrog•nes, basŽes sur

lÕobservation de NOE HN-HN. Le rmsd calculŽ sur les N, C$ et C' des rŽsidus 4 ˆ 66 Žtait de 1.16 •

(Figure 35a). Une Žtape dÕaffinement de la conformation de la cha”ne principale a ŽtŽ ensuite

effectuŽe en utilisant le programme Sculptor, dŽveloppŽ au laboratoire [68], et un jeu de

contraintes comprenant 99 RDC mesurŽs sur la cha”ne principale. LÕensemble de structures ainsi

obtenues est caractŽrisŽ par un rmsd de 0.91 • (Figure 35b).

 (a) (b)

FIGURE!35. Repliement de MerAa. (a) Ensemble de 15 structures calculŽ avec les contraintes
suivantes": 56 NOE mŽthyle-mŽthyle, 62 angles di•dres (ŽlŽments de structure secondaire) et 47
liaisons hydrog•nes (ŽlŽments de structure secondaire et appariement des brins )  anti-parall•les). (b)
Ensemble apr•s affinement utilisant le programme Sculptor avec 99 contraintes orientationnelles
(RDC) supplŽmentaires.

5.4 Site de fixation du mercure

Le site de fixation du mercure de la protŽine peut •tre identifiŽ en comparant les

dŽplacements chimiques HN et N mesurŽs pour les deux formes apo et complexŽe avec Hg(II) de

MerAa (figures 34a et 34b). La somme pondŽrŽe des diffŽrences de frŽquences

! 

" = " #
HN( )2

+$N $H " # N( )2
 est tracŽe dans la figure 36b en fonction de la sŽquence peptidique.



46

FIGURE!36. (a) site de fixation du mercure, comme identifiŽ par (b) les diffŽrences de dŽplacement
chimique HN et N entre la forme MerAa apo et le complexe MerAa-Hg(II).

Un changement significatif de dŽplacement chimique est observŽ pour deux rŽgions de la

cha”ne peptidique, la boucle et le dŽbut de la premi•re hŽlice $ comprenant les cystŽines C11 et

C14 et la fin du deuxi•me brin ) (rŽsidus 34 et 35). Dans la structure de MerAa, ces deux rŽgions

sont proches de la boucle contenant les deux rŽsidus cystŽine supposŽs •tre les ligands du mŽtal.

Aucun pic de corrŽlation 1H-15N n'a pu •tre observŽ pour les rŽsidus T10-A15 dans la forme apo

de la protŽine, indiquant une grande flexibilitŽ et accessibilitŽ au solvant dans cette rŽgion. Toutes

ces observations indiquent clairement que les deux rŽsidus cystŽines C11 et C14 sont impliquŽs

dans la coordination du mŽtal. Il est intŽressant de noter que les rŽsidus proches de l'ion

mercurique gardent une certaine flexibilitŽ conformationnelle, reflŽtŽe par un Žlargissement des

largeurs de raie des 1H amides et l'observation de pics intenses d'Žchange avec les 1H de l'eau. Cette

flexibilitŽ pourrait avoir un r™le important dans la fonction de ce fragment protŽique au sein de la

rŽductase mercurique.
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6 Perspectives (projets de recherche)

Dans ce dernier chapitre, je vais bri•vement exposer un certain nombre de projets, qui pour

la plupart ont dŽjˆ dŽmarrŽ au laboratoire. Certains de ces projets peuvent •tre considŽrŽs comme

la suite des travaux prŽsentŽs dans les chapitres prŽcŽdents, d'autres n'ont pas de lien direct mais

donnent un aper•u de mes diffŽrents centres d'intŽr•t en RMN biomolŽculaire.

6.1 MŽthodes rapides pour le raffinement structural de protŽines

Dans les chapitres prŽcŽdents, de nouvelles expŽriences RMN ont ŽtŽ prŽsentŽes permettant

la dŽtermination rapide du repliement global de protŽines. La suite logique de ces travaux est

d'Žtendre cette stratŽgie ̂ l'affinement de la structure, c'est-ˆ-dire le positionnement correct dans

l'espace de toutes les cha”nes latŽrales. Pour cela deux pistes complŽmentaires seront exploitŽes.

La premi•re se base sur l'analyse de spectre 2D 1H-1H NOESY. L'utilisation d'un

spectrom•tre ̂  tr•s haut champ (B0>18T), ŽquipŽ d'une sonde cryogŽnique (installŽe au

laboratoire avant la fin de l'annŽe 2004) et d'un Žchantillon de la protŽine ($1mM) non enrichi en

isotopes 13C et 15N permettra l'acquisition de spectres d'une bonne rŽsolution spectrale et d'un bon

rapport S/N en quelques heures. Un protocole itŽratif, comme implŽmentŽ dans le programme

ARIA [47] basŽ sur la structure RMN ˆ basse rŽsolution de la protŽine (repliement global) devrait

ensuite permettre l'attribution d'un suffisamment grand nombre de corrŽlations NOE pour affiner

la structure. Il sera aussi particuli•rement intŽressant d'Žvaluer la performance d'un tel protocole

dans le cas d'une attribution incompl•te des 1H des cha”nes latŽrales. Le traitement alternatif des

donnŽes NOESY par une analyse statistique, comme proposŽe par R. BrŸschweiler et ses

collaborateurs [17,18] (voir aussi sous-chapitre 2.1), permettra d'augmenter d'avantage la rŽsolution

spectrale dans la dimension indirecte du spectre NOESY, et pourrait aider ˆ identifier les 1H

formant un rŽseau de spins couplŽs entre eux (modes propres), autrement dit qui sont proches

dans l'espace. Le potentiel de cette nouvelle mŽthode dans le contexte d'un affinement de

structure sera ŽvaluŽ en collaboration avec le group de R. BrŸschweiler ̂ l'universitŽ de Worcester

(USA).

En complŽment (ou en alternative) aux donnŽes NOE 1H-1H, des RDC seront mesurŽs pour

un grand nombre de vecteurs internuclŽaires, notamment 1H-13C dans les cha”nes latŽrales. Des

expŽriences RMN ont ŽtŽ proposŽes dans le passŽ pour la mesure prŽcise et fiable de ces

param•tres spectraux [69]. Ces expŽriences s'appliquent facilement aux protŽines de petite taille

avec un spectre de corrŽlation 1H-13C relativement bien rŽsolu. Pour des protŽines de taille plus

ŽlevŽe des mŽthodes plus sophistiquŽes seront nŽcessaires afin de rŽsoudre dans le spectre les

diffŽrents sites C-H dans la molŽcule. L'implŽmentation de ces donnŽes en tant que contraintes

structurales se fera en collaboration avec M. Blackledge ̂ l'IBS (Grenoble) dans le programme

Sculptor dŽveloppŽ au laboratoire [68]. L'utilisation conjointe des donnŽes NOE et RDC ne devrait

pas seulement permettre d'affiner la structure mais aussi d'obtenir des informations prŽcieuses sur
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la dynamique des cha”nes latŽrales, et notamment sur la population des diffŽrents Žtats

rotamŽriques. Une Žtude prŽliminaire effectuŽe au laboratoire (Laura Radu, stage de ma”trise), sur

l'utilisation des RDC pour le raffinement des cha”nes latŽrales de la protŽine MerAa a donnŽ des

premiers rŽsultats prometteurs.

6.2 Application des techniques de RMN projetŽe ou filtrŽe ˆ l'Žtude structurale
d'acides nuclŽiques

Les acides nuclŽiques (ADN, ARN) forment une deuxi•me classe importante de

macromolŽcules biologiques dont les propriŽtŽs structurales et dynamiques sont ŽtudiŽes par

RMN. Le probl•me majeur d'une Žtude RMN d'un acide nuclŽique, polym•re formŽ par seule-

ment 4 nuclŽotides diffŽrents, est la rŽsolution rŽduite dans les spectres par rapport ̂  une protŽine

de m•me taille. En consŽquence, il est d'autant plus important de corrŽler et d'Žditer les frŽquences

d'un nombre ŽlevŽ de spins nuclŽaires dans une m•me expŽrience afin d'augmenter la rŽsolution

du spectre. Jusqu'alors les concepts d'acquisition rapide de spectres multidimensionnels, rŽsumŽs

au chapitre 2, ont ŽtŽ peu appliquŽs dans le domaine de la RMN des acides nuclŽiques. Ceci

s'explique principalement par la faible sensibilitŽ d'un grand nombre d'expŽriences de corrŽlation

RMN appliquŽes aux acides nuclŽiques de grande taille. Avec la disponibilitŽ de spectrom•tres ̂

tr•s haut champ et de sondes cryogŽniques cette situation est en train de changer. Il devient alors

intŽressant pour l'Žtude de molŽcules d'ADN ou d'ARN de disposer d'expŽriences RMN offrant

une bonne rŽsolution spectrale (dimensionalitŽ ŽlevŽe) dans un temps d'acquisition raisonnable de

quelques heures ̂ quelques jours. Dans un premier temps, nous avons commencŽ au laboratoire ̂

appliquer les concepts de la RMN projetŽe et de la RMN filtrŽe aux expŽriences de corrŽlation de

type HCN et HCC, qui sont requises pour l'attribution des rŽsonances 1H, 13C et 15N dans les bases

et les sucres. Ce projet sera menŽ par H. Van Melckebeke (th•se au laboratoire) en collaboration

avec J.-P. Simorre et J. Boisbouvier ̂ l'IBS (Grenoble) et deux collaborateurs extŽrieurs, A. Pardi

(Univ. du Colorado USA) et F. Dardel (Univ. Paris). Trois syst•mes ARN sont actuellement

disponibles au laboratoire pour tester et appliquer les nouvelles expŽriences dŽveloppŽes: un

aptam•re d'ARN (33 nuclŽotides) formant un complexe avec la thŽophylline, un ARN de transfert

(76 nuclŽotides) et un complexe formŽ par l'ARN TAR et son aptam•re (22 16 nuclŽotides).

6.3 L'Žtude structurale par RMN de protŽines de plus grande taille

Ë ce jour, les structures RMN dŽposŽes dans la PDB (protein data bank) concernent des

protŽines de moins de 300 rŽsidus. Bien que rŽcemment les premi•res Žtudes RMN de protŽines

excŽdant cette taille aient ŽtŽ reportŽes dans la littŽrature [70], le dŽveloppement de mŽthodes RMN

robustes pour l'Žtude de protŽines de plus de 30kDa reste un axe de dŽveloppement important.

Pour cela, nous envisageons de mettre au point une sŽrie d'expŽriences corrŽlant les frŽquences de

4 ou 5 noyaux dans le m•me spectre, permettant ainsi l'attribution des rŽsonances d'une protŽine

triplement marquŽe (13C, 15N, 2H). L'enregistrement de spectres ̂ 4 ou 5 dimensions s'impose afin

de rŽsoudre les superpositions dues aux dŽgŽnŽrescences de frŽquence de plus en plus

nombreuses quand le nombre de rŽsidus augmente. Afin de limiter le temps d'acquisition de telles
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expŽriences 4D ou 5D, il est indispensable de recourir aux mŽthodes d'acquisition rapide (chapitre

2), notamment la RMN projetŽe. Il sera aussi crucial de dŽterminer les expŽriences et les chemins

de cohŽrence les plus sensibles et les plus complŽmentaires. D'autres param•tres ̂ optimiser sont

le nombre et le choix des angles de projection. Des outils seront dŽveloppŽs pour traiter et

analyser ces spectres projetŽs.

Dans un deuxi•me temps, nous allons exploiter diffŽrentes mŽthodes pour collecter des

contraintes structurales. Alors que la mesure de RDC le long de la cha”ne peptidique est

maintenant une mŽthode bien Žtablie pour obtenir des contraintes structurales dans de tels

syst•mes molŽculaires, il est plus difficile d'obtenir des informations sur la proximitŽ de deux

noyaux dans l'espace. Le manque de 1H dans une protŽine perdeutŽrŽe et la difficultŽ pour

attribuer les 1H dans une protŽine protonŽe, rendent les expŽriences 1H-1H NOESY peu utiles. Une

solution ̂  ce probl•me a ŽtŽ proposŽe rŽcemment par le group de L. Kay ˆ l'universitŽ de Toronto

(Canada). En rŽ-introduisant sŽlectivement les protons de certains groupements mŽthyles par un

protocole de marquage spŽcifique, la mesure de NOE 1H-1H permet de dŽterminer les proximitŽs

de diffŽrents mŽthyles dans la structure. Ceci fournit des contraintes de distance ̂ longue portŽe

nŽcessaires au calcul du repliement global. Alternativement, on peut envisager d'autres approches,

par exemple la mesure de NOE ou RDC 1H-1H ˆ longue portŽe dans une protŽine o• le nombre de

noyaux ̂  spins S=1/2 a ŽtŽ fortement rŽduit par remplacement isotopique, ou l'attachement d'un

ion paramagnŽtique donnant acc•s ˆ des informations sur l'orientation et la distance d'un

groupement d'atomes par rapport au centre paramagnŽtique (voir sous-chapitre 6.4).

FIGURE!37. Spectre de corrŽlation 1H-15N de la protŽine T de Thermotoga Maritime enregistrŽ ̂
600MHz et 40¡C.

Tous ces dŽveloppements seront mis au point et appliquŽs ̂ la protŽine T du complexe de

la glycine dŽcarboxylase. Ce complexe est constituŽ de 4 composantes protŽiques (P, H, T et L)

qui rŽalisent un cycle catalytique permettant la dŽgradation de molŽcules de glycine. La protŽine

H du complexe de la glycine dŽcarboxylase a rŽcemment ŽtŽ ŽtudiŽe au laboratoire [71] en terme
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de structure et de dynamique dans ces diffŽrents Žtats lors du cycle catalytique. La protŽine T,

constituŽe d'une cha”ne peptidique de 360 rŽsidus (40kDa), est un excellent syst•me mod•le

dÕune protŽine de grande taille ˆ lÕŽchelle de la RMN. De plus, aucune structure de cette protŽine

ou d'une protŽine homologue n'est connue ˆ ce jour. Les informations structurales ou

dynamiques obtenues par RMN seront donc dÕune grande importance pour la comprŽhension de

lÕactivitŽ physiologique de cette enzyme. Ce projet sera rŽalisŽ avec P. Gans et J.-P. Simorre ̂

l'IBS (Grenoble) en collaboration avec N. Rouhier et J.-P. Jacquot (Univ. de Nancy). La

surexpression de la protŽine a ŽtŽ rŽalisŽe rŽcemment dans le laboratoire de J.-P. Jacquot, et les

premiers spectres RMN (voir Fig.!37) indiquent qu'il s'agit d'une protŽine repliŽe, soluble ̂  une

concentration de l'ordre du mM et stable sur plusieurs jours ̂  50¡C.  

A terme ces dŽveloppements devraient permettre des Žtudes structurales par RMN de

protŽines membranaires solubilisŽes dans des dŽtergents lipidiques (micelles) formant des

particules de plus de 50kDa.

6.4 Contraintes structurales ˆ tr•s longue portŽe pour l'Žtude structurale de
complexes molŽculaires

La fonction principale des macromolŽcules biologiques est d'interagir entre elles. Certaines

molŽcules ne deviennent actives que dans un assemblage supramolŽculaire. Il est alors important

de possŽder des mŽthodes expŽrimentales pour dŽterminer la position relative de chaque molŽcule

au sein d'un complexe fonctionnel (structure quaternaire). En gŽnŽral, ces complexes

molŽculaires ont une taille (>100kDa) qui dŽpasse largement les limites de la RMN structurale. Il

n'est alors plus question d'obtenir une attribution compl•te, et encore moins une structure d'un tel

complexe. Cependant, en utilisant un marquage spŽcifique rendant seulement un petit nombre de

noyaux observables, des expŽriences optimisŽes permettent d'enregistrer des spectres RMN bien

rŽsolus d'une molŽcule ou d'un complexe d'un poids molŽculaire allant jusqu'ˆ quelques centaines

de kDa (voir figure 38).

FIGURE 38. Spectre de corrŽlation 1H-13C de la protŽine tŽtradŽcamerique ClpP (305kDa). Seuls les
mŽthyles ̂ la position 1 des isoleucines sont observables. Temps expŽrimental 100min sur un
spectrom•tre 800MHz [72].

Les noyaux ainsi dŽtectŽs dans le spectre RMN fournissent des sondes locales de structure et

de dynamique dans la molŽcule. Notre projet consiste ̂ mesurer un certain nombre de param•tres

RMN contenant des informations structurales sur le complexe. Une premi•re approche est basŽe
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sur la mesure de couplages dipolaires rŽsiduels (RDC) induits quand la molŽcule est placŽe dans

un milieu anisotrope. Si les deux noyaux 1H est X (13C ou 15N) d'un groupement X-H sont

observables, et si un marquage isotopique spŽcifique est effectuŽ pour diffŽrentes molŽcules du

complexe (dans le m•me Žchantillon ou dans diffŽrents Žchantillons), la mesure de RDC DXH

renseigne sur l'orientation relative des diffŽrentes molŽcules. Des informations complŽmentaires

sont obtenues par la mesure de RDC DHH intermolŽculaires. Il a ŽtŽ montrŽ rŽcemment [73] que des

RDC sont dŽtectŽs entre protons ŽloignŽs de plus de 10•, pourvu que le rŽseau de spins couplŽs

soit suffisamment simplifiŽ par un marquage isotopique adŽquat et l'application d'impulsions rf

sŽlectives. En plus de l'information orientationnelle, les param•tres DHH fournissent une contrainte

de distance entre deux molŽcules du complexe.

Une deuxi•me approche consiste ̂  attacher un ion paramagnŽtique ˆ un site spŽcifique

d'une des molŽcules, et ˆ introduire des sondes RMN dans une autre molŽcule du complexe par

marquage isotopique. La prŽsence d'un centre paramagnŽtique attachŽ d'une mani•re rigide ˆ la

molŽcule induit un faible alignement dans le champ magnŽtique, permettant la mesure de RDC,

ainsi qu'un dŽplacement paramagnŽtique des rŽsonances d'un spin nuclŽaire dž ˆ l'interaction

dipolaire avec le spin Žlectronique. Un troisi•me effet observable est dž ˆ la corrŽlation croisŽe

entre l'interaction dipolaire de deux spins nuclŽaires et d'un spin nuclŽaire avec l'aimantation

Curie du spin Žlectronique. Dans le passŽ, nous avons pu montrer l'utilitŽ de ce param•tre pour la

dŽtermination structurale par RMN [74]. L'attachement d'un centre paramagnŽtique est

particuli•rement attractif dans le contexte d'un complexe molŽculaire, o• les noyaux observŽs sont

relativement ŽloignŽs de l'ion paramagnŽtique. Ainsi la vitesse de relaxation transversale des spins

nuclŽaires (Žlargissement paramagnŽtique) est peu affectŽe par la prŽsence du centre

paramagnŽtique, alors que les dŽplacements paramagnŽtiques et les effets de corrŽlation croisŽe

Curie-dipolaire restent observables (figure 39).

FIGURE!39. Param•tres RMN observables en prŽsence d'un centre paramagnŽtique et leur
dŽpendance de la distance par rapport ̂  l'ion paramagnŽtique R.

Les lanthanides sont les ions les plus adaptŽs ̂ une telle Žtude, ̂  cause d'une relaxation

Žlectronique rapide et de leur susceptibilitŽ magnŽtique ŽlevŽe. Le choix de diffŽrents ions

lanthanides paramagnŽtiques (Yb3+, Tb3+, Dy3+, Ho3+) et du champ magnŽtique permet d'ajuster les
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rayons des deux cercles de la figure 39 au syst•me molŽculaire ŽtudiŽe, c'est-ˆ-dire la distance

entre le centre paramagnŽtique et les spins nuclŽaires observŽs. Dans un complexe molŽculaire

d'une centaine de kDa, des effets peuvent ainsi •tre observŽs ̂ des distances du centre

paramagnŽtique allant jusqu'ˆ 30-50•. Des sites de fixation ˆ haute affinitŽ d'un lanthanide

peuvent •tre crŽŽs soit par modification chimique d'un rŽsidu cystŽine dans une protŽine ou thio-

uridine (thio-cytidine) dans un acide nuclŽique [75], soit par voie biochimique en rajoutant une

sŽquence peptidique spŽcifique (par exemple une "main EF") au niveau du vecteur d'expression

de la protŽine [76], permettant ainsi la coordination d'un ion lanthanide.

Cette mŽthodologie sera dŽveloppŽe en collaboration avec J. Boisbouvier et J.-P. Simorre ̂

l'IBS (Grenoble) et, dans un premier temps, appliquŽe et testŽe sur deux syst•mes mod•les de

complexes entre une protŽine  et un  acide nuclŽique. Le premier complexe est constituŽ d'un

ARN Box B (19 nuclŽotides) et d'un peptide de 24 rŽsidus auquel a ŽtŽ ajoutŽ ̂ son N terminal un

motif "main EF" (collaboration avec P. Legault, UniversitŽ de MontrŽal, Canada). Le deuxi•me est

une protŽine de rŽsistance aux antibiotiques, BlaI (85 rŽsidus), en interaction avec un 12-mer

d'ADN double brin auquel ont ŽtŽ ajoutŽs 2 paires de bases permettant la fixation d'un

groupement EDTA (collaboration avec B. Joris, UniversitŽ de Li•ge, Belgique). Une fois la

mŽthodologie mise au point, nous envisageons son application ̂  des syst•mes molŽculaires plus

complexes.

6.5 Utilisation de la RMN solide pour l'Žtude de syst•mes molŽculaires insolubles

L'Žtude structurale de protŽines par RMN en phase solide est un domaine de recherche en

pleine expansion, ayant rŽcemment donnŽ lieu ˆ la premi•re structure de protŽine par cette

technique [77]. La RMN solide devrait permettre ̂ terme d'obtenir des informations structurales et

dynamiques sur des syst•mes molŽculaires insolubles et dont la cristallisation s'av•re difficile.

L'utilisation de ces mŽthodes sur les protŽines membranaires reprŽsente un domaine d'application

particuli•rement important. Actuellement beaucoup d'efforts sont investis au niveau du

dŽveloppement mŽthodologique en RMN solide des protŽines en vue d'augmenter la rŽsolution et

la sensibilitŽ des expŽriences de corrŽlation. Nous avons commencŽ rŽcemment une collaboration

avec L. Emsley et S. Hediger du groupe de RMN solide ̂  l'ENS Lyon afin de bŽnŽficier de nos

compŽtences complŽmentaires pour le dŽveloppement d'expŽriences en RMN solide des protŽines.

Le premier rŽsultat de cette collaboration a ŽtŽ la mise au point d'une nouvelle expŽrience de

corrŽlation 13C-13C permettant un gain significatif de rŽsolution spectrale [78], particuli•rement

importante pour l'Žtape d'attribution des rŽsonances de la protŽine. La base de cette expŽrience est

une technique, bien connue en RMN liquide qui permet la sŽlection et la dŽtection d'une seule

transition d'un syst•me de spins couplŽs dans le spectre (une seule ligne du multiplet). Cette

expŽrience a ŽtŽ adaptŽe aux particularitŽs de la RMN solide. On peut s'attendre ̂ ce que d'autres

concepts rŽcents dŽveloppŽs en RMN liquide des biomolŽcules seront Žgalement utiles en RMN

solide des protŽines. Des recherches dans ce sens seront poursuivies au laboratoire. Il sera aussi

particuli•rement intŽressant d'explorer la complŽmentaritŽ des deux techniques, RMN liquide et
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Annexe: les matrices G et les matrices Hadamard

Les matrices 

! 

G
2K  nŽcessaires ˆ la transformation des expŽriences projetŽes (n,k)-D sont

obtenues de mani•re itŽrative ̂  partir de deux matrices ̂ 2 dimensions, G2 et 

! 

G2  :

! 

G2 =
1 0

0 1

" 

# 
$ 

% 

& 
' G2 =

0 ( 1

1 0

" 

# 
$ 

% 

& 
' [A-1]

Les matrices 

! 

G
2K  avec K>1 sont ensuite construites en appliquant les r•gles d'expansion

suivantes!:

! 

G
2( K +1) =

G
2K G

2K

G
2K " G

2K

# 

$ 
% % 

& 

' 
( ( [A-2]

! 

G
2( K +1) =

G
2K " G

2K

G
2K G

2K

# 

$ 
% % 

& 

' 
( ( [A-3]

avec 

! 

G
2( K +1)  la matrice G utilisŽe pour la transformation des donnŽes (n,k)-D et 

! 

G
2( K +1)  une

matrice G complŽmentaire nŽcessaire ˆ la crŽation de la matrice 

! 

G
2( K +2) . Le signe "%" devant une

matrice indique que le signe de tous les ŽlŽments de la matrice est inversŽ.

D'une mani•re tr•s similaire, la sous-famille des matrices Hadamard HN contenant les

matrices d'ordre N=2j avec j un nombre entier, peut •tre crŽŽe de mani•re itŽrative ̂  partir de la

matrice H2

! 

H2 =
+1 +1

+1 " 1

# 

$ 
% 

& 

' 
( [A-4]

en appliquant le dŽveloppement suivant :

! 

H
2( j +1) =

H
2 j H

2 j

H
2 j " H

2 j

# 

$ 
% 

& 

' 
( [A-5]

avec 

! 

" H
2 j  la matrice 

! 

H
2 j  avec tous les ŽlŽments inversŽs en signe.
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