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Introduction

Depuis sa création, le laboratoire de méthodologie RMN a développé une thématique

de recherche concernant les phénomènes dynamiques en RMN et plus particulièrement la

relaxation de spin. Majoritairement, les études réalisées concernaient des molécules

organiques de taille moyenne. Les travaux présentés dans ce mémoire constituent une

première thèse entièrement dédiée à la relaxation de spin dans des macromolécules

biologiques: les protéines. L'étude exposée ici décrit de nouvelles méthodes de détermination

et d'exploitation des paramètres de la relaxation du noyau azote-15 dans des protéines

marquées. Nous nous intéresserons plus particulièrement à des termes dits de corrélation

croisée qui prennent leur origine dans l'interférence entre deux mécanismes de relaxation: le

mécanisme dipolaire (lié à un couple d'atomes NH), d'une part, et le mécanisme d'anisotropie

de déplacement chimique du noyau azote-15, d'autre part. Dans le domaine de la

spectroscopie RMN, il est possible de concevoir une variété incroyable de méthodes

expérimentales qui sont applicables aussi bien à des liquides qu'à des solides, en passant par

les milieux orientés. Des méthodes appropriées peuvent être mises au point pour mesurer des

paramètres qui nous fournissent des informations sur la structure des molécules (distances

internucléaires, angles dièdres, orientation de certaines liaisons chimiques par rapport à un

référentiel commun, etc.), sur la dynamique intramoléculaire (réarrangements, tautomérie,

mobilité locale), sur la diffusion rotationnelle (réorientation des molécules), et sur la diffusion

translationnelle. Nous nous sommes intéressés ici au domaine des protéines en solution, et

plus précisément à leur dynamique (diffusion rotationnelle) via l'étude de la relaxation de

spin.

Le premier chapitre présente de manière générale et condensée la relaxation de spin

hétéronucléaire. TI constitue une première approche de la relaxation et se présente ainsi

comme une introduction générale. Nous nous intéresserons ensuite aux méthodes utilisées

pour mesurer la relaxation de spin dans des macromolécules enrichies en azote-15, le

deuxième chapitre sera ainsi consacré à la description des séquences impulsionnelles

permettant d'isoler les paramètres de relaxation d'intérêt dans des macromolécules marquées.

Nous présenterons notamment les méthodes généralement utilisées pour mesurer

l'autorelaxation longitudinale RI, l'autorelaxation transversale R2, et la relaxation croisée

crNH. Nous présenterons également les techniques que nous avons mises au point pour mesurer

le terme d'interférence csa(15N)-dipolaire(15N IH). En effet, la corrélation croisée apparaît

4



aujourd'hui comme un paramètre de relaxation complémentaire, qui peut être mesuré avec

précision et qui apporte des informations concernant la dynamique, la structure et même des

paramètres moléculaires. Nous nous intéresserons à extraire des paramètres de relaxation les

informations structurales et dynamiques qu'ils contiennent. Ceci constituera le troisième

chapitre. TI est en effet important de comprendre les mouvements des protéines en solution car

une fonction biologique est déterminée non seulement par la structure de la macromolécule

biologique mais aussi par ses mouvements. Nous verrons que les mesures de relaxation

donnent accès à de nombreuses informations dynamiques au niveau de chaque acide aminé de

la protéine et ceci sur une large gamme de temps.
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Les mécanismes de relaxation de spin
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LES MECANISMES DE RELAXATION D~ SPIN

1. Les mécanismes de relaxation de spin

Dans ce premier chapitre, nous nous efforcerons d'introduire le phénomène de relaxation

de spin et la façon dont il intervient en résonance magnétique nucléaire. Les formalismes de

base ont été proposés pour les liquides simples dès les années 1950 (Bloembergen et al., 1948;

Wangness and Bloch, 1953; Bloch, 1956; Solomon, 1956; Redfield, 1957; Abragam, 1961).

De nombreux travaux ont depuis complété les ouvrages écrits par ces pionniers et qui

constituent les fondements de la théorie expliquant la relaxation de spin.

Après un aperçu des différents mécanismes à l'origine des phénomènes de relaxation, nous

poursuivrons notre présentation avec l'objectif d'établir les équations physiques décrivant

l'évolution des systèmes, ceci en faisant clairement apparaître les contributions structurales et

dynamiques à la relaxation.

1.1. Un aperçu des différents mécanismes de relaxation

De façon générale, un ensemble de spins nucléaires placés dans une induction

magnétique statique (nous utiliserons ensuite le terme de champ magnétique avec une

amplitude Ba) donne naissance à une aimantation macroscopique alignée suivant la direction

de celle-ci. Cette aimantation est communément désignée sous le terme longitudinale alors

que toute aimantation située dans un plan perpendiculaire à Ba est qualifiée de transversale.

La relaxation en résonance magnétique nucléaire est un terme général qui désigne les

phénomènes qui ramènent l'aimantation dans son état d'équilibre après qu'elle ait été

préalablement perturbée. Ce retour à l'équilibre est gouverné par des champs magnétiques

locaux et fluctuants qui prennent naissance au niveau de chaque spin dans l'échantillon. Ceux

ci résultent des diverses interactions affectant les spins et sont modulés par les mouvements

moléculaires; ils sont nécessairement de faible amplitude. Les mécanismes responsables des

phénomènes de relaxation reposent sur des interactions de plusieurs natures :

Dipolaire: ce mécanisme provient de l'interaction directe entre les moments magnétiques de

spins nucléaires ou électroniques (figure 1.1a). La modulation de ce phénomène dans le temps

peut avoir plusieurs origines (intra ou intermoléculaires): i) La réorientation du vecteur

internucléaire due aux mouvements moléculaires, ii) La fluctuation de la distance

internucléaire. Dans le cas de l'interaction dipolaire entre un spin nucléaire et un spin

électronique, ce mécanisme est appelé interaction de pseudo-contact.

7
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figure 1.1 Représentation iUustrant l'interaction dipolaire entre deux mom~nts magnétiques f.11 et f.12'

séparés par un vecteur r (figure 1.1a). D1ustration de la réorientation moléculaire par l'intermédiaire d'un
tenseur d'interaction (anisotropie du tenseur d'écran ou du tenseur quadrupolaire) pour lequel x, y, z
constituent ses axes principaux (figure 1.1b)

L'anisotropie de déplacement chimique (csa, chemical shift anisotropy, en anglais) : ce

phénomène provient de l'anisotropie de l'effet d'écran qui a une nature tensorielle. Sa

dépendance vis-à-vis du temps résulte de la réorientation des axes principaux du tenseur

d'écran par rapport à la direction du champ magnétique, cette réorientation étant induite par

les mouvements moléculaires (figure 1.1b).

Quadrupolaire : ce mécanisme existe pour les noyaux de spm supérieur à Y2 dans un

environnement non symétrique et provient de l'interaction entre le moment quadrupolaire du

noyau et le gradient de champ électrique. Elle se traduit à nouveau par une quantité tensorielle

qui elle aussi est susceptible d'être modulée par les mouvements moléculaires.

La spin-rotation : elle résulte du couplage entre le moment cinétique de spin et le moment

cinétique décrivant la rotation du cortège électronique. Ce phénomène n'intervient que pour

les molécules possédant une symétrie élevée.

La relaxation scalaire : on distingue la relaxation scalaire de première espèce faisant

intervenir les phénomènes d'échange chimique et la relaxation scalaire de seconde espèce.

Cette dernière provient de l'interaction entre un spin relaxant lentement et un spin relaxant

rapidement (un noyau quadrupolaire, un électron non apparié: dans ce dernier cas il s'agit

d'une interaction de contact).

A l'équilibre, l'aimantation nucléaire se trouve suivant l'axe z du repère tournant dont

la direction coïncide avec celle du champ magnétique statique Bo. Toute séquence utilisée en

RMN consiste alors en une ou plusieurs impulsions de champ radiofréquence qui amènent les

spins hors de leur position d'équilibre. Le retour à l'équilibre thermodynamique de

l'aimantation s'effectue selon deux temps de relaxation distincts. Le premier, appelé temps de

8
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relaxation longitudinale TI (ou spin-réseau), caractérise la reconstruction de l'aimantation

suivant l'axe d'application du champ magnétique z. Le second est le temps de relaxation

transversale T2 (ou spin-spin), il traduit la disparition de l'aimantation du plan de mesure xy.

Désormais, on désignera par RI (l/T]) la vitesse de relaxation longitudinale et par R2 (1/T2)

la vitesse de relaxation transversale. L'évolution des composantes de l'aimantation nucléaire

M (représentant l'ensemble des moments magnétiques de l'échantillon) sous l'effet d'un

champ magnétique B peut être décrite par les équations phénoménologiques de Bloch (Bloch,

1946):

dM (_ _) M_------'x,-'-y = y M /\ B _~

dt x,y T
2

_dM_z =yfM/\B) _Mo-M z
dt ~ z T

1

équation 1.1

où y désigne le rapport gyromagnétique du noyau considéré et Mo l'aimantation nucléaire à

l" 'l'b (M N(JlïlBo/(/+l) 'N ' 1 bd" deqUl 1 re 0 = ou represente e nom re e noyaux par urute e
3kT

volume, et 1 le spin de l'isotope considéré). Si l'on envisage le cas où l'aimantation a

préalablement été totalement basculée suivant l'axe x du repère mobile et en ayant pris soin de

fIxer les conditions initiales: Mx(O)=Mo' M/O)=O et Mz(O)=O, on peut prévoir son

comportement à l'aide de la résolution de l'équation 1.1 et en introduisant la fréquence de

précession dans le repère tournant v' = V r - V0 :

M x(t) = Mo exp(- t/T2 )cos(21lv't)

My (t) = Mo exp (- t/T2 )sin (21lv't)

Mz(t) = Mo[l-exp(-t/TI )]

équation 1.2

Nous pouvons noter que les deux processus de relaxation, exponentiels l'un comme l'autre,

sont disjoints, avec cependant T2 inférieur à ~ (nous justifIerons cette inégalité dans la suite

de l'exposé). Toutefois, il faut ajouter à T2 une contribution provenant des inhomogénéités du

champ Bo et on doit substituer à T2 un temps de relaxation transversale effectif T2* tel que:

9



équation 1.3
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1 1 . h ". ,-. = - + zn omogeneztes
T2 T2

li en résulte que le temps de relaxation effectif T2' est plus court que T2 ce qui contribue à

accélérer la disparition des composantes transversales de l'aimantation nucléaire.

1.2. Interaction avec un champ local fluctuant

Comme nous l'avons mentionné précédemment, l'existence de la relaxation de spin est

justifiée par la présence de petits champs locaux (notés b(t)) dépendants du temps et agissant

sur les différents spins considérés. Les propriétés de ces champs locaux proviennent de la

nature aléatoire des mouvements moléculaires. Leur cohérence peut être évaluée au moyen

d'une fonction de corrélation:

b(t)b(O) équation 1.4

Cette fonction reflète les propriétés de mémoire des champs locaux, elle est nulle si le champ

local à l'instant t ne se "souvient" pas de ce qu'il était à l'instant zéro. On définit alors la

densité spectrale qui quantifie l'efficacité en terme de relaxation de la quantité b(t)b(O) à la

fréquence v =OJ/271. Elle correspond à la transformée de Fourier de la fonction de

corrélation:

+00

] (ro) = fb-(-t)b-(O-) exp(- iox )dt
o

équation 1.5

Les paramètres de relaxation de spin s'exprimeront sous la forme d'une combinaison linéaire

de densités spectrales. Très souvent, b(t)b(O) peut s'écrire sous la forme b2 e-tiTc où rc est un

temps de corrélation associé à la réorientation moléculaire (temps nécessaire à une

réorientation moléculaire de un radian). La transformée de Fourier de cette fonction conduit

dans ce cas à une fonction lorentzienne du type b2 r c /(1 +air;).

10
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TI nous faut maintenant exprimer les paramètres d'autorelaxation Tl et T2 en fonction

de ces densités spectrales. L'équation de départ est celle qui gouverne l'évolution d'un

moment magnétique {L soumis à un champ local b

d{L - b--- = YJ.1 /\
dt

équation 1.6

A l'aide de calculs fondés sur la méthode des perturbations dépendant du temps (voir Canet et

al., 2002), on aboutit à l'équation de l'aimantation nucléaire Mz (en ayant remarqué que

Mlt)= J1z (t), moyenne sur tout l'échantillon) :

équation 1.7

qui n'est autre que la première équation de Bloch (équation 1.1) à condition d'identifier ur1 à

la quantité en facteur de -(Mz-Mo). A l'aide d'une approche similaire pour les composantes

transversales de l'aimantation nucléaire, on obtient:

(RI )champs aléatoires = (1/1; )champs aléatoires =f2]champs aléatoires (Cùo) équation 1.8

(R2 )Champs aléatoires = (11 T2 )Champs aléatoires =f[]champs aléatoires((00)+ ]champs aléatoires (0)]

équation 1.9

TI est à noter que les situations qui relèvent strictement du mécanisme dit de "champs

aléatoires" sont les interactions dipolaires et les interactions de spin-rotation.

1.3. Relaxation par anisotropie du déplacement chimique

Désignons par X, Y, Z les axes du repère du laboratoire et supposons qu'une molécule

soit soumise à un champ magnétique Bo orienté selon l'axe Z. Au niveau moléculaire, ce

champ affecte les électrons de telle manière que le nuage électronique local peut apporter un

effet perturbateur qui se traduit au niveau du noyau par une valeur du champ légèrement

différente de Bo . Par conséquent, un noyau donné ressent un champ magnétique effectif noté

Bejf possédant trois composantes:
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Beff - BX -aXZ 0

B;ff =ayzBO

Bt = (1- azz)Bo

LES MECANISMES DE RELAXATION [)të: SPIN

équation 1.10

où le terme (1- 0 zz) est purement formel et traduit la faible intensité de l'effet d'écran, Bt
restant la composante majeure de Beff. Ceci peut être réécrit sous forme matricielle:

ou bien Beff(k) = ~ - a k)Bo

a ZY

équation 1.11

équation 1.12

où ! est le tenseur unitaire et cr k le tenseur d'écran du noyau k considéré dont l'expression est

donnée par:

équation 1.13

Ainsi, l'effet d'écran implique neuf coefficients qUI constituent un tenseur de rang deux

associé à une matrice 3 x 3. Les éléments de ce tenseur fluctuent en fonction du temps en

raison des mouvements moléculaires, ses composantes dépendent en effet de l'orientation du

tenseur csa par rapport au repère du laboratoire. Le mécanisme csa est donc actif pour la

relaxation de la même manière que les champs locaux décrits précédemment. On peut ainsi

définir une nouvelle densité spectrale :

_t<>o _

lcsa (00) = fa zz (t)azz (O)exp(- iax )dt
o

Des calculs semblables au paragraphe 1.2 mèneront à :

équation 1.14
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(R, tA 11; t" =y' B~ (~)J~, (<00)

(R, L =(IIT, )<ro =y' B~ [(~ )J~,(<00)+ J~, (0)]

équation 1.15

équation 1.16

Les densités spectrales lcsa (00) peuvent être réécrites en fonction du tenseur d'écran exprimé

dans le repère de ses axes principaux (repère moléculaire pour lequel le tenseur est diagonal).

Dans ce repère et selon les notations usuelles, les quantités suivantes sont définies (Mason,

1993) :

~O =0zz - (0 xx +Oyy)j2

7] =(3/2 )(0 yy - 0xx)j~o

(avec laxxl ~ layyl ~ lazzi)·

(anisotropie)

(asymétrie)

équation 1.17

équation 1.18

Ces quantités caractérisent le tenseur d'écran d'un noyau. Trois situations peuvent être

envisagées. La plus générale correspond à un tenseur d'écran ne possédant pas de symétrie

(0 xx *- 0 yy *- 0 zz); la seconde correspond à un tenseur de symétrie axiale (0 xx = 0 yy)' dans ce

cas l'asymétrie 7] est nulle; enfin si 0 xx = 0 yy = 0 zz' l'anisotropie est nulle (cas de noyaux

dans des environnements de symétrie élevée). Dans ce dernier cas, il n'y aura pas de

contribution à la relaxation.

Les nouvelles équations obtenues dans ce repère sont alors:

(R,L= 1~0BoY(Ao"Y(I+ 1/
3
' )J(%)

(R,tro ~ /5 0BoY(Ao"Y(t+ ~' )[21;0) +J(,;,)]

équation 1.19

équation 1.20

où la densité spectrale normalisée J (m) , qui sera décrite plus précisément au paragraphe 1.4,

ne contient que des informations dynamiques.

13



LES MI:'CANISMES DE I<H,AXATION DE SPIN

En phase liquide, le déplacement chimique isotrope ~iSO est la seule information accessible

directement dans le spectre, elle est reliée à l'effet d'écran par la relation:

équation 1.21

où les différents termes rencontrés ont la signification suivante : aiso =.!. (axx + a yy + azz) et
3

a~~ est le terme isotrope d'un composé de référence (généralement le tétraméthylsilane TMS

dans des études en proton et carbone-13).

1.4. Densités spectrales normalisées

Pour évaluer une fonction de corrélation, il est préférable de passer du repère du

laboratoire au repère moléculaire (Canet, 1996; Canet et Mutzenhardt, 2000; Canet et al.,

2002). L'objectif est ici de séparer les propriétés structurales (qui correspondent au repère

moléculaire) des propriétés dynamiques (contenues dans la fonction reliant le repère du

laboratoire au repère moléculaire). Ceci est facilement réalisé si l'interaction considérée est

représentée par une direction unique dans le repère moléculaire (on parlera alors de vecteur de

relaxation). C'est le cas lorsque la réorientation moléculaire est isotrope ou si le tenseur

d'interaction est de symétrie axiale (le vecteur de relaxation correspond alors à l'axe de

symétrie du tenseur). Alors 1(00) peut être exprimée en fonction d'une densité spectrale

normalisée notée J :

+00" _

J(m) =41t fY2°(8(t)) Y2°(8(0)) e-im1dt équation 1.22

où 8 est l'angle entre le vecteur de relaxation et la direction du champ BQ, et l'harmonique

sphérique de rang deux y20 (8) a la forme y20 (8) = .JS/16n(3cos28 -1).

Dans le cas d'une réorientation isotrope décrite par un unique temps de corrélation Tc, on

obtient: équation 1.23
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Ainsi, lorsqu'on traite de vecteurs de relaxation bien définis, on peut écrire les densités

spectrales sous la forme:

J(oo) = K'K''jrr'(m) équation 1.24

pour lesquelles nous avons introduit: i) les facteurs d'échelle K' et K" associés aux différents

mécanismes de relaxation r et r', et ii) les densités spectrales normalisées J rr' (m) obtenues par

----::-------::-----:--
la transformée de Fourier de l'équation 1.22 (J rr'(m) =41t fY20 (e' (t)) y20 (e"(O)) e-iUXdt ).

Nous pouvons définir dès à présent les facteurs d'échelle:

Dans le cas de l'interaction dipolaire entre deux noyaux A et X (le vecteur de relaxation est

alors le vecteur formé par les deux dipôles magnétiques de A et de X):

équation 1.25

rAX étant la distance internucléaire, les autres symboles ayant leur signification habituelle.

Pour le mécanisme lié à l'anisotropie de déplacement chimique du noyau X et dans le cas d'un

tenseur de symétrie axiale (o;cr = 0 yy) (le vecteur de relaxation est l'axe principal du tenseur

de déplacement chimique):

équation 1.26

où ~o est l'anisotropie du tenseur d'écran définie par ~(j = (j~ - (j~ = (j~ - (j~ (cf. équation

1.17), pour un tenseur de symétrie axiale dont l'axe principal est selon la direction z.

L'expression des densités spectrales n'est pas umque, elle dépend entre autres de la

réorientation de la molécule considérée. Nous décrirons plus précisément les différents
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modèles de mouvement que peut subir une molécule, et donc la forme de la densité spectrale

normalisée correspondant à chaque cas, dans le paragraphe 3.2.

1.5. Relaxation dans les systèmes couplés - Equations de Redfield

Dés que le système de spin comporte plus de deux états, les composantes de

l'aimantation macroscopique s'avèrent insuffisantes pour appréhender complètement son

évolution et on doit alors se tourner vers la mécanique quantique. L'outil adapté à une telle

situation est l'opérateur-densité. Soient la) et la') deux états de spin, l'élément oaa,de

l'opérateur-densité est défini par

équation 1.27

où ca et ca' sont les probabilités de trouver le système de spms dans l'état 1a) ou 1a')

respectivement (* : conjugué complexe), et la barre se référant comme à l'accoutumée à une

moyenne sur l'ensemble des systèmes constituant l'échantillon. L'élément diagonal a aa n'est

autre que la population Pa du niveau d'énergie Ea et est donc associé à

l'aimantation longitudinale:

Pa=oaa équation 1.28

L'élément hors-diagonal oaa' est appelé cohérence. En effet, à l'équilibre, il n'y a aucune

relation de phase entre la) et la'), indiquant ainsi que oaa' est nul. L'évolution de la matrice

densité obéit aux équations de Redfield (Redfield, 1965) :

équation 1.29

Le premier terme qui dépend de (ma - ma') correspond à la précession (ma et ma' représentent

l'énergie des états la) et la') exprimée en rad.s- I
) tandis que le deuxième terme concerne

exclusivement les phénomènes de relaxation (R correspond à la matrice de relaxation). La

quantité Raa'bb' n'est différente de zéro que si
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équation 1.30

Les conséquences immédiates de la condition précédente peuvent s'énoncer comme suit.

dO aa ""R--=~ aabb(J'bb
dt b

Cette équation peut se réécrire:

dPa ="" W P.
dt ~ ab b

équation 1.31

équation 1.32

avec Wab =Raabb , qui n'est autre que la probabilité d'une transition, induite par relaxation entre

les états la) et la'), Comme la condition 1.30 fait que l'évolution d'un élément diagonal de la

matrice densité ne fait intervenir que des éléments diagonaux (voir équation 1.31), il s'ensuit

qu'il n'existe aucun lien entre la relaxation longitudinale (éléments diagonaux) et la relaxation

transversale (éléments hors-diagonaux).

Ryl~'!tiQI.!JU!.llS'yY!§.'!J~

Considérons une transition entre 1a) et 1a') correspondant à un pic isolé dans le spectre

RMN, l'élément correspond de la matrice densité évolue selon:

do aa' r,( ) R ]--=I.l lüa -lüa' + aa'aa' a aa'
dt

équation 1.33

ce qui correspond à une largeur de raie égale à Raa 'aa.f1t (si les inhomogénéités du champ Ba

sont négligeables).
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Ryl~<!tiQI.!lQQgLtlIgi,!<!I~_(r_!I.!t~sJ~~Jte_Q~~Y!J2<-_~im~

D'après la figure 1.2, il apparaît que:

(In oc (~-P3)+(P2-P4)

(I:)oc (~-P2)+(P3 -P4)

4

1

équation 1.34

figure 1.2 diagramme d'énergie d'un système AX. Les flèches pleines correspondent aux transitions à un
quantum, et les flèches en pointillés aux transitions à zéro quantum (ZQ) et deux quanta (DQ).

Le calcul de d (1: ) / dt et d(1: ) / dt fait donc appel à toutes les probabilités de transitions, à

zéro quantum (ZQ, pulsation COA-ffiX), à un quantum (lQ, pulsations ffiA et ffix) et à deux

quanta (DQ, pulsation ffiA+COX). Les équations de Solomon (Solomon, 1955) résultent de tels

calculs:

dl: = _RA (1 A _ 1A ) _ a(l x _ 1x )
dt 1 z eq z eq

dl: = _Rx (l x _ 1x ) _ a(l A _ 1A )
dt 1 z eq Z eq

équation 1.35

RIA et RIx sont les vitesses d'autorelaxation. Elles peuvent être exprimées de la façon

suivante:

RA=(R A\ +(RA\
1 1 Jdipolaire 1 Jautres

équation 1.36
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avec (Rt )diPotaire = (K:X
') [6J (mA +mx ) +3J(mA) + J (mA - mx )]

Â\ Â\ Â\
DQ 1Q ZQ

K AX
( d étant défini au paragraphe 1.4)

équation 1.37

La vitesse de relaxation a représente le couplage entre les aimantations longitudinales de A et

de X, on parle alors de relaxation croisée, et elle ne dépend que d'une interaction

dipolaire entre A et X:

a=(K:X') [6J(mA+mX)-J(mA-mx )]
Â\ Â\

DQ ZQ

équation 1.38

Du fait de la condition 1.30, il n'existe pas de terme de relaxation croisée transversale.

En revanche, on peut évaluer, selon les mêmes méthodes, la contribution dipolaire à la vitesse

de relaxation transversale:

équation 1.39

1.6. L'effet Overhauser nucléaire

Nous considérons ici deux spins, notés A et X, couplés de manière dipolaire et dont

l'évolution de l'aimantation ne peut plus être traitée individuellement (voir le paragraphe

précédent). En effet, toute modification de l'aimantation de A entraîne une perturbation de

l'aimantation de X et réciproquement, ceci par relaxation croisée. Lorsque ce couplage a pour

origine une interaction entre moments magnétiques associés aux moments de spin, on ne peut

parler en toute rigueur de couplage entre aimantations; il s'agit en fait de couplage entre

polarisations, celles-ci ne dépendant que de la valeur des moments magnétiques et ne faisant

pas intervenir, contrairement aux aimantations macroscopiques, les populations des niveaux

d'énergie (au sens de la statistique de Boltzmann). Par abus de langage, nous continuerons à

utiliser le terme aimantation, sachant que les quantités 1: et 1: utilisées ci-dessous ne se

réfèrent pas simplement aux opérateurs de spin mais aux polarisations. Par conséquent, dans

les équations de Solomon (Solomon, 1955) (équation 1.35) qui décrivent l'évolution des

19



LES MECANrSMGS Dh RhLAXATfON DE SPIN

polarisations (aimantations) longitudinales, 1: et 1: devraient être multipliés par les

rapports gyromagnétiques de A et de X, respectivement. En fait, cette incohérence de notation

disparaît en incluant implicitement le rapport gyromagnétique dans la polarisation à

l'équilibre.

Comme décrit dans le paragraphe précédent, la vitesse de relaxation croisée tire son origine de

l'interaction dipolaire entre les deux noyaux A et X, modulée par les mouvements

moléculaires. Cette contribution présente un intérêt non négligeable dans le sens où elle varie

en fonction de la proximité spatiale des deux noyaux considérés et plus précisément en

t/(r 3
)

2
(r représente la distance intemucléaire entre A et X, et ( ) la moyenne sur les

niveaux de vibration). Ce phénomène est appelé effet Overhauser nucléaire (eOn) (voir par

exemple l'ouvrage de Neuhaus et Williamson, 1989), il est à l'origine des spectroscopies de

corrélation par relaxation croisée: NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) (Jeener

et al., 1979) pour les cas homonucléaires et HOESY (Heteronuclear Overhauser Effect

SpectroscopY) (Rinaldi, 1983; Yu et Levy, 1983) dans les cas hétéronucléaires. TI s'agit là

d'un des moyens d'investigation intéressants pour parvenir à des renseignements d'ordre

géométrique ou dynamique dans des molécules de toute taille.

1.7. Interférence entre mécanismes de relaxation

Dans le paragraphe précédent, nous avons abordé le cas de deux spms pouvant

interagir par l'intermédiaire d'un mécanisme de relaxation donné (on parle alors de fonctions

d'auto-corrélation). Parallèlement, ils peuvent également mettre en jeu deux mécanismes de

relaxation différents, ce qui est le cas si l'anisotropie de déplacement chimique d'un spin X est

corrélée (du point de vue des mouvements des tenseurs considérés) avec l'interaction

dipolaire entre les deux noyaux A et X (on parle alors de fonctions de corrélation croisée).

Pour rendre compte de ce nouvel effet, il est nécessaire d'introduire un nouveau mode

d'aimantation constitué du produit d'opérateurs 21: 1: (Werbelow et Grant, 1975; Elbayed et

Canet, 1989; Canet, 1996) communément appelé ordre longitudinal. Précédemment, nous

avons considéré uniquement les quantités 1: et 1: pour deux raisons: i) l'ordre longitudinal

désigné par 21:1: est impossible à observer directement puisque sa valeur à l'équilibre

thermique est nulle; ainsi, il conserve cette valeur jusqu'à ce qu'il soit créé par une séquence

d'impulsions appropriée ou par relaxation de spin. ii) 21 zX 1: ne pourra être observé

(indirectement) que si il existe un chemin de couplage scalaire entre A et X. iii) 21:1: n'est
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pas couplé par relaxation aux modes d'aimantation 1: et 1: si le tenseur de déplacement

chimique de A ou de X est isotrope ou si son anisotropie est trop faible.

En revanche, si l'anisotropie de déplacement chimique (Chemical Shift Anisotropy ou csa en

anglais) devient non négligeable, celle-ci donne naissance à un phénomène de relaxation qui,

évidemment, contribue à l'autorelaxation, mais pourra également interférer avec le mécanisme

de relaxation dipolaire. Il en résulte un terme de relaxation supplémentaire qui corrèle l'ordre

longitudinal et les deux autres modes d'aimantation. Par conséquent, les équations de

Solomon doivent être étendues et exprimées de la façon suivante:

:t l z
x =_RIX (1: - le~ )- (JAX (1: - le~ )-1]zCSA(X),diP(AX) (21:1:)

:/: =-Rt (1: - 1e~ )- (JAX (1: - 1e~ )-1]zCSA(A),dip(AX) (21:1: ) équation 1.40

:t (21:1:)= _RI
AX (21:1: )-1]zCSA(X),diP(AX) (1: - le~ )-1]zCSA(A),diP(AX) (1: - 1~)

où le terme RI
AX représente la vitesse de relaxation propre de l'ordre longitudinal et les termes

1]zCSA(i),dip(AX) (où i = A ou X ) représentent les vitesses de corrélation croisée longitudinale qui

caractérisent l'interaction entre le mécanisme csa lié à l'anisotropie de déplacement chimique

du noyau i considéré et le mécanisme dipolaire entre A et X représenté par le vecteur de

relaxation AX.

Ce terme d'interférence prend la forme donnée ci-après (Goldman, 1984):

6 KAX K X ]-CC(OJ
x

)
1]z =-.J3 d csa équation 1.41

On retrouve bien évidemment les amplitudes des deux mécanismes de relaxation, csa ( K:'a)

et dipolaire (K;X). Quant à la densité spectrale normalisée Jcc (OJx ) (cc pour corrélation

croisée), elle doit être évaluée en prenant en compte la corrélation de réorientation des deux

vecteurs de relaxation, le vecteur joignant les deux noyaux A et X et l'axe de symétrie du

tenseur d'écran du noyau X lorsqu'il existe (ou les axes principaux de ce tenseur dans le cas le

plus général). Ce point sera traité plus en détail dans le paragraphe 3.2.
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En ce qui concerne la relaxation transversale, le terme de corrélation croisée csa-dipolaire

prend la forme (Goldman, 1984):

équation 1.42

De la même manière que la relaxation croisée, la corrélation croisée nous fournira des

informations dynamiques et structurales auxquelles s'ajouteront des informations sur le

tenseur d'écran.

1.8. Les phénomènes d'échange

La relaxation peut également être induite par les phénomènes d'échange (chimique ou

conformationnel). En fait, ces phénomènes représentent un mécanisme efficace pour la

relaxation transversale et ils ont lieu sur une large gamme de temps: de la nanoseconde

jusqu'à plusieurs secondes (Günther, 1994; Canet et al., 2002; Wang et Palmer III, 2003).

Imaginons une réaction où un noyau ne reste pas dans un site magnétique déterminé, mais

peut s'échanger entre deux (ou plusieurs) sites:

Le transfert d'aimantation entre les différents sites nucléaires est défini par deux temps

moyens de résidence (rA et rB) d'un noyau dans le site A et le site B. La vitesse d'échange

sera notée:

1
kex = kA + kB = - équation 1.43

rex

1 1
avec kA =- et kB =-

rA rB
équation 1.44

On notera également PA et PB les populations relatives des deux sites A et B respectivement.

P =~ et P - kB

A k B k
ex ex

équation 1.45
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TI existe plusieurs régimes d'échange en fonction de la valeur de la vitesse d'échange (kex) par

rapport à la différence des fréquences de résonance entre les sites A et B (notée ~(ù) :

kex » ~{ù

kex - ~{ù

kex « ~{ù

échange rapide

échange intermédiaire

échange lent

En supposant que l'on puisse faire varier la vitesse de cet échange (dans la pratique, on joue

sur des paramètres physiques et chimiques tels que température, pH, concentration ... ),

l'observation expérimentale des spectres RMN (figure 1.3) sera la suivante:

en l'absence d'échange entre A et B, chaque raie garde son individualité.

en échange lent, les deux raies gardent leur individualité aux fréquences VA et VB mais

s'élargissent.

si la vitesse d'échange augmente, on obtient un cas limite (coalescence) où les deux

raies se confondent en une raie large unique à la fréquence moyenne PA VA + PBVB.

pour une vitesse d'échange plus rapide, cette raie unique s'affine.

0>
"0
"15.
~
(/)
~

Ci
0>
Cl
C
Ol.c
()

-0>

coalescence

A___x ~ ::~:.,
~~~-- IIr-SOOs·1

~ l/r=200s-'

----------------- l/r= 90 s,'

~lIr-60,,·'

figure 1.3 Spectres de RMN théoriques d'un processus d'échange entre les sites A et B en fonction de la
vitesse d'échange Tex (repris du livre de Canet et al., 2002). ~V =20Hz, PA=PB=0.5.
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équation 1.46

S.C.O. - U.H.P. NANCY 1
BIBLIOTHÈQUE DES SCIENCES

Rue du Jardin Botanique

54600 VILLERS-LES-NANCY

Les phénomènes d'échange sont responsables de l'augmentation de la relaxation transversale

observée:

où la contribution de relaxation due à l'échange peut s'écrire (Sandstrom, 1982) :

équation 1.47

meff exprime l'amplitude du champ radiofréquence utilisé pour maintenir l'aimantation du

noyau d'intérêt dans le plan (x,y) pendant les mesures (par exemple lors d'une mesure par un

train d'impulsions CPMG pour la relaxation transversale, voir paragraphe 2.2).

Comme le montre l'équation 1.47, le terme d'échange R~x est, par l'intermédiaire de (~m)2,

fonction du carré du champ magnétique statique utilisé lors des mesures. TI sera également

fonction de la façon dont on mesure le paramètre de relaxation transversale par l'intermédiaire

du facteur meff (voir par exemple l'étude des paramètres de relaxation de la protéine p13MTCPl

au paragraphe 3.3.2). Pour plus de détails sur l'échange, le lecteur pourra se réferer à l'article

de Wang et Palmer (2003) qui décrit l'art et la manière de mesurer ces phénomènes dans les

protéines.

1.9. Résumé

Les paramètres de relaxation que nous allons étudier dans ce travail sont les vitesses

d'autorelaxation longitudinale RI et transversale R2 de l'azote-15, la vitesse de relaxation

croisée O"NH et les termes de corrélation croisée csaesN)-dipolaireeH1sN) longitudinale llz et

transversale llx,y dans des protéines marquées. Comme décrit précédemment, ces vitesses

proviennent majoritairement des mécanismes dipolaires et csa (chemical shift anisotropy).

Elles peuvent être décrites en terme de densités spectrales normalisées d'auto-corrélation (les

deux mécanismes intervenant sont alors identiques, les densités spectrales sont Jdip (m) pour

le mécanisme dipolaire et Jcsa(m) pour le mécanisme csa) et de corrélation croisée (en nous

limitant ici à la corrélation croisée csa(lSN)-dipolaire(l H1SN) pour laquelle on notera J cc (m)

la densité spectrale normalisée).
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D'après les calculs menés précédemment, les équations des paramètres de relaxation pour un

système NH sont:

équation 1.48

+ R;x + inhomogénéités

6 KNH KN ]-CC(OJ
N

)
1]z =-.J3 d csa

avec les facteurs d'échelle:

équation 1.49

équation 1.50

équation 1.51

équation 1.52

équation 1.53

On peut remarquer que R2 et llx,y comportent une densité spectrale à la fréquence zéro qui sera

prépondérante si les mouvements moléculaires sont lents, comme c'est le cas dans les

macromolécules. On ne peut alors pas appliquer les conditions du rétrécissement extrême

(OJ'lc « 1, les densités spectrales, et donc les paramètres de relaxation, seraient indépendants

du champ Ba). Dans la suite de l'exposé nous allons exploiter cette dépendance des vitesses

de relaxation en fonction du champ, pour décrire la dynamique des protéines en solution. La

figure 1.4 présente ainsi évolution.
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figure 1.4 Evolution des vitesses de relaxation avec la valeur du champ Ho (représenté par la fréquence de
résonance du proton en MHz). Les paramètres sont calculés avec les équations 1.44 à 1.49. La densité
spectrale utilisée correspond à un simple modèle isotrope avec 'tc=4ns. On a fait abstraction de toute
contribution d'échange dans R2•

On peut ainsi remarquer que RI et llx,y sont les paramètres les plus sensibles à la variation de

la valeur du champ magnétique dans la gamme que nous allons étudier (entre 400 et

6üüMHz).

NB: Dans cette introduction, nous nous sommes limités à exposer les paramètres de

relaxation utiles pour la suite du manuscrit. Il existe d'autres variétés de termes de relaxation

que nous n'avons pas décrites ici.
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Chapitre 2

Nouvelles méthodes pour la mesure du

terme de corrélation croisée csa-dipolaire

dans les protéines
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2. Nouvelles méthodes pour la mesure du terme de corrélation croisée csa

dipolaire dans les protéines

Dans le prerruer chapitre, nous avons essayé d'apporter une description

phénoménologique de la relaxation de spin. Nous avons constaté que la relaxation des

systèmes de spins était gouvernée par différents paramètres et que ces systèmes évoluaient

d'une manière clairement définie par le biais des équations de Solomon. ous allons

maintenant montrer qu'il est possible d'isoler et mesurer les paramètres de relaxation via des

séquences impulsionnelles appropriées et nous nous attacherons plus particulièrement à la

description de ces séquences.

Après une présentation du système de spm que nous avons à étudier et qui concerne

précisément les protéines en solution, nous exposerons les différentes méthodes utilisées pour

mesurer la relaxation (autorelaxations longitudinale RI et transversale Rz, et relaxation croisée

cr) dans les macromolécules marquées. Enfin, nous présenterons les techniques que nous

avons mises au point pour mesurer le terme d'interférence entre les mécanismes csa(15N) et

dipolaire( 15N 1H).

2.1. Le système de spins I H_15 N dans les protéines

D'un point de vue physico-chimique, une protéine est un polymère qui peut adopter

une structure tridimensionnelle définie, résultant de l'existence de nombreuses et faibles

interactions non covalentes. Ces macromolécules biologiques sont constituées d'un

enchaînement d'acides aminés pour lesquels on utilise la nomenclature des atomes indiquée

sur la figure 2.1.

figure 2.1 Nomenclature des atomes constituant l'enchaînement des acides aminés dans une protéine.
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Ce travail porte sur l'étude de la relaxation de l'isotope 15 de l'azote dans les protéines

ctSN), et plus précisément des noyaux [SN constituant le squelette. L'une des principales

difficultés provient de la faible amplitude du rapport gyromagnétique 'YN de ce noyau qui

entraîne des problèmes de sensibilité dans les mesures. Pour y remédier, on utilise des

protéines uniformément enrichies en azote-15 et la plupart des séquences d'impulsions

utilisées commencent par un bloc INEPT (lnsensitive Nuclei Enhanced by Polarization

Transfer) (Morris et Freeman, 1979) qui permet un transfert de la polarisation du proton IH

vers les noyaux X peu sensibles (ici 1sN) pour autant qu'il existe un couplage scalaire entre

eux. Ce bloc est schématisé sur la figure 2.2.

(n/2)x (n)x (n/2)y

H JL-__1
_/
4
_
J_-----JI 1_/4_J_---JI _

X----------------IH

figure 2.2 Sous-séquence INEPT (Morris et Freeman, 1979).

La première impulsion à 90° sur le proton amène l'aimantation dans le plan de mesure. Celle

ci évolue ensuite selon la constante de couplage JXH pendant un temps 2x(l/(4JXH))

=l/(2JXH): on obtient ainsi un doublet antiphase sur le noyau H. Les deux impulsions

centrales et simultanées à 180° permettent i) de laisser évoluer les deux branches du doublet

sous l'effet du couplage, ii) de refocaliser le déplacement chimique en proton. Les deux

impulsions finales à 90° permettent de transférer la configuration antiphase du proton en une

configuration antiphase sur le noyau X, mais ici affectée de la polarisation du proton (facteur

'}1J); le gain en intensité est ainsi égal à '}1J/rx.
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figure 2.3 Evolution des cohérences durant la sous-séquence INEPT et spectres 13C de l'acide formique
(Canet et al., 2002). (a) spectre normal; (b) spectre INEPT.

Dans la séquence INEPT simple, on ne peut pas appliquer de découplage pendant

l'acquisition. En effet, les deux branches du doublet antiphase s'annihileraient mutuellement.

li convient donc dans un deuxième temps d'appliquer une nouvelle séquence de refocalisation

qui permet au doublet antiphase de retrouver une configuration en phase, comme le montre la

figure suivante:

(rr/2)x (rr)x (rr/2)y (rr)x

HJ 1I4J 1 1I4J
1

1I4J 1 1/4J
dec

(rr)x (rr/2)x (rr)x

X

figure 2.4 Sous-séquence" INEPT refocalisé".
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Ceci permet un découplage protonique sans hypothéquer le gain de sensibilité du au transfert

de cohérence. On perd dans ce cas la contribution propre du noyau X (qui peut également être

éliminée par cyclage de phase).

Les expériences hétéronucléaires de corrélation sont basées sur des sous-séquences INEPT et

retro-INEPT qui assurent respectivement le transfert de polarisation du proton vers l'azote

15, et son retour de l'azote 15 vers le proton qui est détecté. On parle alors de détection

inverse. De façon générale, la sensibilité d'une expérience de RMN est proportionnelle au

cube du rapport gyromagnétique r. Le transfert INEPT revient à travailler avec l'aimantation

du proton (excitation initiale, mais aussi détection) donc avec un gain de ('}1-/'YNi - 1000 par

rapport à une mesure directe du spectre de l' azote-15. La valeur de la constante de couplage

1 1 H N 'SN
utilisée est une valeur moyenne obtenue sur tous les acides aminés: J - =91Hz.

Ainsi, l'expérience HSQC (Heteronuclear Simple Quantum Correlation) (Bodenhausen et

Ruben, 1980) constitue l'ossature des expériences hétéronucléaires que nous avons

développées. Elle permet de visualiser les corrélations scalaires entre lH et 15N. Cette

expérience a connu de nombreuses modifications et améliorations, la figure 2.5 présente une

version couramment utilisée.

x x xy x x x y x x X

1I4J 1/4J 1I4J 1/4J 1/4J 1/4J 6. 6. t2
IH

(1)

x <PI <P2 X X <P3 x

15N~ 1 ~t] 6.

1
dec

1
(2)

:80% 8%

G il 1

figure 2.5 Schéma de la séquence d'impulsions HSQC (Palmer ID et al., 1991; Kay et al., 1992a; Scheuler
et al., 1993). Les traits verticaux représentent les impulsions radiofréquence: les traits fins correspondent
à des impulsions à 90°, et les traits épais à des impulsions à 180°. tt est le temps incrémentable qui permet
le marquage en déplacement chimique de l'azote-15, la modulation est obtenue par une procédure écho
antiécho (Davis et al., 1992; Boyd et al., 1992; Tolman et al., 1992). G correspond aux impulsions de
gradient de champ statique. Le cyclage de phase utilisé est: <f>l=(X -x), <f>2=(X X -x -x), <f>3=(y y -y 
y), acqu=(x -x -x x). Le découplage est de type GARP (Shaka et al., 1985).

La première sous-séquence INEPT permet le transfert de polarisation; après une période

d'évolution permettant le marquage en déplacement de l'azote (fI, qui est incrémenté lors
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d'une série de mesures pour satisfaire aux conditions d'une expérience à deux dimensions), la

seconde sous-séquence INEPT transmet cette information vers le proton (rétro-INEPT).

L'impulsion longue (typiquement 1ms) appliquée selon x dans le premier INEPT constitue

une purge efficace (grâce à l'inhomogénéité du champ radio-fréquence) vis-à-vis de la

composante selon y de toute aimantation protonique. Une autre solution consiste à inclure une

impulsion de gradient entre les impulsions radiofréquence (1) et (2), ceci permet d'éliminer

tout artefact provenant d'une aimantation parasite, non couplée au spin hétéronucléaire

considéré (Bax et Pochapsky, 1992). La séquence d'impulsion présentée ici (figure 2.5) est

"améliorée" ou "enhanced" en anglais (Cavanagh et al., 1991; Palmer III et al., 1991; Palmer

III et al., 1994), c'est-à-dire que les deux composantes de l'aimantation transversale de l'azote

(selon l'axe x, et selon l'axe y) sont transférées sur le proton pour une meilleure sensibilité

(Preservation of Equivalent Pathways, gain par un facteur .fi). L'utilisation de la séquence

HSQC est illustrée par l'exemple de la figure 2.6.
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figure 2.6 Spectre HSQC l H.J5N de l'ubiquitine à 600MHz et 300K (concentration 1.4mM). Nombre
d'accumulations :16, nombre de "dummy scans" (qui ne sont pas enregistrés) : 4, temps de répétition: 2s,
largeurs spectrales :14ppmx30ppm, nombre de points: 2048x256. Les étiquettes des taches indiquent les
résidus correspondants, l'absence d'étiquette correspond à des taches de NH ou NH2 appartenant aux
chaînes latérales de certains résidus.
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Un problème inhérent à la RMN des biomolécules est l'élimination du signal des

protons de l'eau. En effet, les macromolécules biologiques sont conservées dans de l'eau

légère et ne peuvent être diluées totalement dans l'eau lourde (D20) en raison de l'échange

des protons amides. On utilise généralement un mélange 95%H20-5%D20. La concentration

des protons de l'eau est de 111M alors que la concentration des protons de la macromolécule

est typiquement de 1-2mM. Ainsi, le pic de solvant est environ 105 fois plus intense que les

pics des protons de la biomolécule; ceci entraîne des problèmes de dynamique au niveau de la

numérisation du signal. Cette forte concentration en protons est également à l'origine des

phénomènes dits de radiation damping (Bloembergen et Pound, 1954; Abragam, 1961). La

technique la plus simple pour atténuer le pic du solvant est la présaturation (Hare, 1989;

Guéron et al., 1991). Cette technique est très simple à mettre en œuvre et très efficace, mais

les signaux proches du pic du solvant sont touchés et des transferts d'aimantation entre soluté

et solvant peuvent apparaître. D'autre part, les pics des protons amides en échange avec les

protons de l'eau disparaissent également. Une autre technique très utilisée est la séquence

watergate (WATER suppression by GrAdient Tailored Excitation) (Piotto et al., 1992; Sklenar

et al., 1993; Saudek et al., 1994) (schématisée sur la figure 2.7).

<Pl <P3 <P3 <P3 <P4 <P4 <P4

ct ct ct ct ct

A
P3 P9 PI9 PI9 P9 P3

G2,20%

G

figure 2.7 Sous-séquence WATERGATE. G correspond aux impulsions de gradient de champ statique. P3,
P9 et P19 correspondent à des impulsions d'angle 90°*0.231, 90°*0.692 et 90°*1.462 respectivement. Le
cyclage de phase utilisé est: 'Pl=(X -x), 'P3=(X Xy Y-x -x - y -y), 'P4=(-X -x -y -y x x y y), acqu=(x -x -x x). Voir
le texte pour la signification de d.

La séquence est un écho dans lequel l'impulsion à 180° est encadrée par deux impulsions de

gradient de champ statique. La première impulsion G] défocalise toutes les cohérences, les

impulsions suivantes (p3 à p19, et p19 à p3) correspondent à une séquence binomiale (angles

de basculement 3a, 9a, 19a, 19a, 9a, 3a, avec 26a=1800) (Sklenar et al., 1993). Celle-ci

inverse toutes les résonances, sauf celles situées sur la porteuse et aux positions v=k/(2â) où k

est un entier et d un délai, on choisit généralement d=1I(2 vmax). Ainsi, la seconde impulsion de
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gradient de champ statique G2 refocalise toutes les résonances hormis celles situées sur la

porteuse, c'est-à-dire celle de l'eau.

Une amélioration de la séquence watergate réside dans l'utilisation des techniques dites de

flip-back (Guéron et Plateu, 1982; Grzesiek et Bax, 1993; Dalhuin et al., 1996) qui consistent

à maintenir l'aimantation de l'eau selon z à l'aide d'impulsions sélectives. D'autres

techniques existent mais nous ne les avons pas mises en œuvre (lump Retum (Guéron et

Plateu, 1982), WET (Ogg et al., 1994)... le lecteur trouvera une revue des différentes

techniques dans l'article de Price datant de 1999).

Enfin, la technique utilisée dans les séquences de corrélation IH_15N met en œuvre des

impulsions de gradient de champ statique Bo (Bax et al., 1980; Barker et al., 1985; Davis et

al., 1991; Vuister et al., 1991). Ces impulsions agissent comme des purges permettant

d'éliminer l'aimantation de l'eau du plan de mesure, les autres permettant de sélectionner les

protons directement liés à l' azote-15.

Les séquences utilisées dans ce chapitre utiliseront principalement les méthodes de marquage

par le gradient de champ statique et la technique watergate.

2.2. Mesure des paramètres d'autorelaxation Tl et Tz
La mesure des différents types de relaxation de l'azote-15 dans les protéines

(autorelaxation longitudinale et autorelaxation transversale) a été largement détaillée dans la

littérature (Peng et al, 1991a, 1991b; Peng et Wagner, 1992a, 1992b; Kay et al., 1989; Barbato

et al., 1992). Les séquences d'impulsions sont basées sur la séquence HSQC décrite

précédemment. Comme schématisée sur la figure 2.8, la séquence INEPT permet un transfert

de polarisation du proton vers l'azote-15, l'aimantation est ensuite préparée dans l'état dont

on désire mesurer la relaxation, un délai variable (appelé temps de mélange) permet de suivre

son évolution temporelle, l'aimantation est ensuite marquée en déplacement chimique, puis

remontée sur le proton grâce à un retro-INEPT. On opère donc par détection inverse de façon

à avoir une sensibilité optimale. Les résonances indésirables sont éliminées à l'aide de

l'arsenal classique du spectroscopiste (impulsions de gradient de champ Bo, purges, cyclage

de phase).
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figure 2.8 Schématisation d'une mesure de relaxation (autorelaxation longitudinale ou transversale) dans
les protéines.

Les séquences d'impulsions rruses en œuvre pour les mesures d'autorelaxation de

l'azote-15 sont représentées sur la figure 2.9. Les mesures permettant d'atteindre le temps de

relaxation longitudinale TI sont basées sur la méthode d'inversion-récupération (VoId et a1.,

1968) ; celles concernant la relaxation transversale T2 utilisent un train d'impulsions de type

CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) (Carr et Purcell, 1954; Meiboom et Gill, 1958).
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figure 2.9 Séquences permettant la mesure des temps de relaxation (a)longitudinale (TI) et (b)transversale
(T2) du noyau 'SN. Les traits verticaux représentent les impulsions radiofréquence: les fins correspondent
à des impulsions à 90°, et les épais à des impulsions à 180°. t l est le temps incrémentable qui permet le
marquage en déplacement chimique de l'azote-15 (modulation echo/antiecho (Davis et al., 1992; Boyd et
al., 1992; Tolman et al., 1992». G correspond aux impulsions de gradient de champ statique: G 1=50%,
G2=30%, G3=80%, G4=16.2% (G~G4=YH/2YN)' Le cyclage de phase utilisé est: <PI=(X x x X -x -x -x -x),
<P2={y -y), <P3=(X X-x -x) , <P4=('y .y y y), acqu=(x -x -x x -x x x -x) (pour la mesure de T.), et <PI=(X -x), <P2=(X
Xy Y-x -x -y -y), acqu=(x -x -x x) (pour la mesure de T2). J=91Hz. "C est le temps de mélange. Le découplage
est de type GARP (Shaka et al., 1985). Voir le texte pour la signification des différentes étapes 1 à 7.

Les impulsions appliquées au proton durant les temps de mélange 't permettent de s'affranchir

des effets indésirables dus à la corrélation croisée (Palmer III et al., 1991). Les étapes

essentielles de l'expérience (mesure de TI ou de T2) sont les suivantes:

étape 1 : création d'un doublet antiphase protonique puis d'un ordre longitudinal 2HzNz.

étape 2 : première suppression du pic des protons non liés à l'azote-15 par défocalisation

au moyen du gradient G/.
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étape 3 : transfert de polarisation de 1H vers ISN et retour de l'aimantation ISN en phase.

étape 4 : mesure de TI: évolution de l'aimantation longitudinale ISN selon TIN

(inversion) et défocalisation de l'aimantation du solvant au moyen du gradient G2.

mesure de T2 : évolution de l'aimantation transversale ISN selon T2 (CPMG).

étape 5 : retour de l'aimantation ISN dans le plan de mesure (si nécessaire, c'est-à-dire dans

le cas de la mesure du TI), marquage du déplacement chimique en ISN (pendant t1) et passage

en configuration antiphase. L'impulsion protonique à 1800 (centrée sur l'intervalle tl)

découple le proton de l'azote-15 mais intervient également comme dans une séquence INEPT

pour permettre la formation d'un doublet antiphase sur l'azote au début de l'étape 6. Les deux

impulsions de gradient G3 permettent le marquage de l'aimantation de l'azote-15 ; appliquées

d'une expérience à l'autre avec des polarités opposées, elles permettent une détection en

mode écho-antiécho (Davis et al., 1992; Boyd et al., 1992; Tolman et al., 1992).

étape 6: transfert des configurations antiphase NyHz et NxHz vers le proton avant

refocalisation et détection ("sensitivity enhancement" (Cavanagh et al., 1991; Palmer III et al.,

1991; Palmer III et al., 1994)).

étape 7 : lecture (refocalisation) des cohérences précédemment marquées par les gradients

G3 et défocalisation finale des cohérences indésirables au moyen de G4=2G3(YNIYH) (cf annexe

A2.2).

On peut faire remarquer que le cyclage de phase utilisé dans la mesure du temps de

relaxation longitudinale TI permet de transférer l'aimantation selon +z ou -z au début du

temps de mélange (figure 2.10), ainsi la différence de ces deux expériences permet d'obtenir

une évolution du signal en fonction de 't qui décroît jusqu'à zéro (Freeman et Hill, 1971): on

peut alors ajuster les données expérimentales avec seulement deux paramètres (au lieu de trois

classiquement) : Mo et TI, M('t)=Moe-'t!TI.

(a)
z

e

(b)
z

(c)

....
figure 2.10 Schéma de l'évolution de l'aimantation au cours de la mesure du temps de relaxation
longitudinale TI' (a) L'aimantation est selon +z (-yHNz) et tend vers la valeur d'équilibre (yNNz). (b)
L'aimantation est selon ·Z (yHNz) et tend vers la valeur d'équilibre (yNNz). (c) La différence de ces deux
expériences conduit à une évolution de l'aimantation de la forme M(t)=Moe-tffl qui tend vers zéro.
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Pour chaque mesure, TI ou T2, il est nécessaire d'enregistrer une série d'expériences

bidimensionnelles avec des temps de mélange 't variables. L'évolution mono-exponentielle

des intensités en fonction de ces délais permet d'extraire les vitesses de relaxation

longitudinale RI=1rr( ou transversale R2=1rr2.

2.3. Mesure de l'effet Overhauser nucléaire

2J-:10-M~~..\!r~J~J~~~iffil~_cl1!.fi!ç.t~!lr_e.QQ

Comme rappelé dans le chapitre 1, dans le cas de systèmes à plusieurs spins, d'autres

phénomènes peuvent intervenir: il s'agit de la relaxation croisée (la vitesse de relaxation

associée est notée cr). Ce terme traduit l'influence des autres noyaux sur le noyau étudié:

toute modification de l'aimantation de A entraîne une modification de l'aimantation de X. Cet

effet est connu sous le nom d'effet Overhauser nucléaire (eGn) (voir par exemple l'ouvrage

de Neuhaus et Williamson, 1989), il est le reflet des couplages dipolaires qui ne sont pas

visibles directement en RMN liquide en raison de l'annulation de leur moyenne temporelle du

fait de la réorientation rapide des molécules (voir chap.1). Le retour à l'équilibre de

l'aimantation des spins couplés par cet effet a alors lieu de façon multiexponentionelle, ceci

est décrit analytiquement par les équations différentielles de Salomon (Solomon, 1955). Dans

le cas d'un système de deux spins notés A et X:

dIA
_z =_RA (1 A _ 1A ) _ cr(1 x _ 1x )
dt 1 z eq z eq

(équation 2.1)

avec Ieq valeur de l'aimantation à l'équilibre

RI vitesse de relaxation longitudinale (RI =_1_ )
1;

cr vitesse de relaxation croisée entre A et X

Les aimantations des deux spins, ici l'azote (SN et le proton (RN qui lui est directement

lié, interagissent donc par l'intermédiaire de leurs couplages dipolaires. Les protons \RN

peuvent être saturés (c'est-à-dire H; (t) =0, '\it), on observe alors un transfert de polarisation

du proton vers l'azote-15, celui-ci étant fonction de la vitesse de relaxation croisée cr.

L'efficacité de ce transfert peut être mesuré en réalisant deux expériences (schématisées sur la

figure 2.11) : l'une consiste à mesurer l'intensité des pics sans saturation des protons et sert de

39



NOUVELLES METHODES POUR LA MESURE DU TERME DE COHRELATION CROISEE DANS LES PI<OTEINE:S

référence, l'autre permet de mesurer leur intensité sous l'effet d'une saturation des protons.

Dans la pratique et pour les biomolécules, celle-ci est réalisée grâce à une succession

d'impulsions à 120°, séparées par des temps morts (Kay et al., 1989; Barbato et al., 1992).

Cette saturation permet d'éviter les problèmes d'échauffement de l'échantillon (Markley et

al., 1971).

(120)x"" y <Pz x x y x x X

1/4J 1/4J 1/4J 1/4J

Mr- -n

<PI X <P3 X <P4 X

G------

15N ----'l:I /1 I"MWJ'-- I garp 1

G, iG2
--------------""'-'-----

figure 2.11 Séquences de mesure des vitesses de relaxation croisée aNH. Les traits verticaux représentent
les impulsions radiofréquence: les fins correspondent à des impulsions à 90°, et les épais à des impulsions à
180°. tt est le temps incrémentable qui permet le marquage en déplacement chimique de l'azote-15
(modulation echo/antiecho (Davis et al., 1992; Boyd et al., 1992; Tolman et al., 1992)). G correspond aux
impulsions de gradient de champ statique: Gt=50%, G2=80%, G3=16.2%. Le cyclage de phase utilisé est:
</>t=(Y -y), </>2=( XX-x -x), </>3=(X X-x -x), </>4=(-y -y Yy), acqu=(x -x -x x -x x x -x). J=91Hz. Le découplage est
de type GARP (Shaka et al., 1985).

L'effet Overhauser est quantifié par la quantité NOE, qui, pour chaque résidu de la protéine,

est calculée avec l'équation:

avec 10 intensité d'une tache de corrélation dans le spectre de référence

1 intensité de cette tache pour une expérience avec saturation
(équation 2.2)

(voir la figure 2.12)
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figure 2.12 Expériences de eOn hétéronuc1éaire avec (a) et sans (b) saturation des protons. Les pics positifs
sont en bleu et les négatifs en rouge.

Dans le cas des systèmes 'H- 15N, le facteur NOE est inférieur à l, négatif, ou même nul (voir

la figure 2.12) en raison du rapport gyromagnétique négatif de l'azote-15, et de la valeur du

rapport cr/ R,N (équation 2.3). Lors de la mesure, le proton est saturé (1 '! (t) =0 'dt), et si l'on

N

considère qu'un état stationnaire est atteint (dIz =0), les équations de Solomon (équation 2.1)
dt

pour le noyau 15N deviennent simplement:

0= -R ~ (I~al - I~) + crI~q
IN
~=l+~~=NOE < 1
I~ R~®--

<0

(équation 2.3)

On notera que cette expérience est nettement moins sensible que celles utilisées pour

la mesure des temps d'autorelaxation TI et T2, car le transfert de polarisation initial (du proton

vers l'azote-15), réalisé par le bloc INEPT, ne peut évidemment pas être mis en oeuvre.

2)~2~_~py__~D!~ti~~_g~ __~~~~t~_Q~_1~_[~~~Ù9D_SJ91~ey __Y@_)Ê_S9~J9~

Q~ticiif~1l!Ï.91t Q~1~e_QD

Du fait de la saturation non sélective des protons, la contribution du proton amide à la

relaxation croisée ne peut pas être isolée de celle des autres protons dans l'expérience

classique. En effet la structure de la protéine nous montre la présence de nombreux protons

autour d'un azote donné (en plus du proton amide): les protons 'Ha portés par le carbone

voisin, et également ceux des chaînes latérales R. La structure secondaire (hélices a, feuillets
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~ ... ) met également en contact un noyau N donné avec des protons de résidus assez éloignés.

Ainsi, la vitesse de relaxation croisée, que nous qualifierons de globale, peut s'écrire:

autre
a=a{N-HN }+ La {N- H~utre }

(équation 2.4)

Différentes composantes entrent donc en jeu dans la

valeur de la relaxation croisée, et la mesure classique

ne permet pas de dire quelle est leur part respective.

Par exemple, l'ubiquitine, protéine comptant 76 acides aminés soit 1231 atomes, contient près

de 630 protons. En moyenne, 24 protons se trouvent à moins de 5Â d'un noyau azote donné.

Notre objectif initial était de séparer les différentes composantes (i.e. pour chaque

proton) de la relaxation croisée entre les protons et un azote donné dans les protéines. Le

laboratoire possède une expertise dans ce domaine mais concernant les molécules organiques

(Mutzenhardt et al., 1998). Nous désirions étendre et adapter la méthodologie aux protéines.

Pour ceci, nous avons utilisé une méthode impulsionnelle qui consiste à perturber le système

puis à le laisser évoluer pendant une durée appelée temps de mélange avant de l'enregistrer

(cf mesure des paramètres de relaxation propre TI et T2, §2.2). L'aimantation est ensuite

marquée en déplacement chimique selon l' azote-15, puis est convertie en un état observable

protonique afin d'obtenir des cartes bidimensionnelles. L'évolution de l'aimantation suivant

la valeur du temps de mélange conduit à une courbe d'édification (build-up en anglais).

La figure 2.13 présente les blocs (temps de mélange à acquisition) que nous avons utilisés

dans toutes nos expériences: ils correspondent à l'observation d'un phénomène de relaxation

évoluant durant le temps de mélange et qui est converti en une aimantation observable en

proton (mesure inverse), ces blocs sont adaptés à l'observation d'une protéine marquée en

azote-15.
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figure 2.13 Schéma général des séquences utilisées dans la mesure de l'eOn de l'ubiquitine. Les traits fins
représentent des impulsions à 90° et les traits épais représentent des impulsions à 180°. Les annotations
sur les impulsions de gradient signifient: (amplitude, durée d'impulsion). J=91Hz, ~=500JlS' Le cyclage de
phase est tel que: <Pl= (y,-y), <P2= (x,x,y,y,-x,-x,-y,-y), et acqu=(x,-x,-x,x). Les gradients représentés en gris
clair sont utilisés ici pour détruire les aimantations transversales non souhaitées, les autres permettent de
sélectionner les chemins de cohérence (rapport des longueurs d'impulsions correspondant au rapport des
rapports gyromagnétiques). L'amplitude de ces derniers permet de sélectionner uniquement l'aimantation
des protons directement liés à l'azote-15.

Nous avons utilisé trois préparations différentes: 1.) inversion de tous les protons de la

protéine, 2.) inversion sélective des protons amides (HN
), 3.) inversion sélective des protons

non amides (Hautre). Pour les inversions sélectives, on utilise des filtres X de type BIRD

(Bilinear Rotation DecoupLing) (Garbow et al., 1982; Bax, 1983; Furo et al., 1995; Vincent et

al., 1996; Mutzenhardt et Bodenhausen, 1998): ces filtres, schématisés sur la figure 2.14, sont

basés sur la valeur de la constante de couplage 1JI
H

N_15 (91Hz), ils permettent de différencier

les protons amides 'HN de la protéine (c'est-à-dire ceux directement liés à un noyau 15N) des

autres protons 'Hautre.

(n/2), (1t), (1t/2)~

1 1/2J 1 1/2J LI

H
---.J _

(1t),

_------'1'-------
figure 2.14 Séquence BIRD (Bilinear Rotation Decoupling).
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La figure 2.15 détaille cet élément de séquence en terme d'opérateurs et permet de visualiser

leur évolution. La première impulsion à 90° sur le noyau IH amène l'aimantation dans le plan

de mesure. Celle-ci évolue ensuite selon la constante de couplage J H pendant un temps

1/(2J) : on obtient ainsi un doublet antiphase pour les noyaux IHN représenté par l'opérateur

2 I~N I~. L'impulsion centrale à 180° permet de refocaliser les effets de déplacement

chimique. L'aimantation correspondant aux protons amides est refocalisée selon l'axe y, alors

que celle correspondant aux protons non amides est refocalisée selon l'axe -y. La dernière

impulsion à 90° sur Je proton permet ainsi d'inverser J'aimantation des protons amides, et de

rétablir celle des protons non amides selon +z (figure 2.15, <p=x).

H~ultre H'!

évolution de
l"aimantation des
protons amides

H~

1112J

2 H: N z cose+2 H.~N~ sine

-2H.~Nz cose+2H;N~sine

l'I2J
H~

1"2J

l'l2J

Hau1re
y

_ Rature
y

H
alltre Ll Hal/Ire . Ll
Y cosu+ x SInu

Hal/Ire Ll H alltre . Ll
- Y COSu+ x SInu

/
x

'---------...,.....------./

évolution de
l"aimantation des

protons non amide

figure 2.15 Evolution de l'aimantation des protons amides (couplés par 'J à l'azote-15) et non amides (non
couplé à l'azote-15) lors de la séquence BIRD.

Un simple changement de Ja phase <p permet de réaliser l'opération inverse, c'est-à-dire

d'inverser l'aimantation des protons non amides, et de conserver celle des protons amides

selon +z. TI est à noter que pour chacun de ces filtres, nous avons utilisé une sorte de
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basculement-retour ("flip-back") appliquée sur la résonance de l'eau au moyen d'une

impulsion sélective. Celle-ci est ajustée pour que l'angle de basculement total de

l'aimantation de l'eau soit de 0 ou 3600
• Le but recherché est de maintenir l'aimantation des

protons de l'eau à sa position d'équilibre, ceci ayant deux effets: i) une meilleure élimination

du signal de l'eau dans le spectre, ii) une minimisation des phénomènes de relaxation eau

soluté.

La figure 2.16 présente une comparaison des différentes préparations utilisées.

l
H

---J(O] _
Inversion de tous les protons

{
H~(O) = -H:

H:utre (0) =_H:tre

NzCO)=Neq

15N------------
Etat de l'aimantation de l'eau:

(180)xsel+(180)x=(360)x
~ aimantation selon z

Etat de l'aimantation de l'eau :
(90)x+(180)x+(90)x=(360)x
~ aimantation selon z

Inversion sélective des protons amides

{
H~(O)= -H:

H:
utre

(0) =H:
tre

Nz(O)=Neq

xxx

IH -_....L- .a.-_

x x

15N_I-----JL

Inversion sélective des protons non amides

{
H~ (0) =H:

H:utre (0) = _H:tre

Nz(O)=Neq

Etat de l'aimantation de l'eau :
(180)xsel+(90)x+(180)x+(90)-x=(360h
~ aimantation selon z

figure 2.16 préparations utilisées dans la mesure des eOns de l'ubiquitine: présentation des conditions
initiales obtenues ('t = Os) pour chaque aimantation du système (l'indice eq désigne les aimantations à
l'équilibre).
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La résolution analytique des équations de Solomon pour un système à deux spins (équation

2.1) nous permet de simuler le comportement de l'aimantation durant de telles expériences

(voir annexe 2.1). La figure 2.17 présente un exemple typique. il s'agit d'un système à deux

spins N et H pour lequel on a inversé l'aimantation du proton: l'aimantation de ce dernier

évolue vers son état d'équilibre selon le terme de relaxation propre R1
H

, l'aimantation de

l'azote subit une perte d'intensité en raison du terme de relaxation croisée 0NH puis revient

vers son état d'équilibre selon le terme de relaxation propre R,N.

courbes d'évolution des aimantations l H et 15N lors de l'inversion des
protons amides (système à 2 spins)

1.00

1.400

--lz(N)/Ieq(N)

--lz(H)/Ieq(H)

1.200

, retour vers l'équilibre de
l'aimantation de 'sN:
évolution selon R1(N)

1.0000.400 0.600 0.800

temps de mélange(s)

~ inversion du proton:
é\olution selon R,(H)

0.80

0.60

0.40

-0.60

-0.40

-1.00

-0.80

0.20
c
CI>';:j 000 +----f-r---.--.c...c..:.-'-'-----r-'-'---é--,---------r---,--------,---

- o.
-0.20

figure 2.17 Simulation des courbes attendues après inversion du proton amide pour un système NU.

Paramètres utilisés dans la simulation: Rf = 3s- l
, Rr = 4s- l

, aNH= 0.3s- 1 (valeurs typiques pour une

protéine moyenne à Bo=9.4T).

Dans notre cas, le système est composé de trois spins N, H et Hautre. En effet,

l'ensemble des protons voisins d'un noyau azote-15 donné (autres que le proton amide) a été

modélisé par un proton fictif unique H
autre

. Le retour à l'équilibre des aimantations de ce

système est gouverné par les équations de Solomon généralisées (Solomon, 1955) :

dNz _ RN(N(t) N ) (HN(t) H N ) (H:/lllre(t)_Heaqurre)--:it -- 1 z - eq - 0 N-H N : - eq - 0 N-H"U'" :

dHau,re

Z (N (t) N ) ( H ~ (t)- He~1 ) - R1
H

"''''' ( H:aurre (t)- HeaqUlre )=-0 N_H"Uf" Z - eq - 0 HN _HfI"'" ~" _
dt
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avec Ieq la valeur de l'aimantation à l'équilibre, RI la vitesse de relaxation

longitudinale (RI = _1_), et a la vitesse de relaxation croisée.
1;

Les courbes d'édification de l'aimantation de l' azote-15 peuvent être exploitées en première

approximation par l'étude de leur comportement initial. Ceci permettrait de limiter le nombre

d'expériences bidimensionnelles à réaliser. En considérant un temps t Ct) suffisamment petit,

(
dI

N

Jon peut développer: I~ (t)= I~ (t = 0) + t d:
1...,0

(équation 2.6)

(développement limité au premier ordre)

En reprenant l'exemple précédent, c'est-à-dire en inversant le proton dans un système N-H,

l'état initial des aimantations est:

{
I~(O)=I~

I~(O)=-I~

soit

ainsi I~ (t) = 1 + 2a ..Y.!L t (équation 2.7) ceci avec ..Y.!L =-9.87 et pour un temps t court.
I~ YN YN

On constate donc que la mesure de la pente à l'origine des courbes permet de remonter à la

valeur de la vitesse de relaxation croisée 0 Nil •

Nous avons dans un premier temps réalisé les expériences correspondant aux trois

préparations possibles de manière unidimensionnelle afin de suivre l'évolution globale de

l'ensemble des protons dans un échantillon d'ubiquitine. Pour ce faire, nous avons utilisé les

séquences précédentes en version unidimensionnelles (ceci correspond à avoir un tl constant

égal à 0). Les courbes obtenues sont présentées sur la figure 2.18.
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figure 2.18 Résultat global à 400 et à 600MHz. Le nombre d'accumulations est de 128 à 400MHz et de 96 à
600MHz, le temps d'attente étant de Ss. 21 temps de mélange ont été utilisés de 2ms à Ss.

Nous avons pu vérifier que la somme des courbes correspondant aux inversions sélectives

(protons amides et autres, en rose et violet sur la figure 2.18) conduit à la courbe

expérimentale correspondant à l'inversion non sélective (en bleu sur la figure 2.18). Ceci

démontre i) la validité des mesures sélectives, ii) l'effet négligeable de phénomènes parasites

durant les filtres (relaxation, imperfections des impulsions ... )

En utilisant la démarche développée précédemment, nous avons dans un prerruer temps

supposé que les pentes à l'origine des trois courbes correspondaient à

2( (j _H N +(j N-H'""C )(yH/YN) (pour l'inversion globale),

sélective des tH ), et 2a _H autIC (yH/y ) (pour l'inversion sélective des IHautre) (développement

limité au premier ordre, voir (équation 2.7)). On remarque, et ceci est déjà visible sur les

courbes de la figure 2.18, que la somme des pentes initiales des courbes sélectives ne

correspond pas à 2( aN_H N +a _H aulrc )(yH/y ), pente de la courbe non sélective (les pentes

initiales conduisent à une valeur de la relaxation croisée a _H au,," trop élevées qui ne peuvent

correspondre à un cas réel). Ainsi, l'exploitation de l'ensemble de ces courbes ne peut pas être

réalisée au premier ordre. Néanmoins, la pente initiale obtenue pour la courbe correspondant à

l'inversion de tous les protons conduit à une valeur similaire à celle obtenue par la méthode

classique (mesure de l'état quasi-stationnaire).

Nous nous sommes donc intéressés aux phénomènes de diffusion de spin, i.e. au terme

de relaxation croisée proton-proton, que l'on suppose jouer ici un rôle important (figure 2.19).

En effet (j N autIC a une valeur assez élevée et est de sioune négatif en raison de la densité
H -H

spectrale à fréquence nulle j (0) qui intervient dans son expression mathématique (voir chap

1).
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figure 2.19 Visualisation des différents termes de relaxation croisée dans la protéine.

L'évaluation théorique des vitesses de relaxation nous montre que l'on peut, dans ce système,

négliger la vitesse de relaxation croisée cr _H au,,, (3% de la relaxation croisée globale), les

équations de Solomon pour notre système peuvent donc en première approximation être

réduites à :

dH~ H N N
(N (t) N ) R (H (t) H ) 0 (Hal/Ire (t)- H{l/ure)---;;;- =-0 N-HN Z - eq - 1 ~ - eq - H N_Ham" ~ eq (équation 2.8)

dHauLre
_--"z_ =_0 (H N(t)- H N) _RH'"'''' (Hal/Ire (t)- Hal/Ire)

dt HN-H"'"'' ~ eq 1 ~ eq

Les simulations utilisant la résolution analytique de ces équations montrent également

l'importance du terme de relaxation croisée proton-proton crHN_Hau,rc (figure 2.20).

NzlNeq avec oIH.H}",O.o'

11 --------------------------------
NzINeq avec a{H-H)~7,8'"

1.1 ---------------------------------

05 -------------------------------- Q5

o. ~------------------------

li"
~ 0.7 ---------------------l-:~::;:::~ :o~~~ees 1

-Inversion non amides

0.9

g
~07
z

- inversion totale

- inversion amides

- inversion non amides

3.51.5 2 2.5
lm (5)

0.5

0.3+--~-~-~~-~-~-~--~~

o35'5 25

tm (5)

05
03+---~-~-~--_-~-~-~-~

o

Sans relaxation croisée proton-proton Avec relaxation croisée proton-proton

figure 2.20 Simulation des courbes d'édification: importance du paramètre (jHN _Ham'" Elles ont été

, l' , t'I' l 'd 1 . • RN 28.1 R HN 83.1 RH"m" 10.1rea Isees en u lIsant es parametres e re axatlOn sUIvants: 1 = . s, 1 =. S, 1 = s,

(j N =O.13s· l
, (j am" =OS·I, et (j Na",,, =0 ou -7.8s·1 (valeurs typiques à 9.4T pour une petite protéine

N-H N-H H -H

telle que l'ubiquitine).
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ous avons ainsi exploité nos résultats à 400 et à 600MHz en incluant la diffusion de spin, et

ceci selon différents schémas. Nous avons tout d'abord ajusté les paramètres des équations de

Solomon (équation 2.8) en utilisant la totalité des courbes d'édification obtenues dans les

expériences unidimensionnelles (trois courbes expérimentales pour chaque valeur du champ

magnétique). Pour cette résolution, nous avons fixé les valeurs de R~ mesurées par ailleurs,

et réalisé un programme de simulation (logiciel Matlab (Hanselman et Littlefield, 2000)). Les

résultats figurent dans le tableau 2.1.

400MHz 6üüMHz
R,N (S-I) * 2.8 2.0

R,H
N

(S-I):j: 5.2

R
J

H"'"'' (S-I):j: 3.8

oN-H N (S-I) 0.13 0.06

oN-I1""'" (S-I) 0.01 0.00

o HN _I1"'"'' (S-I):j: -3.4

tableau 2.1 résultats de l'ajustement des courbes globales d'édification: * paramètres mesurés par
ailleurs, t paramètres considérés comme invariants par rapport à la fréquence de mesure.

L'application de cette stratégie de mesure en utilisant des cartes bidimensionnelles (pour

obtenir une mesure résidu par résidu) est rédhibitoire en temps d'expérimentation, sauf si l'on

se limite à l'étude du comportement initial. On s'est donc intéressé à optimiser le traitement

du comportement initial des courbes d'édification. Un développement limité, ici au deuxième

ordre, permet ainsi de mettre en évidence l'importance des termes de relaxation du proton,

l'expression analytique (équation 2.7) se transforme en :

(dN) t
2 (d 2NJNzCt)=NzCO)+t -_: + - ~ donc :

dt 1=0 2 dt 1=0

N eq

J (
H al/Ire (0) JI]}1 +0" :-1

I1 N -11"''''' H ;~lIre

(éQuation 2.9)
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Ce développement peut être linéarisé. En désignant les inconnues par XI=cr N-H N ' par

les équations matricielles suivantes:

(équation 2.10)

avec

matrice A(m,3)

matrice Y(m,l)
données expérimentales

Ainsi: A X= y <=> AtA X= AtY

Soit X = (AtAr' AtA X

= (AtAr l AtY le système surdéterminé est ainsi résolu par la méthode des

(équation 2.11) moindres carrés linéaires.

On applique ce traitement jusqu'à une valeur du temps de mélange (t) égale à 100ms pour

respecter l'hypothèse du comportement initial, ceci correspond à ne retenir que les cinq

premiers points de chaque courbe, les résultats figurent dans le tableau ci-dessous.

400MHz 600MHz
Rt (S-I) * 2.8 2.0

RtN
(S-I) t 5.3

o N-H N (S-I) 0.17 0.06
( -1) t -3.4o HN_HaU/f' S

tableau 2.2 Résultat de l'analyse du comportement initial des courbes globales d'édification (* paramètres
mesurés par ailleurs, *paramètres considérés comme invariants par rapport à la fréquence de mesure).
On retrouve des valeurs similaires à celles résultant d'un traitement complet des courbes (cf tableau 2.1).

L'exploitation du comportement initial est validée par le fait que nous retrouvons les mêmes

résultats que ceux obtenus en considérant l'ensemble des courbes. On peut donc envisager

d'appliquer ce traitement à des expériences bidimensionnelles pour obtenir les paramètres de

relaxation résidu par résidu.

Tous ces traitements montrent que la relaxation du proton apparaît comme un élément très

important dans les courbes d'édification de l'aimantation de 15N : elle intervient non
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seulement par le terme de relaxation croisée entre protons cr HN_H'uUC , mais aussi par le terme de

relaxation propre R ~N • Les traitements utilisant un développement limité au premier ordre

(pente à l'origine) et ceux utilisant un développement limité au deuxième ordre donnent des

résultats tout à fait comparables à la mesure classique en ce qui concerne l'obtention du

paramètre de relaxation croisée crN-H N • Cependant, le traitement au deuxième ordre permet

d'accéder à des paramètres de relaxation supplémentaires (notamment protoniques).

Ces divers traitements nous ont permis d'obtenir des paramètres de relaxation moyens sur

l'ensemble des résidus de l'ubiquitine. Néanmoins, la précision sur les termes de relaxation

protonique n'est pas satisfaisante si l'on ne considère que le comportement à l'origine. Ceci

provient certainement du manque de précision des expériences à des faibles temps de

mélange. Le traitement complet est évidemment très fiable et fournit des résultats concrets.

Nous avons dans un deuxième temps construit les courbes d'édification pour chaque

résidu à 600MHz en réalisant ces expériences de manière bidimensionnelle. Les mesures ont

été enregistrées pour S temps de mélange (2ms, 2Sms, SOms, 7Sms et 100ms) et ceci à la fois

pour l'inversion de tous les protons et pour l'inversion sélective des protons amides;

l'expérience d'inversion sélective des protons non amides n'a été réalisée qu'à 3 temps de

mélange (2ms, SOms et 100ms). Pour chaque point, nous avons réalisé 32 accumulations avec

un temps d'attente de Ss, et un nombre d'incréments en fI égal à 320. Chaque expérience

durait ainsi environ 16h. Les cartes obtenues manquent beaucoup de sensibilité, notamment

celles concernant l'inversion sélective des protons non amides et nous n'avons pas pu les

inclure dans nos traitements. Les résultats obtenus après traitement sont du bon ordre de

grandeur mais manquent de précision.

Ces expériences montrent la faisabilité des techniques impulsionnelles: elles peuvent être

appliquées afin de déterminer les paramètres de relaxation de chaque résidu d'une protéine, y

compris ceux concernant le proton. TI faut cependant prévoir un temps de mesure assez

important en raison du manque de sensibilité et du nombre de spectres à enregistrer. Ceci est

rédhibitoire si l'on compare cette méthode avec la méthode classique.

Pour conclure, les expériences unidimensionnelles, qui présentent une bonne

sensibilité en raison de la possibilité de procéder à un nombre important d'accumulations, ont

montré qu'elles pouvaient être exploitées de façon fiable par un traitement global (résolution

complète des équations de Solomon). On devrait ainsi pouvoir retrouver non seulement le

S2



NOUVELLI-.S METHODES POUR LA MESURE OU TERME DE CORRELATION CROISEr. DANS LES PROTEINES

terme de relaxation croisée azote-proton cr N-H mesuré classiquement, mais également les

paramètres de relaxation du proton. A cette occasion, nous avons pu démontrer l'effet

dévastateur de la relaxation protonique sur les courbes d'édification de l'aimantation de

l'azote lSN . Celle-ci intervient fortement, même pour des temps de mélange relativement

courts. Cette situation est propre aux macromolécules du fait de leur réorientation lente. Nos

mesures ont montré par ailleurs que la mesure classique de la relaxation croisée (avec et sans

irradiation) permettait d'accéder à une valeur de l'eOn qui n'est pas entachée par la relaxation

croisée proton-proton.

Nous avons essayé d'utiliser le comportement initial des courbes dans le but de restreindre le

nombre d'expériences bidimensionnelles à réaliser. Cette approche est un demi-succès

certainement du au manque de précision des résultats. Les expériences bidimensionnelles dont

nous disposons actuellement ne permettent pas d'appliquer les traitements proposés pour

obtenir des résultats précis. Un nombre d'accumulations plus important permettrait de

résoudre ce problème mais nous oblige à des temps de manipulation de plusieurs jours pour

chaque point (si l'on réalise ces expériences à 400MHz, on doit réaliser au minimum 128

accumulations, ceci correspond à un temps de manipulation d'environ deux jours et demi par

temps de mélange). A plus haut champ la situation est équivalente car l'eOn IH_lSN s'affaiblit

avec le champ. Nous avons renoncé à poursuivre dans cette voie, les disponibilités des

différents spectromètres du laboratoire ne nous permettent pas d'envisager une étude à la fois

complète et précise.

2.4. Mesure de la corrélation croisée csaCsN)-dipolaireCH1sN)

~~~1~~~tp99y§_g~_ID~~~[~~~~!~~§

Depuis la fin des années 90, de nombreuses expériences ont été mises au point pour la

mesure de la corrélation croisée dans les protéines. Comme nous l'avons vu au chapitre 1, ce

paramètre provient de l'interférence entre deux mécanismes de relaxation: ici, nous nous

sommes intéressés à l'interaction entre un mécanisme dipolaire, lié aux noyaux X et H, et un

mécanisme lié à l'anisotropie du tenseur d'écran du noyau X (csa). Cet effet a longtemps été

considéré comme une nuisance qui altère les mesures de relaxation si aucune précaution n'est

prise pour l'éliminer (Boyd et al., 1990; Palmer m et al., 1992; Kay et al., 1992b). Mais la

corrélation croisée apparaît aujourd'hui comme un paramètre de relaxation complémentaire,

qui peut être mesuré avec précision et qui apporte des informations concernant la dynamique,

la structure et les paramètres moléculaires (csa). Les différents types de mesure de la

53



NOUVELLES METHODES POUl. LA MESURE DU TERME DE CORReLATION CROISEJ-. DA"'S LES PROTEI'\ES

corrélation croisée transversale peuvent être classés selon deux méthodologies. La première

consiste à transférer un état A vers un état B par corrélation croisée, et de quantifier

l'efficacité de ce transfert en utilisant une expérience de référence, afin d'atteindre la valeur

du terme d'interférence. La deuxième consiste à suivre l'évolution des branches d'un

multiplet pendant une période d'évolution; leurs comportements différents permettent ensuite

de remonter au terme de corrélation croisée (Goldman, 1984).

Les séquences développées sur le premier principe reposent sur la méthode introduite par

Tjandra et al. en 1996. La mesure permet d'accéder au terme de corrélation croisée

transversale T/x,y entre l'interaction dipolaire NH et le csa de l'azote dans les protéines. Elle est

présentée sur la figure 2.21.

x X <Pl X X X X X

1/4J 1/4J t2

IH
~(1) x x x <P2 X <P3 X ou y (7) x

1 ~ 1 1 11/4J 1/4J t}
1

decISN

\2) (3/ ~4)\5) !6)
G

figure 2.21 Séquence de mesure de la corrélation croisée csa(lsN)_dipctHISN) (Tjandra et al., 1996). Les
traits verticaux représentent les impulsions radiofréquence: les fins correspondent à des impulsions à 90°,
et les épais à des impulsions à 180°. Les impulsions grisées ne sont utilisées que pour l'enregistrement de
l'expérience du schéma A, eUes sont omises pour le schéma B. t l est le temps incrémentable qui permet le
marquage en déplacement chimique de l'azote-15 (modulation states-TPPI (Marion et al., 1989)). G
correspond aux impulsions de gradient de champ statique: Gl=(25%, 2.75ms), G2=(25%, 2ms), G3=(25%,
1ms), G4=(25%, 1.5ms) et Gs=(25%, O.4ms). Le cyclage de phase utilisé est: CPI= (y -y), CP2=(X X-x -x), CP3=(X
XXXYYYY-x -x -x -x -y -y -y -y), acqu=(x -x -x x -x x x -x). 't est le temps de mélange. Les deux impulsions
à faible puissance qui entourent la dernière impulsion en proton ont une longueur de 1ms et
correspondent à des angles de basculement de 90° (watergate). TI est à noter qu'une omission sur le
changement de phase (x ou y) est présente dans l'article initial de Tjandra et al.

Elle consiste en la création d'une configuration antiphase qui fait suite à un transfert INEPT,

puis à laisser évoluer cette configuration pendant le temps de mélange 't. TI se forme alors

deux sortes de cohérence: l'une en phase (Ny) et l'autre en antiphase (NyHz). Les deux

schémas de la séquence d'impulsions permettent de sélectionner Ny (schéma A) ou NyHz

(schéma B) ; la comparaison de l'intensité de ces deux états permet ensuite de remonter à la
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valeur de la corrélation croisée. La figure 2.22 permet de visualiser l'évolution des différentes

cohérences selon le schéma utilisé.

transfert INEPT
évolution due à la relaxation:

autorelaxation transver<;e À et corrélation

croisée '1\.~. Le'> deux branche,> du doublet
en a/ote ont leur rrorre vite'>'>e de

relaxation À±'1\.~.

2Nyllz

t 1

N N
(N H +--" )e-T(À+llx ..,) + (N H __y )e-T(À-TJx.,.)

y z 2 y z 2(3)

(2)

(1)

N=NyHz (E++ln + _.\' (E+-E-) avec E± = e-rlHTJx.,)
2

SCHEMA A SCHEMA B

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

-NzHy (E++E-) - ~: (E+-E-)

1 élimination de N:H"
~ par le gradient Cl

N v + _
--' (E -E)

2
passage en
configuration
antiphase

NxHz (E+-E-)

marquage en li et
transfert sur le proton

transformation du
doublet antiphase en

configuration en phase

figure 2.22 Evolution des différentes cohérences lors des deux schémas de la séquence de la figure 2.21
(voir numérotation sur cette figure).

Ainsi, le rapport entre les intensités des deux quantités sélectionnées (par le schéma A et le

schéma B) est égal à :

1 E- -E+ e-T(À-I/ ... ,.) _e-T(À+I/.... ,.) eT/I.•." _e-T/I.•. "

~ = - (À ) (À ) - =tanh( T1Jx.y)lB E- +E+ e- r -II",. +e-T +/1"" erl/ .... +e-TI/x.,.
(équation 2.12)
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où 1]x,y correspond à la vitesse de corrélation croisée transversale. L'analyse se lirrùte à des

temps de mélange courts.

Cette méthode a ensuite connu de nombreuses modifications. L'une d'elle consiste à étudier

le comportement initial de l'édification de la configuration en phase Ny à la suite de la

création du doublet antiphase 2NyHz, et d'utiliser une référence à temps de mélange nul

(Tessari et al., 1997a; Tessari et al., 1997b). On obtient alors une évolution linéaire de

l'aimantation en-phase en fonction du temps de mélange. La séquence est ici "enhanced" ou

améliorée (Cavanagh et al., 1991; Palmer III et al., 1991; Palmer III et al., 1994), d'où un gain

de sensibilité. Cette étude peut également être menée au deuxième ordre, ceci aussi bien pour

la mesure de la corrélation croisée transversale que longitudinale (Kover et Batta, 2001). La

méthode initiale a aussi été étendue à la mesure de la corrélation croisée longitudinale

(Kroenke et al., 1998; Kojima et al., 1999).

Une approche plus complète, utilisée pour la mesure de la corrélation croisée longitudinale,

consiste à enregistrer plusieurs observables (notamment la vitesse d'autorelaxation

longitudinale de Iz et l'édification de Iz à partir 2lzHz) et à les ajuster simultanément. Ceci a été

réalisé aussi bien en carbone-13 (Damberg et al., 1999) qu'en azote-15 (Wang et al., 2000).

Les séquences développées sur le deuxième principe reposent sur l'évaluation de la différence

d'évolution entre les deux branches du doublet du noyau affecté d'une importante anisotropie

de déplacement chirrùque. Boisbouvier et al. ont appliqué cette méthode en 1999 pour la

mesure de la corrélation croisée transversale csa(13C)-dipolaire(13C l H) dans des ARN. ils ont

utilisé le filtre S3E développé par Sorensen (Meissner et al., 1997a) qui, placé juste avant

l'acquisition dans une expérience de T2 conventionnelle, permet de suivre séparément chaque

branche du doublet. Récemment, Fushman a également rrùs en œuvre cette technique en

azote-15 (Hall et al, 2003a; Hall et Fushman, 2003b) en utilisant une sélection de type IPAP

(Ottiger et al., 1998), cette méthode nécessitant la soustraction et l'addition de deux spectres

pour isoler l'état de spin désiré (figure 2.23).
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figure 2.23 Spectres illustrant l'utilisation de la méthode IPAP (repris de Hall et al, 2003a) : spectres IP
(in-phase), AP (anti-phase) et spectres simplifiés résultant de la somme et de la différence des deux
précédents. Les contours en traits pleins représentent les pics positifs, et ceux en pointillés les pics négatifs.

L'analyse de la différence d'évolution des deux branches du doublet peut être réalisée de deux

manières. Pour expliquer les deux méthodes, rappelons que pour un signal d'amplitude a, la

largeur à mi-hauteur du pic dans le spectre est égal à l/(7tT;PP), où T;PP est le temps d'auto

relaxation transversale affecté des éventuelles inhomogénéités du champ magnétique statique

et de la corrélation croisée (R?P =11 Tzapp =Rz+R~(inhomogénéités)±1]x,y)' En effet, de

manière traditionnelle, le marquage en déplacement chimique s'effectue en incrémentant un

temps t1 (figure 2.24, A), le signal avant transformée de Fourier contient ainsi un facteur

exponentiel e-I,/Ti"' , et la largeur à mi-hauteur des pics sera différente pour les deux états

composant le doublet (l/(7tTz
a ,app ) pour l'état a de l'autre spin responsable du doublet, et

l/(7tT.{app ) pour l'état [J), de même que leur hauteur (aTrapp et aT.{app respectivement).

Dans ce cas, la relaxation sera mesurée en utilisant l'évolution du volume (et non pas la

hauteur) des pics en fonction du temps de mélange r (le signal est de la forme

j(t)oc ae--rIT2
a
pp e-tIIT;PP e-

Zi1rVl
" il n'est alors pas possible (ou difficilement) de séparer l'évolution

durant tl et t). La seconde méthode permet de mesurer le terme d'interférence par des

mesures d'intensités. TI s'agit d'une méthode à temps constant ("constant-time experiment")

(Bodenhausen et Ernst, 1981; Bodenhausen et Ernst, 1982), le temps de mélange r (ou T sur

figure 2.24) est alors décrémenté avec le temps d'évolution t]. La largeur à mi-hauteur des

deux branches du doublet est ainsi indépendante de la relaxation, mais dépend uniquement de

l'apodisation du signal ou des éventuelles inhomogénéités de champ (figure 2.24, B). Le

terme e--rIT;PP est en effet constant (indépendant de tl) et n'apparaît pas dans la largeur à mi

hauteur de la raie, mais dans sa hauteur (le signal est de la forme j( t) oc a e --r IT;PP e -Zi1rVl,). La

corrélation croisée peut donc être mesurée directement par les différences d'intensité des
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composantes du doublet. Dans ce cas, il n'y a pas d'atténuation du signal durant tJ (ou peu), il

est alors impératif d'utiliser une fenêtre d'apodisation qui amène les données à zéro pour les

grandes valeurs de tJ.

(A) ... ...
s~

1
05'[" ros .'1'['

..

figure 2.24 Evolution des deux composantes d'un doublet (repris de Brutscher, 2000). (A) évolution libre
des cohérences. (B) mode"constant-time".

C'est cette dernière technique qui a été mise à profit dans les expériences de Ghose et al. en

1998 et Hall et al. en 2003. De plus, l'intégration des taches de corrélation est plus précise si

celles-ci sont de largeur égale.

2~~2~1I~~P9~y~1~_DléJbQQ~_d~IQ~~us~_4~1~~9I[~~~9P_Ç~oj~~~lQQg~~gi~~y

ç~'!.lXJ.:giP-QlËir~..c~IJXJ_Q~~é_e_ ~1.!cLa_çQtKb_e_Q~~djfi~llli9.rLQ~ l ~oS9I~ lQQgi.t~Qi~~.

Cette méthode de mesure de la corrélation croisée csa-dipolaire longitudinale est basée

sur les équations de Solomon étendues (Solomon, 1955; Canet, 1989) pour un système à deux

spins H et X:

(équation 2.13)

d(2X zH z ) =-R xH (2X H )-1] (X -X )
dt 1 z z z Z eq

où Hz et Xz sont les aimantations longitudinales respectivement de H et de X, et 2HzXz

est l'ordre longitudinal, nul à l'équilibre. RI correspond à la vitesse de relaxation longitudinale

propre, (J'XH à la relaxation croisée, et 1] z à la corrélation croisée (longitudinale). Comme

1]csa(H),dip est généralement faible (ceci en raison de la faible valeur de l'anisotropie de

déplacement chimique en proton, et de l'expression des termes de corrélation croisée, cf.

§1.7), il peut être négligé et a été ommis dans ces équations,
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D'après ce système, l'ordre longitudinal 2XzHz peut être créé par relaxation, et plus

précisément par corrélation croisée. La vitesse de relaxation associée peut donc être mesurée

simplement en suivant l'évolution de l'ordre longitudinal créé suite à une perturbation du

noyau x.
Le filtre schématisé sur la figure 2.25 (Leclerc et al., 2003) permet de sélectionner

l'ordre longitudinal à l'aide de deux impulsions de gradients de champ statique (avec perte de

la moitié de l'aimantation, cf. annexe 2.2) et de le convertir en doublet antiphase sur le proton.

(nl2)x (n)x
±

tJ. tJ.
H "-(4)

(n/2)x (n)x (nl2)±x

J L1 1 L1
1X,lfl'( JI

(1) (2) (3)

G 1 -G j G2 -G2

G

figure 2.25 Sous-séquence utilisée comme filtre de l'ordre longitudinal. Les gradients utilisés sont tels que
G,/G2=(H/yx. t1 correspond à la somme des temps de montée, de durée et de descente des impulsions de
gradients.

L'aimantation de l'ordre longitudinal est inversée une fois sur deux (avec alternance

du signe de l'acquisition) pour améliorer l'élimination des parents et des autres aimantations

longitudinales (notamment celles créées par relaxation croisée). Les impulsions de gradient de

champ statique sont placées dans des échos afin d'annihiler toute évolution de l'aimantation

liée au déplacement chimique et aux couplages scalaires durant leur application. La figure

2.26 détaille cette sous-séquence en terme d'opérateurs et permet de visualiser leur évolution

(en notant que la moyenne sur tout l'échantillon de cos20 est égale à Y2 et celle de sinOcosO

est nulle, avec 01' angle de défocalisation du à une impulsion de gradient de champ statique,

cf. annexe 2.2).
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(1) Xz Hz 2XzHz

(2) Xy Hz 2XyHz

(3) Xycos () + Xxsin () Hz 2XyHzcos() + 2XxHzsin()

(4) =+= Xzcos()+ Xxsin() Hy =+= 2XzHyeos()+ 2XxHysin()

(5) =+= Xzcos() Hycos() + HxSin() =+= (2XzHycos () + 2XzHxsin ())cos ()
+ (Xxcos () - Xysin ())sin () + 2XxHysin()

acquisition 1

totale
(moyenne sur 6 et sur les

deux pas du cyclage de phase)

figure 2.26 Evolution des différentes composantes longitudinales lors de la sous-séquence schématisée sur
la figure 2.25 (cf numérotation sur cette figure). () est l'angle de défocalisation lié à l'application du
gradient de champ statique.

Dans les séquences que nous avons utilisées, l'ordre longitudinal est créé par

corrélation croisée à la suite de l'inversion de l'aimantation du noyau X. L'évolution de cet

ordre longitudinal est suivie grâce à un temps de mélange, compris entre l'impulsion

d'inversion sur le noyau X et le filtre décrit sur la figure 2.25. Ce principe de création de

l'ordre longitudinal par relaxation n'est évidemment pas nouveau (Jaccard et al., 1987), ce

sont les propriétés du filtre (et son éfficacité) que nous présentons ici.

Nous avons dans un preIIller temps appliqué ce filtre à un échantillon d'acide

méthanoïque enrichi en carbone-13 à 99%. Une sous-séquence [1141 - 1t(H,X) - 1/41] a été

ajoutée avant l'acquisition afin de refocaliser la configuration antiphase, ce qui a ainsi permis

de découpler le proton du carbone-13 et donc d'améliorer la sensibilité de l'expérience.
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figure 2.27 Intensité de l'ordre longitudinal créé par corrélation croisée en fonction du temps de mélange
(en s), obtenu à l'aide du filtre de la figure 2.25 (G1/G2='YH/Yc)' sur un échantillon d'acide méthanoïque
enrichi en 13C à 400MHz. Le nombre d'accumulations est de 16, le temps d'attente étant de 60s. 22 temps
de mélange ont été utilisés de 2ms à 50s.

L'ajustement des résultats expérimentaux obtenus à 9.4T (figure 2.27) a été réalisé en utilisant

toute la matrice de relaxation du système (voir (équation 2.13)). Les paramètres obtenus sont:

Rie =0.107s- l
, Rtl =0.200s- l

, RICH =0.114s- l
, CJcH=0.032s-1et 7]z=0.013s- 1 (tous les paramètres

ayant été ajustés), ce qui est parfaitement en accord avec les mesures réalisées précédemment

(Guenneau, 1999). Cette expérience utilisée comme test du filtre (figure 2.25) est très

concluante, elle nous a permis d'obtenir le terme de corrélation croisée longitudinale de façon

directe. Nous avons ici utilisé toute la courbe d'édification de l'ordre longitudinal (et ainsi

ajusté toute la matrice de relaxation du système), mais il est à noter que la pente initiale de la

courbe nous permet également d'accéder au terme de corrélation croisée (utilisation du

développement limité au premier ordre, cf. paragraphe 2.3.2) : on obtient alors une valeur de

0.0 13s- l
, identique à celle résultant de l'analyse complète.

Nous avons dans un deuxième temps utilisé le filtre de manière à obtenir des cartes

bidimensionnelles. La séquence d'impulsion est présentée sur la figure 2.28, elle correspond à

la séquence utilisée précédemment avec l'insertion d'un temps tl pour le marquage en

déplacement chimique du carbone-l3. L'expérience a été réalisée sur un échantillon de 2,3

naphto-l,3-dioxole, noté nd 11 dans la suite de l'exposé, et représenté sur la figure 2.29

(Walker, 2001).
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x X <P3 X

;}. ;}.
IH

x x X <Pl <Pz

I3cJ /1

1 1
;}. 1 ;}.

1

G3 G, -G I GZ -GZ

G

figure 2.28 Séquence bidimensionnelle de mesure de la corrélation croisée csa(13C)-dipeH13C). Les traits
verticaux représentent les impulsions radiofréquence: les fins correspondent à des impulsions à 900

, et les
épais à des impulsions à 1800

• t1 est le temps incrémentable qui permet le marquage en déplacement
chimique du carbone·13 (modulation states-TPPI (Marion et al., 1989), première impulsion à 7tl2 en 13C).
G correspond aux impulsions de gradient de champ statique: G1=40%, G2=10%, G3=33% pour des
durées de Ims (G1/G2=rH/YC>. Le cydage de phase utilisé est: q>l=(X x x X-x -x -x -x), q>2=(X -x), q>3=(X X-x 
x), acqu=(x -x). 't est le temps de mélange. L'impulsion placée juste avant l'acquisition est une purge
permettant d'éliminer les aimantations résiduelles indésirables. !'1 correspond à la somme des temps de
montée, de durée et de descente des impulsions de gradients.

H

H

H H

o

)ÇH
o

x

H H

figure 2.29 2,3-naphto-l,3-dioxole, appelé ndU.

Les cartes à deux dimensions permettent d'étaler l'information selon la dimension du

carbone-13. Nous avons donc cherché à exploiter cette propriété afin de visualiser des

interactions entre noyaux chimiquement équivalents et non magnétiquement équivalents.

Cette situation apparaît pour des molécules possédant un élément de symétrie comme le nd11

(symétrie CZy) (Walker et al., 2003). La sous-séquence utilisée précédemment (étude de

l'acide méthanoïque) est basé sur la valeur de la seule constante de couplage entre le proton et

le carbone de l'acide méthanoïque. Dans le cas du nd Il, il existe évidemment des valeurs très

différentes des constantes de couplage IH_I3C (par exemple des 1J, zJ et 3J), et on ne peut pas

refocaliser toutes les configurations antiphases simultanément. Nous avons donc supprimé la

sous-séquence de refocalisation du doublet antiphase introduite précédemment (ainsi que le
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découplage du proton durant l'acquisition), il s'ensuit que chaque tache de corrélation

apparaît sous la forme d'un doublet en configuration antiphase. La figure 2.30 correspond à la

carte obtenue avec un temps de mélange égal à Is.

C4 "-MlH, H(,

~ 4
~.

f

" ."

C6

H, J-.j;

" "

C5 H -Jl1;
-t'

r------~ .~
1

5

ppm A
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~ .:105 1,

110

115
~,

~
~
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--------'>
125 _-----J.------- 6
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Il 4
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1
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145 r- 2
150

8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 ppm

figure 2.30 Carte de corrélation permettant la visualisation directe de la corrélation croIsee
csa( 13C)/interaction dipolaireeH- 13C) obtenue sur un échantillon de ndll (figure 2.29) et avec la séquence
d'impulsions de la figure 2.28. La mesure a été réalisée à la température de 300K et à un champ
magnétique de 14.1T (résonance du proton à 600MHz). Nombre d'accumulations: 32, nombre de
"dummy scans" (qui ne sont pas enregistrés): 8, temps de répétition: lOs, largeurs spectrales:
7ppmx72ppm, nombre de points: 2048x128, temps de mélange: 1s. Voir le texte pour la signification des
couleurs utilisées. A droite figurent les coupes obtenues à partir de la carte à deux dimensions et
correspondant aux carbones C6, Cs et C4•

Cette carte fait bien entendu apparaître les corrélations (que l'on appellera directes) entre

proton et carbone-13 proches (ici chimiquement liés). Il s'agit ainsi des taches correspondant

aux couples C3-H3 (superposé à C3' -H3'), Cs-Hs (superposé à Cs' -Hs'), C6-H6 (superposé à

C6'-H6'), et CI-HI. Elles apparaissent en rouge dans le spectre (figure 2.30). Mais il est

intéressant de remarquer également des taches de corrélation entre proton et carbone-13 plus

éloignés (elles apparaissent en bleu dans les spectre). Nous avons donc cherché à justifier

l'apparition de telles taches, ou l'absence de certaines. La molécule ayant été étudiée en
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détails précédemment (Walker, 2001), nous connaissons parfaitement ses propriétés

structurales et dynamiques (temps de corrélation pour un modèle totalement anisotrope: "Cx=
61.5ps, "Cy=22.2ps, "Cz=42.3ps, géométrie de la molécule, valeur et orientation de l'anisotropie

de déplacement chimique de chaque carbone ... ). Nous avons alors pu effectuer des calculs

théoriques de corrélation croisée (programme développé en langage java) à l'aide des

formules présentées au chapitre 1. Les résultats figurent dans le tableau 2.3.

c H (10·2s·l )'Tlcsa(C)-dip(CH)

2 3

2 Y

2

3 l

3 3'

3 5

3 5"

4 5

4 5"

4 3

4 3'

4 6

4 6'

5 5

5 5'

5 6

5 6'

5 3'

6 6

6 6'

6 5

6 5"

13.87

0.30

0.12

0.23

1.56

0.42

2.11

0.30

0.79

0.52

24.98

0.55

0.24

0.31

0.29

39.34

0.89

0.82

0.57

tableau 2.3 Valeurs calculées des termes de corrélation croisée csa(C)/dip(CH) dans la molécule de ndll.
Ces calculs sont basés sur les formules du chapitre 1 (équation 1.41) et avec les paramètres structuraux et
dynamiques précédemment publiés (Walker, 2001; Walker et al., 2002). Ne figurent ici que les valeurs de
corrélation croisée supérieures à 0,1.1O·2s".

Dans ce tableau apparaissent en couleur les corrélations visibles dans le spectre (rouge pour

les corrélations proches et bleu pour les corrélations éloignées). Ceci met bien en évidence
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que le terme de corrélation croisée est non seulement fonction de la distance entre noyaux

(mécanisme dipolaire) et de la valeur de l'anisotropie de déplacement chimique (csa), mais

aussi de l'orientation relative des deux tenseurs concernés. Cette orientation (figure 2.31)

intervient par le facteur li (3cos2
() -1) (() étant l'angle entre la direction du vecteur CH et

l'axe principal du tenseur de déplacement chimique du carbone) qui peut prendre des valeurs

de -0.5 à +1 en passant bien entendu par la valeur zéro (voir chapitre 3).

X
45

'.

x

figure 2.31 Orientation des tenseurs d'anisotropie de déplacement chimique dans la molécule ndll. La
direction z est perpendiculaire au plan de la molécule, et les directions x et y sont représentées par des
flèches sur chaque carbone. (repris de Walker et al., 2002). Les tenseurs d'inertie et de rotation-diffusion
sont confondus pour des raisons de symétrie.

Par ailleurs, on peut faire remarquer que c'est l'existence d'un chemin de couplage scalaire

entre le proton et le carbone-13 considéré qui permet de visualiser les configurations

antiphase dans le spectre. En effet, l'ordre longitudinal 2XzHz créé par corrélation croisée ne

peut être transformé en une observable que s'il existe un couplage J non nul entre les noyaux

X et H. Nous nous en sommes assurés à l'aide d'une expérience HMBC (Heteronuclear

Multiple Bond Correlation) (Bax et Summers, 1986) afin de visualiser les couplages scalaires

entre proton et carbone-13 dans le nd Il (figure 2.32).
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figure 2.32 Spectre HMBe IH_ 13e du ndU à 400MHz et 300K. Nombre d'accumulations: 8, nombre de
"dummy scans" (qui ne sont pas enregistrés): 8, temps de répétition: 2s, largeurs spectrales:
3ppmx70ppm, nombre de points: 4096x256. Voir le texte pour la signification des couleurs utilisées.

La carte de la figure 2.30 devrait faire apparaître les mêmes taches de corrélation que sur la

figure 2.32, mais avec une intensité modulée par la corrélation croisée. Ainsi certaines taches

ont disparu telles que la corrélation entre C3 et HI (même pour une temps de mélange et un

temps d'attente plus longs) parce que le terme de corrélation croisée csa-dipolaire a une

valeur trop faible (0.02.1O-2s-').

D'autre part, l'évolution des taches de corrélation en fonction du temps de mélange 't nous a

permis de remonter à des valeurs du terme de corrélation croisée comparables à celles

mesurées précédemment (Walker, 2(01). Nous avons présenté ici une méthode simple qui

permet de visualiser directement l'existence de corrélation croisée entre carbone et proton.

ous avons ensuite adapté la mesure au cas des protéines. De façon à améliorer la

sensibilité de l'expérience, nous avons implanté un transfert INEPT au début de la séquence

d'impulsions (figure 2.33). La mesure ayant pour objectif d'atteindre la valeur de corrélation

croisée csa-dipolaire entre un azote donné et le proton amide correspondant, nous avons pu

ajouter l'étape de refocalisation ainsi que le découplage azote-15 à la fin de la séquence
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(valeur moyenne IJ H = 91Hz). L'élimination du pic de l'eau a été optimisée par l'insertion

d'un bloc watergate, ainsi que par des impulsions de gradient de champ statique agissant

comme des purges.

x x X <P4 Y watergate

tJ. 1/4J /2

<Pl X

i
X <P2 <P3 X

l:)"4J W LJ/1 't

1
garp

1 G
3 G, G2 G6 G6Gs

yX

1/4J 1/4J

X

G

IH

figure 2.33 Séquences permettant de suivre l'édjfication de l'ordre longitudinal 2NzHz par corrélation
croisée dans les protéines. Les traits verticaux représentent les impulsions radiofréquence: les fins
correspondent à des impulsions à 90°, et les épais à des impulsions à 180°. t l est le temps incrémentable
qui permet le marquage en déplacement chimique de l'azote-15 (modulation states-TPPI (Marion et al.,
1989), phase 'PI). G correspond aux impulsions de gradient de champ statique: GI=40% (1ms), G2=8%
(500J.1S), G3=5% (Ims), G4=20% (Ims), Gs=23% (Ims), G6=33% (1ms). Le cyclage de phase utilisé est:
'PI=(X), 'P2=(X x XX-x -x -x -x), 'P3=(X -x), 'P4=(X X-x -x), acqu=(x -x). J=91Hz. 't est le temps de mélange. Le
découplage est de type GARP (Shaka et al., 1985). /:;. correspond à la somme du temps de montée, de la
longueur et du temps de descente des gradients.
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figure 2.34 Evolution de l'ordre longitudinal créé par corrélation croisée en fonction du temps de mélange,
obtenu à l'aide du filtre de la figure 2.25 (GI/G2='Y"/YN)' sur un échantillon d'ubiquitine enrichi en ISN à
400MHz (résidu S20). Le nombre d'accumulations est de 48, le temps d'attente étant de 2s. 12 temps de
mélange ont été utilisés de 2ms à Is. 2NzHiO) correspond à expérience de référence qui mesure la quantité
d'aimantation protonique transférée vers l'azote-15 à l'issue de la sous-séquence INEPT initiale.

Les courbes d'édification obtenues (figure 2.34) ont été exploitées en négligeant la relaxation

du proton, ce qui réduit le système de spins à Nz et 2NzHz. Nous avons utilisé un

développement limité au premier ordre pour l'étude du comportement initial des courbes (voir
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le paragraphe 2.3.2). Les conditions initiales correspondent à une inversion de l'aimantation

de l'aimantation de l'azote-15 :

NzCO)=-Heq (avec Heq aimantation du proton à l'équilibre)

et 2NzHz(0)=0

Ainsi la pente à l'origine des courbes d'édification est égale à -l1z Heq (l-YN/YH)'

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux publiés précédemment (Kover et Batta, 2001),

et avec la deuxième méthode que nous avons développée et qui utilise une sélection des états

de spin de l'azote (cf. paragraphe 2.4.3).

La méthode décrite ici permet de suivre directement l'évolution de l'ordre longitudinal

créé par un processus de corrélation croisée à partir du noyau X. Les premiers essais sur des

molécules de petite taille (acide méthanoïque et ndll) ont été très concluants, ils nous ont

permis de comprendre quels étaient les mécanismes qui entraient en jeu lors de la mesure et

donc de déterminer les différentes façon d'exploiter les courbes expérimentales. L'étude sur la

molécule ndIl a montré que la méthode permettait de visualiser très facilement les

interférences entre le mécanisme de relaxation dipolaire XH et l'anisotropie de déplacement

chimique d'un noyau X. Nous avons ainsi développé la méthodologie en partant des petits

édifices moléculaires jusqu'aux macromolécules, ce qui a nécessité de nombreuses

modifications: passage en deux dimensions, transferts de polarisations permettant d'améliorer

la sensibilité de la mesure, insertion de sous-séquences pour atténuer le pic de l'eau. Les

mesures réalisées sur l'ubiquitine démontrent que la méthode permet d'accéder à des valeurs

qui sont cohérentes avec celles de la littérature et celles obtenues par d'autres méthodes (voir

le paragraphe 2.4.3).

2:.-4:~ '- ~{Q.l!.'{eJl~s_ITté.!hQQ~~ !11ili$ll!l11~~ ~ta.!~ .9Y_~I)j!l

Cette nouvelle méthode est basée sur la différence de relaxation des deux composantes

d'un doublet (ici Na et N~) aussi bien dans le plan transversal que longitudinalement

(Goldman, 1984). L'évolution longitudinale des aimantations est suivie grâce à une

expérience de type inversion-récupération (VoId et al., 1968; cf. paragraphe 2.2), et leur

évolution dans le plan de mesure grâce à une expérience de type CPMG (Caer et Purcell,

1954; Meiboom et Gill, 1958; cf. paragraphe 2.2). On peut rappeler que pour un système de

deux spins couplés, chaque spin se présente sous la forme d'un doublet d'éclatement J et

centré sur la fréquence de résonance du spin considéré. Chaque branche correspond à un état
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de l'autre spin, a ou p (figure 2.35). Le couplage scalaire 1 peut être négatif, notamment pour

des spins possédant des rapports gyromagnétiques de signes opposés et connectés par une

liaison (c'est le cas pour le groupement amide NH des protéines) (Levitt, 2001). La

contribution du couplage à l'énergie du système est alors négative si les polarisations des

spins sont parallèles (positive si 1>0), et positive si les polarisations des spins sont anti

parallèles (négative si 1<0). Les positions des deux branches, aet p, sont donc inversées selon

que 1 est positif ou négatif (figure 2.35).

(a) (b) J>O (c) J<O

_ _~.".:::.::.::..~..=.~--+--...,....

............--~_ _..:.:,;...,:;.:..- - - - - ---- - --

_ _-."'..~.::'..-:..~ - --- --+-

.....o...::::---..~a. ~..".::'.::.:.::.:::.~ ..--
vA-ll2

VA+112
----' _ QJx ~."."'..::.::..::.::..=.~ _

~~""'f3'rJ""""""""""""""''''''''''''''''''-'''':::'::''::.~.:::.~..~ - - - - - - - - _~.~...;;.:;...::.::..:.~-

0.. f3 f3 0..

( ( 1 1 L ( 1 1-
VA v ,,+JI2 vA-J/2 vA-J/2 v \+J/2

figure 2.35 Effet du couplage scalaire J sur un système à deux spins A et X. (a) spins non couplés, (b)
spins couplés par J avec J>O, (c) spins couplés par J avec J<O. En haut figurent les niveaux d'énergie
(échelle non respectée), et en bas le spectre de A correspondant à chaque cas.

Le nombre de taches de corrélation apparaissant dans une carte à deux dimensions (édition du

proton et de l'azote-15 de type HSQC) de protéines étant important, il n'est pas envisageable

d'enregistrer ces expériences sans découplage du proton (pour visualiser simultanément les

deux composantes de chaque doublet azote), cela reviendrait à multiplier le nombre de pics

par deux. Il est donc nécessaire de réaliser une sélection physique des états de spin afin de

suivre l'évolution de chacune des composantes du doublet de façon indépendante. Ceci a été

rendu possible grâce à l'utilisation d'un filtre, noté S2ED (Spin State Echo Differentiation) ,

que nous avons développé au laboratoire (Bouguet-Bonnet et al., 2003). Il est basé sur le filtre

S3E (Spin State Selective Excitation) de Sl2lrensen et collègues (Meissner et al., 1997a). La

sélection e t ici réalisée grâce à la phase particulière de l'impulsion d'angle 1t dans une
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séquence d'écho de durée 1/4J, au lieu d'une phase de 45° sur l'impulsion initiale à rrl2 dans

le filtre de S0rensen (figure 2.36).

(a) ~ (h) <i>1 <i>2 <i>3<i>4
1

~~~
1

-!

1

~
1

~
- - - -

X !Q) 8J 8J ®i X 8J 8J

~ ~i

H H 1

Grad n n Grad n n
figure 2.36 Filtre S2ED (Spin State Echo Differentiation) (a) et S3E (Spin State Selective Excitation)
(Meissner et aL, 1997a) (b). Les traits verticaux représentent les impulsions radiofréquence: les fins
correspondent à des impulsions à 90°, et les épais (vides) à des impulsions à 180°. Sauf indication
contraire (<P. <p., <P2, <P3, <P4), la phase des impulsions radio-fréquences est zéro (axe x du référentiel
tournant). (a) La phase <p est choisie de telle sorte (<p=kn/8 avec k entier et impair) que les deux branches
du doublet sont facilement différenciées à la fin de l'écho (les deux vecteurs qui leur sont associés
deviennent perpendiculaires). (b) Le cycIage de phase utilisé est: <P1=(n/4 n/4 n/4 5n/4), <P2=X, <P3=(X y),
<P4=(X Y-x -y), acqu=(x -x -x x) pour la sélection a et acqu=(x -x) pour la sélection p.

Le fonctionnement de ce filtre peut être décrit à l'aide d'une représentation vectorielle. On

peut ainsi voir sur la figure 2.37 que les deux composantes (Na et N~) sont perpendiculaires à

la fin de l'écho. Une simple impulsion d'angle rrl2 permet alors de discriminer les deux états

en gardant l'un dans le plan de mesure, alors que l'autre est basculé selon ±z.

(a)

(h)

figure 2.37 Effet du filtre S2ED sur des aimantations en configuration en-phase (a) et anti-phase (b). La
numérotation correspond à celle présentée sur la figure 2.36a, le trait gras (étapes @ et âl) indique l'axe
selon lequel a lieu l'impulsion d'angle n (ici la phase est égale à 5n/8) (cas où J est négatif, la branche 13 est
en avance par rapport à la branche a, cf figure 2.35).
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TI est à noter que la phase particulière <1> à utiliser doit être égale à k1t/8, où k est un nombre

entier et impair. Le tableau 2.4 détaille les différentes possibilités de sélection en fonction de

la phase <1> et de l'état de départ de l'aimantation.

<1>=31t/8 <1>=51t/8

sélection sélection sélection sélection
état initial

selon x selon y selon x selon y

Xx -a fJ -fJ -a

configuration
Xy fJ a -a fJ

en-phase -Xx a -fJ fJ a

-Xy -fJ -a a -fJ

2XxHz a {3 -fJ a

2XyHz fJ -a a fJ
configuration

anti-phase -2XxHz -a -{3 fJ -a

-2XyHz -fJ a -a -fJ

tableau 2.4 Résultats de l'application du filtre S2ED sur différents états initiaux et pour deux phases
possibles de l'impulsion centrale (d'angle de basculement égal à 180°).

Nous avons tout d'abord introduit ce filtre S2ED dans une simple expérience de type HSQC

(figure 2.38). La figure 2.39 montre le résultat de cette séquence utilisée sans découplage

proton ni azote-15 (résultat obtenu le résidu G47 de l'ubiquitine). La corrélation entre proton

et azote-15 apparaît alors sous la forme de quatre taches, dues à la formation d'un doublet

aussi bien en proton qu'en azote. L'introduction de deux filtres S2ED (en couleur sur la figure

2.38) dans la séquence notée a/~HSQC-a/{3 nous permet de sélectionner chacune de ces

quatre taches en utilisant des phases appropriées. Le premier sélectionne les états de spin en

azote (NU ou N~), et le deuxième en proton (HU ou H~).
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Grad _L_ ...._L-.-. _
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figure 2.3S Séquences a/,B-HSQC-a/p. Les traits verticaux représentent les impulsions radiofréquence: les
fins correspondent à des impulsions à 90°, et les épais à des impulsions à IS0°. Les sous-séquences de
sélection figurent en couleur: violet pour la sélection en azote-lS, et vert pour la sélection en proton. t l est
le temps incrémentable qui permet le marquage en déplacement chimique de l'azote-IS (modulation
TPPI). G correspond aux impulsions de gradient de champ statique (en noir, ces impulsions sont utilisées
pour la sélection des cohérences; en gris, elles sont utilisées comme des purges): gl=7.S%, g2=IS%,
g3=6.S%, g4=40%, gs=13.S%, g6=2.S%, g7=4% (g7/g4= YN/YH). Le cyclage de phase utilisé est: q>1=(X x -x -x),
q>2=S(-y) S(y), q>3=(X -x), q>4=4(x) 4(-x), acqu=(x -x), et sélection de l'état de spin avec 'PH et 'PN: ,B-HSQC
a, ('PN=31t/S, 'PH=S1t/S) ; a-HSQC-a, ('PI =31t/S, 'PH=31t/S) ; ,B-HSQC-P, ('PN=S1t/S, 'PH=S1t/S) ; a-HSQC-P,
('PN=S1t/S, 'PH=31t/S). J=91Hz. L1 correspond à la somme du temps de montée, de la longueur et du temps
de descente des gradients.

Cette sélection d'état de SpIn peut être utilisée pour la mesure de constantes de couplage

scalaire homonucléaire (S~rensen et al., 1997a, 1997b; Meissner et al., 1997a, 1997b) et

hétéronucléaire (S~rensen et al., 1997a; Meissner et al., 1997b; Meissner et S~rensen, 2000a,

2000b; Parella et Belloc, 2001), mais aussi pour des études de couplage dipolaire résiduel

(Andersson et al., 1998a, 1998b; Ottiger et al., 1998; Lerche et al., 1999). Un autre champ

d'applications important concerne les expériences TROSY (Transverse Relaxation Optimised

Spectroscopy) (Pervushin et al., 1999; Riek et al., 2002). L'expérience consiste alors à

sélectionner la branche du doublet qui relaxe le plus lentement (en raison de corrélation

croisée), et donc qui est la plus fine, on obtient ainsi un gain important en résolution et en

sensibilité pour les macromolécules de très grosse taille (ou plutôt possédant une dynamique

de réorientation lente) et à haut champ (amplification du phénomène de corrélation croisée).
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H~ Ha
(a) Jljl
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figure 2.39 Spectres obtenus sur le résidu G47 de l'ubiquitine (Bouguet-Bonnet et al., 2003). (a) HSQC
usuelle sans découplage proton ni azote·15 (gauche), (b) spectres obtenus avec la séquence d'impulsions de
la figure 2.38: jJ-HSQC-a (en haut à gauche), a-HSQC-a (en haut à droite), jJ-HSQC-P (en bas à
gauche),et a-HSQC-P (en bas à droite). Les mesures ont été effectuées à la température de 300K et à l'aide
d'un spectromètre équipé d'un champ magnétique de 9.4T (résonance du proton à 400MHz). ). Nombre
d'accumulations: 32, nombre de "dummy scans" (qui ne sont pas enregistrés): 8, temps de répétition: 1.5s,
largeurs spectrales: 14ppmx30ppm, nombre de points: 2048x256.

Les expériences décrites sur les figures 2.38 et 2.39 peuvent également être réalisées en

découplant le proton (impulsion d'angle 1t en proton au milieu du temps d'évolution t1) et

l'azote-15 (découplage CPD durant l'acquisition t2). Ceci permet d'obtenir les taches

correspondant aux diverses sélections au même déplacement chimique que dans l'expérience

HSQC classique. Cependant, cette sélection présente l'inconvénient d'être moins sensible

(perte de la moitié du signal) que les expériences dans lesquelles on édite simultanément les

deux états et pour lesquelles on recombine deux expériences (non découplées) entre elles (voir
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par exemple la méthode IPAP, §2.4.1). Néanmoins, le fait de ne pas avoir recours à de telles

recombinaisons est favorable dans le sens où il n'est pas nécessaire d'introduire d'éventuels

facteurs de normation (voir par exemple l'article de Hall et al., 2003).

Nous avons inséré le filtre S2ED dans les expériences standard de mesure

d'autorelaxation longitudinale et transversale afin de suivre indépendamment l'évolution de

Na et N~. Marion et collègues ont également utilisé ce phénomène en éditant les branches a et

~ des carbones-13, I3Ca et I3C~, dans deux expériences séparées (Boisbouvier et al., 1999).

Cette technique permet de résoudre les problèmes de recouvrement que l'on rencontre dans

des expériences sans découplage, et ipso facto d'éviter un traitement a posteriori des données.

Les séquences utilisées sont présentées sur la figure 2.40. Le filtre S2ED (en couleur sur la

figure) est inséré après le transfert INEPT initial. L'impulsion à la fin de ce bloc permet:

soit d'inverser une des composantes du doublet afin de suivre son évolution durant le

temps de mélange r, l'autre composante est alors supprimée à l'aide de l'impulsion de

gradients g3 (figure 2.40a, mesure de Tlz). Le cyclage de phase permet une

décroissance de l'aimantation vers zéro (cf. mesure du Tl, §2.2).

soit de stocker une des composantes du doublet selon z pendant que l'autre est

défocalisée par l'impulsion de gradients g3, puis cette composante est ramenée dans le

plan de mesure et sa décroissance est suivie durant un train d'impulsions CPMG.

La sélection est réalisée grâce à la phase de l'impulsion d'ange 1t en azote-15 au milieu du

filtre: 'l'N=51t/8 (ou 131t/8) pour l'état a, et 'l'N=31t/8 (ou 111t/8) pour l'état ~.
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figure 2.40 Séquences de mesure de la corrélation croisée csa( lsN)ldipolairectSN1H). Les traits verticaux
représentent les impulsions radiofréquence: les fins correspondent à des impulsions à 90°, et les épais à
des impulsions à 180°. t 1 est le temps incrémentable qui permet le marquage en déplacement chimique de
l'azote-15 (modulation States-TPPI, Marion et al., 1989). J=91Hz. G correspond aux impulsions de
gradient de champ statique. (a) corrélation croisée longitudinale. g\=40% (800IJS), g2=-40% (800IJS), g]=
13% (1.6ms), g,.=10% (8001JS). Le cyc1age de phase utilisé est: <p\=(x -x), <P2=y, <p]=(x X-x -x), \f'N=4(131t/8),
4(51t/8) ou \f'N=4(1l7t/8), 4(31t/8) pour la sélection de Na ou NP respectivement, acqu=(x -x). (b) corrélation
croisée transversale. g\=40% (800IJS), g2=-40% (800f.ls), g3=-13% (1.6ms), g4=-26% (1.6ms), gs=10%
(8001JS). Le cyc1age de phase utilisé est: <PI=(X -x), <P2=Y, <p]=(x X -x -x), \f'N=4(131t/8), 4(51t/8) ou
\f'N=4(111t/8) , 4(31t/8) pour la sélection de Na ou NP respectivement, acqu=(x -x).

Après le marquage en déplacement chimique de l'azote-I5, l'aimantation est convertie en une

ob ervable proton. Pour chaque mesure, deux séries d'expériences sont ainsi enregistrées:

l'une correspond à l'évolution de Na et l'autre à N~. Etant donné que les spectres peuvent être

découplés dans les deux dimensions, l'analyse quantitative des pics est réalisée avec la même
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carte d'intégration pour les deux séries d'expériences. Ceci assure un traitement identique des

données.

Corrélation croisée longitudinale

La figure 2.41 présente l'évolution typique de l'aimantation (amplitude des pics)

longitudinale des deux états de spin en fonction du temps de mélange. Chaque point

correspond à une expérience bidimensionnelle enregistrée à l'aide des séquences décrites

précédemment (figure 2.40). TI apparaît clairement que leur comportement n'est pas

monoexponentiel, notamment si l'on observe le comportement initial de la branche ~.

120
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figure 2.41 Evolution des aimantations obtenues avec les séquences d'impulsion de la figure 2.40a, sur le
résidu 820 de l'ubiquitine à 9.4T et 300K.

Pour décrire parfaitement cette évolution, il est nécessaire de tenir compte de plusieurs

quantités: Nz (aimantation de l'azote-15), H~ (aimantation du proton amide, directement lié à

l'azote) et H~/lI1re (aimantation des autres protons situés dans l'environnement immédiat de

l'azote, et qui sont modélisés par un proton fictif unique comme pour l'étude de l'effet

Overhauser nucléaire, cf paragraphe 2.3.2). Ainsi, la base d'opérateurs est:

{ N_ ,H~ , H:1tI,re ,2 N_H~ ,2 N_H~/II're,2 H~ H~/tre,4 N_H~ H~""re} (Wang et al., 2000).
.... ....... ....... .... <.. ....... ....... ...

La matrice de relaxation "théorique" correspondante (calculée à l'aide des paramètres

indiqués dans la légende du tableau) est présentée dans le tableau 2.5.
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N_ H~ H~utre 2N_H~ 2N.H~/lI/re 2 H~ H~l11lre 4N.H_ H~"tre

N 3.141 0.113 0.000 1.633 -0.014 0.000 -0.025

H~ 0.347 -0.139 -0.025 0.000 -0.003 0.004

H~'/·ltre 0.151 0.000 -0.001 0.006 0.000

2N_H~ 3.201 -0.164 0.004 -0.017

2 N_H~/lIt,.e 2.652 0.000 1.639

2H~H~lItre 2.093 -0.025

4 N_H~ H~ILI/re 3.064

tableau 2.5 Matrice de relaxation longitudinale complète du système à trois spins N, HN
, et Hautre. Les

calculs sont menés avec les équation présentées au chapitre 1 et avec les données suivantes: Bo=9.4T,
dynamique de réorientation dans un modèle Lipari-8zabo ('ts=4.5.1O·9s, 'tr=3.1O·los et 82=0.85), anisotropie
de déplacement chimique de l'azote-15=-170ppm (angle de 22° par rapport au vecteur NH) et du proton=

-lOppm. Les distances utilisées sont rNHN =1.02;\', rNHuo"" =3.3;\', rHN H UO"" =3.4;\.. Voir l'annexe A2.4 pour

un détail de ces calculs.

D'après cette matrice (tableau 2.5) et comme suggéré par Wang et al. en 2000, il apparaît

clairement que l'on peut réduire le système à {N~ ,2 N~H~,2 N~H~l11tre,4 N~H~ H~I11"e }

(tableau 2.6). En effet, les termes croisés entre Nz et H;"tre, et Nz et 2 H~H~lItre sont

négligeables.

N 2N.H~ 2 N.H~lItre 4N_H~H~lItre

N 3.141 1.633 -0.014 -0.025

2N.H~ 3.201 -0.164 -0.017

2 N_H~ILIt,.e 2.652 1.639

4N_H~ H~/LItre 3.064

tableau 2.6 Matrice de relaxation longitudinale pertinente du système à trois spins N, HN
, et Hautre,

obtenue à partir des données du tableau 2.5.

Il apparaît alors que N ~ et 2 N~H~ sont liés par deux processus de relaxation. Le premier

correspond à la corrélation croisée entre l'anisotropie de déplacement chimique de l'azote-15

et l'interaction dipolaire NH (la valeur apparaît en vert dans le tableau 2.6). Et le deuxième

correspond à un processus que nous qualifierons de diffusion de spin, les termes intervenant
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ICI apparaissent en violet dans le tableau 2.6. Les cheminements peuvent être visualisés

comme suit:
1.6:n~ 1 N

N" • 2N.H.
-0.025s 1

N" • 4 N.H'! H~/l1re- - -

Nous avons simulé l'évolution de grandeurs intervenant dans notre expérience (séquence

d'impulsions de la figure 2.40a) à l'aide de deux systèmes: le premier correspond à {N~,

2 N.H'! } (il ne fait donc intervenir que le terme de corrélation croisée entre Nz et 2NzHz), et

le second correspond à { N~, H; , H~'l1re, 2 N~H; , 2 N~H~/tre, 2 H; H~/Ll/re, 4 N~H;H~/(re } (au

terme d'interférence, se superpose alors la diffusion de spin décrite précédemment). Les

courbes résultantes apparaissent dans la figure 2.42, elles ont été obtenue grâce à un

programme écrit avec le logiciel Matlab (Hanselman et Littlefield, 2000).
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figure 2.42 Simulations de l'évolution des aimantations obtenues avec la séquence de la figure 2.40a. En
pointillés et violet apparaissent les courbes obtenues en utilisant le système complet de relaxation
longitudinale (tableau 2.5), alors qu'en traits pleins et verts apparaissent les courbes obtenues avec le

système réduit {N~ ,2 N~H~ }. La différence entre les courbes étant faible, la partie de droite présente les

différences obtenues en utilisant les deux systèmes de spin (%) : en rose pour la branche lX et en bleu pour
la branche ~ (en pointillés verts est représentée la valeur 5 %).

Il apparaît alors que le phénomène de diffusion de spin est négligeable lorsque la séquence de

la figure 2.40a est utili ée. Ceci s'explique par les conditions initiales qui interviennent dans

nos séquences:

pour les branches cp, respectivement.
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On peut remarquer que, pour les expériences correspondant à la création de 2NzHz à partir de

l'inversion de l'aimantation de l'azote-15 (voir le paragraphe 2.4.2 ou Wang et aL, 2000), la

diffusion de spin intervient de façon plus importante (figure 2.43). Les conditions initiales du

système de spins sont alors: NzCO)=-Heq et 2N~HzCO)=0.

Ce type d'expérience implique obligatoirement de limiter les mesures à des temps de mélange

courts et d'exploiter celle-ci en terme de comportement initial.
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figure 2.43 Simulations de l'évolution de l'ordre longitudinal obtenues avec la séquence de la figure 2.33.
En pointillé et violet apparaît la courbe obtenue en utilisant le système complet de relaxation longitudinale
(tableau 2.5), alors qu'en trait plein et vert apparaît la courbe obtenue avec le système réduit

{ N: ,2 N:H ~}. A droite figure la différence obtenue en utilisant les deux systèmes de spin (%) (en

pointillés verts est représentée la valeur 5 %),

A contrario, l'exploitation des courbes d'édification obtenues ici (figure 2.41) a pu être

réalisée en utilisant un système réduit à deux spins: Nz et 2NzHz; la résolution analytique est

présentée en annexe de ce chapitre. Les vitesses d'autorelaxation de l'azote-15 (Nz) ont été

mesurées par ailleurs et fixées pour l'ajustement des données. Plutôt que d'introduire une

valeur de l'autorelaxation de l'ordre longitudinal 2NzHz, nous avons enregistré son évolution

sans supprimer les effets de corrélation croisée. La séquence de la figure 2.44a ne présente

donc pas d'impulsion d'angle 1t sur le proton au milieu du temps de mélange T. La courbe de

relaxation de 2NzHz avec corrélation croisée (figure 2.44b) est alors ajustée simultanément

avec les courbes de la figure 2.41.
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figure 2.44 (a) Séquence permettant de suivre le retour à l'équilibre de l'ordre longitudinal 2NzHz• Les
traits verticaux représentent les impulsions radiofréquence: les fins correspondent à des impulsions à 90°,
et les épais à des impulsions à 180°. t l est le temps incrémentable qui permet le marquage en déplacement
chimique de l'azote-15 (modulation TPPI). G correspond aux impulsions de gradient de champ statique:
G 1=13%, G2=80%, G3=30%, G4=8.1 % (GJG2 = YN/YH)' Le cyclage de phase utilisé est: Q>I=(Y y YY-y -y -y
-y), Q>2=(X X-x -x) , Q>3=(X -x), acqu=(x -x x -x -x x -x x). J=91Hz. 't est le temps de mélange. Le découplage
est de type GARP (Shaka et al., 1985). t1. correspond à la somme du temps de montée, de la longueur et du
temps de descente des gradients. (b) Courbe d'évolution correspondante obtenue sur un échantillon
d'ubiquitine enrichi en ISN à 400MHz (résidu S20). Le nombre d'accumulations est de 16, le temps
d'attente étant de 2s. 16 temps de mélange ont été utilisés de 2ms à 0.8ms.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux publiés précédemment (Kaver et Batta, 200 1),

et avec ceux obtenus par la méthode présentée au paragraphe 2.4.2. La figure 2.45 montre les

corrélations entre ces divers résultats à 9.4 et l4.lT.
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figure 2.45 Corrélation entre les valeurs de corrélation croisée longitudinale csa ISN/dipolaire ISN1H
obtenues avec différentes méthodes sur un échantillon d'ubiquitine. (a) valeurs obtenues par la méthode
présentée au paragraphe 2.4.2 en fonction des valeurs obtenues par la sélection d'états de spins, à 9.4T. (b)
valeurs présentées par Kover et Batta en 2001 en fonction des valeurs obtenues par la sélection d'états de
spins, à 14.1T.

Cependant, la deuxième méthode que nous présentons ici pour la mesure de la corrélation

croisée longitudinale (méthode par sélection d'états de spins) semble être plus sure que la

méthode présentée précédemment (étude du comportement initial de l'ordre longitudinal à la

suite de l'inversion de l'aimantation du noyau X). En effet, nous avons montré que les

phénomènes de diffusion de spin sont négligeables lors de l'utilisation du filtre S2ED, alors

qu'ils nous obligeaient à ne considérer que le comportement initial de l'ordre longitudinal, ces

effets provenant des conditions initiales du système de spin. Nous avons ainsi choisi de garder

les valeur de corrélation croisée mesurées avec la méthode par sélection d'états de spins

(séquence d'impulsions de la figure 2.40a) dans la suite de l'exposé.

Corrélation croisée transversale

Les courbes obtenues pour la mesure de la corrélation croisée transversale (séquences

d'impulsions de la figure 2.40b) sont présentées sur la figure 2.46.
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figure 2.46 Evolution des aimantations obtenues avec les séquences d'impulsion de la figure 2.40b, sur le
résidu 820 de l'ubiquitine à 9.4T et 300K.

Comme cela a été précédemment décrit (Goldman, 1984; Boisbouvier et al., 1999), la

relaxation dans le plan de mesure est gouvernée par:

avec R =
1Jx .y '_1--+ lll.J Nf!

2

1J
X

.

y
'_1 l--+l/lJ Nf!

2

RNf!
2

)

R: et R:f! étant les vitesses d'autorelaxation transversale de N+ et 2N+Hz respectivement

(où N+ indique la composante transversale de l'aimantation N), 1J x .y la corrélation croisée

csa/dipolaire transversale, et J Nf! la constante de couplage scalaire à une liaison entre le

noyau azote et son proton amide.

Ces équations peuvent être exprimées sur la base des opérateurs N: =~(N+ +2N+H z ) et

d(Na Î (Na Î
dt N~ =- R' N~

+ ) + )

- 1J x .1' •

R2 +-2' - lm Nf!
avec R' =
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TI apparaît alors que la différence entre les éléments diagonaux (17x,y + 2i1ÙNH) est très

supérieure à M 2 , les éléments hors diagonaux peuvent donc être négligés (Goldman, 1984).

L'évolution des deux branches du doublet N: et Nt est ainsi monoexponentielle dans le

plan de mesure. Le système pouvant se simplifier en :

!!.-(N~ J= -R" (N~1
dt N+ N+ ) [

R + l7x ,y

avec R" = 2 0 2

Le terme d'interférence l7xy est obtenu par la différence entre les vitesses de relaxation

apparente de chacune des composantes du doublet:

R p - -R _ l7xy
2 - 2

2

} - Ra RfJ1Jxy - 2 - 2

TI est important de remarquer que les deux expériences (mesures des vitesses de relaxation

apparente de N: et de Nt) sont indépendantes, aucun traitement particulier des spectres et

aucune recombinaison des données ne sont nécessaires comme c'est le cas pour beaucoup

d'autres méthodes de mesures (Tjandra et al., 1996; Tessari et al., 1997; Hall et al., 2003a;

Pelupessy et al., 2003).

Comme le montre la figure 2.47, les résultats obtenus sont en bon accord avec ceux publiés

précédemment (Kover et Batta, 2001).
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figure 2.47 Corrélation entre les valeurs de corrélation croisée transversale csa 15N/dipolaire 15N1H
obtenues avec différentes méthodes sur un échantillon d'ubiquitine: valeurs présentées par Kover et
Batta en 2001 en fonction des valeurs obtenues par la sélection d'états de spins, à 14.1T.

Comme nous l'avons présenté ci-dessus, les résultats obtenus à l'aide de la nouvelle

méthode de mesure de la corrélation croisée par sélection d'état de spin sont cohérents avec

ceux présentés dans la littérature. TI est également important de signaler que Tlx,y est

proportionnel à R2 (et Tlz à RI) comme Fushman et Cowburn le prédisent (Fushman et

Cowburn, 1998; Fushman et al., 1998).

La plupart des méthodes utilisées pour la mesure de la corrélation croisée csa/dipolaire

nécessite l'enregistrement de deux expériences séparées: cette mesure dépend de nombreux

facteurs comme cela a été mis en évidence dans de récents articles (Hall et al., 2003a, 2003b;

Peluppessy et al., 2003). D'une part le deux séquences doivent être quasiment identiques

pour éviter des facteurs d'échelles entre les deux expériences, d'autre part il faut pouvoir

résoudre le problème de recouvrement des signaux dans les cartes à deux dimensions. Les

séquences présentées ici satisfont entièrement à ces exigences. Seul le changement de la phase

d'une impulsion à 1800 permet de sélectionner l'état a ou l'état ~ du noyau à étudier, de plus,

cette sélection est directe et ne nécessite pas de recombinaisons de spectres.

Cependant, comme nous l'avons déjà précisé précédemment, cette sélection présente

l'inconvénient d'être moins sensible (perte de la moitié du signal) que les expériences dans

lesquelles on édite simultanément les deux états et pour lesquelles on recombine deux

expériences (non découplées) entre elles (voir par exemple la méthode IPAP, paragraphe

2.4.1). Néanmoins, le fait de ne pas avoir recours à de telles recombinaisons est favorable
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dans le sens où il n'est pas nécessaire d'introduire d'éventuels facteurs de normation (voir par

exemple l'article de Hall et aL, 2003).

2.5. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons introduit les différentes méthodes de mesure des

paramètres de relaxation de l'azote-15 dans des protéines enrichies. Nous avons vu que les

séquences d'impulsions comportent des particularités propres à l'étude de tels systèmes

(transferts de polarisation, élimination du pic de l'eau). Pour chacune des expériences, nous

avons détaillé l'art et la manière d'exploiter les courbes expérimentales traduisant le retour à

l'équilibre du système après perturbation. Nous avons également pu appréhender le

phénomène de diffusion de spin qui est très important dans les macromolécules, et prendre en

compte ce paramètre dans l'exploitation des mesures. Mais la partie originale exposée dans ce

chapitre concerne la détermination des paramètres de corrélation croisée. Nous avons présenté

deux approches qui différent de par la manière dont nous regardons la modification de l'ordre

longitudinal dans un système XH. La première est basée sur l'édification de l'ordre

longitudinal à partir de l'inversion de l'aimantation du noyau X et constitue une mesure

directe de la corrélation croisée longitudinale. La seconde est basée sur la différence

d'évolution des deux branches d'un doublet X. L'utilisation du filtre S2ED nous a permis de

suivre séparément l'évolution de chacune des branches (longitudinalement et dans le plan

transverse). Elle permet d'une part d'éviter les problèmes de recouvrement des signaux dans

des spectres non découplés (ceci de manière directe, sans nécessiter de recombinaisons de

spectres), et d'autre part assure l'utilisation de séquences quasiment identiques (nombres

d'impulsions, délais ... ) et évite ainsi l'introduction de facteurs d'échelle entre les deux

expériences. Enfin, nous verrons dans le chapitre 3 tout l'interêt qu'apportent ces paramètres

de corrélation croisée dans l'étude de la dynamique des protéines en solution.
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Annexes du chapitre 2

A2.I Résolution analytique des équations de Solomon pour deux spins couplés.
(Canet D., Boubel J.-c., Canet Soulas E. (2002) "La RMN. Concepts, methods et
applications" 2e édition, Dunod: Paris, pp 125-126)

Les équations de Solomon décrivent le comportement de deux aimantations A et X couplées:
dIA
_z = _RA (1 A_ lA) _ cr(1 x _ IX)
dt ) z eq z eg

dIX
_z =_R x (I x _ IX) _ cr(1 A _ lA)
dt ) z eg z eq

[A. 1]

où R) représente la vitesse de relaxation longitudinale et cr vitesse de relaxation croisée entre
A et X, Ieq figurant la valeur de l'aimantation à l'équilibre.

Comme on se trouve en présence de deux équations différentielles couplées, l'évolution des
aimantations A et X est biexponentielle. Une résolution analytique conduit à :

[1 e~ - 1: (t )];(21e~ )= a) exp(À) t)+ a 2 exp(À 2t)

[Ie~ - 1: Ct)];(21e~ )= XI exp(À) t)+ x2 exp(À2t)
[A. 2]

où À) et À2 sont les solutions de l'équation caractéristique associée aux équations

d'f1:' . Il ~ - R+ ± X1 lerentle es, /'1 2 = , avec:, 2

[A. 4]

[A. 5]

Pour la résolution analytique des équations dans le cas d'un système à trois spins, le lecteur
pourra se référer à l'article de Canet et al., 1996.

A2.2 Les impulsions de gradient champ statique en RMN
(Canet D., Boubel J.-c., Canet Soulas E. (2002) "La RMN. Concepts, methods et
applications" 2e édition, Dunod: Paris, pp 74-83)

Les gradients de champs sont utilisés en RMN pour défocaliser ou refocaliser l'aimantation
nucléaire. Dans notre cas ceux-ci sont utilisés pour l'élimination d'une résonance intense (pic
du solvant) ou bien la sélection d'une quantité particulière (ce que l'on désigne souvent par la
sélection de "chemin de cohérence"). De façon générale, l'application d'impulsions de
gradient peut remplacer plusieurs pas de cyclage de phase et ainsi diminuer la durée des
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expenences. Une seule impulsion de gradient produit une dispersion des fréquences de
précession qui, si le gradient est suffisamment intense et l'échantillon homogène, se traduit
par une disparition complète (bien que réversible) de l'aimantation nucléaire. En effet, en
fonction de sa localisation spatiale, chaque spin ressent un champ différent (du au gradient).
L'intégrale sur l'espace de l'ensemble des spins conduit à une aimantation macroscopique
nulle. Cependant, ce processus est réversible et l'application d'une seconde impulsion de
gradient permet la refocalisation du signal précédemment défocalisé, ceci sous certaines
conditions. Sous l'effet d'un gradient de champ statique Bo, il est bien évident que I z est

inchangé alors que, pour une localisation donnée, correspondant à une précession d'angle S,
1x et lyse transforment comme indiqués ci-dessous:

1x~ Ix cos 6; - 1ysin 6;

1y ~ 1y cos B; + 1x sin B;

avec 6; = Î; . g; '1; . s; [A. 7] , où l'indice i est le spin auquel s'applique l'impulsion

de gradient, Si est la forme de l'impulsion, 'Y; est le rapport gyromagnétique du spin i, gi est

l'amplitude du gradient et 'ri la longueur de l'impulsion.

De manière à prédire ce qu'est le signal détecté, il faut calculer une moyenne sur la
totalité de l'échantillon, c'est-à-dire sur toutes les valeurs possibles de l'angle S comprises
entre 0 et 2n, ces valeurs étant supposées équiprobables. La moyenne d'une fonction

trigonométrique simple telle que (cos S) ou (sin S) est nulle. L'application de ce calcul à

l'équation [A.6] conduit bien à la défocalisation de lx et 1y' Pour pouvoir refocaliser ou

sélectionner l'aimantation, il faudra soit appliquer une seconde impulsion de gradient de signe
opposé (i.e. S j =-S;), soit appliquer une seconde fois la même impulsion en ayant

préalablement inversé le sens de précession (dans le repère tournant) par une impulsion à
180°. Dans ce dernier cas, [A.6] se transforme en:

IxcosS;-lysinS; 180: )/xcosS;+lysinS;
[A. 8]

en appliquant une seconde impulsion de gradient caractérisée par S j

B
j

) ftx cosBj - 1ysinBj kosB; + ftycosBj + Ix sin Bj ~in B;

B
j

) _ [IycosBj - Ix sin Bj kosB; + [Ix cosBj - Iysin Bj ~in B;
[A. 9]

[A. 10]

en regroupant les termes suivant lx et 1y et en supposant que l'on respecte S; = S j (de

manière contextuelle, on respectera cette relation en utilisant des amplitudes (g) ou des
longueurs d'impulsion (1) adéquates), [A.8] est équivalent à:

1Jcos 2 B+ sin 2 B]+ 1y [0] =lx

1y [- cos2 B- sin 2 B]+ lx [0] = - 1y
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li n'est pas nécessaire de faire appel aux propriétés usuelles d'un gradient pour démontrer que
1x et - 1y réapparaissent.

Un résultat analogue est obtenu avec (cos 2 e) = (sin 2 e) = ~ , c'est-à-dire en appliquant une

impulsion à 90° au lieu de 180°, on perd alors la moitié du signal. Cette méthode permet de
déterminer la façon dont une cohérence est transformée à la suite d'application d'impulsions
de gradient, il suffit pour cela de rechercher les aimantations affectées d'une moyenne non

nulle du type (cos m e· sin ne) [A. 11].

A2.3 Paramètres expérimentaux utilisés pour les mesures de relaxation.
Echantillon: ubiquitine marquée en azote-15, à 1.4mM, solvant H20 95% : D20 5%, pH 4.7
(VLI Research, Southeastern)

Spectromètres Avance Bruker

cryo : cryosonde

Mesure du temps d'autorelaxation longitudinale Tl (figure 2.9)

Ba 9.4T 11.7T 14.1T

sonde
triple c'H, I3C, X) cryo, triple eH, I3c, 15N) triple (I H, I3C, [SN)

gradients z gradients z gradients (x,y,z)

nb points 'H 2048 2048 2048

fenêtre IH 14ppm 14ppm 14ppm

offset lH 4.7ppm 4.7ppm 4.7ppm

nb points 15N 200 128 128

fenêtre 15N 30ppm 30ppm 30ppm

offset 15N 115ppm 115ppm 115ppm

accumulations 16 4 8

dummy scans 16 8 8

temps de répétition 4s 4s 4s

2ms, lOOms, 200ms, 2ms, lOOros, 200ms, 2ms, lOOros, 200ms,
temps de mélange 300ms, 400ms, 600ms, 300ms, 400ms, 600ms, 300ms, 400ms,

800ms 800ms 600ms, 800ms

GI : G2 : G3 : G4 (%) 50: 30 : 80: 16.2 50: 30: 80: 16.2 50 : 30 : 80 : 16.2

longueur gradients Ims: Ims : Ims : Ims Ims: Ims: Ims : Ims
Ims: Ims : Ims :

Ims
maximum du 30Gauss.cm-1 30Gauss.cm-1 50Gauss.cm-J

gradient
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Mesure du temps d'autorelaxation transversale T2 (figure 2.9)

Bo 9.4T 11.7T 14.1T

sonde
triple (1 H, l3e , X) cryo, triple (' H, l3C, 'SN) triple ('H, l3e , 15N)

gradients z gradients z gradients (x,y,z)

nb points 'H 2048 2048 2048

fenêtre 1H 14ppm 14ppm 14ppm

offset IH 4.7ppm 4.7ppm 4.7ppm

nb points '5N 200 128 200

fenêtre 15N 30ppm 30ppm 30ppm

offset '5N 115ppm 115ppm 115ppm

accumulations 16 4 8

durnrny scans 16 8 8

temps de répétition 4s 4s 4s

16ms, 48ms, 80ms, 16ms, 48ms, 80ms, 16ms, 48ms, 80ms,
temps de mélange 112ms, 144ms, 112ms, 144ms, 112ms, 144ms,

192ms, 256ms 192ms, 256ms 192ms, 256ms

G1 : G2 : G3 (%) -22: 44: 44 -15: 30: 30 -15: 30: 30

longueur gradients Ims: 1.25ms : 125~s Ims: 1.25ms : 125~s Ims : 1.25ms : 125~s

maximum du
30Gauss.cm-1 30Gauss.cm-1 50Gauss.cm-1

gradient

Mesure classique de la vitesse de relaxation croisée ŒNH (figure 2.11)

Bo 9.4T 11.7T 14.1T

sonde
triple ct H, l3e , X) cryo, triple (IH, l3C, 1sN) triple ctH, l3e, 15N)

gradients z gradients z gradients (x,y,z)

nb points IH 2048 2048 2048

fenêtre IH 14ppm 14ppm 14ppm

offset 'H 4.7ppm 4.7ppm 4.7ppm

nb points 15N 256 128 256

fenêtre '5N 30ppm 30ppm 30ppm

offset 15N 115ppm 115ppm 115ppm

accumulations 32 16 16

durnrny scans 16 16 16

temps de répétition 5s 6s 5s

93



NOUVLiLIES METHODES POUR LA MhSUR~DU TERMl:; D~ CORRELATION CROISI'E DANS LES PROTHNES

G 1 : G2 : G3 (%) 50: 80 : 16.2 50: 80: 16.2 50: 80: 16.2

longueur gradients Ims: Ims : Ims Ims: Ims : Ims Ims: Ims : Ims

maximum du 30Gauss.cm-1 30Gauss.cm-1 50Gauss.cm- 1

gradient

Mesure de la corrélation croisée longitudinale csa 15N / dipolaire 15N IH par S2ED (figure 2.40a)

Bo 9.4T II.7T 14.1T

sonde
triple eH, l3e,X) cryo, triple ('H, 13C, 'SN) triple (IH, l3e, 15N )

gradients z gradients z gradients (x,y,z)

nb points IH 2048 2048 2048

fenêtre IH 14ppm 14ppm 14ppm

offset IH 4.7ppm 4.7ppm 4.7ppm

b . 15N 256 128 256n pomts

fenêtre 15N 30ppm 30ppm 30ppm

offset 15N 115ppm 115ppm 115ppm

accumulations 16 8 16

dummy scans 16 8 16

temps de répétition 5s 4s 5s

4ms, SOms, 100ms, 4ms, SOms, 100ms, 4ms, SOms, 100ms,

temps de mélange
IS0ms, 200ms, 300ms, IS0ms, 200ms, 300ms, IS0ms, 200ms, 300ms,
400ms, 600ms, 800ms, 400ms, 600ms, 800ms, 400ms, 600ms, 800ms,

Is Is, 1.3s Is

G,:G2:G3:G4:GS:G6 (%) -30 :40 :17 :-13 :-26 :20 -30 :40 :-40 :-13 :-26 :10 -30:40 :17 :-13 :-26 :20

1.6ms: 1.6ms: 1.6ms:
longueur gradients 8001J.s: 8001J.s: 1.6ms: 800IJ.s:800IJ.s: 1.6ms: 800IJ.s:800IJ.s: 1.6ms:

1.6ms:800IJ.s 1.6ms:8OOlJ.s 1.6ms:800IJ.s
maximum du 30Gauss.cm-1 30Gauss.cm-1 50Gauss.cm-1

gradient

Mesure de la corrélation croisée transversale csa 15N /dipolaire 15N I H par S2ED (figure 2.40b)

Bo 9.4T 11.7T 14.1T

sonde
triple ct H, 13e, X) cryo, triple ('H, '3C, 'SN) triple (lH, l3e , 15N )

gradients z gradients z gradients (x,y,z)

nb points IH 2048 2048 2048

fenêtre IH 14ppm 14ppm 14ppm

offset IH 4.7ppm 4.7ppm 4.7ppm

nb points 15N 256 128 256
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fenêtre ISN 30ppm 30ppm 30ppm

offset ISN 115ppm 115ppm 115ppm

accumulations 32 8 16

dummy scans 16 8 16

temps de répétition 5s 4s 5s

16ms, 4Sms, SOms, 16ms, 32ms, 64ms, 16ms, 4Sms, SOms,
temps de mélange 112ms, 144ms, 192ms, 96ms, 128ms, 192ms, 112ms, 144ms, 192ms,

256ms, 320ms 256ms, 384ms 256ms, 320ms

0,:02:03:04:05:06 (%) -30 :40 :-40 :-13 :-26 :10 -30 :40 :-40 :-13 :-26 :10 -30 :40 :-40 :-13 :-26 :10

1.6ms: 1.6ms: 1.6ms:
longueur gradients SOOlls:SOOlls: 1.6ms: SOOlls:SOOlls: 1.6ms: SOOlls:SOOlls: 1.6ms:

1.6ms:SOOlls 1.6ms:SOOlls 1.6ms:SOOlls
maximum du

30Gauss.cm-1 30Gauss.cm-1 50Gauss.cm-1

gradient

A2.4 Paramètres utilisés pour la simulation des expériences de corrélation
croisée (§2.4.3)
Référence: Wang L., Kurochkin A.V. et Zuiderweg E.R.P. (2000) J.Magn.Reson. 144, 175
185.

La matrice complète de relaxation longitudinale est:

4N H N H autre, , ,

o

15HN_NHNHa.,re + (J'NHa.,re 1] a.'re +1] N N a"'reN-NH H -H H"'

H
N

H
autre

2N H
N 2 N,H:"tre, , , ,

(J'NH N (JNHfJuJre. 1]N-NHN 1]N_NHfJUUe.

HN
(JHNHfJutre. 1]HN_NHN 0RI

HfJutre.
0 1]HfJUlre._NHfJutuRI

R2N,Hf § N_NHN HOUJrt + (JHN HfJutrt
1

R2NzHiutre.
1

H autre,

2 N,H:
utre

2 H N H awe, ,

4 N H N H autre, , , R4NzH :' H~u're.
1

Les calculs des paramètres de relaxation sont menés avec les valeurs suivantes: Bo=9.4T,
dynamique de réorientation dans un modèle Lipari-Szabo (ts=4.5.1O-9s, 'tF3.1O-los et
S2=0.85), anisotropie de déplacement chimique de l'azote-15=-170ppm (angle de 22° par
rapport au vecteur NH) et du proton=-lOppm. Les distances utilisées sont r NHN =1.02Â,

rNHa.,re =3.3Â, rHNHa.,re =3.4Â, Hautre étant un proton fictif représentant les protons proches du

noyau azote et autres que le proton amide (les distances correspondent à une moyenne
(moyenne des interactions en lIr3

) obtenue sur la structure 1D3Z.pdb de l'ubiquitine
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(Cornilescu G., Marquardt J.L., Ottiger M. et Bax A. (1998) J.Am.Chem.Soc. 120, 6836
6837)).

csa(N)= -170ppn ~" ..)2
N -....;._--(~ UN

l.02A csa(H)= -IOppm

Les constantes utilisées pour les calculs sont:

P2(COS B)=~(3cos2B-l)et Bangle entre les vecteurs de relaxation concernés,
2

constantes d'anisotropie de déplacement chimique,

densité spectrale normalisée.

Les équations des paramètres de relaxation sont les suivantes:

Rt =(K:HN J[3 J(OJN ) + 6 J(OJH + OJN ) +J(OJH - OJN )]

+ (K:H
","" J[3 J(OJN ) + 6 J(OJH + OJN ) +J(OJH - OJN )]

+ (K:Sa'j J(OJN )

autorelaxation,
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Rt
N
=(K:HN

) [31((vH ) + 61(OJH + OJN ) +1(OJH - OJN )]

+ (K: N
H

au
,,, J[31 (OJH ) + 61 (2OJH ) + 1(0)]

+ (Kc~a 'j 1(OJH )

Rt
au

,,, =(K:Hau
,,, J[31 (OJ

H
) + 61 (OJ

H
+ OJ

N
) + 1(OJ

H
- OJ

N
)]

+ (K: N
H

au
,,,) [31 (OJ

H
) + 61 (2OJ

H
) +1(0)]

+ (Kc~a 'j 1(OJH )

R,2N,H: =(K:HN
) [31 (OJ

N
) + 31 (OJ

H
)]

+ (Kc~a 'j 1(OJN )

+ (Kc~a 'j 1(OJH )

+ (K:Hau
", J[31 (OJN ) + 61 (OJH + OJN ) +1(OJH - OJN )]

+ (K: NHau
,,,) [31(OJ

H
)+61(2OJH )+1(0)]

R)2N,H:
U

'" =(K:Hau
,,, J[31 (OJ

N
) + 31 (OJ

H
)]

+ (Kc~a 'j 1(OJN )

+ (Kc~a 'j 1(OJH )

+ (K:HN
) [31 (OJN ) + 61 (OJH + OJN ) +1(OJu - OJN )]

+ (K: N
H

au
,,, J[31 (OJH ) + 61 (2OJH ) +1(0)]

R,2H:H:
utr

' =(K: NHa
"" ) [61(OJ

N
)]

+ 2 (Kc~a 'j 1(OJH )

+ (K:HN
) [31(OJN )+61(OJH + OJN ) + 1(OJH -OJN )]

+ (K:Hau
,,,) [31(OJN )+61(OJH + OJN ) +1(OJH -OJN )]

R,4N,H:H:
U

'" = (K:HN J[31 (OJ
N

) + 31(OJ
H

)]

+ (K:Hau
", J[31 (OJN ) + 31 (OJH )]

+ (K: N

Ha"" J[61 (OJ
N

)]

+ (K:Sa'j 1(OJN )

+ 2 (Kc~a 'j 1(OJH )

relaxation croisée,
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(
HN Ha"''' Jo H NH"''''' = K d [6 J (2wH ) - J (0) ]

corrélation croisée csa/dipolaire,

6 Nf/QlItrI· N --

7]N-NH'"'''' =- .J3 Kd Kcsa J (wN ) P2(COS 6N-NH"''''')

6 NH N H -
7]HN_NH N =- .J3 K d K csa J (WH) P 2(COS 6HN_NH N )

6 NHlllltrt fi -

7]H"''''' -NHa"''' =- .J3 Kd Kcsa J (WH) P2( COS 6H""'" -NH"''''' )

NH N NHQlllrr-

lJ N-NHN Ha,,,,, =2 Kd Kd J (WN ) P2( cos 6NHa"'" -NHN ) corrélation croisée dipôle/dipôle.

H N Hal'TU NHOIIITl'-

lJ H'''''''-NHN H"''''' =2 Kd Kd J (WH) P2(COS 6NH""'''-H NH""'" )

A2.S Paramètres de relaxation obtenus sur un échantillon d'ubiquitine.
Echantillon: ubiquitine marquée en azote-15, à lAmM, solvant H20 95% : D20 5%, pH 4.7
(VU Research, Southeastern)

.. .. . .
3.0 ......--.-••---.- -------- -.--. --.-- - ---.--.-~-- .. --------.... .
2.5 JI.~~··~;l"~rJl.-~-~y-~--~.'-"!~r/I -/!'-~~:.~~.. -·.."-------·

......... .la .. ». u •• • • "' .
...- 2.0 -.. -~._-~...~-6. ... _.... _.-------'!'_~~---------~~~.-~_.---- ..'--- .':..-11:. -----
~ ~
ci 1.5 ------ •• -- •• --- •••••. -------- ••••••.•••••••• - .. ---- - ----- ------------... -._.

~ ..
1.0 -----------------.--.--------------------------------- .9.4T .---------- .

• 117T
0.5 --------------------.--------------------------------- .. 14.1T --------.--.

'---

moyenne obtenue sur les résidus 2 à 70 :
Rt (9AT) = 3.04 S-I

R
1
N (l1.7T) =2.54 S-I

R,N (l4.1T) =2.13s- 1

BD70605040

résidu

302010

0.0 +-----r--,----r-------,---,------,---,-----,

o
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8.0 ---------------------------------------------------------------------------

7.0 ---------------------..--.--------- ••••••••••••. ------------------------------..
6.0

':~ 5.0
!!..
~ 4.0

3.0
.9.4T .

2.0 ------------------------------------------------------ .11.7T ------- ----
•1.0 ----------------------------------------- --- .14.1T A _

moyenne obtenue sur les résidus 2 à 70 :

R; (9.4T) = 5.32 S-I

R;(1l.7T) =5.44 S-I

R; (14.1T) =5.72s- 1

70605030 40

résidu

2010
0.0 +----,---,----,---,------,---,----,r----,

o

0.4 --.--.------------ ..••••.••••.• --.----- ..••...• --.-------------------------

~ 02

• ••
------------------.-.---.--------------------------------------------~_'!_--

+. • ••
--.------..--------.-.--..-------------.----~-.--.------.. ---~------.-i..-----.. .... ... . .. ..... . . ~..

• +. _. • +..... .+. +••

01 -,-~~:~,-"f"-~,.~--e;;J.. ---...-;.~ -----~-------

0.1 -~~..,,·~ ~-~--..... ..,A ..~-~--~~-t/<---- À-!'i.. --------
.. .. .&.JI. ...

moyenne obtenue sur les résidus 2 à 70 :
0NH(9.4T)= 0.13 S-I

aNH (l1.7T) =0.09 S-I

aNH (l4.1T) =0.06s- 1

70605040

résidu

302010
00 +---,-----,------,----r----r-----,,---......--__,

o

3.0 -.• ---.-.- •••• -•••• -•.. - -••..• -••..•...•. --.---.---- •• -- •. --- •. ----

2.5 ......• -.....••..••....... --.--- .. ----.-- .. ----- .. -••. -•....•..............

2.0

'h 1.5
N
l="

1.0

.9.4T
0.5 ------------------------------------------------------ .11.7T -------~---

.14.1T .,.

moyenne obtenue sur les résidus 2 à 70 :
TI:(9.4T)= 1.63 S-I

TI: (11.7T) = 1.55 S-l

TI:(14.1T)= 1.44s-1

70605040

résidu

302010
0.0 +---,-----,------,----r---..-----,~-__.--__,

o

8.0 -.. -- •...... -.. -.•....•.... -..........•. -...•..•...... -- ...•. -.-- .. -•. ----.

7 0 ---------------------------------------------------------------------------

!!. 4.0
~
l=" 3.0

6.0 ......•.................................•......... -••. -•.. -- .... -- .• -.• --.-
•

5.0 •. -.---- Â ~ .• .~ a.-~•• - ••~--~.-••• -- ••••••••
A .... .. :lü.... ..
•• ....... • Jo • _ .....

:~-;.~~~;;:~t.:~~~:~---i~.:::~·:~~~~~~~::~~:~~::~~~::::::::
• +•••• + +. • •••• + + .. +.+ • +.+ ...... +

• ••2.0 ------!>it------ ------------------------------ .9.4T --------~--••-----
•

1.0 --- ------------------------------------------- • 11.7T -------------~-----
.14.1T

moyenne obtenue sur les résidus 2 à 70 :
Tlx./9.4T) = 2.94 S-I

Tlx./11.7T) =3.68 S-I

Tlx.y (l4.IT) =4.28s- 1

8070605030 40

résidu

2010
0.0 +----,---,----,---,----i==::,---,----,

o
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De§ paramètre§ de relaxation à la

Dynamique des protéines
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3. Des paramètres de relaxation à la dynamique des protéines

Après avoir décrit la relaxation de spin (chapitre 1) puis des méthodes permettant la

mesure des paramètres de relaxation (chapitre 2), nous tenterons d'extraire de ces derniers les

informations structurales et dynamiques qu'ils contiennent.

La première étape est de modéliser les mouvements moléculaires pour en déduire l'expression

des densités spectrales intervenant dans l'expression de tout paramètre de relaxation. Après

avoir exposé les méthodes couramment utilisées pour caractériser globalement la dynamique

d'une protéine en solution, nous montrerons qu'il est possible, et parfois souhaitable, de

considérer indépendamment la dynamique de chaque résidu (dans une première étape) pour

atteindre (dans une seconde étape) la dynamique d'ensemble du système. La fin de ce chapitre

sera consacrée à l'utilisation des paramètres de corrélation croisée en complément des

mesures de relaxation classiques.

3.1. Introduction

Initialement, l'étude des protéines par RMN a eu pour objectif principal la

connaissance des fondements de l'organisation architecturale de ces molécules, nécessaire à la

compréhension des liens entre les motifs structuraux et les fonctions biologiques. Durant les

vingt dernières années, les efforts (théoriques, méthodologiques, instrumentaux) se sont ainsi

concentrés sur la détermination de structures de protéines de masse moléculaire de plus en

plus élevée. Les possibilités offertes par le marquage à l' azote-15, au carbone-13 et au

deutérium, ainsi que les techniques TROSY (Pervushin et al., 1999; Riek et al., 2002)

combinées à des transferts de polarisation, permettent aujourd'hui l'analyse structurale par

RMN de protéines solubles ayant des masses moléculaires de plus de 800kDa (Riek et al.,

2002). TI est maintenant reconnu et admis que l'activité d'une protéine est liée non seulement

à sa structure, mais également à sa dynamique. On peut penser qu'une fonction biologique

donnée va nécessiter des mouvements relativement bien déterminés, tant dans le domaine

spatial que temporel. L'objectif est donc de trouver le lien entre la structure, la dynamique et

la fonction biologique des macromolécules.

La RMN constitue une méthode de choix pour l'étude des mouvements moléculaires. En

effet, les mesures de relaxation donnent accès à de nombreuses informations dynamiques au

niveau de chaque acide aminé de la protéine et sur une large gamme de temps. Les spins
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azote-15 constituent des sondes idéales de par leur répartition uniforme le long du squelette

protéique.

Les premières études de relaxation sur les protéines ont été menées dés les années 80. Wagner

et collègues ont tout d'abord travaillé sur la relaxation du carbone-13 en abondance naturelle

sur la molécule BPTI (Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor) (Nirmala et Wagner, 1988). Etant

donné que la majorité des protéines ne peuvent pas être concentrées suffisamment pour

permettre une étude via le carbone-13 (ou l'azote-15) en abondance naturelle, des techniques

de plus en plus élaborées ont été mises au point par les biologistes pour marquer ces

molécules complètement, partiellement ou sélectivement avec différents isotopes. Une

conséquence directe a été de faciliter considérablement l'étude de leur relaxation, les

premières investigations ont été menées par Kay et al. en 1989, Clore et al. en 1990, Palmer

III et al. en 1991a, Wagner et al. en 1992 et Schneider et al. en 1992.

Les mouvements moléculaires peuvent ainsi être caractérisés par la mesure de paramètres de

relaxation hétéronucléaire qui seront ensuite traduits en paramètres dynamiques grâce à

l'utilisation de modèles plus ou moins complexes. Si l'interprétation des paramètres de

relaxation en terme de dynamique n'est pas unique, la plupart des analyses proposées reposent

essentiellernnt sur trois observables: les vitesses d'autorelaxation longitudinale RI et

transversale R2, et l'eOn. Evidemment, la possibilité de multiplier le nombre de paramètres a

également été envisagée, notamment pour améliorer l'échantillonnage de la fonction de

densité spectrale (Peng et Wagner, 1992; Devaux et Goldman, 1994; Ishima et Nagayama,

1995; Farrow et al., 1995; Lefèvre et al., 1996).

3.2. Les modèles de dynamique dans les protéines

Dans le chapitre 1, nous avons introduit la relaxation de spm en justifiant son

existence par la présence de petits champs locaux agissant sur les différents spins considérés,

et nous avons défini la fonction densité spectrale que nous rappelons ici:

J (00) = K' K,']rr'(m) avec r et r' les mécanismes de relaxation entrant enjeu,

-+<>0----=-:---__----=-_----:-_
et J rr' (m) =4n fY20* (n' (t» Y2

ü (n" (0» e-ioxdt, la densité spectrale normalisée.

La forme de ces densités spectrales dépend de la réorientation de la molécule considérée. Les

expressions que nous développerons dans les paragraphes suivants nous placent dans le cadre
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de la théorie de la diffusion rotationnelle (Woessner, 1962; Hubbard, 1970) pour laquelle nous

envisagerons plusieurs modèles distincts de réorientation.

~)-=1~~Ê]~.9IieJlJ~ti9!lj§Qtr.9.P§

C'est le modèle de réorientation le plus simple pour lequel la molécule est assimilée à

une sphère. Sa réorientation est identique quelles que soient les directions de l'espace

envisagées. Elle est caractérisée par un seul temps de corrélation 1, c qui peut être défini

comme le temps que met un vecteur associé à la molécule pour se réorienter de un radian.

L'expression de la densité spectrale normalisée de corrélation croisée est alors:

équation 3.1

où a est l'angle formé entre les deux vecteurs de relaxation associés respectivement aux

mécanismes de relaxation r et r'. Si r = r', nous retrouvons l'expression de la densité

spectrale d'auto-corrélation (ex =0). A ce niveau de l'exposé, il est bon de rappeler ce que

nous entendons par vecteur de relaxation. Dans le cas de la relaxation dipolaire, il s'agit du

vecteur joignant les deux noyaux en interaction. Pour d'autres mécanismes, comme le csa par

exemple, il s'agit du vecteur définissant la direction de l'axe de symétrie du tenseur si celui-ci

est de symétrie axiale. Si le tenseur d'écran ne possède pas de symétrie particulière, il pourra

être décomposé en deux tenseurs de symétrie axiale. Chacun des tenseurs sera associé à un

vecteur de relaxation différent (Canet, 1998).

Nous pouvons également constater que si le mouvement considéré est rapide, c'est-à-dire si

air;«1, la densité spectrale devient indépendante de la fréquence. TI s'agit de la condition

dite du rétrécissement extrême qui s'applique généralement aux molécules de petite masse

moléculaire.

~ )-=2~~§JIl~ç[Q.II1.91~ç.l!.I~~§!J~ mQg~le_LÙ2'!.fi-:_S.~é!.b_Q

Le modèle décrit précédemment est adapté à des objets rigides (molécules ou parties

de molécules). Dans le cas de molécules présentant des mouvements internes, il n'est plus

possible de l'utiliser tel quel. Nous devons donc retourner à l'expression générale de la

densité spectrale normalisée :
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équation 3.2

Le terme Q correspond aux angles polaires (S,<p) qui définissent une direction particulière

dans le repère du laboratoire (X,Y,Z) : cette direction correspond ici à celle des vecteurs de

relaxation concernés. Pour évaluer cette densité spectrale, on peut s'appuyer sur les travaux de

Lipari et Szabo (Lipari et Szabo, 1982a, 1982b), ou, de façon équivalente sur le modèle à

deux paliers de Wennerstrom (Wennerstrom et al., 1979). Dans cett.e approche, le vecteur de

relaxation considéré ressent deux mouvements moléculaires à des échelles de temps très

différentes. Ce modèle ne s'appuie pas sur la connaissance de l'orientation du vecteur de

relaxation par rapport au tenseur de rotation-diffusion mais introduit la notion de directeur

local. On parle alors d'approche exempte de modèle ("Model free approach" en anglais).

Comme le représente la figure 3.1, le directeur local D se réoriente avec le mouvement

moléculaire global (lent), alors que des mouvements locaux (rapides et restreints) ont lieu

autour de ce directeur.

directeur
local 1)

" Tf

figure 3.1 Représentation du modèle de mouvement Lipari-Szabo (Lipari et Szabo, 1982). Le directeur
local D se réoriente avec le mouvement moléculaire global (mouvement lent caractérisé par Tc), alors que
des mouvements locaux ont lieu autour de ce directeur (mouvement rapide caractérisé par 'Tf, et restreint
avec l'angle 8).

Soient g les angles d'Euler permettant de passer au repère moléculaire (x,y,z) défini tel que z

coïncide avec D. Nous noterons QD l'orientation du vecteur de relaxation dans ce nouveau

repère (figure 3.2).
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R

figure 3.2 Défmition des deux repères utilisés pour le calcul des densités spectrales. R représente le vecteur
de relaxation (axe de symétrie du tenseur considéré). o=(e,<p) définit J'orientation de ce vecteur R dans Je
repère (X,Y,Z), et 0o=(eo,<po) définit son orientation dans le nouveau repère (x,}',z), pour lequel z coïncide
avec le directeur local.

On peut alors réécrire l'équation 3.2 au moyen des matrices de Wigner D(2) (Rose, 1957) :

+2 _-,----- -,----- ----,--_

yt (n' (t»Y20(n"(0» = I.D~~)· (g(t»D~~)(g(O»Yt (n~(t»Y2v (n~(O» équation 3.3
u,.~2

Si l'on suppose qu'il existe une symétrie d'ordre supérieur ou égal à 3 par rapport à D, on a u

= v = O. De plus, si l'on uppo e que les deux mouvements décrits précédemment sont

indépendant (non corrélé ), le seul terme re tant dans la sommation 3,3 e décompose

comme un simple produit (Canet et al., 2003);

y20(n' (t)Y20 (!'2"(O) = Dii/(g(t»)Di;/(g(O)) Y2o(n~(t»Y2o(n~(0» équation 3.4

l' \
mouvement lent par rapport mouvement rapide par

à (X,Y,Z) rapport à (x,y,z)

L'absence de conjugué complexe dans l'équation précédente provient du fait que Y20 et

D~) sont des fonctions réelle exprimées comme suit:

Y2°(8) = ~5/41[ (l/2)(3cos 2 8 -1)

Dii/ (fil) =(1/2)(3 cos 2 fII- 1)
équation 3.5

Lorsque t tend vers l'infini, la corrélation entre le mouvement à l'instant 0 et celui à l'instant t

est perdue et l'on peut écrire:
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corrélation absence de corrélation

équation 3.6

où l'on a introduit les paramètres d'ordre associés aux deux vecteur de relaxation :

S = (1I2)(3cos 2 or -1)

S '= (1/2)(3cos 2 or' -1)
équation 3.7

Ainsi, la quantité Y2o(n~(I»Y2o(n~(0»), représentative des mouvements locaux rapides,

décroît vers l'asymptote (5/4JZ )SS' (figure 3.3).

Y,'{Cl,,(I»Y,'(Cl'r,(O))

x

/

iSS' oooooooooooo •••••••• o.ooooo.o •• oo __ ••••••• ooo

41t

figure 3.3 Décroissance de la fonction de corrélation décrivant les mouvements locaux (rapides). La
signification des différents symboles est donnée dans le texte (Canet et al., 2003).

Le fait que l'asymptote soit non nulle indique l'organisation locale ou plus exactement une

certaine re triction des mouvement qui e t reflétée par le paramètre d'ordre. En supposant

que la décroissance est monoexponentielle (mouvement défini par un seul temps de

corrélation 'rj), on obtient:

équation 3,8

Pour déterminer le facteur d'amplitude, x, il faut déterminer la valeur de la fonction de

corrélation pour t=0. On peut exprimer Y20(n r) comme (l/2)(3cos2a-l)Y2°(.Qr) où aest

l'angle entre les deux vecteurs de relaxation (ceci en raison de la symétrie d'ordre trois); de

manière équivalente, nous aurions pu choisir y20(n r
) = (112)(3cos2a-l)Y2oU:l"). De plus, la
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probabilité est uniforme pour toutes les orientations (milieu isotrope), c'est-à-dire qu'elle est

égale à (l/41t) par unité d'angle solide, l'expression détaillée de la fonction pour une moyenne

d'ensemble devient:

équation 3.9,

Et étant donné que les harmoniques sphériques sont normées, on obtient:

équation 3.10

En identifiant les valeurs obtenues avec les équations 3.8 et 3.10 dans 3.4 pour t=O, et en

1 2tr1t 1
utilisant le fait que D~;/(g(O))D~)(g(O)) = -ff-(3cos21f/-1)2sinlf/dlf/dlp = 115, on

4Jr 004

trouve alors que:

(lI 4Jr)(l1 2)(3cos 2 a -1) = (1/ 5)[x + (51 4Jr)SS']

soit X = (51 4Jr)(1/2)(3cos 2 a-1) - (51 4Jr)SS'

l'équation 3.8 peut ainsi s'écrire:

équation 3.11

équation 3.12

Y20(Q~(t))Y20(Q~(O)) = (51 4Jr)[(1/ 2)(3cos2 a-1) - SS']e-tl'fr + (51 4Jr)SS' équation 3.13

Maintenant, l'équation 3.13 peut être réinsérée dans 3.4

Y20(Qr (t))Y20(Qr'(o)) = (51 4Jr)[(1/2)(3cos2 a-1) - SS']e-tl'fr D~) (g(t))D~) (g(O))

+ (51 4Jr)SS'D~) (g(t))D~) (g(O))

équation 3.14

qui peut être réécrit :
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équation 3.15

en notant que YzOet D'cl} diffèrent d'un facteur .JS/4n .

On peut alors simplifier l'expression précédente en se basant sur le fait que le facteur

y 2° (If/ (t)) y 2° (If/ (0)) (qui représente le mouvement lent ressenti par le directeur local D)

peut être omis par rapport à e-tlrf qui est associé aux mouvements rapides locaux. En effet, si

l'on considère une réorientation du directeur isotrope, Yzo(If/(t))Yzo(If/(O)) peut être mis sous la

forme e-t ITe , et on obtient alors le produit e-t ITf e-( ITe =e-t(l Irf+I/Tel qui peut être considéré

comme très proche de e-tlrf • On admettra que cette simplification reste valable pour une

réorientation anisotrope du directeur, et on peut donc écrire:

équation 3.16

Le dernier terme de l'équation précédente est la fonction d'autocorrélation correspondant au

mouvement du directeur ('JI est l'angle de ce directeur avec l'axe Z du repère du laboratoire),

et on peut donc écrire la fonction de corrélation croisée normalisée comme:

- . z 2'l1-
] rr (m) =[(l/2)(3cos a-l) - SS'] +SS'] aUIO.D (m)

1+mZrz
1

équation 3.17

JaUIO.D(m) étant la densité spectrale d'autocorrélation associée avec le mouvement lent du

directeur local.

Rappelons les hypothèses qui permettent d'obtenir ce résultat assez simple (Canet et al.,

2003):

un milieu isotrope,

une direction préférentielle (directeur local) présentant une symétrie d'ordre supérieur

ou égal à trois,

une décomposition en deux mouvements indépendants avec des échelles de temps

significativement différentes: mouvement global lent et mouvements locaux rapides,
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et un tenseur de symétrie axiale pour les deux interactions considérées.

On peut remarquer que les paramètres d'ordre 5 et 5' décrivent l'organisation autour du

même directeur local. En raison de la symétrie d'ordre trois nécessaire à l'approche décrite

précédemment, on peut écrire :

équation 3.18

Par conséquent, et étant donné que les paramètres d'ordre correspondent à une moyenne

d'ensemble des harmoniques sphériques, une relation similaire peut être écrite pour les

paramètres d'ordre:

5'= (1I2)(3cos 2 a-1)5

On peut ainsi réécrire l'équation 3.17 de façon plus simple (Canet et al., 2003):

équation 3.19

équation 3.20

Concernant les densités spectrales d'autocorrélation, a est égal à zéro, et les

paramètres d'ordre correspondant à des interactions différentes sont nécessairement

différents. Par exemple, si l'on considère les deux mécanismes d'interaction dipolaire et csa,

et une réorientation globale isotrope, les trois densités spectrales possibles s' écrivent

équation 3.21

5 étant le paramètre d'ordre pour l'interaction dipolaire, et a l'angle entre les vecteurs de

relaxation csa et dipolaire, c'est-à-dire entre l'axe de symétrie du tenseur d'écran du noyau

considéré et un vecteur formé par deux spins.
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figure 3.4 Evolution de la densité spectrale normalisée dans un modèle de mouvement Lipari-Szabo
(réorientation globale isotrope, 'tc=4.1O-9s, 'tr=3.1O- lis et S2=0.85) en fonction de la fréquence de mesure. On
remarquera l'existence de deux paliers associés aux deux régimes de mouvement.
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Dans certains cas, le modèle de Lipari-Szabo s'est avéré insuffisant et les résultats ont

conduit à étendre ce modèle en introduisant deux types de mouvements internes (Clore et al.,

1990a, 1990b). Les mouvements internes sont alors caractérisés par deux temps de

corrélation, Tt· et Ts, et deux paramètres d'ordre, SJ et S; (Tt· et SJ pour les mouvements

internes très rapides, et T.~ et S; pour les mouvements internes moins rapides). Les deux

paramètres d'ordre SJ et S; sont reliés entre eux par la relation S2=SJ S,2, où S2 représente

le paramètre d'ordre de l'ensemble des mouvements internes. La fonction densité spectrale

devient:

équation 3.22

Plus récemment, des formes fonctionnelles de la densité spectrale ont été introduites (Halle et

al., 1998) et généralisent l'expression 3.22 en:
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Où N est le nombre de fonctions lorentziennes à utiliser (déterminé dans l'ajustement par

moindres carrés non linéaires). Les paramètres de cette expression pris individuellement n'ont

pas de sens physique, mais le temps de corrélation d'intérêt peut être obtenu par une

combinaison des termes en et t'n.

~ :.-2-=:!~!--~ @LS9.kO"p-'i~ _cte_rtiQ.ri~Ilta!i.9Jl

La réorientation isotrope s'applique à une molécule dont la réorientation est

assimilable à celle d'une sphère. Si cela n'est pas le cas, au lieu d'un seul coefficient de

diffusion, il faudra envisager une représentation tensorielle du phénomène. Le tenseur de

diffusion peut s'exprimer dans son système d'axes propres:

1
Dx =--

(D~
0

~J
6t'x

Dy avec D __1_
équation 3.23y -

0
6t'y

1
Dz =-

6t'z

Désignons par X, Y, Z les axes principaux du tenseur de diffusion rotationnelle, Z étant l'axe

de plus haute symétrie si il yen a une. Les coefficients de diffusion D i=1I'tj décrivent ainsi le

mouvement autour des axes i. A priori, l'orientation du tenseur de diffusion est inconnue,

exception faite pour les molécules possédant un nombre suffisant d'éléments de symétrie

(Huntress, 1968). Nous noterons 6 r et cp r les angles polaires formés par le vecteur associé au

mécanisme de relaxation considéré dans le repère de diffusion (figure 3.5).
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z

x

Vecteur de
: re laxation
1
1
1

~----+I_--..Y

figure 3.5 Définition des angles polaires e, et G', par rapport aux axes principaux (X,Y,Z) du tenseur de

rotation-diffusion.

On pourra distinguer plusieurs cas particuliers: si Dx=Dy=Dz, nous retrouvons le mouvement

isotrope; si Dx=Dy, la réorientation est de symétrie axiale; et enfin si DXfDy:fDz, la

réorientation est totalement anisotrope.

Expression des densités spectrales normalisées pour une diffusion rotationnelle de symétrie

axiale

Dans le cas d'une symétrie axiale, on utilise les notations D.L = Dx = Dy, DI! = Dz , et on

quantifie l'écart au mouvement isotrope par un coefficient appelé anisotropie de réorientation

et noté a= Dz/Dx = 'Z .1 / 'Z Il .

Pour simplifier l'expression des densités spectrales, il est commode de définir trois temps de

corrélation effectifs:

équation 3.24

Avec ces notations, les densités spectrales normalisées de corrélation croisée peuvent être

calculées à partir des travaux de Woessner (Woessner, 1962), Hubbard (Hubbard, 1970) et

Huntress (Huntress, 1968):
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J"'(m) =(1/2X3cos2B, -1X1/2)(3cos2B" -1) 2'l~ 2
1+m ri

+ (3/4)sin(2B,)sin(2B,,)·cos(<]J, -<]J,,) 2r; 2

1+m r 2

+ (3/4)sin 2B, sin 2B,,' cos 2(<]J, - <]J,,) 2r; 2
1+m r 3

équation 3.25

Pour obtenir les densités spectrales d'autocorrélation, il suffit d'égaler les deux mécanismes r

et r' ce qui implique 6, =6" et cp, =cp,,, Ce modèle de réorientation a été notamment utilisé

dans des travaux antérieurs du laboratoire pour rendre compte de la dynamique de molécules

telles que le benzène (Python et al., 1997), l'hexafluorobenzène (Guenneau et al., 1998), ou le

ndll (Walker et al., 2üü2a) puisque, de par l'existence d'un plan de symétrie horizontal, on

peut raisonnablement penser que la réorientation de ces molécules est axiale.

Expression des densités spectrales normalisées pour une diffusion rotationnelle totalement

anisotrope

Lorsque le réorientation des molécules ne présente pas de symétrie particulière, on est amené

à utiliser trois coefficients de diffusion différents pour décrire les mouvements moléculaires.

TI est pertinent d'introduire les notations suivantes : D± = (Dx ± Dy )/2. Les densités

spectrales normalisées prennent alors la forme suivante:

avec Ào =4Dz + 2D+

À±I =Dz +5D+ ±3D_

Â±2 =2Dz + 4D+ ± ~(Dz - DJ2 + 12D~ Jl/2

ao = (3/4)sin 2 8, sin 2 8" sin 2<p, sin 2<p r'

al = (3/4)sin 28, sin 28 r' sin <p, sin <p r'

a_1 = (3/4)sin 28, sin 28 r' cos <p, cos <p r'

équation 3.26

équation 3.27

équation 3.28

équation 3.29

équation 3.30

équation 3.31
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1a =----:------,--

±2 12D~ +d;

·{~D~ ~in 2 Sr cos 2<Pr sin 2 Sr' COS 2<Pr' - (3D_d± )[sin 2 Sr COS 2<Pr (1/2)

· (3 cos 2 Sr' -1)+ (1/2)(3 cos 2 Sr -1) équation 3.32

· sin 2 Sr' cos 2<p r' ]+ (d; )(1/2)

(3cos 2 Sr -1)(1/2)(3cos 2 Sr' -1)}

et équation 3.33

Ce modèle de réorientation a été utilisé dans des travaux antérieurs du laboratoire pour rendre

compte de la dynamique de molécules telles que le a,a,2,6 tétrachlorotoluène (Walker et al.,

2002b) . Bien entendu, lorsque Dx tend vers Dy nous retrouvons le cas axial. Néanmoins, il

s'agit d'un cas limite et il n'est pas possible d'utiliser numériquement ces expressions pour

Dx = Dy . Dans la pratique cela implique le choix a priori du modèle de rotation-diffusion.

3.3. Analyse des données de relaxation en terme de dynamique

~)-,1'- AIl'!Jy~~ yl,!s.§lql.!~

Comme nous l'avons vu, les phénomènes de relaxation sont une manifestation directe

des mouvements moléculaires, les paramètres de relaxation dépendant en effet des valeurs

particulières prises par la fonction de densité spectrale J( m).

L'approche dite du "model-free" (Lipari et Szabo, 1982) permet de séparer le

mouvement global de la protéine de ses mouvements internes, plus rapides. Elle constitue la

méthode la plus usitée pour l'étude de la relaxation des noyaux azote-15 contenus dans le

squelette d'une protéine (Clore et al., 1990a; Stone et al., 1992; Fischer et al., 1998; Mandel et

al., 1995; Korzhnev et al., 2000). L'analyse fait intervenir deux étapes principales: 1)

sélection du modèle (isotrope, axial, anisotrope) et détermination des paramètres du

mouvement global, 2) détermination des paramètres des mouvements internes au niveau de

chaque résidu. Plusieurs méthodes peuvent être utilisées pour estimer le temps de corrélation

pour le mouvement lent. Sous certaines conditions ('Zj<100ps et 'ZOe> 1ns), le rapport R2/R j est

une fonction monotone de 'ZOe, indépendante (en première approximation) des mouvements

internes (Kay et al., 1989; Clore et al., 1990a; Stone et al., 1992). Ainsi 'ZOe est obtenu par la
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moyenne des rapports R2/Rj (Stone et al., 1992; Clore et al., 1990a), ou en moyennant les

temps de corrélation obtenu pour chaque rapport R2/R j de chaque résidu de la protéine

(Farrow et al., 1994), ou encore par un ajustement simultané des rapports R2/R j de chaque

résidu (Barchi et al., 1994). Les noyaux pour lesquels le rapport R2/R 1 est en dehors de la

déviation standard sont exclus des calculs (Clore et al., 1990a), ainsi que ceux pour lesquels

l'eOn mesuré est faible (Stone et al., 1992). La prise en compte d'une anisotropie du

mouvement global peut également être nécessaire, ceci sera développé plus en détails au

paragraphe 3.4.1. En effet, le fait de négliger cette anisotropie peut fausser l'analyse des

données (Schurr et al., 1994; Tjandra et al., 1996a; Hall et Fushman, 2003). Un autre

problème provient des constantes utilisées dans les divers ajustements: l'anisotropie de

déplacement chimique de l'azote-15 et la distance rNH sont fixées et constantes pour tous les

résidus, ces contraintes augmentent le risque de mauvaise interprétation des données (Tjandra

et al., 1996a; Lee et Wand, 1999; Orekhov et al., 1999).

Une autre démarche consiste à échantillonner directement les fonctions de densité

spectrale, ceci sans introduire à priori de modèle de mouvement. TI suffit d'exprimer ces

densités spectrales en fonction des paramètres de relaxation, les équations peuvent s'écrire

sous la forme d'un produit matriciel tel que:

J=CR- -- équation 3.34

avec 1... représentant la matrice des densités spectrales, C la matrice des coefficients

permettant de quantifier les contributions des interactions dipolaires et d'anisotropie de

déplacement chimique, et B. la matrice des vitesses de relaxation.

Peng et Wagner ont proposé le calcul direct des densités spectrales aux cinq fréquences (0,

0lN, WH, 0Jx±0lN) grâce à la détermination de cinq vitesses de relaxation hétéronucléaire

RNCNz) , RNCNx.y) , RNCHz+-+Nz), RNC2HzNz) et RNC2HzNx,y). On parle de "cartographie de la

fonction densité spectrale" ("spectral density mapping" en anglais) (Peng et Wagner, 1992a,

1992b).
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-3 3
0

-3 3 -3
- - -
8e 4e 8e 4e 8e

1(0) 1
0 0

1
0

-1 RN(Nz )

1 (wN) 2e 2e 2e RN (Nx,y)1 -1 -1 1
1 (WH - WN) - 0 - - 0 - RN(H

Z
H N

Z
)4d 2d 4d 4d équation 3.35

1(wH) -1 1 1 -1 1 RN(2H zN z )-- - 0 -- - --

1 (WH +WN) 12d 6d 12d 6d 12d RN (2H zN X ,Y)
1 1 -1 1

PHH'
-- 0 -- -- 0 -- RH(H z )24d 12d 24d 24d
-1 -1

0
1 1 1

- - - - -
4 2 4 2 4

où rNH est la longueur de liaison NH dans la fonction amide et /10 N l'anisotropie du tenseur

d'écran (supposée de symétrie axiale).

Dans cette approche, il est également nécessaire de mesurer PHH" la contribution des

interactions dipolaires proton-proton à la relaxation de l'azote-15. Cette contribution peut être

estimée à partir de la mesure de la vitesse de relaxation longitudinale du proton RH(Hz).

La figure 3.6 montre comment la fonction de densité spectrale d'un acide aminé est

échantillonnée en cinq points différents par cette méthode. Les fréquences d'échantillonnage

sont évidemment fonction du champ magnétique Bo utilisé, d'où la possibilité d'améliorer la

cartographie en procédant à des mesures à différents champs magnétiques (Peng et Wagner,

1995).
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figure 3.6 Représentation schématique de l'échantillonnage de la fonction densité spectrale ]«(iJ) à partir
de la mesure de six paramètres de relaxation à une seule valeur du champ magnétique (repris de Peng et

Wagner, 1992a). d =Il 2(;Jo /4tr J(y;,;1.,n 2
/ ~~H"'!) et c =(fJ.aN)2(J),~ /3.

Un inconvénient de cette méthode réside dans le fait que les fonctions de densité spectrale aux

trois haute fréquences (WH+WN, WH et WwOJN) sont extrêmement "bruitées" (Peng et Wagner,

1995; Markus et al., 1996). En effet, plusieurs études ont montré que la fonction de densité

spectrale est quasiment constante autour de la fréquence du proton, ceci de 400 à 600MHz et

au-delà (Peng et Wagner, 1995; Lefevre et al. 1996), on pourra se référer à la figure 3.4. TI est

donc possible de considérer la valeur de l(w) aux troi fréquences, wrr+OlN, WH et WwOJN,

comme égale à une valeur unique (l (WH») (Lefevre et al., 1996). La moyenne (1 (WH») est

en général a irnilée à l(Wrr+WN) (lshima et agayama 1995) ou à l(0.87 WH) (Farrow et al.,

1995). L'équation matricielle n03.35 e implifie alors en :

équation 3.36

oit :

-3 3 -9
-

[ 1(0) ]
4e 2e lOe r RN(N,) l1(wN) =
1

0
-7

RN (Nx .y ) équation 3.37
e 5e

(1(WH »)
0 0

l RN(H, H N)
-
5d
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Si l'on se restreint à la mesure des paramètres RI, R2 et eOn, la contribution de la relaxation

dipolaire proton-proton devient négligeable (Lefevre et al., 1996). Mais si l'on mesure un

quatrième paramètre de relaxation (Rtv{2NzH z)), cette contribution peut être calculée avec

précision.

La cartographie des densités spectrales permet de mettre en évidence des zones flexibles et

des zones rigides dans une protéine. Cependant, elle ne permet pas de caractériser les

mouvements mis en jeu dans ces différentes zones. Pour cela, il faut recourir à des modèles

physiques de ces densités spectrales.

II est également un autre paramètre dont il faut tenir compte lors des analyses de

relaxation. En effet, la relaxation transversale R2 peut contenir des contributions provenant de

l'échange de sorte que sa valeur observée sera supérieure à sa "vraie" valeur (Clore et al.,

1990a; Szyperski et al., 1993; Orekov et al., 1994; Akke et al., 1998; Wang et Palmer III,

2003).

équation 3.38

La contribution d'échange variant avec le carré du champ magnétique statique, elle peut être

modélisée en première approximation par: R;x =<p (j)~ . équation 3.39

JJ~~~t\~aJy~~r~~g~_Q~_té~iQ~

II peut apparaître qu'un temps de corrélation unique n'est pas suffisant pour décrire les

mouvements lents ressentis par un vecteur NH. Comme nous l'avons vu précédemment, ceci

mène par exemple à une extension du modèle (Clore et al., 1990). Une autre approche

consiste à prendre en compte une anisotropie de réorientation globale dans le modèle Lipari

Szabo. Tjandra et collègues (Tjandra et al., 1995) ont par exemple inséré une fonction de

corrélation de type Woessner (Woessner, 1962) à la place de la simple exponentielle décrivant

les mouvements lents. Canet et collègues (Canet et al., 2001) ont montré qu'aucune de ces

approches n'est apparue satisfaisante pour l'étude des données de relaxation à cinq champs de

la protéine CI2A_p8MTCPI. Ils se sont donc tournés vers la définition d'un temps de corrélation

effectif défini pour chaque résidu de la protéine. Une approche similaire a été introduite par

Ochsenbein et al. en 2001. Les mouvements lents ressentis par chaque vecteur NH sont en

effet certainement très compliqués et non limités au mouvement global pour lequel, de toute
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manière, il faut tenir compte d'une certaine anisotropie. On suppose ainsi que la superposition

de différents mouvements mène approximativement à une fonction de corrélation

exponentielle différente d'un résidu à l'autre. Ce concept n'est pas nouveau, mais a toujours

servi à caractériser l'anisotropie de rotation-diffusion (Barbato et al., 1992; Schurr et al.,

1994; Bruschweiler et al., 1995; Andrec et al., 2000). Nous avons repris cette notion de temps

de corrélation effectif en cherchant à affiner les contributions de l'échange et de l'anisotropie

de déplacement chimique à la relaxation. Pour ce faire nous proposons d'utiliser les densités

spectrales sous une forme fonctionnelle:

B
lem) = A+ 2 2

1+m Teff

équation 3.40

où A est associé aux mouvements rapides (A est indépendant de la fréquence dans la mesure

où le mouvement est suffisamment rapide, on rejoint ainsi les conditions dites du

rétrécissement extrême), B est associé aux mouvements lents et pourra êtrre exprimé comme

2 Teff S2 dans une approche à deux paliers (Lipari et Szabo, 1982a, 1982b), S étant le paramètre

d'ordre qui décrit la restriction des mouvements rapides. A l'aide des relations du chapitre 1,

et en différenciant les densités spectrales impliquant un mécanisme dipolaire et celles

impliquant un mécanisme csa, on peut alors exprimer les paramètres de relaxation RI, R2 et cr

comme suit:

avec

équation 3.41

équation 3.42

équation 3.43

équation 3.44

équation 3.45

équation 3.46
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1

équation 3.47

équation 3.48

et R;x étant la contribution de l'échange.

On identifie ad à A, et bd et bcsa à B pour les mécanismes dipolaires et csa respectivement. On

peut remarquer que l'on a négligé A dans les densités spectrales impliquant le mécanisme csa,

en effet le terme qui contient B devient largement prépondérant du fait des fréquences faibles

qui interviennent alors (fréquence zéro et fréquence de l'azote-15).

Si Tejf et R;x sont connus (il seront en fait déterminés et fixés par une procédure

d'optimisation décrite dans la suite), les seules inconnues sont ad, bd et bcsa . Ces dernières

peuvent être alors obtenues par une simple méthode des moindres carrés linéaire et donc de

façon non ambiguë puisque le recours à un jeu de valeurs initiales est inutile. Les équations

3.41 à 3.48 peuvent être exprimées sous la forme:

On peut alors mettre le système sous forme matricielle:

R=AX- --

équation 3.49

équation 3.50

où A est la matrice des coefficients (de taille nx3), X la matrice des inconnues (3 par résidu)

et R la matrice des paramètres de relaxation (de taille n, soit 3 par valeur du champ

magnétique). Pour chacun des résidus de la protéine, ceci peut par exemple s'écrire:
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Rc!lampl

10
Gdc!lampl Gcsac!lampl1

1 1
Rc!lampl

10
Gdc!lampl GcsaC!lampl

ad2
2 2

ac!lampl
5

Gd cilamp 1
0

bd J équation 3.51
CT

R c!lamp 2 10 G dc!lamp2 Gcsac!lamp2 bcsa1 1 1

La résolution de ce système est directe. Les quantités ad, bd et bcsa peuvent ensuite être reliées

à des quantités moléculaires. TI nous faut tout d'abord rappeler la définition des facteurs

d'échelle Kd (pour l'interaction dipolaire) et Kcsa (pour le mécanisme d'anisotropie de

déplacement chimique) :

1 2
Kcsa = ~(~aN)(1/2)(3cos a-1)

'V15

équation 3.52

équation 3.53

où rNH est la longueur de liaison amide NH et ~oN l'anisotropie du tenseur d'écran (supposée

de symétrie axiale). D'après les développements du paragraphe 3.2.2 (Canet et al., 2003), Kcsa

fait intervenir le facteur (l/2)(3cos2a-1) où a est l'angle entre le vecteur NH et l'axe de

symétrie du tenseur d'écran de l'azote. Ceci revient à exprimer le paramètre d'ordre ffsa

comme Y2(3cos2a-1)stiP
• D'après des travaux antérieurs, notamment en RMN du solide, cet

angle a est compris entre 20° et 24° (Oas et al., 1987; Hiyama et al., 1988; Shoji et al., 1989;

Lumsder et al., 1994).

Avec ces notations et en utilisant un modèle à deux paliers ('rj étant le temps de corrélation

associé aux mouvements locaux rapides, et S le paramètre d'ordre décrivant leur restriction),

nous pouvons identifier:

ad = K~ (l-S2)(2'rj)

bd = K~ S2(2rejf)

équation 3.54

équation 3.55

équation 3.56
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En supposant que la longueur de la liaison NH est connue et identique pour tous les résidus de

la protéine (L02Â), le paramètre d'ordre peut être obtenu à partir de bd (equation 3.55) et

réinséré dans les équations 3.53 et 3.56 afin d'évaluer la quantité (~oN) (l12)(3cos2a-l).

Le temps de corrélation effectif reff est déterminé grâce à la dépendance en fréquence des

paramètres de relaxation. TI est obtenu par une optimisation non linéaire (du type SIMPLEX),

où l'on minimise la quantité X2 définie comme:

équation 3.57

où R est le paramètre de relaxation utilisé dans l'ajustement et t::J( son incertitude

expérimentale. Ainsi, ad, bd et bcsa doivent être calculés (méthode linéaire) à chaque pas de la

procédure d'optimisation (Canet et al., 2001).

Pour l'estimation de R;x, nous utilisons l'expression de Habazettl et Wagner (Habazettl et

Wagner, 1995; Phan et al., 1996) selon laquelle la contribution de l'échange est

proportionnelle au carré de la fréquence de mesure de l' azote-15, et peut être exprimée

comme <l>m~. Ainsi, on peut écrire:

équation 3.58

L'ordonnée à l'origine de 2Rz-Rj en fonction de m~ correspond à 4bd , et la pente de la droite à

[(4/3)bcsa+2<1>]. Nous pouvons ainsi évaluer le terme <1> en utilisant le fait que bcsa =bd ?s.: .
d

Le processus global correspond à une succession d'itérations (figure 3.7): on utilise une

valeur initiale pour Kcsa (obtenue avec une valeur de -170ppm pour [(~oN) (l/2)(3cos2a-l )]).

Le terme d'échange est ainsi calculé à l'aide de l'équation 3.58 et nous sert à corriger les

vitesses expérimentales d'autorelaxation Rz. Les paramètres expérimentaux, RI, (j et Rz

corrigés de l'échange (Rz- R;X), nous permettent ensuite de calculer ad, bd, bcsa et reff comme
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décrit précédemment (Canet et al., 2001). Enfin, à partir des valeurs de bcsa et bd obtenues, on

calcule une nouvelle valeur de Kcsa , et tout le processus est répété jusqu'à ce que Kcsa ne varie

plus (variation inférieure à 0.5%).

raleurs initiales

KCSI '1

calcul de n,r h.l_ h,_,~ par
moilldres carrés lillétlires

utilisation de RI- R2-(])ro/- o. I dl

(equations 3.41-43)

r~'1 stabilisé'l >11_0_11__---'

OUI

non
'--------~< K"'J stabilisé')

llui

Moindres carré!; IWII-Iilléaires
(SIMPLEX)

(equations 344-48)

figure 3.7 Diagramme décrivant tout le processus d'ajustement. Kd est supposé constant durant toute la
procédure (rNH=1.02Â).

Cette méthode est auto-cohérente et nous donne accès non seulement aux contributions

d'échange mais aussi à la meilleure valeur de Kcsa compatible avec les trois paramètres de

relaxation mesurés à au moins deux valeurs différentes du champ magnétique. La seule

hypothèse du processus concerne la distance NB que nous avons fixée à 1.02Â (ce qui revient

à fixer le facteur d'échelle Kd à 1.611 104
S-I). Dans le but d'évaluer l'influence de cette

distance sur les quantités à déterminer, nous avons utilisé un jeu de données de relaxation
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synthétiques qui a été analysé en prenant trois valeurs différentes pour la longueur de la

liaison H (figure 3.8).
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figure 3.8 Influence de la valeur rNH dans la procédure d'ajustement décrite sur la figure 3.7. Les calculs
sont menés sur des données synthétiques calculées à trois valeurs du champs magnétique (9.4T, 1l.7T et
14.1T) (voir l'annexe A3.1 pour le détail des calculs). Trois valeurs ont été utilisées pour le paramètre
Kd lors de l'ajustement: Kd=1.8164 104

S·I (rNH=0.98A, losanges bleus), Kd=1.6110 104
S·l (rNH=1.02A, carrés

roses) et Kd=1.4354 104
S·I (rNH=1.06A, triangles verts). Le csa apparent correspond au paramètre ( aN)

(1I2)(3cos2a-l).

Ces calculs illustrent les points suivants:

le paramètre bd (ainsi que ad) est fonction de Kd ; or les paramètres d'ordre S sont

déterminés à partir de cette valeur, ils sont donc fonction eux aussi de la valeur de la

distance rNH,

la détermination de bcsa , quant à elle, est totalement indépendante de rNH,
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l'anisotropie de déplacement chimique apparente étant calculée à partir des grandeurs

bd et bcsa , elle est fonction de la distance rNfI,

le temps de corrélation effectif reff est lui indépendant de la distance rNH, il est en fait

indépendant de Kcsa et de Kd , sa détermination relevant essentiellemnt de l'analyse des

paramètres de relaxation en fonction de la valeur du champ magnétique,

le terme d'échange est peu sensible à la distance rNH.

Nous avons appliqué cette méthode aux données de relaxation mesurées à cinq champs

magnétiques sur un échantillon de C12A_pSMTCPI. La validité de la méthode peut être

appréciée en comparant les données expérimentales et recalculées (figure 3.9).
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figure 3.9 Ecarts relatifs entre les valeurs expérimentales et recalculées de Rh Rz et aNH' 't.rr est ajusté
résidu par résidu à partir de tous les paramètres de relaxation. Losanges: données à 9.4 T; carrés:
données à 11.75 T; triangles: données à 14.1 T; croix: données à 16.45 T; et étoiles: données à 18.8 T.
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La figure 3.10 présente l'interprétation des résultats (bd, bcsa , Teff) obtenus sur cette protéine

pour un modèle Lipari-Szabo.
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figure 3.10 (a) Vue schématique de la protéine pSMTCPI. (b) Résultats obtenus en fonction des résidus de la
protéine: temps de corrélation effectifs (en haut à gauche), paramètres d'ordre (en haut à droite),
anisotropie de déplacement chimique (en bas à gauche) et contribution de l'échange (en bas à droite). Le
csa est exprimé à l'aide du paramètre (L'1CJN) (1/2)(3cos2a-l) (équation 3.53) et l'échange avec <1> (équation
3.5S). Les barres d'erreur proviennent d'un calcul de type Monte Carlo.

L'interprétation des temps de corrélation effectifs Teff sera discutée au paragraphe 3.4. En ce

qui concerne les paramètres d'ordre, on peut visualiser directement la structure secondaire de

la protéine sur la figure 3.10. Les hélices 1 et II, qui sont liées par des ponts disulfures, sont

très rigides, alors que la troisième hélice semble plus flexible.

Les termes d'échange et l'anisotropie de déplacement chimique obtenus sont également

présentés sur la figure 3.10. On peut ainsi remarquer que seuls quelques résidus sont affectés

par les phénomènes d'échange (contrairement à ce qui est obtenu en réalisant un calcul direct
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avec l'équation 3.58 et en supposant une valeur constante pour !10 N )' En fait seuls quatre

résidus montrent une contribution de l'échange significative (supérieure à 10% du R2

mesuré): les résidus Ser22, Tyr23, Va131, et Gly45. Les valeurs de l'anisotropie de

déplacement chimique (rappelons qu'elles correspondent à (!1o N ) (l12)(3cos2a-l)) montrent

des variations relativement importantes. Cependant, aucune relation n'a pu être établie avec la

nature de l'acide aminé correspondant. En fait, Canet et collègues (Canet et al., 2001) ont

préconisé un calcul d'erreur statistique car les calculs d'erreur Monte Carlo ne tiennent pas

compte des erreurs systématiques (notamment instrumentales). Les incertitudes obtenues avec

cette méthode sont présentées sur la figure 3.11. il apparaît alors difficile de détecter une

variation significative de l'anisotropie de déplacement chimique le long du squelette de la

protéine. On peut notamment remarquer que les très grandes valeurs absolues de csa

apparaissant pour les résidus situés aux extrémités de la protéine sont affectées de barres

d'erreur telles que l'on se situe à nouveau dans la gamme attendue.

O-,---------.----,--------,----,--------,---,-------r-,

-50

10 20 30 40 50 GO 70

Ê-100

Co
Co
:::-150
c:
~

'"~-200
'"'"~ -250

-300

-350

hélice l hélice II

residu

hélice III

figure 3.11 Valeurs du csa apparent (voir figure 3.10) avec des barres d'erreur résultant d'un calcul
statistique. La ligne pointillée représente la valeur moyenne (-199ppm) obtenue sur le cœur de la protéine
(résidus 7 à 53).

De plus, concernant les résidus qui montrent une contribution de l'échange significative, la

quantitativité des résultats obtenus est à prendre avec précaution en raison de l'hypothèse

utilisée pour modéliser l'échange (équation 3.58) (Millet et al., 2000); néanmoins, on

distingue clairement et qualitativement ces résidus.

La méthode a également été appliquée sur les paramètres de relaxation de l'ubiquitine

mesurés à trois valeurs du champ magnétique. Les résultats, qui conduisent aux mêmes

conclusions, sont présentés en annexe A3.2.
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Enfin, nous avons étudié les données de relaxation de la protéine p13MTCPI (mesurées à

trois champs, et fournies par C.Roumestand). La figure 3.12 présente les résultats obtenus sur

cette protéine et pour trois températures différentes: 293K, 298K et 3ü3K.
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figure 3.12 (a) Vue schématique de la protéine p13MTCPI (Yang et aL, 1998). Les brins appartenant à
chaque feuillet·~ sont représentés en verts et rouge, respectivement. (b) Résultats obtenus en fonction des
résidus de la protéine: temps de corrélation effectifs (en haut à gauche), paramètres d'ordre (en haut à
droite), anisotropie de déplacement chimique (en bas à droite) et contribution de l'échange (en bas à
droite), Les barres d'erreur proviennent d'un calcul Monte Carlo. Losanges bleus: données à 293K,
carrés rose: données à 298K, et triangles verts: données à 303K.

On peut remarquer l'influence importante d'une faible variation de température sur le temps

de corrélation: plus la température augmente, plus le mouvement global est rapide ce qui se

traduit par une diminution du temps de corrélation. Par ailleurs, la restriction des mouvements

internes (paramètre d'ordre S) ne semble pas (ou très peu) affectée par les modifications de
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température, comme le prédisent des travaux antérieurs (Wang et al., 2003). L'anisotropie de

déplacement chimique de l'azote-15 n'est pas non plus sensible à la température, quant à

l'échange, les barres d'erreur ne nous permettent pas de conclure. Ces résultats indiquent que

la structure de la protéine n'est pas affectée par les faibles variations de la température, seule

sa relation avec le solvant est modifiée entraînant ainsi une variation de la rotation-diffusion.

L'utilisation de la loi de Stokes-Einstein (Dr = _1_. = kB~ , avec k8 la constante de
6Tc 8nr" Tl

Boltzmann, T la température absolue, ni. le rayon hydrodynamique de la molécule et Tl la

viscosité du milieu, ici l'eau) nous permet de confirmer cette analyse. En effet, il apparaît

d'après cette relation que la modification des temps de corrélation effectifs en fonction de la

température provient essentiellement de la modification de la viscosité du milieu, le rayon

hydrodynamique de la protéine restant constant (21.3Â, figure 3.13).

3 E..a7

2 E..a7

'.d' E..a7 /
/'

/
oEiOO +'/'-----~-~--~-~

oOEiOO 1OEtOS 2.0EtOS 30EtOS 40EtOS
T/l1 (PI.K')

figure 3.13 Haut: évolution du coefficient de diffusion Dr de la protéine pl3 en fonction de la température.
Bas: représentation du rayon hydrodynamique obtenu à partir de la relation de Stokes-Einstein.

Les mesures des temps de relaxation transversale de l' azote-15 ont pu être effectuées de deux

manières différentes à 293K. Nous disposons donc de deux jeux de données (à trois champs

chacun) : l'un correspond à des R2 mesurés avec un train d'impulsions CPMG classique

(temps entre les impulsions d'angle 'Tt: égal à Ims, voir §2.2), et l'autre à des R2 mesurés avec

un "simple" écho de Hahn. Des études ont montré que l'utilisation d'un Tep petit (temps entre
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les impulsions d'angle 1t pendant le train d'impulsions) permettait d'atténuer les effets de

l'échange sur le temps de relaxation transversale (Carr et Purcell, 1954; Meiboom et Gill,

1958; Millet et al., 2000; Palmer ID et al., 2001). La figure 3.14 montre une courbe de

dispersion de relaxation (R~X en fonction de OJcpoc l/rcp) : la mesure par simple écho devrait

donc donner des R2 incluant une contribution de l'échange significativement plus importante

par rapport à la mesure par CPMG.
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figure 3.14 Comparaison de la dispersion en relaxation lors des expériences CPMG (repris de Palmer III
et al., 2001). Les pointillés correspondent à un échange lent et les tirets à un échange rapide. weffoc l/-rcp , le
lecteur pourra se référer à l'article de Palmer III et al. pour une description plus détaillée des paramètres
entrant en jeu. Plus weff est petit (plus Tep est grand), plus la contribution d'échange est importante.

La figure 3.15 montre les différences entre les temps de relaxation transversale mesurés par

simple écho et ceux mesurés par CPMG. On peut ainsi identifier quelques résidus qui

semblent affectés par l'échange: les résidus Aspl1, His12, His16, Thr28, Ser58, Leu60,

Thr62, Met68, Asn80, Gln97, Glu98, et Leu99. Nous avons ensuite appliqué la procédure

d'ajustement décrite précédemment aux deux jeux de données.
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figure 3.15 Données et résultats obtenus en fonction des résidus de la protéine p13MTCP'. Haut :
diffél'ences absolues entre les Rz mesurés par un simple écho et les Rz mesurés avec un train d'impulsions
CPMG aux trois champs: Losanges bleus: données à 9.4T, carrés rose: données à H.5T, et triangles
verts: données à 14.1T. Bas: différences absolues entre les contributions d'échange résultant de l'analyse
des données, 1) en utilisant les Rz mesurés par un simple écho, 2) en utilisant les Rz mesurés par un train
d'impulsions CPMG. Les barres d'erreur proviennent d'un calcul de type Monte Carlo.

Les contributions d'échange que l'on trouve après ajustement confirment les observations

précédentes, elles sont significativement supérieures avec les données mesurées par un simple

écho (figure 3.15), hormis pour le résidu Gln97 qui présente cependant une très grande barre

d'erreur. Cette interprétation nous permet encore une fois de valider la méthode d' aj ustement

décrite précédemment. Hall et Fushman (2003) ont montré que l'analyse des contributions

d'échange pouvait être biaisée si le modèle de réorientation envisagé n'était pas le bon, la

présente analyse évite ces problèmes grâce à l'utilisation des temps de corrélation effectifs et

donc sans choisir de modèle de réorientation à priori.

Cette analyse des paramètres de relaxation (R" R2, et GNH) à plusieurs champs permet

de tenir compte à la fois des phénomènes d'échange et de la variation de l'anisotropie de

déplacement chimique du noyau azote-15 le long du squelette de la protéine. La méthode

permet d'obtenir des paramètres dynamiques (temps de corrélation et paramètres d'ordre)

indépendants du modèle de réorientation. Les divers exemples d'application présentés ici ont
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validé la démarche utilisée. TI nous reste maintenant à donner une interprétation des temps de

corrélation effectifs, obtenus au niveau de chaque résidu de la protéine.

3.4. Interprétation du temps de corrélation effectif associé aux mouvements

lents de la protéine

;2 ,--4: l '-- RY.PI~~~l!.tllli9.!l_ 'll1'lQCaJ;iJlu_e_Q~~ l~J!lP§ _cie_ çQl]"~l'ltiQI} yf[~cJ!f§

Dans le cas d'une réorientation de la protéine totalement anisotrope, les valeurs des

temps de corrélation effectifs dépendent de la direction relative des vecteurs NH par rapport

au tenseur de rotation-diffusion. L'objectif est d'utiliser cette information géométrique pour

décrire les orientations préférentielles des mouvements de la protéine. Plusieurs approches ont

servi à déterminer les caractéristiques du tenseur de rotation-diffusion: la plupart consiste en

une analyse directe des rapports R2/R] (Tjandra et al., 1995; Zeng et al., 1995; Markay et al.,

1996; Luginbühl et al., 1997; Blackledge et al., 1998; Andrec et al., 2000) ou de ces rapports

corrigés des contributions à hautes fréquence (Ghose et al., 2001). Des programmes

d'ajustement ont d'ailleurs été mis au point et sont aujourd'hui utilisés de façon routinière

(programme Tensor: Dosset et al., 2000). Une autre approche concerne une analyse locale

des paramètres de relaxation et donc la définition de temps de corrélation effectifs, de façon

explicite ou non (Brüschweiler et al., 1995; Lee et al., 1997). Brüschweiler et collègues

(Brüscbweiler et al., 1995) ont montré que, pour des petites anisotropies de rotation-diffusion,

les temps de corrélation effectifs peuvent être exprimés sous forme quadratique:

équation 3.59

avec ei le vecteur NH normé (coordonnées x,y,z), et Q la matrice des vecteurs propres
- -

correspondant aux axes principaux du tenseur de rotation-diffusion.

Dans le cas d'un modèle de réorientation totalement anisotrope, ceci peut être réécrit comme:

équation 3.60

Soit, si l'on tient compte de tous les résidus (n résidus) de la protéine:
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1I6r~fff
2 2 2 2x1y, 2x,z, 2y,zl QIlXI YI z,

l/6r:m X2 2 2
2X2Y2 2X2Z2 2Y2Z2 Q222 Y2 Z2

l/6r;fff Q33
équation 3.61

Q'2

Q'3

l/6r':m 2 2 2 2xnYn 2xnzn 2Yn zn Q23Xn Yn Zn

La matrice Q peut ainsi être déterminée par une ajustement des moindes carrés linéaire.

équation 3.62

Elle est ensuite diagonalisée.

équation 3.63

Les valeurs propres permettent de remonter aux coefficients de diffusion rotationnelle Dx, Dy

etDz.

D = Qdiag + Qdiag _ Qdiag
X yy zz xx

D = Qdiag + Qdiag _ Qdiag
y xx U yy

D = Qdiag + Qdiag _ Qdiag
Z xx yy zz

équation 3.64 avec Dx~ Dy~ Dz équation 3.65

La matrice de passage e... permet de calculer les angle d'Euler a, f3 et y définissant

l'orientation du tenseur de rotation-diffusion par rapport à un repère moléculaire.

~
cosa cos fJ cos y - sin a sin y

P = sinacosfJcosy+cosasin y

-sinf3cosy

-cosacosfJsin y-sinasin y

- sin a cos f3 sin y - cos a cos y

sin fJsin y

cosasin f3j
sin asin fJ

cosf3

équation 3.66
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On peut remarquer l'indétermination obtenue sur les angles a, [3 et y. La matrice P peut en

effet correspondre à quatre combinaisons de (a, 13, J1 car les vecteurs propres sont déterminés

au signe prés.

a, 13, y
a,j3,y+TC

a+ TC,-[3,TC- y

a+ TC,-[3,-y

équation 3.67
{

OO < a < 360°

avec 0° < [3 < 180°

0° < y< 360°

équation 3.68

Cependant cette indétermination n'a pas d'influence sur la définition spatiale du repère de

rotation-diffusion puisqu'elle concerne le sens des axes et non leur direction (le trièdre restant

néanmoins direct).

~A2,- JJ1J~m.r~l<!tiQl} _Q!L !~rp..P.§- _dy__c_oJrtil1l1i.911_ J~ff~ç.ti( _<!<!IlS__l!Il_ITJ&etèJ~ _Q~

[~OJi~Ilt1l1i.911_gloJ:~_~~ ste_ITI!l~lrj~ _ll2<-1111y'

Nous pouvons rappeler qu'un temps de corrélation est la constante d'une fonction de

corrélation exponentielle, et que la somme de deux exponentielles avec des constantes du

même ordre de grandeur apparaît comme une simple fonction monoexponentielle. Ainsi, si

l'on considère une réorientation globale de symétrie axiale (qui correspond à deux temps de

corrélation: 1/1' réorientation par rapport à l'axe de symétrie du tenseur de rotation-diffusion,

et 11-' réorientation par rapport à une direction perpendiculaire), on peut supposer que la

définition d'un temps de corrélation effectif défini pour chaque résidu revient à prendre en

compte ces deux temps de corrélation. Nous nous sommes concentrés sur ce modèle de

réorientation car il semble adapté à l'étude de la protéine CI2A_p8MTCPI. L'hypothèse

précédente revient à identifier l'expression de Woessner (Woessner, 1962) à celle contenant le

temps de corrélation effectif:

1+ oir(i)2
elf

équation 3.69

où rI, r2, et r3 sont exprimés en fonction de 'Z 1- et 1", alors que a?) , aii ) , a~i) sont fonction

de l'angle 13 entre le vecteur NH et l'axe de symétrie du tenseur de rotation-diffusion (voir

paragraphe 3.2.4) :
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1 1

1 5 1
-=--+
r 2 6r.L 6r//

112
-=-+
r 3 3r.L 3r//

équation 3.70

(i) _ 1 (3 2 R 1)al -- cos P(i)-
4

(i) _ 3 . 2 (2 R )a2 --sm P(i)
4

équation 3.71

et on peut alors exprimer le temps de corrélation effectif comme:

ou encore:

équation 3.72

équation 3.73 avec {af)= ~ Cl +cos
2 Pei») équation 3.74

(i) _ 1 (1 2 R )
ail - - - cos PU)

2

TI est nécessaire de savoir jusqu'à quelle valeur de l'anisotropie de réorientation (et ceci en

fonction de la valeur du champ magnétique) il est possible d'utiliser un tel modèle. Dans ce

but, nous avons réalisé des simulations et la figure 3.16 montre l'erreur entre les paramètres

de relaxation (R), R2, et ŒNH) calculés avec un modèle de réorientation de symétrie axiale

d'une part et ceux calculés avec un temps de corrélation effectif égal à la somme pondérée des

temps de corrélation 'Z.L et 'Z// d'autre part (équation 3.69).
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figure 3.16 erreur (en %) entre les paramètres de relaxation (R}, Rb et (JNH) calculés avec un modèle de
réorientation de symétrie axiale d'une part et ceux calculés avec un temps de corrélation effectif égal à la

somme pondérée des temps de corrélation 1l- et 1 11 (équation 3.69) d'autre part. Ces écarts sont calculés

pour une fréquence du proton allant de 100 à 900MHz, une anisotropie a=D/Dx allant de 1 à 3, Dx=2.5 107

s-l, et 13=90° (ce qui correspond au maximum d'erreur possible).

Ces simulations montrent qu'une telle hypothèse (équation 3.73) reste largement acceptable

jusqu'à une anisotropie a égale à 2 (a= DiDx =1l-1-z: 11 ). De plus, les expressions de al- et ail

(équations 3.74) sont tout à fait cohérentes avec les deux conditions limites: i) /3=0° (le

vecteur NH coïncide avec l'axe de symétrie du tenseur de rotation-diffusion), al- =1 et ail =0,

ii) /3=90° (le vecteur NH est perpendiculaire à l'axe de symétrie du tenseur de rotation

diffusion), al- = ail = Y2.

Il reste maintenant à exprimer l'angle j3 pour chaque résidu de la protéine. Soient (x,y,z) les

coordonnées du vecteur NH d'intérêt dans un repère moléculaire fixe (pour la protéine

considérée, C12A_p8MTCPI, ces données sont disponibles avec le fichier pdb 2HP8 (Barthe et

al., 1999)), et (B,C{)) les angles polaires définissant l'orientation du tenseur de rotation

diffusion dans ce repère (figure 3.17).
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figure 3.17 Définition du tenseur de rotation-diffusion D (de symétrie axiale, représenté en vert) dans le
repère moléculaire fixe (X,Y,Z). Chacun de vecteurs NH de la protéine est défini par ses coordonnées
(x,y,z) dans ce repère fixe, et l'orientation du tenseur de rotation-diffusion est définie par les angles
polaires (S,cp). f3 correspond à l'angle entre le vecteur NH et l'axe principal du tenseur de rotation
diffusion.

Avec ces notations, nous pouvons écrire:

cosf3=sinecoscp J x +sinesincp J y +cose J Z
x 2 + l + Z2 x 2 + l + Z2 x2 + l + Z2

équation 3.75

Nous avons amsi quatre mconnues à déterminer, e, cp, 1/1 et 1.l' à partir des temps de

corrélation effectifs 'rejj obtenus précédemment (paragraphe 3.3.2). 1/1 et 1.l sont déterminés

par moindres carrés linéaires (à partir de l'équation 3.73) pour chaque paire (e,cp) possible (e

et cp sont scrutés par pas de 1° dans l' intervaJle 0°-180°, figure 3.18 obtenue sur des données

synthétiques, voir la suite de l'exposé). On retiendra le jeu de (e, cp, 1/1,1.l) conduisant à un

minimum de différences entre les valeurs calculées et expérimentales.
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figure 3.18 Exemple de cartographie en fonction de () et cp (obtenu sur des donnés synthétiques, les temps
de corrélation effectifs utilisés correspondent à ceux obtenus au paragraphe 3.3.2 (le lecteur peut se
référer à l'annexe A3.1 pour le détail du calcul des paramètres de relaxation». Valeurs des écarts entre les
temps de corrélation effectifs expérimentaux et recalculés. Le minimum correspond aux valeurs 19=151°,
FI04°.

La méthode appliquée à des données synthétiques donne des résultats très

encourageants en faisant apparaître un minimum caractéristique. Cependant, la surface étant

complexe, nous avons choisi de scruter les valeurs de Bet qJ plutôt que d'utiliser une méthode

plus élaborée pour la recherche du minimum. Les valeurs obtenues correspondent bien à ce

qui a été simulé: B=15P±23°, <p=104°±28°, Dz=3.57 107s- I±O.18 107s- 1 et a=1.19±O.1l (ceci

en considérant des erreurs de 5% sur les paramètres de relaxation, voir l'annexe A3.1). Cette

validation de la méthode permet d'envisager sereinement l'étude de cas réels.

Nous avons tout d'abord appliqué la procédure en incluant l'ensemble des résidus de

la protéine p8MTCPI. Les résultats obtenus semblent irréalistes et incohérents, les écarts entre

les données expérimentales et recalculées sont importants comme le montre la partie gauche

de la figure 3.19. Néanmoins, on peut constater que les régions supposées rigides dans la

protéine se démarquent des régions flexibles.
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figure 3.19 Différences relatives entre les temps de corrélation expérimentaux et recalculés (carrés).
Gauche: procédure appliquée à tous les résidus de la protéine pSMTCPI. Droite: procédure appliquée aux
résidus appartenant aux hélices 1 et II. Pour comparaison, les paramètres d'ordre sont également
représentés (losanges vides). (la même échelle s'applique dans les deux cas).

Ceci nous a incité à nous limiter aux parties rigides correspondant aux hélices l et II de la

protéine. Le résultat obtenu est bien meilleur (figure 3.19, droite) et correspond à des angles

B= lOoo±4° et qJ= 87°±27°. L'orientation de l'axe principal du tenseur de rotation-diffusion

est presque parallèle à la direction des hélices l et II, elles-mêmes quasiment parallèles. Ce

résultat est en accord avec de simples considérations géométriques qui conduiraient à placer

un pseudo axe de symétrie dans la direction des deux hélices.

yD

U--t"-- X

figure 3.20 Schéma de la protéine C12A_pSMTCPl (fichier pdb 2HPS (Barthe et aL, 1999)). Les axes (x,y,z)
correspondent au repère moléculaire utilisé pour le calcul des coordonnées de chaque vecteur NH. D
représente l'axe de symétrie du tenseur de rotation·diffusion obtenu avec la procédure décrite dans le
texte.

L'anisotropie trouvée pour cette orientation est égale à a = DiDx = oz J./ oz /1 = 1.24±0.43

(Dz=3.1 107s-I±O.2 107S-I) et se situe donc dans la gamme d'anisotropie accessible par la

méthode. On peut remarquer sur la figure 3.19 que l'écart entre les temps de corrélation
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expérimentaux et recalculés est très faible pour les hélices 1 et il, ce qui confirme la validité

du modèle de rotation-diffusion, mais surtout l'unicité de ce mouvement lent pour cette partie

rigide de la protéine. Au contraire, de grandes différences apparaissent pour l'hélice Ill, ainsi

que pour les résidus compris entre les hélices 1 et il. Ceci indique sûrement que d'autre(s)

mouvementes) se superpose(nt), pour ces régions, au mouvement global de la protéine. lis

peuvent correspondre à des mouvements intermédiaires comme suggérés par Clore et al.

(1990); nous avons pu atteindre cette conclusion sans avoir recours à plusieurs temps de

corrélation. Les temps de corrélation ne suivent pas tous la même tendance: entre les hélices 1

et il d'une part et pour le début de l'hélice III d'autre part, les temps de corrélation

expérimentaux sont supérieurs à ceux recalculés. Ceci peut signifier que la réorientation dans

ces zones est plus lente, ce qui indiquerait des entraves aux mouvements.

La procédure appliquée à l'ubiquitine donne des résultats similaires à ceux obtenus par

Tjandra et al. (Tjandra et al., 1995). En effet la figure 3.21 montre l'orientation des tenseurs

de rotation-diffusion obtenus avec les différentes méthodes: la méthode présentée ici

(symétrie axiale), la représentation quadratique des temps de corrélation effectifs

(Brüschweiler et al. en 1995) et celle de Tjandra et al. (Tjandra et al., 1995). Les orientations

sont sensiblement les mêmes. Notre résultat correspond à des angles () = 154°±38° et cp =

106°±28°. L'anisotropie trouvée pour cette orientation est égale à a=D/Dx= 'Z 1-!'Z 1/ =1. 13±O.09

(Dz=5.4 107s-1 ± 0.2 107s- I
). Les données de Tjandra montrent que la réorientation de

l'ubiquitine est de symétrie axiale (a=1.17), et qu'il n'y pas d'amélioration significative dans

l'analyse des données en utilisant un modèle de réorientation totalement anisotrope. Ceci

renforce les résultats que nous présentons ici. L'utilisation de la méthode de Brüschweiler

conduit à un résultat qui va dans ce sens également. En effet les coefficients de diffusion

obtenus sont Dz=5.08 107s- l
, Dy=4.64 107s-1 et Dx=4.57 107s- l

. Dx et Dy étant très proches, la

réorientation peut être assimilée à une réorientation de symétrie axiale avec une anisotropie

a=1.11.
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figure 3.21 Schéma de l'ubiquitine : à droite fichier ID3Z.pdb (Cornilescu et al., 1998) et à gauche fichier
lUBQ.pdb (Vijay-Kumar et al., 1987). A droite: Dz (vert) représente l'axe de symétrie du tenseur de
rotation-diffusion obtenu avec la procédure décrite dans le texte, et (D.,Dy,Dz) (rouge) représente le repère
de rotation-diffusion obtenu avec la méthode de Bruschweiler (Brüschweiler et al., 1995). A gauche: Dz

(bleu) représente l'axe de symétrie du tenseur de rotation-diffusion obtenu par Tjandra et al. (Tjandra et
al., 1995).

Les calculs menés avec le programme Tensor 2.0 (Dosset et al., 2000) ne donnent pas de

résultats satisfaisants avec les molécules testées ici. En effet, ce programme analyse les

données à une seule valeur du champ magnétique, et les résultats obtenus diffèrent pour

chacun des champs.

La validité du concept de temps de corrélation effectif est ici validée. Nous avons pu

montrer que les temps de corrélation variant d'un résidu à l'autre de la protéine permettaient

de prendre en compte les anisotropies du mouvement lent. li est de plus possible de retrouver

les caractéristiques des mouvements Uusqu'à des anisotropies de rotation-diffusion égales à 2)

par une simple analyse de la dépendance du temps de corrélation effectif en fonction de la

direction relative des vecteurs NH par rapport au tenseur de rotation-diffusion.

3.5. Les paramètres de corrélation croisée

Les paramètres de corrélation croisée csa/dipolaire sont depuis plusieurs années

apparus comme des observables très intéressantes dans les protéines en raison des

informations qu'ils peuvent apporter. La principale application concerne la détermination de

l'anisotropie de déplacement chimique de l'azote-15 (Tjandra et al., 1996b; Fushman et
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Cowburn, 1998), mais aussi du carbone-13 (Tjandra et Bax, 1997a; Boisbouvier et al., 1999)

ou du proton (Tessari et al., 1997a, 1997b, Tjandra et Bax, 1997b). Les paramètres de

corrélation croisée permettent non seulement de déterminer l'amplitude du csa mais aussi son

orientation (Fushrnan et al., 1998; Damberg et al., 1999). Une autre propriété importante des

paramètres de corrélation croisée provient du fait qu'ils sont indépendants de l'échange. Leur

comparaison avec les paramètres d'autorelaxation (notamment la relaxation transversale)

permet ainsi de caractériser les résidus avec échange dans une protéine (Kroenke et al., 1998;

Kroenke et al., 1999). TI est également à noter que le rapport entre le paramètre de corrélation

croisée transversale et le paramètre de corrélation croisée longitudinale, T/x,/T/z, étant

indépendant de l'échange et du csa, il est directement proportionnel à 'Z"c (ou Di) (Kroenke et

al., 1998; Kojima et al., 1999). Après avoir vu comment mesurer les paramètres de corrélation

croisée (chapitre 2), nous avons donc décidé de pousser notre étude de la dynamique des

protéines en insérant ces termes d'interférences dans nos ajustements. Nous présentons ici

deux méthodes que nous avons développées pour extraire les informations que contiennent

ces paramètres.

~j~1~_~~Qg9pj~__Q~_g~pl~cyIn~Qt_çhi~q~~_~y __r~Qte~1~ __~t_~Q~Y~~

9YD~9~~f~§iQ~p~r~~g~

Au paragraphe 3.3.2, les ajustements que nous avons réalisés étaient basés sur une

distinction des densités spectrales d'autocorrélation mettant en jeu un mécanisme csa d'une

part et un mécanisme dipolaire d'autre part :

équation 3.76

La corrélation croisée prenant son origine dans l'interaction entre ces deux mécanismes, nous

pouvons écrire les densités spectrales de corrélation croisée csa/dipolaire comme:

équation 3.77
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En identifiant ces densités spectrales à un modèle Lipari-Szabo (Lipari et Szabo, 1982a,

1982b), et en tenant compte des démonstrations du paragraphe 3.2.2, on peut écrire:

avec

bd = K~S2(2reff)

bcsa = K~aS2(2reff)

bcd = KdKcsaS
2
(2reff )

1 2
Kcsa = ~(~O"N)(1/2)(3cos a-1)

vI5

équation 3.78

équation 3.79

équation 3.80

Rappelons ici que a représente l'angle entre le rayon vecteur NH d'une part et l'axe de

symétrie du tenseur csa de l'azote-15 d'autre part. L'obtention du paramètre bcd nous permet

donc d'affiner les résultats obtenus précédemment sur l'anisotropie de déplacement chimique

de l'azote-15. Les paramètres expérimentaux (corrélations croisées transversale et

longitudinale, mesurées à trois valeurs du champ magnétique sur un échantillon d'ubiquitine,

voir le paragraphe 2.4) sont ajustés par moindres carrés linéaires à l'aide des temps de

corrélation reffcalculés précédemment (paragraphe 3.3.2).

avec

équation 3.81

équation 3.82

équation 3.83

équation 3.84

Le paramètre bcd est présenté sur la figure 3.22 avec les paramètres bd et bcsa calculés

précédemment. On remarque la grande dispersion de bcsa par rapport à bd et bcd dans le cas de

nos données sur l'ubiquitine.
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figure 3.22 Gauche: paramètres bd (en s-1, losanges rose), bcsa (en 10-18
S-I, triangles verts) et bcd (en 10-10 s

l, carrés bleus) en fonction du résidu dans l'ubiquitine. Droite: sont représentés les mêmes paramètres
avec une normation telle que <b>=l pour chacun (moyenne sur tous les résidus de la protéine) dans le but
de faciliter la comparaison.

D'après les équations 3,78, on dispose ainsi de trois possibilités pour calculer l'anisotropie de

déplacement chimique de l'azote-15, Trois rapports permettent en effet d'atteindre cette

valeur: bcsalbd (ceci correspond à ce qui a été décrit précédemment, paragraphe 3.3.2), bcsalbcd

et bcibd. Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 3.23.
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figure 3.23 Anisotropie de déplacement chimique «""aN) (l/2)(3cos2a-l)) du noyau azote-15 dans un
échantillon d'ubiquitine : calculée à partir du rapport bcsclbd (losanges rose), bcsclbcd (triangles verts) ou
bc,/bd (carrés bleus).

Comme le suggérait la figure 3.22, le minimum de variation est obtenu pour le rapport bcd/bd.

La mesure des paramètres de corrélation croisée permet ainsi d'affiner la détermination de

l'anisotropie de déplacement chimique de l'azote-15. S'il n'est pas étonnant d'affiner la

détermination du csa en incluant deux paramètres expérimentaux supplémentaires (7]x.y et 7]z),

on peut s'interroger sur la validité des résultats obtenus quand on évalue le csa uniquement

avec les paramètres RI, Rz, et aNfI. TI semble difficile de séparer les contributions csa et
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dipolaire dans RI et R2; en effet celles-ci apparaissent sous forme d'une somme dans les deux

cas et R2 peut posséder d'autres termes (échange). De plus, l'échange et le terme csa

dépendent du carré du champ magnétique statique tous les deux. Ces simples considérations

expliquent la dispersion des csa apparents obtenus en considérant le terme bcsa issu d'une

analyse de RI, R2, et CJNH. Les paramètres de corrélation croisée font apparaître un produit

entre les termes csa et dipolaire et permettent ainsi de bien mieux séparer les deux

mécanismes. La figure 3.23 nous montre que les variations du csa le long du squelette de

l'ubiquitine existent mais que l'amplitude de variation est moyenne (carrés bleus). Ce résultat

est en accord avec la dispersion moyenne des déplacements chimiques isotropes en azote-15

(environ 40ppm).

Les calculs menés avec d'autres données (notamment celles publiées par Kroenke et al. en

1999 concernant la Ribonucléase, voir paragraphe 3.5.2, ou avec la protéine pSMTCPI) ne

montrent cependant pas autant de variations entre les paramètres bd et bcsa . Ceci indique des

variations moins importantes pour l'anisotropie de déplacement chimique, ou bien que les

contributions d'échange sont mieux prises en compte avec ces dernières données. On peut en

conclure qu'il est nécessaire de compléter les traditionnelles mesures de RI, R2, et eOn par des

mesures de corrélation croisée, surtout pour les résidus affectés par un phénomène d'échange.

~,-5-,~,-B.YJlll,!'ltiQn_d_e_L~Dis.9JIQl2iY_c1~g~pl'!.c_eJn~ntçbiJm.ql!~g~X<gQ.t~=l~~!.9~.§

çQntril2l!tiQn~.9yX ~çb.@...g~

Comme décrit précédemment, l'expression de Habazettl et Wagner (Habazettl et

Wagner, 1995; Phan et al., 1996) permet d'exprimer 2Rr RI en fonction du carré de la

fréquence de mesure de l' azote-15, et ceci de façon linéaire.

équation 3.85

On notera aR et bR l'ordonnée à l'origine et la pente de la droite obtenue, respectivement.

aR =K/[6jd(aJH )+4jd(0)]

bR = 4~ (i1CJN)2 j csa (0) + 2<1>
équation 3.86
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D'autre part, de la même façon, on peut exprimer la différence 21]x,y-1]z linéairement en

fonction de la fréquence de mesure de l' azote-15 :

équation 3.87

On notera ici bTJ la pente de cette droite et on pourra utiliser le fait que l'ordonnée à l'origine

est nulle.

équation 3.88

L'évaluation des paramètres bTJ et aR permet alors d'extraire la contribution de l'anisotropie de

déplacement chimique, ceci en supposant Kd connu (ceci implique uniquement de fixer la

distance NH à une valeur donnée, ici 1.02Â, soit Kd =1.611 104
S·I). On supposera également

que la contribution à haute fréquence, 61 d (OJH ) , est négligeable devant 41 d (0) . Ainsi:

équation 3.89

Cette expression peut être simplifiée en utilisant le fait que

équation 3.90

où a est l'angle entre le vecteur NH et l'axe de symétrie du tenseur csa (voir le paragraphe

3.2.2).

équation 3.91

La contribution d'échange est également accessible avec ces paramètres. En effet, d'après

l'équation 3.86 :
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<I>=~[b -~(~() )2 j CSCI(0)] équation 3.92
2 R 45 N

- 1 -De plus, J c.la (m) =4"(3cos 2 a _1)2 J d (m) (paragraphe 3.2.2), donc:

1[ 4 [ 1 2 ]2 -d ] 1[ 1 b~]<1>=- b -- (~() )-(3cos a-l) J (0) =- b ---
2 R 45 N 2 2 R 4 QR

équation 3.93

Les résultats de ces calculs (équations 3.91 et 3.93) sont présentés sur la figure 3.24. Une très

bonne adéquation est obtenue entre nos différentes approches.
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figure 3.24 Haut: anisotropie de déplacement chimique «~crN) (1I2)(3cos2a-l)) du noyau azote-15 dans un
échantillon d'ubiquitine : calculée (à partir de RI> Rb 17z et 17x,y) à l'aide de la méthode décrite ici (losanges
rose) et à l'aide de la méthode décrite précédemment (à partir de RI' R2, et ~Vfb 17z et 17x,y, paragraphe
3.5.1, carrés bleus). Bas: contributions d'échange (<1» : calculées (à partir de RI> R2, 17z et 17x,y) à l'aide de la
méthode décrite ici (losanges rose) et à l'aide de la méthode décrite au paragraphe 3.3.2 (à partir de RI' R2,

et ~VH, 17z et 17x,y, carrés bleus). Les barres d'erreur résultent d'un calcul de type Monte Carlo.
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Les valeurs de l'anisotropie de déplacement chimique sont globalement inchangées et

confirment les résultats précédents (paragraphe 3.5.1). Les contributions de l'échange

montrent également la même tendance. Comme décrit dans la littérature (Tjandra et al., L995;

Fushman et Cowburn, 1998; Fushman et al., 1999), il apparaît clairement que les résidus lle23

et Asn25 comportent une part non négligeable due à l'échange. On peut également remarquer

les résidus Thr9 et Lys27 qui présentent une contribution de l'échange, ceci avec les deux

méthodes décrites ici. Ces deux méthodes, indépendantes l'une de l'autre, nous permettent

d'évaluer une plage réaliste de variations de l'anisotropie de déplacement chimique et de

l'échange. La figure 3.25 montre ainsi les variations moyennes obtenues sur l'échantillon

d'ubiquitine. L'anisotropie de déplacement chimique moyenne sur tous Les résidus de la

protéine est de -L71±18ppm.
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figure 3.2S Valeurs moyennes obtenues avec les différentes méthodes présentées dans ce mémoire sur un
échantillon d'ubiquitine. Haut: anisotropie de déplacement chimique «~crN) obtenu avec un angle entre le
rayon vecteur NH et l'axe de symétrie du tenseur cas égal à 20°) du noyau azote-ISo En pointillés roses est
représentée la valeur moyenne obtenue sur tous les résidus (-I71ppm). Bas: contributions d'échange (<1».
Les barres d'erreur résultent d'un calcul de type Monte Carlo.
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Nous avons également appliqué la méthode aux données de la protéine Ribonucléase H

(Escherichia coli) publiées par Kroenke et al. (R" R2, et (}NH à 11.7T, 14.1T et 18.7T, 7]: et

'lx. y, à 11.7T et 14.1 T, Kroenke et al., 1999). La figure 3.26 montre les résultats obtenus ici

pour l'anisotropie de déplacement chimique de l'azote-15. Figurent également:

les valeurs publiées par Kroenke et al. (Kroenke et al., 1999) qui correspondent à une

comparaison des quantités 2R2-R, et 7]/7]x.y corrigées des composantes à haute

fréquence à l'aide de la vitesse de relaxation croisée (}NH (approche multichamp),

les valeurs obtenues avec la méthode de Fushman et Cowburn (Fushman et Cowburn,

1998) qui consiste en l'étude des rapports 7]x.y /R2 corrigés des composantes à haute

fréquence à l'aide de la vitesse de relaxation croisée (}NH. (on utilise une valeur fixe

pour l'angle entre le vecteur NH et l'axe principal du tenseur csa : a =200 (Oas et al.,

1987; Hiyama et al., 1988; Shoji et al., 1989; Lumsder et al., 1994)) (analyse à un

champ),

les valeurs obtenues par une analyse résidu par résidu des paramètres R" R2, et (}N/-,

(§3.3.2),

les valeurs obtenues par une analyse résidu par résidu en ajoutant les paramètres de

corrélation croisée (§3.5.1).

résidu
0.0 -,---------,---------,----------.--

50 100 150

-50.0 ------------------------------------------------------------------------

-1000
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(ppm)

-200.0
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....
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figure 3.26 Haut: anisotropie de déplacement chimique «~crN) (1I2)(3cos2a-l» du noyau azote-15 dans un
échantillon de Ribonucléase: calculée (à partir de RI' R2 , 17. et 17x,y) à l'aide de la méthode décrite ici
(carrés rose), à l'aide la méthode de Fushman et al. (Fushman et al., 1998, triangles verts), à l'aide de la
méthode de Kroenke et al. (Kroenke et al., 1999, losanges bleus), à l'aide de l'analyse résidu par résidu (à
partir de RI> Rb et (YNfI, §3.3.2, étoiles violettes) et à l'aide de la méthode décrite précédemment (à partir
de RI> Rb et ~Vfl, 17: et 17x,y, §3.5.1, croix rouge). Bas: Corrélation entre les valeurs du csa apparent
obtenues avec les différentes méthodes.

On peut apprécier la cohérence obtenue entre les diverses méthodes. Les données publiées

sont telles que les résidus comportant une contribution importante de l'échange sont
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supprimés (Kroenke et al., 1998). Nos calculs confirment ces résultats pUIsque les

contributions de l'échange obtenues sont faibles. Par rapport à la méthode de Kroenke ou à

celle de Fushman et Cowburn, notre méthode ne nécessite pas la mesure de CJNH et ne fait

aucune supposition sur la valeur de l'angle a. Elle apparait également comme plus directe que

la méthode présentée précedemment (paragraphe 3.3.2). De plus, les méthodes précédentes ne

s'appliquent qu'à des résidus ne présentant pas de contribution d'échange. Notre méthode

apparaît donc comme plus générale.

L'étude de ces jeux de données permet non seulement de valider cette dernière

approche, mais également l'ensemble des méthodes d'analyse présentées dans ce mémoire. il

est important de rappeler que les résultats présentés sont obtenus sans aucune hypothèse sur le

modèle de mouvement lent de la protéine (isotrope, axial ou autre).

3.6. Conclusion

La relaxation de spm est directement reliée aux mouvements des molécules en

solution. En effet, la dynamique est modélisée sous forme de densités spectrales (à l'aide de

temps de corrélation) qui interviennent dans l'expression de tout paramètre de relaxation.

Nous avons pu voir que chacun des mécanismes de relaxation (dipolaire ou par anisotropie de

déplacement chimique, par exemple) est modélisé différemment avec notamment la définition

de paramètres d'ordre propres à chacun des mécanismes. Nous avons vu dans ce chapitre que

l'étude des paramètres de relaxation (Rf, R2, a; mais aussi 7]z et 7]x,y) permettait non seulement

d'accéder aux temps de corrélation et paramètres d'ordre définissant le mouvement de la

macromolécule en solution, mais aussi à des paramètres tels que la contribution d'échange ou

l'anisotropie de déplacement chimique. Nous avons montré que la définition d'un temps de

corrélation effectif (au niveau de chaque résidu de la protéine) permettait de prendre en

compte l'anisotropie du mouvement global de la protéine, et que, subséquemment, il est

possible de caractériser cette anisotropie si la structure en trois dimensions de la protéine est

connue. Finalement, les paramètres de corrélation croisée apparaissent comme des paramètres

complémentaires importants car ils permettent une évaluation réaliste de l'anisotropie de

déplacement chimique et des contributions d'échange.
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Annexes du chapitre 3

A3.1 Détails du calcul des paramètres de relaxation synthétiques de l'azote-15.

Les équations des paramètres de relaxation (RI, R2 et aNfI) sont données au chapitre 1. Les
vitesses de relaxation sont calculées dans le cas d'un système à deux spins N et H, séparés par
une distance de 1.Ü2Â.

Les densités spectrales utilisées correspondent à un modèle à deux paliers avec une
réorientation globale de symétrie axiale:

- [ 1 2r 3. 2r 3. 4 2r]lem) = (1-5 2)2rl + 52 -(3cos2 fJ-1)2 ~ 2 +-sm2 (2fJ) ; 2 +-sm fJ ~ 2
4 1+ m r, 4 1+ m r 2 4 1+ m r 3

avec ri =_1_, r 2 = 1 , r 3 = 1 et Dx=Dy=2.92 107 S-l ,Dz=3.5 107
S-l (ce

6Dx 5Dx + Dz 2Dx +4Dz

qui correspond à une anisotropie D/Dx égale à 1.2).

Les paramètres d'ordre 52, les temps de corrélation 1jcorrespondant aux mouvements rapides,
le terme d'échange et l'anisotropie de déplacement chimique de l' azote-15 sont donnés pour
chacun des trente résidus dans le tableau ci-dessous.

coordonnées des vecteurs NH

residu

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

0.90

0.88

0.86

0.89

0.90

0.80

0.94

0.81

0.87

0.85

0.91

0.86

0.88

0.85

0.91

0.87

0.94

0.88

0.87

0.89

0.88

0.85

0.89

0.90

0.86

0.90

0.87

0.80

0.86

0.88

tauf(ps)

10.0

78.0

100.0

250.0

30.0

51.0

258.0

141.0

259.0

200.0

55.0

150.0

248.0

3.0

250.0

2.0

175.0

30.0

89.0

25.0

8.0

220.0

72.0

150.0

73.0

94.0

8.0

94.0

277.0

12.0

phi echange (S'l)

o
o
o
o
o

7.00E-18

o
1.00E-17

o
o
o
o

1.10E-17

o
o
o
o
o
o
o
o

4.00E-18

o
o
o
o

3.00E-18

o
o
o

csa (ppm)

-170.00

-150.00

-162.00

-164.00

-172.00

-170.00

-154.00

-156.00

-163.00

-170.00

-158.00

-170.00

-161.00

-164.00

-152.00

-175.00

-181.00

-172.00

-180.00

-157.00

-163.00

-164.00

-156.00

-164.00

-167.00

-172.00

-178.00

-154.00

-175.00

-170.00

x

-0.682

0.246

0.792

-0.245

0.263

-0.286

-0.220

-0.035

0.182

-0.158

-0.024

0.363

0.170

-0.140

0.151

0.331

0.058

0.127

0.857

0.726

0.721

-0.067

0.238

0.423

0.085

-0.234

0.245

0.140

-0.206

-0.016

y

-0.732

0.918

-0.478

0.745

0.973

0.861

0.973

0.996

0.869

0.905

1.010

0.894

0.897

0.994

1.006

0.913

0.976

0.887

0.491

0.291

-0.609

-0.095

-0.618

-0.320

-0.336

-0.949

-0.946

-0.881

-0.974

-1.014

z

0.130

0.334

-0.381

-0.627

0.105

0.440

0.135

0.160

0.500

0.421

0.110

0.321

0.451

0.170

-0.022

0.278

0.275

-0.485

0.243

0.636

0.353

-1.008

-0.762

-0.857

-0.953

-0.274

-0.258

-0.466

-0.211

0.049
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L'angle f3 entre le vecteur NH et l'axe de symétrie du tenseur de rotation-diffusion est obtenu
à partir des coordonnées (x,y,z) des atomes (exprimées dans le repère moléculaire pdb) et des
angles polaires Bet cp définissant l'orientation du repère de rotation-diffusion par rapport au
repère moléculaire.

cosf3=sinBcoscp J x +sinBsincp J y +cosB J Z
x 2 + / + Z2 x 2 + / + Z2 x 2 + / + Z2

On utilise ici les valeurs B= 150° et <p=100°.

A3.2 Résultats de l'ajustement (décrit au chapitre3.3) appliqué à l'ubiquitine.

Echantillon: ubiquitine marquée en azote-15, à 1.4mM, solvant H20 95% : D20 5%, pH 4.7.

L'ajustement a été réalisé sur des données (R" R2 et (7NH) obtenues à trois champs: 9.4T,
11.7T et 14.1T. Elles sont présentées en annexe A2.3. Les résultats figurent ci-après sous
forme de schéma.
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Conclusion générale

Ce mémoire traite de la relaxation de spin dans les protéines, ceci depuis sa description

théorique jusqu'à l'interprétation des mesures en terme de dynamique, afin notamment de

visualiser les mouvements des molécules en solution. La Résonance Magnétique Nucléaire est

une source unique d'information sur la dynamique des macromolécules à des échelles de

temps très variées. Vu la complexité évidente des mouvements mis en jeu au sein d'une

protéine, leur caractérisation en vue de la compréhension du rôle fonctionnel de ces molécules

nécessite d'une part de nouvelles approches théoriques, d'autre part l'obtention d'une plus

grande variété de données sur un plus grand nombre de systèmes. Cette variété de données

peut être simplement obtenue en multipliant les mesures à différentes valeurs du champ

magnétique, mais également en introduisant de nouveaux paramètres de relaxation. C'est dans

cette optique que nous avons développé des méthodes pour mesurer les termes de corrélation

croisée. La première approche consiste à suivre l'édification de l'ordre longitudinal suite à

l'inversion de l'aimantation du noyau X dans un système XH. L'étude du comportement

initial de la courbe obtenue constitue une mesure directe de la corrélation croisée

longitudinale en évitant les problèmes liés à la diffusion de spin. Nous avons également

développé une seconde méthode basée sur la différence d'évolution des deux branches d'un

doublet X et qui permet la mesure du terme de corrélation croisée aussi bien longitudinal que

transversal. Nous avons introduit un nouveau filtre S2ED qui permet la sélection des états de

spin. Son utilisation dans les séquences d'impulsions multidimensionnelles est aisée et permet

la sélection aussi bien dans une dimension (par exemple en proton) que dans une autre (par

exemple en azote-15). L'application de ce filtre pour mesurer séparément l'évolution de

chacune des branches d'un doublet dans les séquences d'impulsions classiquement utilisées

en relaxation est directe. L'art et la manière d'exploiter les courbes expérimentales ont été

décrits en détail, notamment en ce qui concerne les effets de la diffusion de spin. Nous avons

également montré que ce phénomène affecte les mesures de relaxation croisée par méthodes

impulsionnelles. Nous avons montré dans la dernière partie de ce mémoire l'importance de

ces termes d'interférence. Le point intéressant provient du fait que ces paramètres sont d'une

part indépendants de l'échange, et d'autre part qu'ils prennent leur origine dans l'interaction

de deux mécanismes (ici anisotropie de déplacement chimique et dipolaire). Nous avons pu

mettre à profit ces propriétés pour évaluer les contributions de l'anisotropie de déplacement

chimique de l'azote-15 et de l'échange à la relaxation.
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L'analyse des données de relaxation a perrrus d'aboutir à des paramètres décrivant la

dynamique des macromolécules en solution. Nous avons montré la validité et l'intérêt de

l'analyse locale, c'est-à-dire au niveau de chaque résidu, qui permet évidemment de mieux

appréhender la dynamique et les caractéristiques locales tout en permettant la caractérisation

du mouvement global lent et parfois anisotrope de la protéine. D'autre part, l'analyse

présentée est autocohérente et permet ainsi d'évaluer simultanément l'anisotropie de

déplacement chimique et l'échange chimique. Cependant, dans notre étude, l'échange est

modélisé de telle sorte qu'il soit fonction du carré du champ magnétique utilisé pour la

mesure, ce qui est réducteur. Cette analyse pourrait être complétée sans introduire de modèle

a priori pour l'échange, c'est-à-dire en déterminant un paramètre R;x pour chaque valeur du

champ magnétique statique. Cette idée serait notamment intéressante pour l'étude de la

protéine p13MTCPI à plusieurs températures: le paramètre R;x permettrait de suivre

l'évolution de l'échange en fonction du champ magnétique mais aussi en fonction de la

température.

Nous avons également pu donner une signification plus précise des temps de corrélation

effectifs. En effet, leurs valeurs et la connaissance de l'orientation des vecteurs NH de chaque

groupement amide de la protéine permettent de remonter à la définition complète du tenseur

de rotation-diffusion (supposé ici de symétrie axiale), c'est-à-dire à son orientation (à l'aide

des angles d'Euler () et cp), mais également à la valeur des coefficients de diffusion

correspondants (D" et D.l). Cette analyse permet de mettre en évidence le mouvement global

ressenti par les parties rigides de la protéine mais ne convient pas aux parties plus flexibles.

Une amélioration possible consisterait à lever l'approximation usuelle qui consiste à

confondre les temps de corrélation correspondant au mécanisme dipolaire et ceux

correspondant au mécanisme csa. Ceci pourrait permettre de déterminer l'orientation de l'axe

principal du tenseur csa par rapport au tenseur de rotation-diffusion et donc, in fine, par

rapport au rayon vecteur NH.
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Les travaux présentés dans ce mémoire concernent la détermination et l'exploitation des

paramètres de relaxation de l' isotope-15 de l'azote dans ~es protéines enrichies.

La première partie introduit de manière générale les mécanismes de relaxation de spin. Le
,

deuxième chapitre est consacré à la description des méthodes de mesure des paramètres de

relaxation dans les protéines. De nouvelles méthodes permettant la mesure du terme de

corrélation croisée provenant de l'interférence entre le mécanisme dipolaire (NH) et

l'anisotropie de déplacement chimique (csa) de l'azote-15 sont exposées. Le troisième

chapitre traite de la manière d'extraire des paramètres de relaxation des informations

structurales et dynamiques. L'approche est basée sur une analyse résidu par résidu de la

relaxation mesurée à plusieurs valeurs du champ magnétique statique, et s'avère compatible

avec la détermination de l'anisotropie globale de réorientation des molécules. L'intérêt

d'inclure les paramètres de corrélation croisée est également exposé pour la détermination

simultanée du csa et de l'échange chimique.

Mots clés:

RMN, relaxation hétéronucléaire, corrélation croisée, dynamique, diffusion rotationnelle,

protéines, azote-15, anisotropie de déplacement chimique, échange chimique.
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