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Introduction

Un des grands défis scientifiques actuels est de comprendre la dynamique structurelle des
protéines. Il y a plus de cinquante ans, grace a la diffraction des rayons X, on découvrait la double
hélice de 'ADN, et depuis quelques décennies, on trouve de nouvelles structures de protéines
chaque jour. Nous avons donc aujourd’hui une connaissance "énorme" de la structure du vivant,
mais nous n’avons que trés peu de données sur la dynamique de cette derniére.

Cependant, c’est bien en terme de dynamique que se pose une grande partie des probléma-
tiques biologiques essentielles. Comment une protéine se replie-t-elle, comment l'information de
sa structure tridimensionnelle est-elle intrinséquement contenue dans ’enchainement des acides
aminés qui la constitue? Ce probléme est tellement complexe que, avec la puissance actuelle des
ordinateurs, il n’est pas envisageable de répondre a cette question en utilisant des méthodes de
simulation.

En enzymologie, se pose la question de l'effet allostérique : comment la fixation d’un substrat
sur une sous-unité a un endroit précis d’une protéine, peut-elle créer une cascade de changements
de géométrie ayant pour conséquence 'activation d’une fonction chimique a un autre endroit de
la protéine.

Ou bien alors, comment une méme protéine peut-elle se retrouver sous deux conformations
différentes, I'une pathogéne, ’autre non pathogeéne, et que la forme non pathogéne puisse devenir
pathogéne au contact de la premiére : c’est le mode de développement de la maladie de Creuzfeld-
Jacob.

Le but de ce travail de thése est de développer une technique permettant de suivre des chan-
gements de structure trés rapides : le dichroisme circulaire résolu temporellement. Cette méthode
permet d’accéder a des échelles de temps sub-picoseconde. Nous avons appliqué cette technique a
I’étude d’une réaction biophysique modéle : la photodissociation de la carboxymyoglobine.

Cette réaction a été trés étudiée, avec des méthodes diverses. On dispose actuellement de
beaucoup d’informations, y compris sur les toutes premiéres étapes du mécanisme. On peut donc
s’interroger sur la pertinence d’étudier ce systéme avec une méthode de plus...

L’objectif de ce travail est donc double : il s’agit d’une part de montrer que le dichroisme
circulaire peut apporter des informations conformationnelles nouvelles sur la photodissociation
de la carboxymyoglobine, et d’autre part de montrer que cette technique permet effectivement
d’observer des changements de conformation trés rapides.



— Le premier chapitre de ce manuscrit sera consacré a la description du dichroisme circulaire.
Apres avoir rappelé les diverses définitions et unités, nous détaillerons les deux modéles a
Iorigine de ’activité optique, c’est a dire la chiralité a un électron et le modéle des oscillateurs
couplés. Nous verrons de plus les signaux de dichroisme circulaire caractéristiques dans
les protéines. Ce chapitre se terminera avec l'explication du principe d’'une expérience de
dichroisme circulaire résolu temporellement

— Le but du deuxiéme chapitre est de faire un bilan non exhaustif des connaissances sur la
photodissociation de la carboxymyoglobine : dans un premier temps, nous expliquerons dans
quelle mesure cette réaction peut modéliser I'effet allostérique dans 'hémoglobine, et dans
un deuxiéme temps, nous présenterons les différentes méthodes utilisées jusqu’a présent pour
étudier cette réaction.

— A l'occasion du troisiéme chapitre, nous exposerons une méthode de calcul de dichroisme
circulaire pour un systéme d’oscillateurs couplés. Apreés avoir fait le lien entre le monde des
opérateurs quantiques et le monde des spectres expérimentaux, nous rappellerons la théorie
de la polarisabilité. Nous 'appliquerons tout d’abord au cas simple d’un systéme constitué
de deux chromophores avant de proposer un calcul dans la myoglobine.

— Les expériences et les résultats seront présentés dans le quatriéme chapitre de ce manus-
crit. Nous reviendrons en détail sur D'artefact intrinséque d’une expérience de dichroisme
circulaire résolu temporellement, avant de présenter les expériences réalisées dans le visible
et dans l'ultraviolet.

— Quelques perspectives seront présentées dans le cinquiéme chapitre



Chapitre 1

Le dichroisme circulaire

1.1 L’activité optique

O & | O O

Fi1G. 1.1 — Une illustration de deux énantioméres

Le terme chiral vient du mot grec "cheiros", qui signifie main. La main droite et la main gauche
sont deux objets différents, symétriques I'un par rapport a I’autre. Une molécule est dite chirale
si elle n’est pas superposable a son image dans un miroir [1|. Ainsi, les molécules possédant un
carbone asymétrique (carbone relié & quatre substituants différents) sont chirales (Fig. 1.1).

Elles existent alors sous 2 formes différentes, image I'une de 'autre dans un miroir. On parle de
deux énantioméres nommeés Levrogyre et Dextrogyre, Gauche et Droite, I' et A, + ou -, etc... La
chiralité peut également étre visible a une échelle plus grande que le simple atome asymétrique.
Ainsi, si 'on considére ’ADN, en forme d’hélice, et que I'on prend son image dans un miroir, on
obtient 2 hélices différentes, une gauche et une droite. Dans ce cas, c’est I'arrangement relatif des
bases en hélice qui est responsable de la chiralité. La chiralité d’une molécule peut donc s’observer
a différentes échelles.

Lorsque 1'on considére le champ électromagnétique, il existe plusieurs états de polarisation
possibles. Si I'on écrit le champ électrique sous sa forme complexe :
o —(iwt—kz
Ee( ),
les polarisations linéaires, circulaires gauche et droite s’obtiennent pour

_ - E
Ey=EZ  Egp= — (& £ if))

S



Chap. 1 : Le dichroisme circulaire

Les deux ondes polarisées circulaires gauche et droite, sont deux objets chiraux, image 1'une
de I'autre dans un miroir. On observe en effet que le champ électrique va tourner et décrire une
hélice au cours de la propagation. Une molécule chirale peut donc interagir différemment avec une
onde polarisée gauche et une onde polarisée droite [2]. On parle alors d’activité optique. Les
vitesses de propagation de I'onde droite et gauche seront différentes, ainsi que leurs absorptions.

La différence de vitesse de propagation aura pour conséquence le pouvoir rotatoire. Lorsque
I’on envoie une onde polarisée linéairement sur un échantillon contenant une solution de molécule
chirale, la lumiére se décompose en une composante droite et une composante gauche qui ne vont
pas a la méme vitesse, et qui redonnent aprées propagation une onde polarisée linéairement, mais
dont le plan de polarisation aura tourné d’un angle « .

La différence d’absorption des deux ondes est le dichroisme circulaire, noté CD [3]. La loi de
Beer-Lambert s’écrit :
I —-DO
— =10 DO =e¢C.L
Io
ou DO est la densité optique (sans dimension), C est la concentration molaire de 1’échantillon

en M = mol.l7' , et € la constante d’extinction molaire, en M ~tem™! .

Le dichroisme circulaire étant la différence d’absorption, il désigne indistinctement
A(DO) - DOgauche - DOdroite A(G) = €gauche — €droite

Dans la suite, les spectres de CD seront le plus souvent exprimés en Ae. Mais il peut étre utile a
ce niveau d’introduire 'unité de dichroisme circulaire utilisée par tous les chimistes et biologistes :
le millidegré. Il s’agit d’une unité d’angle, mais qui n’a rien a voir avec le pouvoir rotatoire, il
s’agit bien de CD! Si 'on considére une onde linéaire que I’on propage dans un échantillon chiral,
en plus de la rotation de polarisation, la polarisation va devenir légérement elliptique sous I’effet
du dichroisme circulaire. Soit P et E le petit axe et le grand axe de l’ellipse, on a :

tan(CD) = g

Si maintenant on considére la polarisation linéaire incidente, elle se décompose en une polari-
sation droite et une polarisation gauche :

E” = Eg + Ed
Sous 'effet du dichroisme circulaire, la polarisation a la sortie s’écrit :
E = Gé, + Déy

DO
ou D et G sont les transmissions en champs, ie D2 &< 1079 soit D oc 102" (idem pour G).
Le CD en radian s’écrit

P G-D In(10)
D= D)=—== ~ AD
C tan(CD) 701D 1 O
Finalement le CD en millidegré s’écrit :
~ 180in(10)

CD 1000.ADO = 32982.ADO

™



1.1 L’activité optique

Donc un ordre de grandeur typique de A(DO) de 1073 correspond a une valeur de 32,982
mdeg. On introduit alors naturellement Iéllicité spécifique [], de la maniére suivante :

CD(deg) = [)]CL

ol les unités employées sont elles loin d’étre naturelles : C' est la concentration massique en g.cm =3,

et le trajet optique L est cette fois-ci exprimée en dm...



Chap. 1 : Le dichroisme circulaire

1.2 La mesure du dichroisme circulaire

Le principe d’une mesure de dichroisme circulaire est donc de générer une polarisation cir-
culaire gauche, une polarisation circulaire droite, et de mesurer la différence de transmission au
travers un échantillon (Fig. 1.2). On dispose d’une source lumineuse accordable. La génération
des polarisations se fait habituellement avec un modulateur photo-élastique. La polarisation passe
alors de gauche a droite avec une fréquence de 50 kHz. La transmission de 1’échantillon est me-
surée grace a un photomultiplicateur. En effectuant une détection synchrone a la fréquence du
modulateur, on mesure le dichroisme circulaire.

échantillon
polariseur chiral
Source
Lumineuse ﬁ modulateur H PM }
accordable |
Détection
Synchrone

Fia. 1.2 — La mesure du dichroisme circulaire

Notons PM le signal du photomultiplicateur, LI le signal de la détection synchrone, et I
I'intensité lumineuse initiale
LI A(DO)

o —-DO — = =
PM = 1,.10 LI = A(PM) = In(10).A(DO).PM P nl0

Donc, aprés une mesure de référence pour connaitre Iy, une seule mesure permet d’obtenir
simultanément la densité optique et le dichroisme circulaire d’un échantillon. Il est alors naturel
d’introduire le rapport gyrotropique v (sans dimension) :

_ A(DO)  A(e)
DO ¢

v a deux avantages : d’une part, il ne dépend plus que de la protéine ou de la molécule d’étude
(contrairement & A(DO) qui dépend aussi de la concentration et du trajet optique), et d’autre
part, il permet d’exprimer le dichroisme circulaire par rapport a I’absorption. Dans le visible, ~
peut valoir selon les systémes entre quelques 10~% et quelques 1072 , alors que lorsque ’on descend
dans I'UV, il peut valoir de quelques 1073 & 102

Nous donnons (Tab. 1.1) des ordres de grandeur pour 7, évalués au maximum de certaines
transitions, pour deux systémes différents : la carboxymyoglobine (MbCO) et le [ruthénium (1,1)
tris-bipyridyl**] (RuTB). Nous avons effectué ces mesures avec un appareil commercial (CD 6
Jobin-Yvon). MbCO et RuTB sont les deux principaux systémes étudiés lors de ce travail de thése
(Fig. 1.3).
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1.2 La mesure du dichroisme circulaire

systéme | A (nm) v

RuTB 420 2.1073
276 2.1072

MbCO | 424 | 3.107*
20 |1,5.1073
222 4.1072

TAB. 1.1 — ordre de grandeur de v

RuTB

Fi1G. 1.3 — La structure de MbCO et RuTB

RuTB est chiral car en forme d’hélice de bateau. C’est un systéme extrémement étudié car sous
Pabsorption d’un photon, il a la particularité de transférer un électron vers les ligands (MLCT,
metal ligand charge transfer).

La myoglobine (Mb) est décrite dans la partie 2.1. C’est une hémoprotéine, ce qui signifie
que l'on trouve un héme au centre de la protéine, susceptible de fixer certains ligands comme le
dioxygéne ou le monoxyde de carbone (on note alors le complexe MbCO). Elle est chirale & cause
de 'arrangement tridimensionnel des éléments qui la composent.
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Chap. 1 : Le dichroisme circulaire

1.3 L’interaction lumiére matiére non locale : chiralité a un
électron

Il est important de comprendre que la chiralité est une propriété géométrique. Elle dépend
donc de l'arrangement spatial des différents atomes. Si ’on observe la molécule de la figure 1.1,
on s’apercoit que la chiralité n’existe que parce que l'on sait discerner la position relative de
I’atome "rond" et de 'atome "couronne". Si I’on décide d’intervertir leurs positions, on passe alors
d’un énantiomeére a ’autre; ce qui revient a changer le signe du CD tout en laissant ’absorption
inchangée.

Pour que la lumiére puisse venir sonder cette asymétrie, il faut autoriser le champ électrique a
étre légérement différent d’'un endroit a 'autre de la molécule. Prenons I’exemple de 3 baigneurs
dans l'océan, se donnant la main et formant un rond. Si les vagues sont trés longues par rapport
au groupe, tous les 3 montent et descendent en méme temps, et tout se passe comme si il n’y avait
qu’un seul baigneur. En revanche, si la longueur de la vague devient moins grande par rapport au
petit groupe, les trois personnes ne vont plus monter et descendre en méme temps, et a présent,
I'interaction "vague-baigneur" vient lire 'arrangement relatif des baigneurs.

On retrouve exactement la méme problématique dans l'interaction lumiére-matiére. Si 1’on
considére que le champ électrique reste constant (4 un instant donné) sur toute la molécule, on
ne peut plus discerner la position relative des atomes, I’énantiomeére gauche se comporte alors
comme l’énantiomeére droit. Tout se passe comme si tous les atomes étaient ramenés au centre de
la molécule, c’est ’approximation dipolaire électrique

= -

E(7) = este = E(0) (1.1)

Sous cette hypothése de constance du champ électrique, le Hamiltonien du couplage champ-
matiére se limite au terme dipolaire électrique

=

ou l'on a introduit "'opérateur dipolaire électrique d=—e ZZ% ( somme sur tous les électrons
du systéme).

Les équations 1.1 et 1.2 ne peuvent en aucun cas expliquer ’activité optique. Autorisons main-
tenant le champ électrique a varier un petit peu, ce qui revient a faire un développement limité
au premier ordre.

—

E(7) = E(0) + (FV)E (1.3)

Ceci revient a considérer dans le Hamiltonien d’interaction les termes dipolaires magnétiques
et quadripolaires électriques. Sachant que les termes quadripolaires s’annulent en phase liquide a
cause de la moyenne isotrope (détail en annexe), I’'Hamiltonien d’interaction se résume alors a

B (1.4)

3

Ho = —dF -
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1.3 La chiralité a un électron

avec m = 5o » .7 X p;. La conclusion de ces considérations de non localité est que, pour
m 1 (2
trouver un signal de dichroisme circulaire, il faut que le systéme posséde a la fois une transition
dipolaire électrique et une transition dipolaire magnétique.

Essayons donc de visualiser, de maniére classique, le mouvement des électrons correspondant

a une transition dipolaire électrique ou magnétique. Si d nest pas nul, les électrons vont pouvoir
bouger de maniére linéaire. Mais un mouvement linéaire est plan, donc identique a lui méme lors
d’une symétrie plane (plan du mouvement). Ce mouvement n’est alors pas chiral : il ne peut rendre
compte de 'activité optique.

Il est donc nécessaire d’introduire une transition magnétique. Supposons ici d = 0, mais m # 0
le mouvement est désormais circulaire. Mais la encore, le mouvement est plan, donc non chiral.

Considérons maintenant d + 0 et m #+ 0 mais choisissons les deux orthogonaux. Le mouvement
est alors elliptique, donc toujours non chiral. L’activité optique vient donc de ’existence simul-
tanée d’une transition dipolaire électrique, d’une transition dipolaire magnétique, a
condition que les deux moments ne soient pas orthogonaux.

m

QU
S |

—

—d

5 —_—
v

F1G. 1.4 — Le mouvement électronique hélicoidal

Ceci améne a deux remarques. Tout d’abord, le fait de prendre les deux moments paralléles
donne un mouvement en hélice (Fig. 1.4) qui est le mouvement électronique chiral par excellence.
Il s’agit du modéle de Kauzman [4]. Ensuite on peut énoncer ici de maniére intuitive que la force
de rotation (c’est a dire l'intensité du dichroisme circulaire) est directement reliée au produit
scalaire du moment transition électrique et magnétique. Ceci est ’équation de Rosenfeld :

Ref = Im(cz;re.’fﬁef) (15)

ol l'on a considéré 2 niveaux d’énergie : un niveau fondamental f et un niveau excité e. On a
également noté :

de =< f|dje > Thep =< e|m|f >

et R.r désigne la force de rotation de la transition (e-f). Nous démontrerons en détail cette
équation dans le troisiéme chapitre. Une propriété remarquable des forces de rotation est qu’elles
peuvent étre positives ou négatives, et que pire encore, on a la régle de somme des forces de
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Chap. 1 : Le dichroisme circulaire

rotation [5] (redémontrée en annexe C.2)
D Rer=0

Contrairement a I’absorption o les effets de toutes les transitions se cumulent, ici 2 transitions
différentes vont avoir tendance & se compenser.

Cette chiralité que nous venons de présenter se retrouve dans la nature chaque fois que le
mouvement des électrons peut étre hélicoidal, c’est le modéle de Kauzman. C’est ce phénoméne qui
explique le dichroisme circulaire du carbone asymétrique. La mesure d’une telle activité optique ne
peut pas, en général, donner de renseignements intéressants sur la structure globale d’une molécule
car tout le signal provient d’'un mouvement électronique local, autour de quelques atomes.

Les choses sont différentes dans un systéme d’oscillateurs couplés, ou l'activité optique vient
de 'agencement spatial chiral de plusieurs unités non chirales.
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1.4 Le modéle des oscillateurs couplés

1.4 Le modéle des oscillateurs couplés

Dans le paragraphe précédent, nous avons vu que pour observer du dichroisme circulaire, il
fallait nécessairement avoir des transitions dipolaires magnétiques. Le but de cette section est
de montrer qu’un systéme composé de deux chromophores A et B, peut présenter du dichroisme
circulaire, méme si ni A, ni B ne possédent de transition magnétique. On supposera que A et B
sont des chromophores absolument identiques. On parle alors de couplage de deux transitions dé-
générées. Le modéle que 'on présente dans ce paragraphe a été formulé par Kuhn [6]. Considérons
donc les opérateurs dipolaires électriques de A et B.

e~ —

Da:—egr_‘} Db:—egf}

i€A i€B

Les deux chromophores ne possédent pas de transition dipolaire magnétique :

S Foxgi=0
i€A,B
Il s’agit désormais d’écrire les opérateurs pour le sytéme complet. Prenons pour origine le
chromophore A et notons 77 le vecteur liant les deux chromophores. On suppose que la distance
entre les deux chromophores est fixe : 15, n’est pas un opérateur, il n’agit pas sur 'espace de
Hilbet contrairement au /7;1 L’opérateur dipolaire électrique total s’écrit donc

D =D, + D,

Et par contre, on obtient un opérateur dipolaire magnétique non nul :

Soit, en posant I'opérateur impulsion du chromophore B 13,,

M = _—e _’ab X P_);)
2m

Donc, un systéme composé de deux chromophores non magnétiques, peut posséder une tran-
sition dipolaire magnétique. Nous donnons une représentation classique de cette propriété (Fig.
1.5) .

Un mouvement linéaire d’électron sur le chromophore B, vu depuis le chromophore A, peut
étre percu comme un mouvement circulaire, donc comme une transition magnétique. La question
est maintenant de savoir si cette transition magnétique va se traduire par du dichroisme circulaire.
Ecrivons donc la force de rotation 1.5 d’'une transition entre un niveau fondamental F' et un niveau
excité E :

Rpr = Im([jFE-ﬁFa,b X ﬁbEF)

Il faut étre conscient que désormais, E et F désignent un niveau fondamental et un niveau
excité du systéme total.
En faisant les remarques suivantes :
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Chap. 1 : Le dichroisme circulaire

-

MOCI"ab/\Pb

F1G. 1.5 — Le dipole magnétique effectif

1. Pypp = imwgpDygp (voir en annexe C.1)

2. pour des fonctions d’onde choisies réelles, ﬁFE est réel, ]317 pF est imaginaire pur

3. 'expression de Rgpp reléve d’un calcul vectoriel, il n’y a plus d’opérateur, tout commute,
la force d’oscillateur d’un systéme d’oscillateurs couplés s’écrit donc de la maniére suivante :

CWER . = -
QEFTa,b-(DaFE X Dygr) (1.6)

Rpr =

Il est intéressant de voir comment la force de rotation est directement reliée & une information
purement géométrique. On note de plus que F(ﬁa X ﬁb) est un volume, ce qui confirme bien que
I’activité optique, non locale, est un effet volumique. Le point frappant ici est que plus ry, est
grand, plus la force de rotation est grande, alors que 1’on s’attendrait a ce qu’il n’y ait plus de
dichroisme circulaire lorsque les deux chromophores sont trop éloignés. Le paradoxe vient de la
définition des niveaux E et F :

|[FF>=|A=f>|B=f>

1
|E+>:ﬁ(|A:e>|B:f>+|A:f>|B:e>)

1
|E_>=—(A=e>|B=f>—-|A=f>|B=¢>)

V2

Ce qui signifie simplement qu’il n’y a qu'un état fondamental possible pour le systéme (A et
B dans I'état fondamental), mais deux états excités |Ey > et |[E_ > . Lorsque 'on remplace dans
1.6 :

Rep,r=—Rgp r

Donc si les deux dipoles sont trop éloignés, A et B ne sont plus couplés, il y a dégénérescence :
les fréquences des transitions (FE,) et (FE_) sont identiques. Les deux forces de rotation sont
alors peut-étre trés grandes, mais elles se compensent exactement. Vu que la force du couplage,
de type électrostatique est en é, le terme de dichroisme circulaire va bien décroitre fortement si
on éloigne trop les deux chromophores.
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1.4 Le modéle des oscillateurs couplés

Le dichroisme circulaire dépend alors doublement de la géométrie du systéme : d’une part le
produit mixte de 1.6 détermine la force de rotation, d’autre part le couplage électrostatique entre
les deux dipoles crée une levée de dégénérescence qui convertit la force de rotation en CD effectif.

Des précisions s’imposent cependant. Il est surprenant de constater que I’on observe une force
de rotation non nulle, alors qu’il n’y a pas de couplage entre les chromophores. Ceci n’est vrai que
dans le cas particulier de deux chromophores identiques. Le traitement quantique complet
dans un systéme d’oscillateurs a été développé par Tinoco [7]. Le terme analogue a I’équation 1.6
dans le cas non dégénéré s’écrit :

% > -

R~ 727_’;7(,.(1)(1 X Db)

2 _
w2 — wj

ol w? et w? désigne les fréquences des transitions, et ou le couplage V apparait explicitement.

Contrairement au cas dégénéré, ’éloignement entre les dipoles annule ici directement les forces
de rotation. Cela n’a donc pas de sens de parler de force de rotation dans le cas dégénéré.

Nous reviendrons sur le cas de deux transitions dégénérées (section 3.3.1) et non dégénées
(section 3.3.2) en faisant un traitement classique.

La quasi-totalité du dichroisme circulaire étudié en biologie provient de ce mécanisme d’os-
cillateurs couplés [8]. Si I'on prend I'exemple de I’ADN, la plus grande partie du dichroisme
circulaire provient du couplage entre les différentes bases Adénine, Thymine, Guanine et Cytosine.
Le dichroisme circulaire de ’ADN est trés étudié aussi bien d’un point de vue expérimental que
théorique. Dans la section suivante, nous étudierons le cas des protéines.
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Chap. 1 : Le dichroisme circulaire

1.5 La spectroscopie UV-visible des protéines

<,
N

Une protéine est un enchainement d’acides aminés.

-~

l-7

F1G. 1.6 — La liaison peptidique

Les acides aminés sont des éléments chiraux a cause du carbone « qui est chiral. Tous les acides
aminés présents dans la nature sont sous la forme de I’énantiomére L, (a Pexception de la glycine
qui n’est pas chirale car R=H). La liaison C-N est appelée la liaison peptidique (Fig. 1.6), c’est
elle qui est créée lors de la polymérisation des acides aminés. Elle a la particularité d’étre rigide :
le doublet disponible de ’azote participe au systéme conjugué O=C-N, ce qui empéche la rotation
C-N. Tous les atomes situés entre deux carbones « consécutifs sont dans le méme plan (C,, C=0,
N, H, C,). On change donc de plan a chaque carbone a.

Les deux principales transitions électroniques de la liaison peptidique sont notées n — 7 et
T — " [8].

— la transition n — 7 est trés faible. Elle correspond & une rotation des électrons autour de
I'axe C=0. On peut remarquer que dans le cas d’une cétone, cette transition est purement
magnétique. Dans le cas des acides aminés, elle est principalement magnétique, il existe
cependant une faible contribution dipolaire électrique le long de I'axe C=0

— la transition m — 7 est beaucoup plus forte. Elle correspond & une modification du nuage
électronique 7w délocalisé sur les 3 atomes O=C-N. Il existe donc un moment de transition
dipolaire électrique le long de I'axe N-O
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1.5 La spectroscopie UV-visible des protéines

Une protéine absorbe également a cause des substituants R : on parle alors de 1’absorption
de la chaine latérale. Lorsqu’il s’agit de résidu aromatique, on observe des pics d’absorption dés
P'ultraviolet moyen. On rapporte (Tab. 1.2) les pics d’extinction molaire des résidus les plus ab-
sorbants, ainsi que les deux transitions de la liaison peptidique. Il est important de noter que les
résidus aromatiques ont également des transitions électroniques dans I’'UV plus lointain, mais que
les spectres d’absorption sont complétement dominés par la liaison peptidique dés que 'on passe
en dessous de 230 nm.

systéme A (nm) | €ae M tem™!
héme MbCO 424 100000

tryptophane 279 2000
tyrosine 274 1400
phénylalanine 258 190
cystéine (S-S) ~ 260 300
liaison peptidique n7* | 210-230 100
liaison peptidiquer — 7* 190 7000

TAB. 1.2 — Les principaux éléments absorbants d’une protéine

Nous rapportons également ici ’extinction molaire maximale de ’héme dans le complexe
MbCO. La comparaison des €,,,, est tout a fait instructive, mais il faut étre conscient que ces
chiffres sont rapportés a une unité. Si 'on prend 'exemple de la Myoglobine, il y a un héme, une
vingtaine de résidus aromatiques et 153 acides aminés (soit 152 liaisons peptidiques).

Examinons a présent le cas du dichroisme circulaire, et prenons comme exemple la myoglobine.
Résumons 'ensemble des couplages possibles (Tab. 1.3).

liaison peptidique | résidus aromatiques | héme
liaison peptidique A B C
résidus aromatiques D E
héme F

TAB. 1.3 — Les couplages possibles

Excepté le cas ambigu de A, tous les autres termes B, C, D, E et F se rapportent au couplage
de deux oscillateurs situés sur des chromophores différents (2 liaisons peptidiques, un aromatique
et une liaison peptidique...). Dans le cas de A il ne faut pas oublier le caractére magnétique de
la transition n-7*. Le CD a 190 nm s’explique par le couplage dipole électrique-dipole électrique
entre des transitions m-7* alors qu’a 220 nm, il s’agit d’un autre mécanisme : le dipole magnétique
de la transition n-7* est couplé avec d’autres dipoles électriques 7w-7* .

Les interactions de types dipole électrique-dipole électrique peuvent étre traitées avec la théorie
de la polarisabilité (chapitre 3.2) [9] [10], alors que les interactions de type dipole électrique dipole
magnétique ne peuvent étre traitées que dans le cadre de la théorie des matrices [11]. Ce dernier
cas n’est pas abordé dans ce travail de thése.
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Chap. 1 : Le dichroisme circulaire

Il s’agit de pouvoir évaluer si le couplage entre deux transitions dipolaires électriques va étre
conséquent. Voici quelques critéres qualitatifs :

— la force du CD sera d’autant plus grande que les transitions initiales sont fortes

— la force du CD sera d’autant plus grande que les deux transitions ont des fréquences proches.
Un couplage dégénéré A l’emporte sur un couplage non dégénéré B ( sauf que les résidus
aromatiques ont aussi des transitions dans I’'UV lointain...) En revanche C est négligeable

— la force du CD sera d’autant plus grande que les deux transitions initiales sont situées sur
des chromophores pas trop éloignés dans 1’espace

Le dichroisme circulaire dans 1’UV lointain i.e. de 190 nm a 230 nm, dans une pre-
miére approximation, s’explique principalement par A. Le dichroisme circulaire a ces longueurs
d’onde est donc extrémement sensible a la structure secondaire de la protéine, c’est a dire aux
hélices a et autres feuillets 5. On observe des signatures spectrales caractéristiques pour ces diffé-
rentes structures (Fig. 1.7). Le dichroisme circulaire est méme trés utilisé pour doser la quantité
d’hélice o dans une protéine. Cependant, dans certaines protéines contenant beaucoup de résidus
aromatiques, le terme B devient vite important [12].

Le dichroisme circulaire dans UV moyen i.e. de de 230 nm & 350 nm dépend a priori
de B, D et E. Bien que B soit non dégénéré, la proximité et le nombre des liaisons peptidiques
entourant les résidus aromatiques font que sa contribution est loin d’étre négligeable, surtout dans
le cas d’un tryptophane. D, bien que dégénéré n’est pas si énorme que cela, car les acides aminés
aromatiques ne sont souvent qu’une petite fraction, et il est rare d’en avoir deux extrémement
proches. Dans le cas des hémoprotéines, le poids relatif de B, D et E est donc loin d’étre tranché. Le
dichroisme circulaire a donc une sensibilité indéniable a la position relative des résidus aromatiques,
mais c’est tout simplement impossible d’en tirer une information tant soit peu quantitative.

Le dichroisme circulaire dans la bande de Soret i.c. 400 nm 500 nm est quant a lui
uniquement di & E. Il dépend donc uniquement du couplage entre 'héme et les différents rési-
dus aromatiques [13]. Nous y reviendrons amplement dans le troisiéme chapitre de ce manuscrit.
(nous précisons que F n’a pas de sens dans la myoglobine car il n’y a qu’'un seul héme, et dans
I’hémoglobine, les hémes sont trop éloignés pour étre couplés).

Ce travail de thése se limite, d'un point de vue théorique, a I’étude du dichroisme circulaire
de la myoglobine dans la bande de Soret, en considérant le terme F, c’est & dire le couplage entre
I’héme et les résidus aromatiques aux alentours de 1’héme.

D’un point de vue expérimental, ce travail de thése a principalement consisté a mesurer les
changements de dichroisme circulaire dans le complexe MbCO, juste aprés le départ du monoxyde
de carbone dans la bande de Soret. Il s’agit maintenant de comprendre le principe qui permet de
mesurer des changements de dichroisme circulaire.
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1.6 Le dichroisme circulaire résolu temporellement
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1.6 Le dichroisme circulaire résolu temporellement

I retard

échantillon
chiral

Laser . >
femtoseconde| > modulateur 'sonde H\.r PM }

Détection
Synchrone

Fi1G. 1.8 — Le dichroisme circulaire résolu temporellement

Avant d’expliquer le principe d’une expérience de dichroisme circulaire résolue temporellement,
nous rappelons celui d’une expérience pompe-sonde.

Le principe est d’utiliser un laser pulsé, (dans le cas de ce travail de thése, des impulsions d’une
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Chap. 1 : Le dichroisme circulaire

centaine de femtosecondes) et de séparer chacune des impulsions en deux (Fig. 1.8).

Une partie est appelée pompe, elle sert a exciter le systéme étudié, ou de maniére plus générale,
a amorcer une réaction photophysique. La deuxiéme impulsion est appelée sonde, elle sert & mesurer
I’absorption du systéme apres I'excitation. A 'aide d’une ligne a retard, on peut faire varier le délai
entre les deux impulsions, et remonter ainsi a I’évolution du spectre d’absorption apreés ’excitation,
avec comme résolution temporelle la durée des impulsions du laser. Dans notre systéme, nous avons
une résolution sub-picoseconde.

Le principe d’une expérience de dichroisme circulaire est rigoureusement identique, a ceci pres
que l'on rajoute un modulateur sur le trajet de la sonde, afin de générer alternativement une
polarisation droite et une polarisation gauche.

On mesure donc le dichroisme circulaire du systéme apreés ’excitation par la pompe. De ma-
niére analogue a la mesure de dichroisme circulaire statique, une seule mesure permet de mesurer
simultanément le dichroisme circulaire et la transmission.

Le but est d’avoir une meilleure sensibilité a la géométrie du systéme. En effet, nous avons vu
lors de ce premier chapitre que I’on était trés sensible aux couplages entre les différents constituants
d’une molécule, ou a la structure secondaire des protéines. L’objectif est d’induire optiquement avec
le faisceau pompe une réaction photophysique ot les changements de structure sont suffisants pour
pouvoir étre observés par dichroisme circulaire. Nous verrons dans la partie 2.1 que le complexe
MbCO est un excellent candidat. Nous présenterons également dans la partie 5 d’autres candidats
possibles.

Replacons les expériences réalisées lors de ce travail de thése, dans le contexte plus général
des expériences de CD résolues temporellement [14] (TRCD). Pour toutes ces expériences, la
démarche reste identique : il faut perturber le systéme puis venir mesurer le CD ultérieurement. Ces
techniques différent donc par le mode d’excitation et par les échelles de temps qu’elles permettent
d’étudier.

Commencons par une expérience de TRCD ou I’échelle de temps est le mois. Nous illustrons
les travaux de Drake [15] sur le désordre de ’héme dans la myoglobine. La perturbation consiste a
reconstituer la myoglobine & partir d’une solution d’hémine et d’apo-myoglobine (myoglobine qui
a perdu son héme). L’équivalent de la ligne a retard est ici la montre, voire méme le calendrier
du laboratoire. A un instant t, on vient mesurer le CD de I’échantillon afin de doser la propor-
tion d’héme se fixant dans le mauvais sens. L’étude de CD au cours du temps montre que cette
proportion évolue sur deux mois.

Examinons a présent d’autres expériences ot ’échelle de temps est plus courte, de la seconde a
I’heure. Tous les spectrométres de CD sont équipés d’une fonction cinétique. Plutét que de mesurer
un spectre, on se place a une longueur d’onde et on mesure I’évolution du CD. L’excitation du
systéme est 1a encore physicochimique, typiquement une intervention de I’expérimentateur (mise
en solution, saut de pH ou de température). La mesure du temps entre I’excitation et le sondage
se fait grace au chronométre de 'appareil de mesure.

Si ’on souhaite passer en dessous de la seconde, il faut avoir une excitation plus rapide, donc
plus sophistiquée. On utilise alors une autre génération de spectromeétre de CD, permettant de
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1.6 Le dichroisme circulaire résolu temporellement

faire des sauts de température rapides (échauffement laser) ou de mélanger trés rapidement deux
solutions (stop-flow). La résolution temporelle est alors limitée par la diffusion thermique dans le
cas du saut de température et par la diffusion des molécules (loi de Fick) dans le cas du stopflow,
donc entre 1 ps et 1 ms.

On commence ici & voir poindre (expérience du saut de température) la nécessité d’une ex-
citation optique. C’est effectivement le seul moyen actuel pour descendre en dessous de la us.
L’énorme inconvénient de cette excitation est que ’on restreint d'un coup le champ des systémes
que l'on peut étudier. La liste des systémes biologiques photo-activables est effectivement courte.
Risquons-nous a formuler une liste des grandes familles de ces systémes.

— les hémoprotéines : on détache le ligand fixé sur ’héme lorsqu’un photon est absorbé.

— les systémes possédant un chromophore isomérisable (la bactériorhodopsine, la protéine jaune
PYP, les polypeptides greffés sur un azobenzéne (systéme AMPB décrit a la partie pers-
pective [16])

— les systémes possédant un transfert de charge (systéme photosynthétique, polypeptide greffé
sur un ruthénium tribipyridyl)

On constate qu’il y a tout de méme un certain nombre de systémes a étudier, surtout que
cette liste n’a pas la prétention d’étre exhaustive. Dans les expériences tout optique, la résolution
temporelle dépend de la durée de l'excitation, de la durée de la détection, et de la précision du
systéme de retard.

Nous décrivons a présent la premiére expérience de TRCD tout optique : il s’agit des travaux
de Kliger sur la myoglobine [17]. L’excitation se fait avec un laser nanoseconde. Le CD est mesuré
avec une lumiére continue, un PM et un oscilloscope trés rapide. Le retard est électronique, c’est le
balayage horizontal de 1’oscilloscope. La résolution de I’expérience est de quelques nanosecondes.

Si ’on souhaite passer en dessous de la nanoseconde, il faut que la sonde soit elle aussi pulsée,
et que le retard ne soit plus électronique, mais optique. Il existe un probléme trés connu avec
les lasers pulsés appelé jitter (gigue d’une impulsion par rapport a autre). Il est donc trés dur de
synchroniser un laser par rapport a I’autre. En revanche si ’on prend un seul laser, qu’on le sépare
en deux, les deux répliques (pompe et sonde) sont parfaitement synchronisées, il n’y a plus de
probléme. Citons les travaux de Simon dans MbCO [18] [19]. Il a obtenu une résolution temporelle
de 50 picosecondes, ce qui lui a permis d’observer une dynamique sur 300 ps.

Si ’on souhaite arriver au domaine de la picoseconde, ou sub-picoseconde, il faut utiliser la tech-
nologie des lasers femtoseconde, et c’est dans ce cadre que se situe ce travail de thése. Nous avons
utilisé un systéme laser kHz amplifié¢ délivrant des impulsions de 200 fs, nous permettant d’avoir
une résolution subpicoseconde et d’observer une dynamique temporelle que nous présenterons a
I’occasion du quatriéme chapitre.

Le grand probléme des retards optiques est que ’on est limité si I’on souhaite faire des ex-
périences sur des temps plus grands que quelques nanosecondes (soit quelques métres de ligne a
retard). La démarche actuelle des biophysiciens est de dédoubler I'expérience : une série est ef-
fectuée sur un systéme femtoseconde, et une deuxiéme série est effectuée sur un systéme a délai
électronique, la difficulté étant ensuite de raccorder les deux.
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Chap. 1 : Le dichroisme circulaire

Cependant, dans un futur proche, il sera possible de synchroniser entre eux différents laser
femtoseconde, (en controlant le probléme du jitter ). On aura alors la possibilité dans une méme
expérience d’étudier le phénoméne sur une picoseconde et sur plusieurs microsecondes [20].

Nous sommes donc partis du mois, pour arriver a la picoseconde...
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Chapitre 2

La photodissociation du complexe MbCO

Le but de ce chapitre est d’expliquer pourquoi nous avons choisi d’étudier la réaction de photo-
dissociation du complexe MbCO. Nous verrons qu’il s’agit en fait d’une réaction modele de I'effet
allostérique dans I’hémoglobine. Nous décrirons donc dans la premiére section la myoglobine, 1’hé-
moglobine et l'effet allostérique. Dans la deuxiéme section, nous présenterons les différentes mé-
thodes utilisées pour étudier cette réaction. Notre objectif est de mieux cerner quelles informations
spécifiques une expérience de dichroisme circulaire peut apporter.

2.1 L’effet allostérique

La myoglobine (Mb) et ’hémoglobine (Hb) font partie d’une famille importante de protéines
appelées les hémoprotéines. Il s’agit de protéines possédant un ou plusieurs hémes. L’héme est une
molécule plane possédant un atome de fer en son centre relié a quatre atomes d’azote. Le fer ayant
la possibilité d’étre 6 fois coordonné, avec au moins une des liaisons axiales réservée par la protéine,
I’héme peut fixer différents ligands (CO, Oy , NO). La diversité des états chimiques du fer est trés
grande : état de valence, d’oxydation, de spin. Ceci est a 'origine du roéle physiologique clef des
hémoprotéines dans le transport et le stockage de ligands, ainsi que dans le transfert d’électrons.

La myoglobine est impliquée dans le stockage de 'oxygéne au niveau des muscles et des tissus
de l'organisme. L’hémoglobine est, elle, responsable du transport d’oxygene depuis les poumons
jusqu’aux muscles. L’hémoglobine est un tétramere : elle est constituée de deux sous unités « et
de deux sous unités 3 qui possédent chacune une géomeétrie trés similaire a celle de la myoglobine.

Nous représentons (Fig. 2.1) la structure de I’hémoglobine ainsi qu'une représentation schéma-
tique de la structure de la myoglobine, avec et sans CO [21].

Décrivons donc, dans un premier temps, la myoglobine : cette protéine comporte 153 acides
aminés. Sa structure secondaire est trés riche en hélices «, elles sont au nombre de 8, indicées
de A a H. L’atome de fer de ’héme est relié de maniére covalente a I’hélice F au niveau de
I'histidine 93 (histidine proximale). Pour toutes les hémoprotéines, on distingue deux parties dans
I’environnement de I'héme :

— un c6té proximal : c’est de ce coté que ’héme est accroché au reste de I’hémoprotéine via

une liaison covalente a un résidu (une histidine dans le cas de Mb ou Hb)

— un coté distal : c’est de ce coté que vient se fixer le ligand
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FiG. 2.1 — La myoglobine et I’hémoglobine

On constate (Fig. 2.1) que lorsque le CO est fixé sur I’héme, (fer 6 fois coordonné) le fer est
situé dans le plan de ’héme. En revanche, lorsqu’il n’y a pas de ligand (fer 5 fois coordonné), le
fer sort du plan. On parle alors de "doming de I'héme", le fer se déplace effectivement d’environ
0.5 Angstrom [22]. Ceci s’explique par le fait que le fer 6 fois coordonné est dans un état de bas
spin alors que le fer 5 fois coordonné est dans un état S=2.

L’histidine proximale est alors le point de pivot des changements de conformation de la pro-
téine : en effet, le déplacement de ’atome de fer se répercute grace a I’histidine proximale vers
I’hélice F et le reste de la protéine. Un écart de 0.5 Angstrom sur la position du seul atome de fer
est donc a l'origine des différences entre les deux structures (avec et sans ligand). On note alors
qu’un millier atomes se déplacent d’un dixiéme d’Angstrom en moyenne, la structure protéique se
relaxant vers un état d’énergie minimale.

Perutz a proposé le mécanisme qui suit la dissociation [23] [24] suivant :
1. la liaison héme ligand se casse, I’héme se "dome"

2. le mouvement du fer en dehors du plan pousse I'histidine proximale, mais simultanément la
force de répulsion entre I’héme et ’hélice F diminue. L’histidine est donc "prise en sandwich" :
elle se tourne et s’incline.

3. le déplacement de I’histidine vient pousser I’hélice F', la contrainte se relache vers le reste de
la protéine

Passons a présent de 'autre coté du plan de I’héme, du coté distal donc. On trouve alors le
site de fixation du ligand, entre ’héme et 'histidine distale (His 64, fixée sur 'hélice E). Celle-ci
joue un role physiologique important : elle peut venir géner grace a son encombrement stérique la
fixation du ligand sur I'atome de fer. Ceci permettrait de faire une discrimination entre la fixation

de Oq et CO [21]

L’héme est donc encapsulé entre 'hélice F et I’hélice E, et une modification de 'ouverture de
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2.1 L’effet allostérique
"cette tenaille" peut modifier I'affinité de la myoglobine pour le ligand. Les deux histidines distale

et proximale ont donc un role physiologique capital.
Examinons a présent le cas de I’lhémoglobine. Les quatre sous-unités sont reliées par des liaisons

électrostatiques, et la fixation d’un oxygéne sur une des sous-unités peut venir modifier I'affinité
des autres sites pour I'oxygéne. Ceci est une illustration de D’effet allostérique homotrope.
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FiG. 2.2 — L’effet allostérique

On représente (Fig. 2.2) la saturation en Oy en fonction de la pression partielle en Oxygéne.

Le résultat connu est le suivant :

— Dans le cas de la myoglobine, dés les trés faibles pressions partielles d’oxygéne, il y a fixation.
— Dans les cas de I’hémoglobine, le profil est sigmoidale : la premiére molécule de O5 est plus

difficile & fixer que les trois suivantes
Ceci s’explique de la maniére suivante : la premiére molécule de O4 se fixe sur une des quatre

sous unités, I'histidine proximale correspondante se recule et engendre une succession de modifi-

cations. La protéine va passer de I’état T a I’état R :
— l’état T, Tendu, posséde une faible affinité pour Oy (60 fois plus faible que pour I’état R).
Dans cette configuration, I’héme ne parvient pas a adopter sa géométrie plane. Ceci géne

considérablement la fixation d’un ligand.
— l’état R, Relaxé, posséde une forte affinité pour Os.

Autant la différence de structure entre MbCO et Mb est minime, autant la différence entre
I’état T et I'état R est trés grande : on observe des déplacements de plusieurs Angstroms. Ce
changement se fait donc sur des temps long, 1 us
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Faisons un petit récapitulatif des ordres de grandeur caractéristiques :

— taille d’un atome =~ 1 Angstrom

— taille de Mb =~ 30 Angstroms

— diamétre de I’héme 9 Angstroms

— déplacement du fer ~ 0.5 Angstroms

— déplacement caractéristique entre MbCO et Mb ~ 0.1 Angstrom

— déplacement caractéristique entre R et T dans I’hémoglobine ~ 5 Angstroms

Ce profil sigmoidal obtenu pour la saturation de Hb est capital d'un point de vue physiologique.
On souhaite en effet que I’hémoglobine ait une différence maximale d’affinité pour I'oxygeéne entre
le moment ou elle est dans les poumons et le moment ou elle est dans les tissus. Le transport
d’O, n’est en effet rentabilisé que si I’hémoglobine se remplit complétement au niveau des alvéoles
pulmonaires et se vide complétement au niveau des muscles. L’effet allostérique rend donc le
processus de transport de l'oxygéne trés rentable.

Bien que le passage de R a T soit long, 1 us, [25] il est important de comprendre le mouvement
initial qui suit la dissociation du ligand. Ainsi, on peut se restreindre par souci de simplification
a la myoglobine. On retrouve en effet dans ce systéme modéle tous les éléments nécessaires a la
compréhension des premiéres étapes de leffet allostérique dans I'hémoglobine (un héme, un site
de fixation du ligand, une histidine proximale, une hélice F etc...). Notons cependant que 1’effet
allostérique en lui méme ne peut exister que dans un systéme possédant plusieurs sites, comme
I’hémoglobine. Le probléme modéle posé est donc le changement initial de la structure de
la myoglobine aprés la fixation ou la dissociation d’un ligand. On portera une attention
particuliére a I’histidine proximale ainsi qu’aux résidus les plus proches de I’héme.

Une expérience de type pompe sonde sur le complexe MbCO peut tout a fait apporter des ré-
ponses a cette problématique. On peut en effet reproduire expérimentalement le départ du ligand :
si I’héme absorbe un photon de pompe visible, on observe la photodissociation du complexe MbCO
avec un rendement quantique égale a 1. Le monoxyde de carbone est ensuite piégé dans un "do-
cking site" pendant quelques centaines de nanosecondes avant de quitter la protéine [26]. On peut
ensuite venir sonder ’état du systéme avec un autre processus physique. Notons cependant que
cette réaction modéle n’est pas rigoureusement physiologique, vu que 1’on passe par 1’absorption
d’un photon et un état électronique excité pour dissocier le ligand.

On doit cependant remarquer que I’énergie déposée dans le milieu par le photon pompe se
transforme en énergie thermique apreés la disparition de ’état excité. La relaxation de cette énergie
a largement été étudiée tant sur un plan théorique qu’expérimental [27] [28]. De plus, le changement
global de géométrie de MbCO a Mb implique le déplacement de milliers d’atomes. On peut donc
concevoir que l'aspect déterministe de ce phénomeéne ’emporte sur les fluctuations thermiques,
aléatoires.
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2.2 Les sondes globales possibles

La deuxiéme section de ce chapitre est un panorama de quelques techniques permettant de son-
der la structure d’un tel systéme. Ce panorama comprendra bien stir les expériences de dichroisme
circulaire résolu temporellement. Pour chacune des techniques abordées, on s’attachera a exposer
les réponses apportées a la question du mouvement initial des atomes juste aprés le départ du CO.
Il y a principalement trois moyens de venir sonder I’état d’un systéme :

— on peut tout d’abord étudier le mouvement des électrons du systéme. Les transitions élec-

troniques sont situées dans la partie visible ou ultraviolet du spectre électromagnétique.

— on peut également regarder le mouvement des noyaux des atomes. Le procédé le plus direct
est I’é¢tude des vibrations, rotations ou modes globaux. Il s’agit alors respectivement de
spectroscopie infrarouge proche, lointain et THz.

— on peut également étudier directement la structure du systéme, par diffraction des rayons X
ou RMN2D.

2.2.1 Le mouvement des électrons

Il est trés judicieux d’étudier les hémoprotéines dans le domaine du visible : en effet, I’héme
est le seul élément absorbant de la protéine entre 390 et 800 nm. Un spectre d’absorption visible
donne donc des informations sur I’état électronique de ’héme, et dans une moindre mesure, sur
le couplage de I’héme avec son environnement. La sensibilité a la structure globale, ou au proche
environnement de ’héme reste limitée.

Si I'on souhaite venir sonder les transitions électroniques dans le domaine UV on se heurte
trés vite a une difficulté d’interprétation : comme nous ’avons vu lors de la section 1.5, toute la
protéine absorbe dans 'UV, et il est alors trés difficile de pouvoir déterminer a quelle partie nous
sommes sensibles.

Le complexe MbCO a été largement étudié par des techniques d’absorption résolue temporel-
lement, mais les résultats se limitent le plus souvent au domaine visible.

On représente dans l'encart de droite de la figure 2.3 les spectres d’absorption statiques de
MbCO et Mb. On constate que les spectres sont suffisamment différents pour que 'on puisse
suivre la dissociation en mesurant I’absorption. Le spectre d’absorption transitoire a été étudié en
détail [29]. Ces études ont permis de montrer que le spectre de 1’espéce photo-dissociée est celui
de la myoglobine.

Sur des échelles de temps de 'ordre de la picoseconde (ou plus long), aucune dynamique n’est
observée, mis a part le déclin rapide de I’état excité en quelques picosecondes [30]. La figure 2.4
illustre ce phénoméne. On représente 1’évolution de la transmission de la sonde & 421 nm et 435
nm. On observe une marche correspondant au changement d’absorption. La décroissance rapide
au retard zéro est di a ’état excité.

Il peut néanmoins s’avérer interessant de suivre I’absorption de la bande III de I’héme (& 763
nm). Il s’agit d’un transfert de charge, fer-histidine, et il a été proposé [22] que cette transition
était sensible au déplacement du fer en dehors de son plan. Les conclusions de cette étude sont les
suivantes : la plus grande partie du doming (80%) se fait trés rapidement (50 fs), le reste (20%) se
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fait sur des échelles de temps plus longues (décroissance multi-exponentielle 3.5 ps, 83 ps, et 3.3
ns). Cette évolution lente de la position du fer rend compte du réarrangement de la protéine.

Nous avons également reporté sur la figure 2.3, encart de gauche, les spectres de CD. On
constate que les différences obtenues entre MbCO et Mb, sont tout a fait comparables avec les
spectres d’absorption. Il apparait donc faisable de suivre la photodissociation de MbCO en me-
surant le dichroisme circulaire. On regarde, 1a encore, le mouvement des électrons de I’héme (on
retrouve d’ailleurs logiquement du CD aux longueurs d’onde ot ’absorption est importante). Mais
ici, ce mouvement électronique est affecté par I’environnement.

Nous avons en effet vu lors du premier chapitre, d’'une maniére assez générale, que le dichroisme
circulaire était sensible aux couplages de I’héme avec les résidus aromatiques environnants. Nous
verrons a l'occasion du troisiéme chapitre, de maniére assez précise, que le CD est trés sensible
aux mouvements de I'histidine proximale. Une expérience de TRCD pourrait donc permettre
d’augmenter la sensibilité aux changements de structure, comparée a la sensibilité d’une expérience
d’absorption.

Cette expérience a été réalisée dans le passé [17] et il n’a pas été observé de dynamique sur
plusieurs nanosecondes (i.e, on passe directement du spectre de CD MbCO & celui de Mb). En
revanche, sur des échelles de temps plus courtes [18] une dynamique temporelle de 300 ps a été
observée. Le but de ce travail de thése, d’'un point de vue expérimental est donc de confirmer et
d’étendre ces résultats en utilisant la nouvelle technologie des sources laser femtoseconde amplifiées.
Ceci permet d’avoir une résolution subpicoseconde. Nous proposerons également une interprétation
précise de ce signal en terme de changement de conformation de la protéine.

Continuons & présent notre panorama des différentes sondes possibles : passons a ’étude du
mouvement des noyaux.
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F1G. 2.4 — Une illustration d’un résultat de transmission transitoire dans MbCO

2.2.2 Le mouvement des noyaux

La maniére directe pour étudier le mouvement des noyaux consiste a utiliser des photons dans
I'infrarouge afin de sonder directement les transitions vibrationnelles du systéme. Il est également
possible d’accéder indirectement & ces transitions. Nous montrerons ensuite que la spectrosco-
pie par réseau de phase résolu temporellement permet d’appréhender la relaxation de 1’énergie
vibrationnelle et le mouvement global d’un grand nombre d’atomes.

Spectroscopie infrarouge résolue temporellement

Le but est de produire des impulsions laser pulsées, directement dans le domaine infrarouge,
et de s’en servir comme sonde. L’état de ’art actuel permet d’avoir des impulsions de 3 a 30
pm : génération d’'un Amplificateur Paramétrique Optique (OPA), suivi d’une différence de fré-
quences entre 'impulsion signal et I'impulsion complémentaire. Ceci permet d’accéder a quelques
transitions vibrationnelles.

On peut, entre autre, accéder a la fréquence de vibration du CO. Une idée a été de suivre
les caractéristiques de cette vibration lorsque le CO passe de sa position sur le fer, & sa position
dans le docking site. Ceci constitue une sonde indirecte de la géométrie de la partie de la protéine
proche du monoxyde de carbone [31].
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D’autres vibrations sont également accessibles comme la bande amide I, par exemple. Il reste
cependant tres difficile d’avoir des infomations sur la structure du systéme avec de telles techniques.
Il faudrait pour cela avoir accés aux couplages entre les différents vibrateurs. En effet, si I’on excite
spécifiquement un vibrateur de la protéine, et que 'on vient mesurer 1’énergie transférée sur un
autre vibrateur, on obtient des informations sur la distance et ’angle entre ces deux vibrateurs,
donc sur la structure du systéme. Ceci est le principe de la spectroscopie infrarouge bidimension-
nelle [32]. L'interprétation de telles expériences restent néanmoins extrémement complexe, surtout
dans les systémes biologiques ot I’on couple un grand nombres de vibrateurs.

Spectroscopie indirecte des transitions infrarouge

Il est difficile de générer des impulsions infrarouge, surtout lorsque ’on souhaite aller au dela
de la dizaine de ym. Notons de plus que les détecteur MCT deviennent aveugles au-dela de 15 pum.
Or, le domaine spectral compris entre 200 et 1000 cm ™! contient énormément d’informations sur
les vibrations de I’héme et de I’histidine proximale. Rappelons que 1um—10000 cm ~!—300 THz—
333 fs = 0.9 eV). Il existe globalement trois procédés pour venir sonder ces transitions, sans passer
par une impulsion infrarouge :

— lorsque 'on sonde le systéme dans le visible, on regarde essentiellement les transitions élec-
troniques. Cependant le systéme des noyaux va lui aussi se réarranger, car le "ciment mo-
léculaire" que constitue le nuage électronique change brutalement d’état. Ces mouvements
nucléaires vont moduler le signal pompe sonde électronique : on appelle cela "l’oscillation
de paquet d’onde vibrationnel". Les bons systémes pompe sonde peuvent descendre a
une résolution temporelle de 10 fs. On résoud alors toutes les modulations plus lentes que 10
fs et on peut ainsi théoriquement obtenir des informations sur tous les modes de vibration
inférieurs a 3000 em ™! [33]. C’est ainsi que 1'on a mis en évidence I'implication des oscilla-
tions du doming de I'héme lors d’une réaction de transfert de ligand [34]|. Une autre piste
consiste a venir exciter le systéme de maniére équivalente (pompe visible ultracourte), mais
cette fois venir détecter de maniére cohérente le champ infra rouge émis par la protéine [35].
Dans ce cas, on est a nouveau limité par la coupure du détecteur.

— La spectroscopie Raman que nous décrivons a présent permet d’étudier 1’émission et I’ab-
sorption des modes de vibration et de rotation d’un systéme, en n’utilisant aucun photon
infra rouge [36].

1l suffit en effet d’envoyer un faisceau visible a la fréquence wg. trés étroit spectralement. La
diffusion inélastique du systéme va générer des photons a la fréquence wejee &= Wyip-

Le + correspond & 1’émission d’'un photon IR par le vibrateur w,;. On parle de diffusion
anti-Stokes

Le - correspond a l’absorption d’un photon IR par le vibrateur w,;. On parle de diffusion
Stokes

Ce phénomeéne est d’autant plus important que weje. st résonnant avec une transition électro-
nique de I’héme : on parle alors de diffusion Raman résonnante [36] [37].

Revenons donc au cas de la photodissociation de MbCO. La pompe visible photodissocie la
liaison fer CO, ’héme se dome, la symétrie plane de I’héme est brisée. Ceci change complétement les
régles de sélection Raman : des transitions vibrationnelles interdites dans MbCO, sont autorisées
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dans Mb. Le principe est donc de suivre les vibrations de 'héme en utilisant comme sonde une
impulsion Raman proche de la bande de Soret (430 nm). Il s’agit de mesurer le spectre Raman du
systéme apres la photodissociation. Cette expérience est donc une mesure directe de la coordination
du fer et de la planéité de 'héme.

Si 'on souhaite avoir une sonde globale de la protéine, il faut étudier des vibrations basses
fréquences. Par exemple, I'élongation de la liaison fer-histidine proximale (220 ¢cm™!) est tres
sensible aux changements de géométrie du systéme. Mizutani et Kitagawa [38| ont étudié en détail
le déplacement spectral et les changements d’intensité de cette bande. Cette étude a permis de
mettre en évidence une constante de temps de 100 ps que les auteurs attribuent & un changement
de conformation de la protéine.

Spectroscopie par réseau de phase résolu temporellement

Nous présentons dans ce paragraphe la technique de spectroscopie par réseau de phase résolu
temporellement, développée par 1’équipe de Dwayne Miller [39] [40]. Comme pour les techniques
précédentes, ’observable est I’énergie de vibration du systéme, mais cette fois-ci 'esprit est 1égére-
ment différent : comprendre comment I’énergie thermique passe de I’héme au reste de la protéine,
c’est aussi appréhender par quel chemin passent les changements de conformation.

L’excitation du systéme est ici réalisée avec deux impulsions pompes, envoyées simultanément
et en phase sur I’échantillon. Ces deux impulsions pompe vont alors interférer et créer un réseau de
franges. L’excitation n’est alors pas uniforme, on grave un réseau sur ’échantillon. Le principe est
ensuite de venir lire ce réseau avec une impulsion sonde retardée. La longueur d’onde est prise trés
éloignée de toutes les transitions de la protéine : la sonde n’est alors sensible qu’aux changements
d’indice de réfraction, eux méme directement reliés aux changements de densité volumique Ap du
milieu.

Cette méthode est donc sensible sélectivement aux changements minimes de den-
sité du milieu. La sonde se diffracte sur le réseau gravé. On mesure l'intensité de la tache
diffractée en fonction du retard entre la pompe (double) et la sonde. Ceci permet d’observer en
temps réel ’évolution du réseau de densité.

Deux phénomeénes sont a priori a l'origine de ce réseau : 'expansion thermique, et les change-
ments de volume de la protéine.

Commencons par décrire 'expansion thermique. Les deux pompes déposent de 1’énergie dans
le systéme. Dans notre cas il s’agit de 'excés d’énergie absorbée par 'héme au moment de la
photodissociation. Cette énergie va se convertir en énergie vibrationnelle, et étre redistribuée sur
I'ensemble de la protéine (IVR : intramolecular vibrational relaxation) I’échantillon sera donc
"chaud".

— Au niveau des franges brillantes (interférence constructive des deux pompes) le milieu est

chauffé, on observe donc une dilatation et une baisse locale de la densité volumique

— Au niveau des franges sombres, il n’y a pas d’échauffement. Le milieu sera comprimé par la

dilatation des franges brillantes voisines. On obtient alors une augmentation de la densité.

Le temps d’établissement de ce réseau de densité, (donc d’indice) est limité par le temps que met
le son pour parcourir un interfrange. Il est donc souhaitable de réduire 'interfrange au maximum.
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Chap. 2 : La photodissociation de MbCO

Si 'on adopte une géométrie contra-propagative pour les deux faisceaux pompe, ce temps est de
20 ps. Donc si I'excés d’énergie que I'on place dans 'héme met plus de 20 ps pour se thermaliser
et chauffer localement 1’échantillon, on le verra. Il n’en est rien. Le transfert d’énergie de 'héme
vers l'extérieur de la protéine est donc plus rapide que 20 ps.

La densité du milieu peut également changer a cause d’un changement de volume de la protéine,
ou plutot d’'un mouvement global des résidus extérieurs comparés aux résidus intérieurs a la
protéine. On constate alors dans le cas de MbCO un temps d’établissement du réseau de densité
plus rapide que les 20 ps obtenues dans le cas purement thermique (Mb). On montre effectivement
que ce temps est de 'ordre de 10 ps.

En faisant I’expérience proche de 0°C, on annihile complétement les phénoménes d’expansion
thermique. Ceci élimine le signal dans Mb, en revanche le résultat dans MbCO est inchangé. Le
réseau de densité obtenu dans MbCO est donc bien lié & la photodissociation.

Cette étude a permis de montrer qu'une déformation globale de la protéine se développe en
une dizaine de picosecondes aprés le départ du ligand.
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2.2 Les sondes globales possibles

2.2.3 Les sondes structurelles

Deux méthodes sont aujourd’hui couramment employées pour déterminer directement la struc-
ture des molécules : la RMN 2D (résonance magnétique nucléaire du proton a deux dimension) et
la diffraction de rayons X.

Comparons les avantages et les inconvénients des deux techniques.

la diffraction de rayons X permet de déterminer directement la structure de n’importe quel
systéeme a partir du moment ou l'on sait le cristalliser. C’est d’ailleurs de cette fagcon que Max
Perutz a déterminé la structure de 'Hémoglobine [41] et John Kendrew celle de la myoglobine.
Les deux hommes ont recus conjointement le prix Nobel en 1962. La cristallisation de certaines
protéines est parfois problématique. De plus, 'arrangement cristallin n’est pas forcément physio-
logique et ceci peut perturber la réaction que ’on cherche a étudier. Ceci est a apprécier au cas
par cas, en fonction du systéme. Ainsi, la photodissociation de MbCO peut légitimement étre
suivie par cette technique : les atomes ne bougent presque pas entre 1’état final et initial [42] . En
revanche, les formes R et T de HbCO ne cristallisent pas dans le méme groupe de symétrie [43].
Il est méme amusant de noter que les cristaux de HbCO cassent quand on cherche a effectuer la
photodissociation.

L’énorme avantage de la spectroscopie RMN 2D est qu’elle peut se faire en phase li-
quide [44]. On s’affranchit donc des problémes précédents. En revanche, elle ne permet de ré-
soudre directement que les structures simples, (petit brin d’ADN, polypeptides plus petits que
20 acides aminés). Pour des systémes plus gros, des déterminations indirectes sont néanmoins
possibles en s’appuyant sur des structures homologues connues. Le désavantage "éliminatoire" de
cette technique est que I'on ne peut pas faire d’expérience résolue temporellement avec une réso-
lution meilleure que la milliseconde. Il s’agit en effet d’une spectroscopie extrémement fine dans
le domaine spectrale. Le processus "sonde RMN 2D" est donc forcément trés long.

Concentrons nous a présent sur la diffraction de rayons X. Un cristal est obtenu en plagant
périodiquement dans les trois directions de ’espace un groupement d’atomes appelé motif. La
donnée de ce motif et du réseau permet de connaitre complétement le cristal.

Lorsque l'on fait diffracter un faisceau de rayons X sur un cristal, on obtient un ensemble de
taches de diffraction. La position relative de ces taches permet de connaitre précisément la structure
du réseau, i.e la position relative des différents motifs. L’intensité relative des taches permet de
cartographier la densité électronique d’un motif. Et c’est la 'information trés intéressante qui
permet de remonter a la structure 3D du motif.

La résolution de cette technique est limitée par le nombre de taches que 'on est capable de
collecter. La figure 2.5 montre la figure de diffraction d’un cristal de lysozyme, et permet de donner
une idée du nombre de taches nécessaires a I'obtention d’une structure suffisamment bien résolue.

On rappelle la formule de Bragg.
nA

2d
0,, détermine la position de la tache d’ordre n, d est la distance entre deux plans du cristal

sin(6,) =

et A la longueur d’onde du faisceau diffracté. Donc, si 'on veut détecter un nombre correct de
taches -jusqu’a l'ordre n=100-, il faut que A ~ d/100. Dans le cas d’un cristal de myoglobine, d
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Chap. 2 : La photodissociation de MbCO

Fia. 2.5 — La figure de diffraction d'un cristal de lysosime

est de l'ordre de la dizaine de nanometres. Si I’on veut une résoudre correctement la structure de
la myoglobine, il faut A ~ 0.1nm ~ 10keV. Ceci donne une résolution spatiale de A = 0, 1nm =1
Angstrom. On résoud donc bien la position de chaque atome.

Il n’est pas évident de produire de telles longueurs d’onde, et surtout de maniére pulsée.
Le rayonnement synchrotron permet de produire des rayons X a la bonne longueur d’onde. En
utilisant ’accélération d’un paquet d’électrons suffisamment court, on peut réaliser des impulsions
X d’environ 50 picosecondes.

Nous représentons (Fig. 2.6) la structure d’un mutant de myoglobine obtenue 100 ps aprés
la photodissociation [45], par diffraction de rayons X résolue temporellement. Ceci constitue "la
photographie" de la protéine la plus rapide que I'on ait jamais réalisée aprés le décrochement du
ligand. Arrétons nous sur ce résultat trés intéressant. On constate qu’au bout de 100 ps, tous les
résidus proches de I’héme ont bougé et atteint leur position finale. En revanche, certains résidus
plus éloignés de ’héme continuent d’évoluer sur des échelles de temps plus longues. Ceci permet
donc de dire que la partie intéressante de la photodissociation de MbCO - en tant que modéle de
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REPORTS

Fig. 4. (A) Experimen-
tally determined elec-
tron densities within
a 65-Athick slice
through the myoglobin
molecule before (ma-
genta) and 100 ps af-
ter (green) photolysis.
Where these densities
overlap, they blend to
white. The white-stick
model corresponds to
the unphotolyzed struc-
ture and is included to
guide the eye. The di-
rection of molecular
motion follows the ma-
genta-to-green  color
gradient. Three large-
scale  displacements
near the CO-binding

A

"H helix

site (large arrows) are y
accompanied by more RS € before photolysis
subtle correlated rear- F helix ¢ @ after photolysis

rangements throughout Y] ps
the entire protein (small
arrows; not drawn to
scale). (B to G) Enlarged views of the boxed region in panel (A) at time delays specified in the
lower left of each panel. (B) Upon photolysis, the bound CO (magenta; site 0) dissociates and
becomes trapped about 2 A away in a docking site (green; site 1), close to the Phe?. To
accommodate the docked CO, the Phe®® is displaced and rotates, pushing His®* outward,
which in tun dislodges a bound surface-water molecule (magenta). The electron density
surrounding Phe®® appears to arise from a mixture of two conformations, one rotated and
displaced toward His®* and the other already relaxed to a conformation near the deoxy state.
(C to E) From 316 ps to 3.16 ns, the structural changes are largely confined to the vicinity of
the binding site. As the CO migrates from site 1 to site 3 (Xe4), the Phe®® and His® relax
toward their deoxy conformations, which are similar to their unphotolyzed states. (F and G)
Structures acquired after nanosecond photolysis of a second protein crystal. By 31.6 ns, CO has migrated to sites 4 and 5, where it remains trapped for microseconds.
The magenta and green maps were contoured at the same absolute level (1.5 o of the unphotolyzed density) using O 7.0, author A. Jones. [See Movie S1 to view
the time-dependent electron density changes.]

F1G. 2.6 — La structure de MbCO de 100 ps & 3,16 us aprés la dissociation [45]

I’effet allostérique dans HbCO- se passe en moins de 100 ps.

Pour passer en dessous de la barre des 100 ps, plusieurs stratégies sont a I’étude. Tout en
gardant la technologie synchrotron, une des idées est de réduire au maximum la taille du paquet
d’électrons afin de diminuer la durée temporelle de I'impulsion X générée.

Une autre possibilité est de changer de type de source de rayonnement X. Au Laboratoire
d’Optique et Biosciences, une source secondaire plasma X a été développée. Le principe est de
focaliser des impulsions 800 nm, 150 fs trés intense dans un fil de cuivre. On obtient alors des
impulsions X (~ 200 fs) ayant la bonne longueur d’onde (8 keV). Un tel systéme peut permettre a
priori de suivre I’évolution de la structure de la myoglobine avec une résolution sub-picoseconde.

La diffraction de rayons X a également permis d’accéder a des structures intermédiaires entre
Mb et MbCO. Le principe est d’utiliser la cryogénie pour refroidir un cristal de MbCO (par
exemple), et de I'illuminer de maniére & photodissocier le CO, qui se retrouve alors piégé dans le
docking site [46] [47] [48]. Le systéme reste alors dans cette configuration, et le but est de réaliser

une expérience de diffraction de rayons X. Les structures obtenues sont trés proches de celles de
Mb.
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Chapitre 3

Une méthode de calcul de spectre de CD

Le but de ce chapitre est d’exposer les calculs théoriques de dichroisme circulaire effectués lors
de ce travail de thése. Lors de la premiére section, nous expliquerons comment se fait le lien entre
les moments de transition et les spectres expérimentaux. Nous développerons dans la deuxiéme
section la théorie de la polarisabilité d’Applequist [10], pour pouvoir 'appliquer au couplage de
deux chromophores dans la troisiéme section, et au cas de la myoglobine dans la quatriéme section.

3.1 Des notions de spectroscopie

3.1.1 La force d’oscillateur et les spectres d’absorption

Le but de cette partie est de comparer le modéle classique de 1’absorption (électron élasti-
quement lié), avec le modeéle quantique (expression de la polarisabilité) afin d’introduire la force
d’oscillateur. On fera ensuite le lien entre la polarisabilité et I'extinction molaire.

Soit e et m la charge et la masse de ’électron. On considére que 1’électron est lié avec une
raideur k, il subit un terme dispersif I, et il est soumis & un champ électrique complexe Fe~ !
de pulsation w. Il est astreint & se déplacer sur une direction , sa position est ru. L’équation

classique du mouvement s’écrit alors :

Il apparait alors un dipole complexe d= —ef (e>0) oscillant & la pulsation w,

> e?f(m) =
d= E.d)u
wi —w? — iFw( u)i

ot 'on a noté w2 = £ . 1l est alors commode d’utiliser la notation tensorielle (voir les détails

k
m
en annexe). On note la polarisabilité tensorielle o et I'on a :

2 — —
o _, e URU
d=oF avec o=

mwi —w? —ilw
Pour une meilleure description de la réalité microscopique, l'introduction d’ingrédients quan-

tiques est indispensable. Le systéme a plusieurs niveaux d’énergie : le niveau fondamental f, et
plusieurs niveaux excités e. Le systéme est supposé froid, le niveau f est donc plein (p; = 1) et
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Chap. 3 : Un calcul de spectre de CD

les niveaux excités sont vides (p. = 0). Le passage d’un niveau fondamental a un niveau excité
correspond donc & une transition électronique (f — e).

L’électron considéré classiquement n’est donc que "partiellement" disponible & une transition
(f —e). On note donc la force d’oscillateur ff. la grandeur physique rendant compte de la dis-
ponibilité relative des électrons du systéme a la transition f — e, donc du poids relatif de cette
transition dans un spectre d’absorption. La polarisabilité peut alors se réécrire :

_ fef.€2 'LT@'J

m wi—w?—ilw

(3.1)

e

De plus, il y a N électrons impliqués dans la polarisabilité de 1'unité, on obtient la régle de
somme suivante :

Y fre=N (3.2)

La force d’oscillateur est une grandeur purement quantique. L’introduction d’un minimum de
mécanique quantique est nécessaire pour la calculer. On considére le systéme a plusieurs niveaux
décrit ci-dessus. E, et Ey sont les énergies des niveaux, H est le Hamiltonien d’interaction. Soit 7
un opérateur vectoriel. Nous notons :

< f|Zle >= Tpe = ayellse < f|Hle >= Hy,

ou 'on a introduit le vecteur unitaire .. La théorie standard des perturbations au premier
ordre permet de calculer la matrice densité, et donc le vecteur ¥ = tr(pZx) :

]' v EHC _)E H e
gL ( Trelley | Ferllye ) (3.3)
h . Wef —w —tl'ey  wep +w+il'es

ou hwey = B, — Ey et I'.y est la largeur de la transition.

Le principe est d’appliquer cette relation a 7= cf, pour ’Hamiltonien d’interaction local

H=—dE on I'opérateur dipolaire électrique est celui introduit dans le premier chapitre. On a
donc :
o () (3E)
d=— 3.4
hz wef—w—iref+wef+w+ifef (3.4)

e

Les deux numérateurs sont égaux, et il vient :
<d>=akFk

ou 'on a introduit 'expression quantique du tenseur de polarisabilité :
= h wgf —w? — 2iwlep + Fgf fe = Tre ’

e

On remarque que le modéle classique 3.1 permet d’obtenir presque la méme expression que le
modéle quantique, sauf pour le terme en I'? dont la justification classique est plus délicate. En
identifiant 3.5 et 3.1, la définition naturelle pour la force d’oscillateur est :
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3.1 Des notions de spectroscopie

fre = Qw; m
e?h

Il est montré en annexe (régle de somme de Thomas-Kuhn-Reiche) qu’avec cette expression de
la force d’oscillateur, on retrouve la bonne expression 3.2. Cependant, il est a noter que 'on trouve
systématiquement dans la littérature un facteur 1/3 dans la définition de la force d’oscillateur,
qui n’a pas de signification physique : en effet, on identifie deux données tensorielles, donc non
isotropes. Par conséquent, s’il y a un facteur 1/3 de moyenne isotrope, il doit apparaitre dans
3.1 et dans 3.5, et se simplifier dans I'expression de fs.. Cependant, pour rester cohérent avec les
autres définitions, nous notons :

|dfe|2

dvepm
f = — 2 3.6
ff 3€2h fe ( )

N

D fre=7

3.e2 ffe

_ e @ Urpe 3.7
a 472m, Z sz —v? =2l Upe @ Uy (3.7)

ol 'on a utilisé 'expression 3.5 en négligeant les I'> . Pour simplifier les notations, j'introduis
le parametre cs. que j'appellerai force de polarisation

- 3ffe-€2
CAmm

Cre

Le but est maintenant de faire le lien entre cette polarisabilité tensorielle et I’extinction molaire
€ d’'un échantillon ou les molécules sont distribuées de maniére isotrope. La moyenne isotrope
(détail en annexe) permet d’obtenir pour tout vecteur, 7, ¥

La polarisation P apparaissant dans le milieu est alors paralléle au champ électrique, et 1’on
aP= %E, ou N est la concentration moléculaire. Il s’agit a présent de réécrire les équations de
Maxwell dans le systéme SI :

- - .. . 9D
divD=p , divB=0 |, rotH—j%—E , 5
ou 'on a introduit les différents vecteurs
~ Ele champ électrique
~ Ble champ magnétique
- D= EOE + Ple déplacement électrique
- H=8 /1o — M lexcitation magnétique
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On se place dans un milieu non magnétique vide de tout porteur libre, j = M = 0, p=0.De

plus on a :
. Na. - .
D = (e + ?Q)E = eo6, B

On se retrouve avec les mémes équations de Maxwell que dans le vide ot I'on a remplacé ¢

par €€, :
— — - = aE - = aé
divE =divB=0 , rotB=c¢yto— , 7roth=——
06rHo 5y ot
Les solutions sont de la forme .
E_T _ Eoe—z(wt—k.F)
ol I'on trouve directement
w Na
k= wee g dou ka~=(14+ =)
C 660

La partie réelle du « va modifier 'indice de réfraction de I'onde alors que la partie imaginaire
va contribuer a I'absorption : en effet, on trouve si 'on se propage selon z

2

Nw Im(a)z)

‘E = Ege_<3€00

On vérifie que la partie imaginaire de « est bien positive. L’énergie électromagnétique décroit
quand le phénoméne est dissipatif :

l/Fef
I = e
MO T T

Comparons cette expression a la loi de Beer-Lambert
I(Z) — 10760.% _ eflnloe().%

Ol lextinction molaire € reste M ~tem™!, d’ott le facteur 10, C est la concentration molaire. 11

vient en utilisant ces trois derniéres relations :

20N,

3In(10)epc (3:8)

e =rkv.Im(a) avec k=

Le but est de calculer la force d’oscillateur & partir de I'intégrale d’un spectre d’absorption.

On a:
V2T vz, T 1T

~

(12— 127 + () (veg — 1) (wep)? + (Twg)? 14 (280/T)?

e

(3.9)

ou l'on s’est placé proche de la résonance (e — f). Cette intégrale donne une valeur de 7/2 .
On trouve donc que la force de bande Iy, est directement reliée a la force d’oscillateur :

™

Iy = / e(v)dv = RCfegy
On peut aussi lier I’énergie déposée dans le milieu ¢ & €. Dans le cas isotrope, on a
§ = Im(D.E*) = Ima|E|?
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ot I'on a omis le facteur . C’est cette quantité physique 6 que I'on obtiendra naturellement
lors des sections suivantes et qu’il s’agit de relier rigoureusement a l’extinction molaire €. Dans le
cas non isotrope, on a :
§ = Im(E*ak)
Cette expression s’arrange en utilisant que  est un tenseur symétrique, il vient :

§ = @.Im(a)d|E|?

On montre alors de maniére équivalente a ce qui précéde que le lien entre J et € se fait de la

maniére suivante :

Nous résumons alors cette section dans la table suivante (Tab. 3.1) qui permet de passer des
moments de transition au spectre d’absorption.
Applications numériques :

e=1,6100C N, =6,02.102% ¢=310%n.s! h=10510"%0s ¢ =8,85.1072C%] 1m~!

m=29,11.10""kg

Grandeurs physiques symbole expression
force de dipole | < fld|e > |* | détermination quantique
: Trm.vg
force d’oscillateur fre | < fid|e > |2
. . 3ffe-€
force de polarisation Cfe 7 7{ 7
polarisabilité isotrope Q c feyszIQ—iFV
. . . . VF
partie imaginaire Im(a) Cfe—(ugf_u2)2+(ru)2
constante de passage K %gﬁw
extinction molaire € kvIm(a)
force de bande Ite=[ e(v)dv K.Cpes

TAB. 3.1 — résumé

grandeurs physiques unité valeur
fre sans dimension %
Cre C?kg™' [ 2,13.107%fy
K C?J st 1,45.10%
! M Tem st | 4,35.10° f

TAB. 3.2 — valeur numérique

Nous donnons également (Tab. 3.2) les ordres de grandeur obtenus pour une force d’oscillateur
typique de 1/3. La valeur de I améne & un commentaire : si 'on considére une transition dans
I'ultraviolet, & 100 nm de 10 nm de large soit en fréquence I' = 3.10'7 Hz , on obtient alors pour

€mar = == ~ 10000M 'em™" qui est un ordre de grandeur correct.
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3.1.2 La force de rotation et les spectres de dichroisme circulaire

Il s’agit dans cette section de voir comment la force de rotation (eq. 1.5) est reliée au spectre
de dichroisme circulaire. Méme si la rédaction de cette section est trés similaire a la précédente, les
objectifs sont strictement opposés. Ici, ce que I'on souhaite, c’est pouvoir obtenir la valeur d’une
force de rotation a partir d’un spectre de dichroisme circulaire donné, et non construire un spectre
a partir des opérateurs quantiques.

Cependant, partons de I'équation 3.3  appliquée a 7= 7?1, mais également a 7 =d. De
plEs, on considére ’hamiltonien d’interaction complet, avec les termes locaux et non locaux H=
—d.E — m.B. On note que 'on ne prend pas en compte le terme quadripolaire électrique car il
s’annule a cause de la moyenne isotrope (résultat montré en annexe). Il vient alors

g, L > dse (mef.B) d. (mfe.B)
N h . wef—w—il“ef wef—i—w+zTef

m= — ; ;
h - Wep —w —tl'ey  wep +w+iley

o [ e (FrB) i (05

ou 'on a négligé le terme magnétique-magnétique, et regroupé le terme électrique-électrique
dans d®*° et qui est donné dans 3.4. On observe ici 3 phénomeénes :

— un dipole électrique induit par le champ électrique d¢e
elec

— un dipo6le magnétique induit par le champ électrique m
— un dipole électrique induit par le champ magnétique d"™*

Le premier phénomeéne, local, est responsable de I'absorption. Les deux derniers vont donner
du dichroisme circulaire. On note que si les fonctions d’onde sont choisies réelles, les éléments de
matrice de 'opérateur dipolaire électrique sont réels symétriques, alors que ceux de l'opérateur
dipolaire magnétique sont hermitiens imaginaires purs ( m = 7<rh/ 7%) . Ceci permet d’arranger
les expressions : en effet, on a my. = —M.s et c/l\fe = c/l\ef . Si on néglige les termes non résonnants,
il vient

melee — _XE_: Ci’mag _ Xé

é:%z dfe®7?Lef

Wef —W — iFef

On effectue ici la moyenne isotrope qui donne :

— - 1 — o
dfe Q) Mef — gdfe.mef

ou 'on a fait apparaitre la force de rotation introduite dans le premier chapitre :
Ref = Im(dfe.’fﬁef)
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3.1 Des notions de spectroscopie

On note §; , d, I'énergie laissée par la lumiére & travers, e et dmag
8 = Im(d™ . E*) = Im(xB.E*)
8y = Im(m.B*) = —Im(xE.B")

Le champ électrique est celui d'une onde polarisée circulairement

Finalement, on obtient que §; = d5 . De plus 'expression de la différence d’énergie laissée par
I’onde droite et 'onde gauche s’écrit

AE2 R,
3he (wep —w)? + T2

¢ —0p =

Or d’apreés la section précédente, on sait lier une extinction molaire & une énergie cédée. Il vient

donc
4k v RoTef 20N,

T hem (v — 212, 7T BIn(10)ee

ot I'on a renormalisé les I'cs. Il s’agit alors de lier cette expression a un spectre expérimental.
L’intégration trés facile est la suivante :

Ae(v) 2K
pu— —_— — -1
7 / Dy = 1Ry (3.10)

Et ceci est la conclusion importante de ce paragraphe : si I’on a un spectre théorique ou
expérimental de Ae(v) la force de rotation se retrouve grace a 3.10.

On peut alors estimer le facteur gyrotropique « introduit lors du premier chapitre comme étant
le rapport entre le dichroisme circulaire et ’absorption :

CreR Verk 2
€mar = —— = ———| < fld|e >
L = 2| < fldle >
26V, ¢ R
A€oz = of 2
max mwhe T
. Afma:c 2Ref 2 Mey

T e d<fldle>P ¢

d@f
Ce qui signifie que le rapport gyrotropique est directement lié¢ au rapport de Ueffet des transi-
tions magnétique et électrique.
Etudions un peu les ordres de grandeur : déplacer 1 électron sur une distance de 0,1 Angstrom
revient & créer un dipole électrique de 1,6.1073°Cm et c’est I'ordre de grandeur du dipoéle électrique.

On note
1Debye = 3,336.107°C.m
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O
or

introduit les fonctions d’onde correspondant aux états e et f. L’ordre de grandeur pour un moment
magnétique est donc le magnéton de Bohr p; avec

ou l'on a

Examinons & présent le dipole magnétique : |m.y| est de la forme % [ re

h
1BM = i = 26— = 0,273.10"%m?s!C
m

L’ordre de grandeur et l'unité pour la force de rotation sont le DBM (Debye-magnéton de
Bohr) pour un systéme ou d.y = 1 Debye et |m.¢| = 1.

R.; = 1DBM = 3.09.10"*m?C?s™*

Pour un tel systéme, le rapport gyrotropique vaut approximativement 2.1072.
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3.2 La théorie de la polarisabilité

3.2 La théorie de la polarisabilité

La théorie de la polarisabilité formulée par DeVoe 9] et généralisée par Applequist [10] consiste
a décomposer un systéme en plusieurs sous unités polarisables [49|, appelées chromophores. On
suppose que chaque électron du systéme n’est localisé que sur un seul chromophore. Le transfert
de charge d’un chromophore a ’autre est donc supposé impossible. Sous cette hypothése, on peut
traiter I'interaction entre chromophores de maniére parfaitement classique. Ceci nous permet alors
de mener I'étude de maniére simple, comparativement au traitement quantique complet qui est
lui beaucoup plus lourd [50]. La détermination des moments de transition sur chaque sous unité
reste quant a elle quantique et constitue le point de départ de nos calculs.

Il reste a savoir si I'interaction entre deux chromophores peut se réduire a un couplage de type
dipole-dipole. Si 'on considére en effet deux chromophores trés proches 'un de ’autre, sans qu’il
puisse néanmoins y avoir transfert de charge, c’est alors une interaction monopole-monopole qui va
dominer 'interaction des deux chromophores. Dans ce cas, le traitement exposé dans ce chapitre
n’est plus valable, il faut utiliser la théorie des matrices [11]| qui couple entre eux les monopoles,
et non les dipoles.

3.2.1 Le couplage de n chromophores

Considérons donc une molécule, composée de n chromophores, que ’on repérera avec l'indice

1. Pour chaque unité 7, on considére un certain nombre p; de moments de transition dipolaires

électriques, indicés is. On considére donc qu’il y a N = > p; transitions dans le systéme. Soit i,

le vecteur unitaire définissant la direction de la transition is. Sous 'action d’un champ électrique E ,

cette transition va faire apparaitre un dipole d:S, directement proportionnel au projeté orthogonal
de E sur ;s . On a donc

dss = ais (Eﬁ) Tis (3.11)

ou a;s est une fonction complexe de la fréquence du champ électrique excitateur, que ’on écrira
d’aprés la section précédente :

Cis

Ajs = — : )
vi, — v —il'v
;s est la fréquence de la transition associée au moment is, I';s est la largeur, ¢;s est la force de
. . . _3f; e2
polarisation :  ¢;; = 35—

Le dipole total J; apparaissant alors sur le chromophore ¢ s’écrit alors

7 P i Cis-ﬁis X Uis
di=aE o=) 52—
= = v —v? — il

s=1 8

oll o est la polarisabilité tensorielle du chromophore i

I’idée est maintenant de dire que chaque chromophore voit non seulement le champ électrique
extérieur (i.e. de 'onde électromagnétique), mais également le champ électrique créé par tous les
dipoles électriques instantanés situés sur les autres chromophores. Je rappelle donc ’expression
du champ électrique F créé en un point M, par un dipole d situé en(, avec OM = rit

Fot (3Jﬁ—d'> (3.12)

4megrs
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Chap. 3 : Un calcul de spectre de CD

Il s’agit encore une fois d’utiliser la puissance de la notation tensorielle, en introduisant T le
tenseur d’interaction dipolaire,
TOM — — (I -3i® i) (3.13)

dregr3 ‘=

I’équation 3.12 se réécrit donc plus synthétiquement.

F=-1%g
ot la notation OM en exposant est la pour rappeler que T dépend explicitement de OM. 11

s’agit a présent d’écrire le champ électrique local réellement vu par le chromophore 4, que je note
E’foc

P
El*=E->" T".d; (3.14)
j#i t=1
ol le deuxieme terme rend bien compte du champ créé par chaque dipole th sur le chromophore
i. Conceptuellement, il est nécessaire de rappeler pourquoi on ne considére pas ’effet du champ
créé par un dipole sur un autre, lorsque les deux sont situés sur le méme chromophore. Ceci a en
effet déja été pris en compte par les calculs de chimie quantique, qui ont permis la détermination
de ces mémes moments. Cela serait redondant de considérer cet effet "classiquement".
En réintroduisant ’expression de Ef"c dans 3.11 il vient

pj
7 —1 = e Frd T 7 e
dis = Qs <E-Lbz‘s> Uis — Qs E E uis-£ I )| Uss

j#i t=1

Soit, en notant E;, = E.ﬁis

d; & .
Bi= -+ oD (s T dy) dyy
B g t=1
Ceci est un systéme linéaire de N = ) p; équations & N inconnues, il s’agit de déterminer les N
scalaires d;; connaissant les NV scalaires F;, , c’est a dire comprendre comment la matiére se polarise
en réponse au champ électrique extérieur. Ce systéme peut se réécrire sous forme matricielle

AD=¢ (3.15)

ou & et D sont les vecteurs comprenant les N E;, et les N d;, tandis que é est une matrice

contenant N? scalaires notés A, ;. Il s’agit de distinguer les termes diagonaux et non diagonaux
— sur la diagonale, A; ;s = - = = (1}

Qs Cis L8

correspondant a chaque transition

— 1?2 — i), on retrouve le spectre d’absorption

— dans les termes non diagonaux, non nuls seulement pour i#j, on retrouve les termes de
couplage dipolaire électrique A;; j; = yis.zFfi gy
Le but est de pouvoir exprimer les d;, en fonction des Ej;,, il faut pour cela inverser cette matrice.
La technique usuelle adoptée est de décomposer A en trois matrices, c’est a dire en développant
par rapport a la diagonale.

|ES
Il
Jiep

— 2 A" —iv.A (3.16)

ou l'on a noté
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3.2 La théorie de la polarisabilité

2 .
— S la matrice ayant sur la diagonale les termes Z—s les termes non diagonaux comprenant

tous les couplages électriques. Une analyse rapide de 3.13 montre la symétrie du couplage
électrique lors de la permutation des deux vecteurs; le r du dénominateur étant une norme,
il reste positif. Donc S est bien une matrice symétrique

— A" matrice diagonale composée des CL

- ;” matrice diagonale composée des %
L’inversion de é est basée sur la pseudo-diagonalisation de é J’en rappelle briévement le

principe mathématique dans la section suivante.
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Chap. 3 : Un calcul de spectre de CD

3.2.2 La pseudodiagonalisation

Soient une matrice symétrique S, (et donc diagonalisable) et une matrice diagonale A. Le but
du probléme est d’inverser la matrice (é + S ) On appelle pseudo vecteur propre ¢, avec la valeur
propre Vi, le vecteur vérifiant

Sitn = Vzét_n
En écrivant ensuite, pour n # m
oSty = V2 M At
“tn-Stm =V tn At

Il vient alors par symétrie de A et de S que toutes les quantités ci-dessus sont égales, donc
nulles car v, # v,,. On peut donc_pseudo—gormaliser la base des t,, et obtenir une base pseudo-
orthonormale, c’est a dire,

AN S - (3.17)

Ces deux équations peuvent se réécrire matriciellement. On note 7' la matrice des vecteurs
colonnes t,, on a

TAT=1 (3.18)

Et, de maniére analogue 'T.S.T est la matrice diagonale des v2. L’inversion de A + S se fait

ensuite tout naturellement en posant D la matrice diagonale des 1+ 2. L’équation | 3.17 donne :

T.(A+5).T=D,

Soit en inversant cette équation, puis en multipliant a gauche par T', et a droite par 'Z il vient
(A+8)7 =0T (3.19)
Les coefficients b; ; de la matrice (é + é)fl s’expriment alors en fonction des composantes t/,

thth
bi,j = Z 1 + V72L

Si 'on inverse 3.18 et que I'on multiplie a gauche par T, et a droite par tz il vient :

des vecteurs t,,

-1

1>

&
IS

(3.20)

Cette formule nous sera utile par la suite pour démontrer les régles de fermeture pour les modes
normaux.
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3.2 La théorie de la polarisabilité

3.2.3 La détermination des modes normaux

Le principe étant exposé, on peut a présent revenir a I’équation 3.16. Une premiére approche
serait de poser naivement A = —2. A% — iv. AP puis de dérouler la pseudo-diagonalisation. Ceci
conduirait a une dépendan(; en fréqualce extrémement compliquée. Le but étant de construire de
maniére qualitative des spectres de dichroisme circulaire, il s’agit de faire des hypothéses simpli-
ficatrices. Supposons que les I';5 soient égaux. Dans ce cas, I’équation 3.16 se simplifie en :

A=5— (V2+ivf)é“
Alors A s’inverse de maniére trés simple. En effectuant la pseudo-diagonalisation par rapport

a A = A on obtient en utilisant 3.19, B = é’l de la forme :
tistjt
Bis it = E _ 21
18,5t — V,% _ 1/2 —iTv (3 )

ou les t% sont les N composantes du vecteur t,,.
Deux remarques s’imposent ici :

— 3.21 permet de comprendre l'interaction lumiére matiére en terme de modes normaux (n,t",
v,). L’énergie est absorbée dans ces "modes globaux" de la molécule , et les transitions
dipolaires électriques isolées n’ont plus de sens réel.

— le fait que les I';; soient tous différents n’est pas un probléme en soi. Ces derniers corres-
pondent en effet aux transitions isolées. Ils n’ont donc plus aucun sens dés que 1’on a plongé
les chromophores dans le bain constitué des autres chromophores. Il est clair que les inter-
actions électrostatiques vont profondément modifier ces largeurs, et d’une facon compliquée.
L’idée est donc de réintroduire de maniére phénoménologique des largeurs I',, dans 3.21

On prendra donc pour expression de B :

547t
18,3t — 2 .2
~ vy —v: =il

En notant que 3.15 peut se réécrire D = B.£. On peut alors remonter directement au dipole

électique d créé dans la molécule :

. tistjt

d= E distis = g 5 5 Uis Eje
, vi—vs =l v
18

is,5t,n

Cette équation peut s’arranger alors de maniére parfaitement compréhensible :

aTdejl avec afn:g’”é

n

ou 'on a introduit le dipole électrique partiel afn et la polarisabilité partielle o du mode normal
n. On a donc :

la polarisabilité totale de la molécule s’écrivant :

gzggn

n
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Chap. 3 : Un calcul de spectre de CD

3.2.4 Le calcul de I’absorption
La détermination de ces modes normaux va désormais nous permettre de remonter de maniére

trés directe a I’expression des spectres d’absorption. Je pose 6™ I’énergie électromagnétique déposée
dans le mode n. D’apreés la premiére section, on a :
§" = E*Im(a™)E = L,(v)E*O"E (3.22)

vl
avec O" = tzst]t Ujs @ U , L,(v)= =
Q" =D 1oty (T ® ) ) (12 — 12)* 4+ 122

28,91
Apreés une moyenne isotrope, et en utilisant la premiére section, il vient

€E=K Z vL,(v)O,
Z S (1. Wjt)

18,51
Il s’agit a présent de vérifier la conservation de la régle de fermeture des forces d’oscillateurs
En effet, tous les électrons impliqués dans le systéme découplé interviennent encore aprés cou-

. 2
= C”fe’; ™ on introduit alors

plage. Les forces d’oscillateur du systéme découplé s’écrivaient, f;s =
naturellement la force d’oscillateur du mode normal n :

O,,.47*m
fa= oI

Je rappelle que 3.20 nous donne (é‘l)_1 =T.'T . Ceci permet de dire que

Z tlst‘?t = Czs is jtﬁis.ﬁjt (323)

il vient alors
4m*m L Lo
5 f'n 5 tlst uzs-ujt = E fisuis-ujtéis,jt

3e? —
n 18,7t

n,is,jt
Or les ;s ont été choisis normés, on a bien conservation de la régle de fermeture entre le

systéme couplé et le systéme découplé :
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3.2 La théorie de la polarisabilité

3.2.5 La détermination du dichroisme circulaire

Il s’agit a présent de calculer le dichroisme circulaire. On introduit la polarisation circulaire
droite (D) et gauche (G) de la lumiére. Dans le repére du laboratoire (7,7, Z) ces polarisations
s’écrivent : 7

Egp=—% (T iy

ol la lumiére se propage selon la direction 2. On étudie 'absorption de ’onde gauche par le mode
normal n. D’aprés 3.22, il vient :

—

5% = Lo(v)Eg O"Eg

E,|* o
&7 = gn(y)’ 0 > R (& — i) (i, ® i1) (F + i)

is,jt

;Ds ?t + uzs ]t) + Z ( zs ]t uzysuft)}
is,jt
Le terme dans la deuxiéme parenthése est antisymétrique dans Uinterversion (is,jt) contrai-
rement a ¢t qui est, lui, symétrique. Donc lorsque I'on effectue la somme sur tous les is jt, le
deuxiéme terme disparait et il reste :

0 = La(v) = > el (uful, + ulul) (3.24)

is,jt

Un traitement analogue pour 'onde droite donne 67, = d%. Il n’y a donc pas de dichroisme
circulaire & ce niveau d’approximation. Ceci est logique, car pour le moment le champ électrique
ne change pas d’un point a I'autre du systéme : ceci ne peut donc pas expliquer un signal de CD,
d’aprés les considérations de la section 1.3. Il faut autoriser le champ électrique a varier d’un point
a autre de la molécule

Ey=Tc* ~ T (1 + z‘l%'.f) .

Il peut apparaitre illégitime de faire cette approximation non locale si tardivement dans le traite-
ment. Afin de m’assurer que tout est correct, je reviens a 1’équation 3.14

B = By = 3 1

ki t=1

ol nous avons exprimé le champ local effectivement vu par le chromophore 7. Si ’on autorise E

a varier, il faut aussi autoriser le champ créé par les autres dipoles a varier, ce qui est synonyme de

"prendre des potentiels retardés". Lorsque 1’'on va passer d’un chromophore i & 7, la variation
du premier terme va étre Eik.F 735 alors que le deuxiéme terme ne variera que en 7T'.d ik.7, Tij -

Le champ créé par un dipole sur un autre étant trés inférieur au champ extérieur, I.d«E on
peut donc négliger la non localité dans le terme de couplage électrostatique. Tout le traitement
se fait donc exactement de la méme maniére sauf qu’au lieu de considérer le vecteur £ des E;,, ce
sera le vecteur des Ej;4(r;). En posant alors :

n __ sn n
6G - 6G,loc + 6G,nloc
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ou le terme local 4, ,. est donné par 3.24, le terme non local s’écrit :

E L . oL
5 = L "thtﬂ P ) (@ — i) (s ® i) (7 + i)

is,jt

Sauf que cette fois, le terme 7; — 7; est antisymétrique dans l'inversion de 7 et j. Il vient donc :

n & ? is T
5G,nloc = —En(V)% Zt t]tk ( ) (uzsujt ui'/sujt)

18,91

Nous avons fait ce traitement pour une direction de propagation 2z donc k est suivant cette

—

méme direction. Finalement cette expression s’arrange en notant 7;; = 7; — 7;

BIEP = visait 1o o\ 1 o
omtoe = La) NI S b0 (27) (i ) .

8,5t

En effectuant le calcul pour 0% on trouve I’expression de signe contraire. Il vient alors une

D,nloc

fois de plus en utilisant la notation tensorielle :

b —6p =k|EPD  La(v)Z7.Q"%

avec Q" = Z twt]tm ® (Uss X Ujt) (3.25)

18,51
Il s’agit alors de faire la moyenne sur toutes les orientations moléculaires possibles, le produit
tensoriel se transforme en produit scalaire. On note également que k = <= et en utilisant 3.8

B 2m 9
AE—HC zn:y ﬁn(”)@n

Qn Zt’stﬂr” (Uis X ’th) s ['n(V) =

18,5t

vy,
(12 — 12)* + 1212

Le but est a présent de relier ), a la force de rotation 2, de la bande n. Pour cela jutilise

3.10 : A 5
[y, g o,
v

Ou l'on a mené l'intégration de vL,,(v) exactement de la méme fagon que pour 3.9 en se plagant

proche des résonances. Finalement la force de rotation s’écrit :

7°h
fin =

Vérifions a présent la régle de somme pour les forces de rotation :

S R = TES Qr = TR ST gk (a7

n,is,jt

Donc en réécrivant 3.23 :
1547t - =
E tt) = Cis0is, jtUis- Uy

n
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3.2 La théorie de la polarisabilité

On annule le produit mixte. On a donc bien
A =0

Evaluons ensuite le facteur gyrotropique :

26TV, kO™
Q €Emazr =
cl',

A €maz =

Soit finalement
_ 1@ oy
R0
ol A, est la longueur d’onde de la transition. On retrouve les considérations de non-localité du
premier chapitre. Ici le facteur gyrotropique est directement lié au rapport entre la longueur d’onde
et la distance entre deux chromophores. Vérifions les ordres de grandeur. Pour la myoglobine a
400 nm, si I'on prend le couplage entre deux chromophores situés & 1 Angstrom 'un de l'autre,
Yn = 2,5.107* ce qui confirme l'ordre de grandeur donné & la section 1.1.
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3.2.6 Le résumé du calcul

Dans cette section nous résumons les différentes étapes qui permettent de calculer pratiquement

un spectre de CD a partir des considérations théoriques précédentes.

1.

La premiére étape consiste a rechercher la structure tridimensionnelle du systéme étudié;
on le divise ensuite en chromophores indépendants, 7. En pratique, il existe des bases de
données des structures des protéines (Protein Data Bank) établies par diffraction de rayons
X. Ceci permet de connaitre la position relative 7;; des chromophores.

La deuxiéme étape consiste a demander a des chimistes quantiques de calculer les transitions
dipolaires électriques de chaque chromophores. Les données suivantes sont indispensables :

— la force d’oscillateur f;
— la fréquence de la transition v;,
— la direction de la transition

La troisiéme étape consiste a remplir la matrice S et la matrice A%. On pose la force de

3fi562

polarisabilité ¢;s = 55—

2
— les éléments diagonaux de S sont les lc'—
— les éléments non diagonaux de S sont les w,,. 7" gy
— A® est la diagonale des ci
— 18

La quatriéme étape consiste a pseudo-diagonaliser S par rapport a A”, ¢’est une procédure
standard de tout bon logiciel de calcul (MathLab, Mathématica). On obtient alors les t% et
les v,,.

La cinquiéme étape consiste a calculer O,, et ),

iS4t iS4t = —
E totl (s.Ujg) g totl T (Uis X )

28,91 18,51

Ceci permet de remonter a la force d’oscillateur et a la force de rotation du mode n :

0O, Am*m
3e2

m2h
fn - n — TQn

La derniére étape consiste a calculer des spectres, en ajustant les I',, aux spectres expéri-
mentaux.

€ =K. Z vL,(v)O, Ae = KQ%T Z VL, (1)Qn

T, 207N,
K= F—F—
(12 — 12)% + 1212 3In(10)eoc
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3.3 Le couplage de deux chromophores

3.3 Le couplage de deux chromophores

Nous nous attacherons dans cette section a utiliser les concepts mis en place dans la section
précédente. Nous commencerons par traiter complétement le cas de deux oscillateurs couplés dans
le cas dégénéré (partie 3.3.1) et dans le cas non dégénéré (partie 3.3.2). Le but est de comprendre
plus précisément la sensibilité d’une expérience de CD. Nous utiliserons ensuite le formalisme
tensoriel développé précedement afin de traiter le CD anisotrope (partie 3.3.3).

» »

3.3.1 Le cas dégénéré

On considére donc deux chromophores identiques, A et B (Fig. 3.1). Il n’y a qu’une seule
transition électronique, donc de force d’oscillateur 1/3. En notant ¢y = %, la polarisabilité du
chromophore A s’écrit donc :

Uy @ Uy
V3 —v? —ilv

Jis

De méme pour le chromophore B. On prendra i, = & et @, = cos(0)Z + sin(0)y, et le vecteur
Tap Tejoignant les deux chromophores est suivant 2.

IR —_—
— N U,
u_ 0, |
A - z
d .--¥ > >
»

Fia. 3.1 — La schématisation de deux oscillateurs couplés

Avant de commencer le moindre calcul, une remarque s’impose. Si 6 vaut 0 ou 5 le systéme
devient non chiral car il est alors symétrique par rapport au plan (x,z). Ces deux valeurs de 0
devront d’'une maniére ou ’autre annuler le dichroisme circulaire.

La premiére étape du traitement est de remplir la matrice A. Dans ce cas trés simple le champ

Y b ’L_l:b 2 : - 7
que A exerce sur B vaut d’aprés 3.12 — Tres €t symeétriquement pour le champ exercé par B sur
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Chap. 3 : Un calcul de spectre de CD

A. La matrice é s’écrit donc :

|BS

% n cosf

= avec N =-—

n v g 4drreqd?
co

Il s’agit ensuite de pseudo-diagonaliser A par rapport a éi, ce qui est dans ce cas particulier
est une diagonalisation toute simple. On trouve deux modes normaux 1 et 2 :

[c
t‘f:tl{: 50 V%zyg—i—nco

C
a __ b 0 2 2

Dans cette géométrie extrémement simple, on peut écrire que :
Uy Up = cos(f) Tap-Ug X Uy = dsin(0)
On obtient alors comme paramétre pour les spectres d’absorption et de dichroisme circulaire :

O1 = ¢o(1 + cosb) Oy = ¢o(1 — cosh)

Ql = _QQ = C()dSZ"I”Ug
L1(v) etLy(v) sont les deux lorentziennes centrées respectivement sur vq et 5. Si 'on fait
I’hypothese raisonnable que con << I" alors on a :
El(V) -+ [,Q(V) = QEO(V)
ou Ly est la lorentzienne centrée en vg. Posons g(v) la différence des deux lorentziennes :
g(w) = L1(v) = Lo(v)
On représente (Fig. 3.2) allure de £,(v), Lo(v), pour une levée de dégénérescence trés consé-

quente, con =T1'/5
L’extinction molaire peut s’écrire comme suit :

€= €x T €couplage

ou l'on définit €., comme étant 'absorption du systéme ot I’on a éteint le couplage électrosta-

tique. Toute la dépendance en d et 6 se retrouve alors dans €.oupiage :
Ecouplage = KCoCOsOVg(V) €00 = 2kCoVLo(V)
On trouve de méme pour le dichroisme circulaire
Ae = KQ%codsinGVQg(y)

La forme obtenue pour le spectre de CD est alors caractéristique du couplage excitonique. On
retrouve les considérations de la partie 1.4 : Ae mais également €.oypiage dépendent doublement de la
géométrie du systéme. En effet, g(v) est directement proportionnelle a la levée de dégénérescence,

nco, donc & cosb/d?

On vérifie alors la nullité du dichroisme circulaire pour € valant = et 7/2
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F1G. 3.2 — La structure excitonique

— quand 0 = 7, Q; est important, mais les deux dipoles ne sont pas couplés car le champ
électrique rayonné par le premier est orthogonal au second, donc g(v) =0
— quand 0 = 0 cette fois les deux dipodles sont idéalement couplés mais Q1 =Q>=0

Comparons la sensibilité relative de Ae et de €pupiage & la géométrie du systéme :

cos*#

d3

sinfcosb

A€ 7 ,

€couplage X

Il est appréciable de noter que Ae est une sonde en 1/d?, donc plus globale que €oupiage qui est
lui en 1/d* . Autrement dit, le CD permet de voir des chromophores plus éloignés. Cependant, le
point important est la comparaison directe de Ae et de €qoupiage :

Ae

= 47T2tcm«9g <<1
€couplage A
Dans ce cas simple de deux oscillateurs, on arrive a la conclusion que 1’absorption est plus
sensible aux changements de géométrie que le dichroisme circulaire! Cependant, la mesure du
dichroisme circulaire est une mesure sur fond noir : dés que 'on parvient a la mesurer, on devient
trés sensible & la géométrie. Alors que la partie de 'absorption intéressante reste trés petite par

rapport a ’absorption globale.

Analysons alors la pertinence d’une expérience de CD résolue temporellement dans ce systéme
modéle. La pompe vient changer 1’état électronique du systéme, i.e., les forces de polarisation et
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Chap. 3 : Un calcul de spectre de CD

les fréquences des transitions. Simultanément, un changement de géométrie du systéme commence,
par exemple, ¢ change.

Une mesure de € renseigne principalement sur les changements de e, car on a €so»€coupiage-
On sera donc sensible aux déplacements des bandes d’absorption et aux changments de leurs
intensités. Lorsque 'on fait donc la différence entre les deux états, sytéme perturbé par la pompe
- systéme non perturbé, les effets purement électroniques (changement d’état, role du solvant
etc...) sont responsables de la quasi-totalité du changement. Les fluctuations inhérentes & une
expériences pompe-sonde ( variation aléatoire de l'intensité de la pompe ou dérive systématique
de la supperpostion des faisceau en fonction du retard) rendent 'extraction de €qoupiage impossible.

Une mesure de dichroisme circulaire résolue temporellement permet d’accéder simultanément
a € (donc €y) et Ae. La sensibilité de cette mesure réside dans cette dualité.
— On retrouve dans €4, tous les changements électroniques
— L’intérét de Ae est d’avoir une mesure sur fond noir, ou les changements électroniques et
conformationnels ont des incidences comparables.

C’est la comparaison de ces deux mesures qui permet d’isoler I'information sur les changements
de géométrie du systéme.

Nous terminerons cette section avec une note optimiste. Le systéme modéle étudié dans cette
section est trop simple pour que ’on puisse tirer une conclusion générale sur le rapport entre Ae
et €couplage- NOUS verrons en effet dans le cas de la myoglobine les chromophores responsables de
la levée de dégénéréscence sont différents de ceux qui contribuent efficacement a @),,...
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3.3 Le couplage de deux chromophores

3.3.2 Le cas non dégénéré

Dans cette section, on considére cette fois que les deux transitions sont a des fréquences diffé-
rentes v, et 14, mais cas d’école, on considére que 1’on a la méme force de polarisation. La matrice
A se remplit de maniére analogue a la section précédente.

2

B Z—“ n ~ cost

é—<7; V_g) avec n—m
co

La pseudo diagonalisation conduit a I’équation aux valeurs propres suivantes :
2 2\ (.2 2\ _ .22
(l/a—I/)(I/b—I/)—’I]CO
On considére de plus que la dégénérescence est grande devant le couplage ie v2 — vF >> n’c}
et ceci permet d’écrire une valeur approchée des deux fréquences propres :
2 2
"%
2

—
v — v

2 2
n-c
V%:V2+72 02 Vf
Vo — 1

:yb2—

Sous cette hypothése de faible couplage, les modes normaux sont trés proches des modes non

couplés -
tllz\/a tllJ:Vg_VQt(l1
a b
¢
th= -ttt = Vo

2 __ 4,2
Va Vb

On obtient alors comme paramétres pour les spectres d’absorption et de dichroisme circulaire :

2ne 2nc
01 = Co(l + %(;26089) 02 = Co(l - ﬁ
b a b

cost)

2
Q1= —Qy = %dsme
Vo =V
Il apparait donc deux bandes distinctes, parfaitement séparées. L’absorption est centrée sur v,
et 15 avec O et Os. Les deux bandes de CD sont centrées aux mémes fréquences, avec des signes
opposés. Les considérations de sensibilités relatives entre 'absorption et le CD sont les mémes que

la section précédente. En effet, si 'on considére, par exemple, le mode 1 on obtient les relations

sulvantes :
1_ 1 1
€ = €x + 6couplage
2nc d
1 _ 1 _ 0 1 1_ g2 1
€xo = kCOVL (V) €couplage = mcos@eoo Ae” =4nm tanﬁxecouplage
a b

Considérons a présent deux dipodles a et b avec des forces d’oscillateurs f, et f,. Le point
important de ce paragraphe se résume dans la formule suivante
fafosinfcost
Q1 x 2 2\ 12
(V e Y ) d
On voit que la force d’oscillateur va dépendre non seulement de la géométrie, mais également
de la différence des fréquences. Cette formule permet de justifier les considérations de la section
1.5 car elle permet de déterminer les chromophores importants.

Si 'on double la distance entre 2 résidus, et que I’on souhaite garder la méme valeur de CD, il
faut soit :
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Chap. 3 : Un calcul de spectre de CD

— multiplier une des deux forces d’oscillateur par 4
— diminuer I’écart en fréquence par 2 (4 moyenne constante)

Ceci illustre que le critére de la distance entre les chromophores reste le plus important. Par
exemple, dans le cas de la myoglobine, on couple une transition visible de ’héme (420 nm) avec
des transitions dans I'ultra violet (entre 150 nm et 300 nm). L’écart en fréquence reste donc du
méme ordre de grandeur pour tous les résidus, (facteur 2). En revanche, la dispersion des distances
entre I’héme et les résidus va de ~ 2 Angstroms a 10 Angstroms, soit un facteur 25.
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3.3 Le couplage de deux chromophores

3.3.3 Le role de 'anisotropie

Tous les calculs précédents se sont intéressés a des milieux isotropes. Cependant, on ne peut
pas toujours se contenter de cette simplification et il est important de considérer le cas de milieux
non isotropes. En effet, le role de I'anisotropie est crucial lorsque 'on parle d’absorption ou de
dichroisme circulaire résolu temporellement. L’excitation pompe est responsable d'une photo-
sélection. Ceci signifie que toutes les molécules en solution ne vont pas étre excitées de la méme
fagon.

Distinguons deux cas

1. Si la pompe est dépolarisée, ou bien encore si elle est polarisée circulairement, toutes les
transitions dipolaires paralléles a la direction de propagation ne seront pas excitées (I’exci-
tation se faisant selon le champ électrique). Dans ce cas, on excite deux directions x et y (z
étant la direction de propagation).

2. Si le faisceau pompe est polarisé linéairement selon x, tous les dipdles paralléles & y ou z ne
seront pas excités

L’anisotropie dans une expérience pompe-sonde peut s’avérer trés utile pour mesurer des temps
de rotation en phase liquide. Mais en régle générale, ce phénoméne est trés génant. En effet, si
la transmission du systéme change avec le temps, on ne va pas savoir s’il s’agit réellement d’un
changement d’état, ou d’une rotation de l'espéce excitée. Lors d’une expérience pompe-sonde
traditionnelle, on arrive a régler le probléme grace a "’angle magique" [51] : La pompe et la sonde
sont polarisées linéairement avec un angle 6 entre les deux, tel que

1

cos) = —
V3
Ceci permet de regrouper toute la réponse non isotrope du systéme dans une direction ortho-
gonale a la polarisation de sonde. En revanche, pour une expérience de dichroisme circulaire résolu
en temps, il n’y a pas d’angle magique car la sonde est circulaire. Il s’agit donc de bien comprendre
I’influence de I'anisotropie.

Examinons dans un premier temps le cas de ’absorption. On considére que toutes les molécules
sont orientées dans la méme direction, et il s’agit d’étudier I’absorption d’une onde non polarisée en
fonction de la direction de propagation. Cette notion ne doit pas étre confondue avec le dichroisme
linéaire qui représente la différence d’absorption pour deux polarisations de la lumiére orthogonales
(ici le faisceau est dépolarisé).

L’approche tensorielle développée dans la section 3.2 est trés générale et nous permet d’obtenir
cette information directement : on utilise 3.22. Le paramétre OZ correspondant a 1’absorption
d’une lumiére dépolarisée se propageant selon Z s’écrit :

1/ o e
Of =5 (X0"X +Y0'Y)

On utilise maintenant 3.25 pour calculer le dichroisme circulaire anisotrope. Le paramétre Q%
correspondant au CD d’une lumiére se propageant selon Z est

QZ =ZQ"7
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Chap. 3 : Un calcul de spectre de CD

Nous illustrons (Fig. 3.3) 'effet de ’anisotropie dans une base de Troger [52]. C’est une molécule
composée de deux chromophores identiques. X désigne I’axe Cy de la molécule, Y rejoint les deux
azotes tandis que Z est orthogonal aux deux précédents. On constate que I'absorption dépend de
la direction de propagation mais beaucoup moins que le dichroisme circulaire. Un calcul annexe
montre méme que si I’on se propage selon I’axe reliant le centre des deux chromophores, le CD est
maximum, et il est nul pour toutes les directions orthogonales a cet axe!

Ceci est assez intuitif lorsque 'on sait que le CD est un phénomeéne non local : si la lumiére
vient sonder simultanément les deux chromophores, il n’y aura pas d’activité optique. En revanche,
si au cours de la propagation, on rencontre un chromophore, puis 'autre, le CD est alors maximal.
Il est relié a la phase cumulée au cours de la propagation entre les deux interactions avec chaque
chromophore.

Nous reviendrons sur le dichroisme circulaire anisotrope a l’occasion de la section 4.2.3, lorsqu’il
s’agira d’évaluer I'importance de ce phénoméne lors de la réaction de photodissociation de MbCO.

64



3.3 Le couplage de deux chromophores

0,2

0,1

0,0

0,14

CD (arb. units)

0 T I/‘:‘;‘v/ T T T T T T T T | T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

Wavelength (nm)

FiG. 3.3 — L’anisotropie dans une base de Troger
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3.4 Le dichroisme circulaire dans la myoglobine

Le but de cette section est de présenter les calculs de spectres de dichroisme circulaire que
nous avons effectués dans la myoglobine. Nous commencerons tout d’abord par revenir sur le
calcul historique de Hsu et Woody. Ce travail extrémement complet nous a servi de base pour
mener notre développement théorique. On peut légitimement s’interroger sur 'utilité de refaire
"en moins bien" ces calculs. L’étude de Hsu et Woody est en effet déja trés compléte.

En fait, notre objectif est de calculer non seulement le spectre de CD de MbCO, mais aussi
celui de Mb et de différentes configurations intermédiaires (entre MbCO et Mb). Et ceci constitue
un résultat nouveau, car I’étude de Hsu et Woody s’était limitée a MbCO. Il s’agit donc d’un calcul
laborieux, mais indispensable pour qui souhaite pouvoir interpréter un résultat expérimental de
dichroisme circulaire résolu temporellement dans MbCO.

Aprés avoir rappelé le travail de Hsu et Woody (3.4.1), nous décrirons les paramétres que nous
avons choisis pour mener cette étude (3.4.2). Nous exposerons ensuite les calculs et résultats obte-
nus dans le cas de MbCO et Mb (3.4.3), puis dans le cas de quelques configurations intermédiaires
(3.4.4).

3.4.1 Le calcul historique de Woody

Le travail de Woody est reporté dans deux articles. Dans un premier article en 1971 [13],
Hsu et Woody calculent le CD de MbCO basé sur les expressions quantiques de Tinoco [7]. Cet
article constitue le point de départ de ce travail. Il montre en effet que le CD dans la myoglobine
peut s’expliquer comme le couplage entre les transitions électroniques de I’héme avec les résidus
aromatiques environnants.

En 1993, en collaboration avec Blauer [53], Woody revient sur ce modéle en montrant que la chi-
ralité intrinséque de ’héme et d’autres chromophores polarisables peut avoir une contribution non
négligeable. Autrement dit, des transitions magnétiques de I’héme (chiralité & un électron exposée
dans la section 1.3) doivent étre prises en compte si 'on souhaite étre parfaitement rigoureux.

ndant, étan nné ractére semi empiriqu n uls, nous nous sommes arrété
Cependant, étant donné le caractére semi e e de nos calculs, nous nous sommes arrétés
a l'article de 1971, dont nous exposons a présent les principaux résultats.

Hsu et Woody se sont limités au mécanisme des oscillateurs couplés, en utilisant des outils
théoriques différents de ceux présentés dans ce chapitre, mais qui donne le méme résultat : les
forces de rotation s’expriment comme des combinaisons linéaires de produits mixtes de la forme
Fab-ﬁa X Ub.

Leur étude a donc consisté a calculer le couplage des transitions électroniques de I’héme avec
toutes les autres transitions électroniques situées sur la protéine afin d’isoler les contributions les
plus importantes. Voici un résumé des valeurs obtenues :

— Le couplage avec les 12 résidus aromatiques les plus proches de I’héme contribue & hauteur
de 0.5 DBM a la bande de CD a 420 nm. (Sur les 23 résidus aromatiques que comprend la
myoglobine, la moitié sont situés & moins de 12 Angstroms)
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3.4 Le dichroisme circulaire dans la myoglobine

— Le couplage avec les chaines latérales non aromatiques (transition alkyle) est de 0.04 DBM

— Le couplage avec les transitions de toutes les liaisons peptidiques (& I'exception des hélices
A et D, trés éloignées) est de 0.003 DBM

On rappelle que DBM signifie Debye Magnéton de Bohr (revenir a la partie 3.1.2).

La conclusion de cette étude est que le couplage entre les transitions de I’héme et des 12 résidus
aromatiques les plus proches de I’héme est suffisant pour expliquer de maniére relativement correcte
le CD dans la myoglobine.

3.4.2 Les paramétres du systéme

Rappelons que pour mener a bien ce calcul, il nous faut la position relative de ’héme et des
résidus, ainsi que les paramétres des transitions électroniques de chaque chromophore (section
3.2.6).

Commencons par les positions relatives des résidus. Les structures de la myoglobine avec et
sans ligand ont été déterminées par rayons X. Ces structures sont disponibles dans la banque
de données Protein Data Bank MbCO 1A6G, MB 1A6N [42]. Nous avons choisi ces données en
particulier parce qu’elles sont récentes, et surtout parce que les structures de MbCO et de Mb
ont été obtenues dans les mémes conditions expérimentales. De plus, elles sont reportées dans le
méme repére. Nous donnons (fig 3.4) une représentation de ’héme et des résidus importants.

Pour reproduire le spectre de MbCQO, nous avons considéré le couplage de I’héme avec 14 résidus
aromatiques suffisamment proches. En plus des 12 résidus utilisés par Hsu et Woody, nous avons
introduit 2 tryptophanes qui sont susceptibles d’apporter une contribution non négligeable [54].
Nous avons donc a ce stade 15 chromophores, nous connaissons leurs positions relatives, il nous
reste a trouver les paramétres électroniques.

Comme nous ’avons vu, le couplage est d’autant plus efficace que I’on couple deux transitions
proches en fréquence. Ainsi I’héme se couplera principalement avec les transitions aromatiques les
plus proches du visible, donc les plus basses en énergie.

Les paramétres de ces transitions aromatiques ont été pris dans la littérature. Des calculs sur la
phénylalanine, tyrosine et tryptophane on été publiés récemment [55]. En revanche, nous n’avons
pas trouvé de calcul récent pour I’histidine, qui est pourtant le résidu le plus important pour la
détermination du dichroisme circulaire, car les histidines distales et proximales sont les résidus les
plus proches de I’héme. Nous avons donc pris les paramétres utilisés par Woody [13].

Nous avons donc 14 résidus (46 transitions) dont les paramétres sont résumés dans la table
3.3.

Le choix des paramétres de ’héme est quant a lui trés délicat. Il est impossible de prendre les
fréquences de transition de la porphyrine et d’arriver aprés calcul & une position correcte du pic
d’absorption. Celle ci dépend en effet de I’état d’oxydation et de coordination du fer, du couplage
avec toutes les transitions électroniques de la protéine, mais aussi du dipole permanent généré par
les hélices o régnant dans la poche de I'héme...
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Chap. 3 : Un calcul de spectre de CD

Héme A (nm) | force d’oscillateur | Polarisation
MbCO 422 0.75 X,y
Mb 440 0.5 X,y
413 0.4 X,y
acide aminée/Residu | A (nm) | force d’oscillateur | Polarisation
Histidine 243 0.12 o8
Imidazole 206 0.03 -26
164 0.41 ol
155 0.07 -23
Tyrosine 275 0.02 X
Phenol 213 0.13 y
186 1.1 y
186 1.1 X
Tryptophane 284 0.05 28
Indole 260 0.12 -41
206 0.6 23
195 0.5 -33
Phenylalanine 179 0.9 X
Phenyl 179 0.9 y

TAB. 3.3 — paramétres utilisés pour le calcul

L

Trp14 (12A)

é His64 (7E)O Phe33 (14B)
H
g X Phe43 (1CD)

? ) Phe106 (7G)
Phe138 (15H) is93 (SFQ

Tyr103 (4G)

Tyr146 (23H)
Tyr151 (2HC)

(a)

X

Tyrosine

Tryptophan Phenylalanine

(b)

F1G. 3.4 — Les résidus aromatiques importants

La fréquence de la transition de ’héme est donc un paramétre d’ajustement. Dans le cas de
MbCO, une seule transition a 2,94 eV est suffisante pour reproduire correctement 1’allure du spectre
d’absorption dans la bande de Soret. Nous obtenons alors pour la force d’oscillateur totale une
valeur de 1,35, en accord avec |56].
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3.4 Le dichroisme circulaire dans la myoglobine

Le cas de Mb est plus compliqué. On rappelle que lorsqu’il n’y a pas de ligand fixé sur le fer,
I’héme est en forme de dome. La symétrie plane étant brisée, de nouvelles transitions vibrationnelles
apparaissent. La bande d’absorption est alors plus large et plus dissymétrique. Une étude théorique
compléte des spectres d’absorption de Mb et MbCO qui tient compte de ces mécanismes a été
menée par Cupane et al [57].

A notre niveau, nous avons tenté de reproduire cette dissymétrie en considérant deux transitions
électroniques distinctes pour 'héme Mb : la bande de Soret a 2,82 eV (335 nm) ainsi que la bande
N a 3 eV. On a donc pour I’héme dans la configuration Mb deux fréquences de transition a ajuster.

Il s’agit également d’examiner le cas du CO. Initialement fixé a I’héme, il se détache pour
rejoindre rapidement le "Docking site", ot il sera paralléle au plan de I'héme [58]. Les transitions
électroniques du CO sont dans 'UV lointain, donc le couplage avec I’héme n’est a priori pas trés
efficace. Cependant, sa grande proximité avec I’héme peut contrebalancer cet écart en fréquence.

Dans la configuration MbCO, le CO est trés proche, mais orthogonal a I’héme, il ne contribue
donc pas. Dans le docking site, il n’intervient pas non plus car il est & 3 Angstroms de I'’héme.
Le passage d’une position a 'autre se faisant trés rapidement (les toutes premiéres picosecondes),
nous ne tiendrons pas compte du CO dans les calculs
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3.4.3 Le calcul des spectres de la myoglobine

(©) :60

40
- Ag

20

(b) d | 60

400 425 450 475 400 425 450 475
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Fia. 3.5 — Les spectres d’absorption et de CD

Les exctinctions molaires € sont exprimées en mM~'em™!, et Ae en M~ lem ™!

Le but de cette section est d’exposer les résultats du calcul des spectres théoriques d’absorption
et de dichroisme circulaire de Mb et MbCO, ainsi que 'ajustement aux spectres expérimentaux.
La figure 3.5 représente en rouge les spectres expérimentaux, en noir les spectres théoriques, et
I'on a :

— a= absorption de MbCO

— b= absorption de Mb

— ¢= CD de MbCO

— d= CD de Mb

On se concentre ici sur le domaine spectral situé entre 390 nm et 480 nm. Commencons par
le cas du CD de MbCO. On constate 1’existence d’une bande importante positive pour les hautes
énergies, suivie d’une toute petite épaule négative. Le traitement en modes normaux du systéme
permet d’attribuer ces deux éléments a deux modes normaux, que nous noterons t; et t5. Une
analyse des résultats du calcul améne a plusieurs remarques :
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3.4 Le dichroisme circulaire dans la myoglobine

— I’héme au niveau de la bande de Soret posséde deux transitions dégénérées X et Y. Le
couplage avec ’environnement va lever cette dégénérescence et donner naissance aux deux
modes normaux t; et t,, mélange de toutes les transitions de la protéine.

— t1 et t5 sont presque exclusivement composés des transitions X et Y, ceci n’a rien de surpre-
nant d’aprés les considérations de la partie 3.3.2. On a donc

hetX+8Y tHhxtEX+6Y

— La détermination de ces quatre coefficients ne dépend presque exclusivement que du couplage
entre ’héme et ’histidine proximale. C’est en effet le résidu le plus proche de I'héme. La
décomposition compléte de t; et de 5 dépend quant a elle de tous les couplages

Rappelons 'expression de @), (qui permet de calculer la force de rotation) :

Qn =Y ot (s % i)
is,jt
Ici, n=1 ou 2. i#j car sinon r;; est nul. Le produit #%¢/f n’est non négligeable que pour i=héme
et j=résidu aromatique (ou réciproquement) . On néglige donc les couplages entre deux résidus.
s=X ou Y. Finalement on trouve pour @); (idem pour @Q);) :

Q=2 #'F. <I/I71 X ﬁjt) (3.26)
Jit
Wy = tf(X + t}/?
ou l'on a fait la somme sur toutes les transitions des résidus jt. r; désigne la position relative

du résidu ¢ par rapport a I’héme. Wl est un vecteur de norme constante, contenu dans le plan de
I’héme, et dont la direction va entiérement dépendre du couplage avec I'histidine proximale.

Si on modifie ce couplage (déplacement quelconque de I’histidine proximale), le vecteur Wl va
tourner dans le plan de 'héme, ce qui modifie profondément les valeurs de (01 et Q5.

Nous pouvons maintenant examiner la force de rotation des deux modes, et ’on trouve

R =09 DBM e Ry,=-05 DBM

ou l'on utilise I'unité Debye magnéton de Bohr (revenir & la partie 3.1.2) et I’équivalence entre
Ry et QQ (partie 3.2.5)

La levée de dégénérescence étant trés faible, les deux bandes se chevauchent beaucoup, et il
reste une force effective de 0.4 DBM, qui est en bon accord avec la force de 0.5 DBM mesurée
expérimentalement. Le challenge de la procédure d’ajustement est de pouvoir reproduire le spectre
expérimental aussi dissymétrique avec deux valeurs R; et Ry aussi symétriques. En effet la bande
de haute énergie est beaucoup plus intense que la bande de faible énergie.

Le seul moyen est donc de jouer sur les largeurs I'y et I'y afin de pouvoir "diluer" plus ou
moins la force de rotation. L’ajustement correct est obtenu avec des largeurs de 0.09 eV pour le
pic positif et 0.35 eV I'épaule de basse énergie. L’ajustement de I'y, I's et de la fréquence de la
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Chap. 3 : Un calcul de spectre de CD

transition de I’héme non couplé permet de reproduire simultanément les spectres d’absorption
et de CD de MbCO

Cependant, le facteur 4 de différence sur les largeurs peut paraitre surprenant car les deux
transitions initialement dégénérées avaient la méme largeur. Cette différence peut s’expliquer grace
au couplage avec I'histidine proximale. La bande de faible énergie est composée majoritairement
de la transition X. L’histidine est presque paralléle & X, donc elle va se coupler majoritairement
avec cette transition. On montre que I’énergie de couplage est plus d'un ordre de grandeur plus
grand pour X que pour Y. L’élargissement d’une transition augmente avec le couplage avec le bain,
on trouve donc que la transition de faible énergie va étre plus large que celle de haute énergie.

L’équation 3.26 présente ’avantage de pouvoir calculer la contribution de chaque résidu a la
bande 1 ou 2. Les valeurs de R; + R, sont reportées a la table 3.4. Nos résultats sont en accord
qualitatif avec ceux de Woody. On notera que la ligne totale différe légérement de la somme sur
tous les résidus. La différence vient du couplage entre les résidus aromatiques que nous avons

négligé.
MbCO Mb
Residu! distance ? | rot. str.? | distance ? | rot. str.?
His36 (1C) 15.08 -12 15.12 -7
His64 (7E) 5.64 -125 5.22 -148
His93 (3F) 3.22 6 3.66 25
His97 (2FG) | 5.88 > 6.04 27
Phe33 (14B) 10.24 108 10.21 116
Phed3 (ICD) | 6.14 31 6.7 -39
Phed6 (4CD) | 10.04 18 10.23 59
Phel06 (7G) 13.85 -63 13.84 -50
Phel38 (15H) | 9.44 81 9.21 83
Tyr103 (4G) 10.94 102 10.81 74
Tyr146 (23H) 10.98 87 11.01 1
Tyrl51 (2HC) | 14.69 39 12.82 50
Tep7 (5A) | 20.26 11 20.79 3
Trpl4 (IQA) 14.81 116 14.57 84
Total 404 163

TAB. 3.4 — calcul de la contribution de chaque résidu a la bande de Soret

1 : Les acides aminés His = histidine, Phe = phenylalanine, Tyr = tyrosine, Trp = tryptophane.
A, B, C ...désignent les hélices

2 : les distances sont exprimées en Angstroms

3 : les forces de rotation sont exprimées en 103 DBM

Les résidus ayant les contributions les plus importantes sont I’histidine distale (His64), ainsi que
3 autres acides aminés un peu plus éloignés (schéma 3.4) : Phe33, Tyr103 et Trp14. Il est important
de noter que I'histidine proximale (His93) ne contribue que trés peu a la force de rotation. Ceci tient
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3.4 Le dichroisme circulaire dans la myoglobine

au fait que le groupe imidazole est presque perpendiculaire au plan de I’héme. Nous reviendrons
ultérieurement sur le role crucial de ce résidu qui détermine, de maniére indirecte, mais capitale
(3.26), les forces de rotation.

On note de plus qu’a ’exception de I’histidine distale dont la contribution est fortement né-
gative, la plupart des autres résidus ont des contributions positives. Il est intéressant de voir que
toutes les hélices (A a H) sont impliquées dans la détermination de la force de rotation, le CD est
donc bien une sonde globale de toute la protéine. Toutes les hélices (a I’exception de E) ont des
contributions positives.

Considérons maintenant I’espéce Mb. Le pic d’absorption est a 435 nm, et 'introduction de la
bande N est nécessaire pour reproduire les spectres expérimentaux. On peut noter que, contraire-
ment & MbCO, on ne parvient pas a reproduire fidélement a la fois le spectre d’absorption et de
CD. Le fait est que le couplage que I'on obtient théoriquement décale le pic de CD vers le bleu
par rapport au pic d’absorption : la bande positive de haute energie est "rognée" par une petite
bande négative d’énergie plus basse.

Le probléme est que ’on observe strictement le contraire expérimentalement : la bande de CD
est décalée vers le rouge par rapport a la bande d’absorption.

Donc, pour reproduire le plus fidélement possible le spectre de CD de Mb, nous avons di
décaler "arbitrairement" la transition de I’héme vers le rouge, ce qui nous fait perdre ’accord avec
le spectre d’absorption, I'ajustement avec le spectre de CD étant lui excellent. Nous privilégions
I’accord avec le spectre de dichroisme circulaire car il s’agit de 'observable de nos expériences.

Tentons cependant d’expliquer cette inversion facheuse. Une explication plausible viendrait de
la multiplicité des transitions vibrationnelles v = 0,1, ... contenue dans le pic d’absorption. Pour
fixer les idées, notons une transition du systéme :

(f/v=1i) = (e/v=1i+Dp)

Ce qui signifie simplement que ’on passe de I’état électronique fondamental a I’état électronique
excité, tout en changeant le niveau d’énergie vibrationnel. On impose i+p>0. Il suffit alors que
les transitions p=0,1 (partie rouge du pic d’absorption) se couplent beaucoup plus avec les résidus
aromatiques que les transitions ayant un p grand (partie bleu du spectre d’absorption). Le spectre
de CD est alors décalé vers le rouge par rapport aux spectres d’absorption

Les remarques précédentes permettent de montrer le caractére semi-empirique des calculs
effectués lors de ce travail de thése. Le but est simplement de comprendre qualitativement le
dichroisme circulaire dans un tel systéme afin d’étre relativement mieux armé pour 'interprétation
des résultats expérimentaux que nous présenterons lors de la quatriéme partie.

Nous reportons dans la table 3.4 les résultats des forces de rotation R; + Ry correspondant a
la transition a 440 nm. On note de maniére claire que les valeurs sont trés corrélées avec celles de
MbCO : les résidus ont sensiblement les mémes contributions dans les deux configurations Mb et
MbCO. La différence entre le spectre de CD de Mb et de MbCO provient donc majoritairement
du changement des transitions électroniques de I'héme (décalage de la fréquence et baisse de la
force d’oscillateur)
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Chap. 3 : Un calcul de spectre de CD

3.4.4 Les configurations intermédiaires

Le but de cette section est d’évaluer le dichroisme circulaire de la myoglobine dans des états
intermédiaires le long de la photodissociation.

Rappelons que I’état électronique de 'héme change trés rapidement. Aprés trois picosecondes
et la relaxation de I’état excité, le spectre d’absorption de I’état photo-dissocié est celui de Mb.
Le premier état intermédiaire que nous avons considéré, et que nous avons appelé Mb* est obtenu
en prenant la géométrie de la protéine MbCO, mais en prenant pour 'héme les états électroniques
de Mb. Bien que cet état n’ait pas de sens réel car les toutes premiéres étapes de la dynamique
conformationelle sont indissociables des changements électroniques, cet état nous permet de fixer
un point de départ des changements conformationels.

Nous avons également simulé une deuxiéme configuration intermédiaire ot I'on a déplacé I’his-
tidine proximale et I’héme dans leur position finale. Ceci donne sensiblement les mémes valeurs de
dichroisme circulaire. Tous ces états intermédiaires redonnent des spectres de dichroisme circulaire
trés sensiblement semblables au spectre de CD de ’état final (Mb).

Nous avons également tenté de déplacer notablement les 4 résidus ayant une contribution
importante (histidine distale, Phe33, Tyr103 et Trpl4) pour arriver a la méme conclusion. L’expli-
cation vient du fait que lors de la photodissociation, ces résidus bougent, mais pas suffisamment
pour expliquer des changements notables des forces de rotation. De plus les changements ont
tendance a se compenser d'un résidu a ’autre.

Revenons au cas de I’histidine proximale. Nous avons simulé I’état Mb** correspondant a I’héme
dans I'état Mb, et I'histidine proximale tournée de % autour de I’axe héme/(His93). Nous repré-
sentons (Fig. 3.6) les spectres de CD pour les différentes configurations MbCO, Mb*, Mb** et Mb.

On constate qu’une rotation de I’histidine proximale modifie profondément le spectre de CD.

L’explication de ce phénomeéne est dans la section précédente : si ’on fait tourner I’histidine
proximale, ou si plus généralement, on modifie le couplage entre ce résidu et I’héme, on fait
tourner notablement le vecteur W dans le plan de I’héme. Ce phénoméne modifie beaucoup plus
efficacement le CD que les autres mouvements évoqués ci-dessus. En effet :

— W est une entité mathématique, qui bouge a prior: plus librement qu'une transition réelle,
accrochée a un résidu presque immobile

— autant les mouvements de I’histidine distale, de Phe33, Tyr103 et Trpl4 ont tendance a se
compenser, autant une rotation de W est cumulative : en permutant le produit mixte dans
3.26 on voit que W, se factorise

Q1 =Wi.N avec N =2 E Uy X T
j7t
— en plus d’étre cumulatif, 'effet est concerté, vu qu’un seul résidu en est a l'origine, ’his-
tidine proximale

Une rotation de I'histidine plus importante peut méme changer le signe du CD. Il est cependant
important de noter que de telles rotations vont modifier les largeurs des modes normaux, ce qui
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400 4|50 500
Wavelength (nm)

Fi1G. 3.6 — L’influence d’une rotation de I’histidine proximale

a pour conséquence de modifier encore plus le CD car on change ’équilibre entre les forces de
rotation (elles-mémes drastiquement modifiées par le mécanisme précédent). Nous n’avons pas
pris en compte ce changement des largeurs dans les calculs présentés.

Nous représentons (Fig. 3.7) I’évolution des contributions des résidus entre les différentes confi-
gurations intermédiaires. Il est alors intéressant de noter que les résidus importants d’un point de
vue statique ne sont pas les mémes que les résidus importants d’un point de vue dynamique. On
retrouve, certes, ’histidine distale dans les deux cas, mais les deux autres résidus importants d’un
point de vue dynamique sont Tyr 146 et Phe 43.

Si ’on fait le bilan des ces trois premier chapitres, on s’apercoit de deux choses :
— D’histidine proximale est un élément central dans la compréhension de l'effet allostérique.
— une mesure de CD est a priori trés sensible a un mouvement de cette histidine
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Chapitre 4

L’expérience et les résultats

Nous présentons lors de ce quatriéme chapitre ’ensemble des résultats expérimentaux de ce
travail de thése. Selon le principe d’une expérience de dichroisme circulaire résolu temporellement
exposé a la section 1.6, une pompe amorce une réaction photophysique, alors qu’une sonde, pola-
risée alternativement gauche et droite vient mesurer le dichroisme circulaire de ’échantillon aprés
I’excitation.

La premiére section présentera ’artefact intrinséque a ce type d’expérience, et la difficulté de
générer des polarisations gauche et droite bien symétriques.

La deuxiéme section sera consacrée a ’expérience visible et a I’étude de la photodissociation
du complexe MbCO : cette section présente le résultat principal de ce travail de thése.

La troisiéme section présentera la construction d’une source laser UV, ainsi que des résultats
préliminaires.

4.1 L’artefact et sa résolution

Dans cette section, nous analyserons en détail les problémes d’artefacts inhérents a ’expérience
et les moyens d’y remédier que nous avons mis au point [59]. La premiére partie expliquera 'origine
de l'artefact de dichroisme circulaire induit. Nous verrons que celui-ci est nul dés que les deux
polarisations de sonde sont symétriques par renversement du temps.

Nous verrons dans la deuxiéme partie que nous générons les polarisations de sonde gauche et
droite avec une cellule de Pockels. Nous démontrerons alors que les polarisations de sonde sont
symétriques si et seulement si la cellule de Pockels est parfaitement alignée.

La troisiéme partie décrira une procédure d’alignement avec un controle expérimental de I'ar-
tefact.

La derniére partie énumérera les autres pistes que nous avons utilisées pour réduire cette
artefact.
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Chap. 4 : L’expérience et les résultats

4.1.1 Le dichroisme circulaire induit

Pour mesurer du CD, nous générons alternativement des polarisations de sonde circulaires
droite et gauche. Dans la réalité, ces derniéres ne sont jamais parfaitement circulaires : elles sont
légérement elliptiques. De plus, elles ne sont pas symétriques I'une par rapport a I’autre. On peut
néanmoins les décomposer en une polarisation parfaitement circulaire et une petite polarisation li-
néaire. Maintenant, selon que cette petite polarisation est paralléle ou orthogonale a la polarisation
de la pompe, nous allons obtenir deux effets pompe-sonde différents [60]. Il s’agit du dichroisme
linéaire induit (Fig. 4.1).

Pompe linéaire

Sonde © [ Sonde

gauche droite
A A
s A Dichroisme| A
@ —I— — linéaire ] —I— @
induit

F1G. 4.1 — Le dichroisme linéaire induit

Ceci se traduira par une modulation de la transmission de la sonde (gauche moins droite) mais
qui n’aura rien & voir avec du dichroisme circulaire. Ce signal existe en effet dans des systémes ne
possédant pas d’activité optique. Sachant que les signaux de CD sont trés petits, ce signal artefact
peut devenir beaucoup plus grand que le signal que I'on cherche & mesurer.

Nous souhaitons a présent décrire ce phénoméne de maniére plus quantitative afin de pouvoir
controler la pertinence de nos résultats expérimentaux. Considérons donc la propagation d’une
onde électromagnétique dans un milieu non chiral :

0A 1
— =—(a+pL
ou l'on a noté F(Z,t) = A(Z)e ™" + cc le champ électrique associé au faisceau sonde, I, est
Iintensité de la pompe, Z étant la direction de propagation. Cette équation décrit simplement le
changement de transmission du milieu induit par la pompe sur la sonde.

Nous avons introduit le paramétre d’absorption non linéaire 3. Le point important de notre
discussion est que (3 prendra des valeurs différentes si la pompe et la sonde sont paralléles ou
orthogonales. Intuitivement, ’effet est plus important si les deux polarisations sont paralléles car
la sonde vient lire préférentiellement les molécules excitées par la pompe. Introduisons donc 3 et

e
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4.1 L’artefact et sa résolution

Ces ceefficients s’expriment en fonction de la partie imaginaire de la susceptibilité non linéaire
du troisiéme ordre x®(w,, —w,,w) ot w, est la fréquence de la pompe

3
Im X%i/yx-

w
B = Im X,(;)XXX BL =

(cocn)? (eocn)?

X désigne la polarisation de la pompe, la sonde étant sur X ou sur Y. Nous ne considérons pas
ici le changement de l'indice de réfraction avec la pompe (proportionnel a la partie réelle de x ou
€0, ceci est une hypothése de travail raisonnable quand on étudie des phénoménes résonnants).

L’énergie a la sortie de I’échantillon s’écrit alors :

I(L) = 1(0)e~*Le Flrless
ou (3 peut prendre les valeurs || ou L. Less = (1 - e*O‘L) /a rend compte de I’absorption de
la pompe. Revenons a présent au contexte de notre expérience : la sonde est circulaire gauche
ou droite, de maniére alternative, et on mesure la différence de transmission correspondante.
Décomposons ces polarisations en polarisations linéaires :

e:l:i<p . R
; (X 1 Y) .

[ =
G,D 7

Le facteur e* permet de placer le point de superposition des champs électriques gauche et

droite pour une direction arbitraire. La transmission de ’onde droite et de ’onde gauche s’écrit

alors
—al

Tap = € (efﬁupreff + efﬁﬂpLeff) 7 (4.1)

Il n’y a donc pas de signal de dichroisme circulaire, ce qui est le résultat attendu pour un
échantillon non chiral. Examinons maintenant ce qui se passe lorsque les polarisations de sonde
deviennent elliptiques :

AG = A(O) [éG + EGéD]

AD = A(O) [GDéG + éD]

ol €¢,p sont des nombres complexes de module trés petit devant 1 : les deux polarisations sont
en effet presque circulaires. Nous pouvons calculer la différence de transmission en nous arrétant
a l'ordre 1.

Te —Tp = [(e; — €p) cos2p + (el + €}) sin2¢p] e " (e Pilvbers — e=Prlvbessy (4.2)

Ce résultat améne a plusieurs remarques :
— Tout d’abord, nous voyons que l'effet est proportionnel a

—ByIpLe —BilpLe 3 3
e B 1p f—e BilpLesy O(Imxg()XXX_Ing(%’YX

Ceci est la signature du dichroisme linéaire induit

— De plus, nous retrouvons que cet effet est nul si les deux polarisations sont parfaitement
circulaires e = ep = 0).

— Mais également, on peut annuler I'effet en choisissant

€G =€) (4.3)
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Ceci revient a choisir les deux polarisations images I’'une de I'autre par 'opération T, renver-
sement du temps. La condition 4.3 nous donne donc un critére objectif sur les polarisations de
sonde permettant d’annuler ’artefact.
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4.1.2 La génération de polarisations circulaires

Nous utilisons une cellule de Pockels longitudinale pour générer les polarisations circulaires.
Le principe est basé sur l'effet électrooptique, ou effet Pockels. C’est un effet non linéaire d’ordre
deux n’existant que dans les milieux non centro-symétriques :

P(w) = x*(~w,w, 0)E(w) E(0)

ou XQ est la susceptibilité non linéaire du deuxiéme ordre. Autrement dit, un champ électrique
statique perturbe la propagation linéaire d’'une onde électromagnétique. Si ’'on se place loin des
résonances du cristal, cette perturbation se limite & une modification des indices de propagation.

On utilise un cristal non centro-symétrique de K D* P auquel on applique une tension statique.
Si le champ électrique est paralléle a 1’axe optique (axe extraordinaire du cristal), il s’agit d’une
cellule de Pockels longitudinale.

Le résultat est que 'effet électrooptique fait apparaitre une biréfringence directement propor-
tionnelle au champ électrique statique. En ajustant la tension appliquée, la cellule de Pockels se
comporte donc comme une lame a retard variable. On peut en effet choisir de la faire fonction-
ner comme une \/4 afin de générer des polarisations circulaires, ou comme /2 pour 'utiliser
comme interrupteur optique (on fait tourner ou non la polarisation de 7/2 et on utilise ensuite un
polariseur).

Nous utilisons donc une tension adaptée pour obtenir une lame \/4, ~ 1300V vers 420 nm. Si
la cellule est bien alignée, i.e. si le faisceau se propage selon I'axe optique, tout se passe comme
s’il traversait une lame £\/4 pour une tension positive ou négative. Ceci permet alors de générer
des polarisations circulaires gauche ou droite. Il suffit en effet que la polarisation linéaire incidente
arrive a /4 des deux axes de la lame \/4. Les deux composantes projetées seront alors déphasées
de 7/2 a la sortie de I’échantillon.

Dans un modulateur photo-élastique, c’est la contrainte que I'on applique sur le cristal qui est
a 'origine de la biréfringence. Les résonances internes du cristal imposent de travailler a plusieurs
dizaines de kHz. Utiliser un tel systéme sur laser kHz amplifié¢ impose alors une procédure lourde de
synchronisation du photo-élastique sur le laser. C’est pour cela que nous avons préféré la solution
d’une cellule de Pockels.

Il reste a expliquer pourquoi nous avons utilisé une cellule longitudinale et non pas une cel-
lule transverse. Les cellules transverses peuvent effectivement fonctionner avec des tensions plus
accessibles et sont moins sensibles a 1’alignement. Mais elles ont un inconvénient majeur : les po-
larisations générées dépendent de maniére critique de la température de la cellule, ce qui rend leur
utilisation impossible si 'expérience nécessite une accumulation, a cause des dérives thermiques.

Nous souhaitons donc décrire le comportement d'une cellule de Pockels longitudinale quand
I’alignement n’est pas parfait : on suppose que la propagation du faisceau laser n’est pas sur ’axe
optique du cristal. La démarche est la suivante :

— On calcule les nouveaux axes propres et indices de réfraction de la cellule désalignée

— Ceci nous permet ensuite de trouver la lame biréfringente équivalente
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— On finit par calculer les états de polarisation du faisceau laser aprés propagation dans la
cellule de Pockels
Appelons x, y et z les trois axes principaux de la cellule de Pockels allumée. Les trois indices
propres s’écrivent alors :

1
Ny = MNo-+ inir(;gvz =n, + An®
_ 1 3 V. = Anc°
Ny = No— §n0r63 L =N, — An
n, = n,+An"

An™ = n., — n, est la biréfringence naturelle de KD*P et An® = %ngrﬁgvz la biréfringence
électro-optique qui dépend donc de la tension appliquée V, ainsi que des ceefficients électro-optique
r du KD*P. Le tenseur électro-optique r s’exprime en fonction de XQ. Il est alors tout a fait instructif

de comparer les ordres de grandeur de ces deux biréfringences :
An"~0.04  An®~107°

An" est tabulée pour des longueurs d’onde visible dans [61] alors que An® est évaluée pour une
cellule % de 2 ¢cm de long :

AD = 2An°Y L ~ g — An® ~ 1075,
C

On constate alors que An® < An" : la biréfringence induite par la tension est trés inférieure a la
biréfringence naturelle.

Considérons a présent le faisceau laser arrivant sur la cellule de Pockels. Si I'alignement est
parfait, le vecteur unitaire £ dirigeant le faisceau selon 1’axe z. Donc, pour un désalignement léger,
les composantes de k s’écrivent k,, k, < 1 et k, =~ 1. Introduisons les coordonnées polaires

k., = sinf cosp ~ 0 coso
ky, = sinb sing ~ 0 sing

k, = cosd ~ 1.

ou ’on note bien que 6 < 1 alors que ¢ peut prendre n’importe quelle valeur entre 0 et 2.
Le but est maintenant de déterminer les axes propres pour cette direction de propagation. C’est
un probléme trés classique [62] : il s’agit de trouver Pellipse intersection de ’ellipsoide des indices
avec le plan orthogonal & k, (Fig. 4.2).

Les axes et indices propres sont alors donnés par les axes et les parameétres de 'ellipse. Le point
de départ est donc (0, ¢), le paramétrage de k. Soit M (n,0',¢') un point a Uintersection entre
Iellipsoide des indices et le plan orthogonal a k. On a alors ¢ ~ 7, et la condition d’orthogonalité

s’écrit
s
0 — 5= 0 cos(p — ¢'), (4.4)
De plus, M appartient a ’ellipsoide des indices
sin*@'cos*d’  sin®0'sin’¢’  cos*d’ 1
n2 n2 n2 = n?
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F1G. 4.2 — L’ellipsoide des indices

Soit en s’arrétant au premier ordre en biréfringence
n = n, + An®sin*d'cos2¢’ + An"cos*6’
soit encore en utilisant 4.4, et en s’arretant a l'ordre le plus bas en 6,

n =n, + An® cos2¢’ + An™ 0*cos*(¢p — ¢'). (4.5)

ou 'on a utilisé le fait que An® < An". Cette équation permet de calculer la valeur de 'indice
de réfraction pour un angle azimutal donné ¢’ .

Il s’agit ensuite de déterminer les axes propres. Ceci revient & trouver les extrema de n, ainsi
que les angles correspondants. Avant de passer au cas général, vérifions la pertinence de cette
équation pour les cas limites.

Si aucune tension n’est appliquée, (An® = 0), nous obtenons deux directions principales ¢/ = ¢
et ¢’ = ¢ + m/2 comme pour n’importe quel cristal uniaxe, avec une biréfringence de :

Any—o = An" 6°, (4.6)
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Chap. 4 : L’expérience et les résultats

indépendante de ¢. Cette expression permet de retrouver la figure obtenue lorsque 1’on place la
cellule de Pockels entre deux polariseurs croisés, nous y reviendrons ultérieurement.

Comme autre cas limite, supposons que la cellule de Pockels soit sous tension, et parfaitement
alignée (0 = 0). L’équation 4.5 donne n = n, + An® cos2¢’. On retrouve bien comme directions
principales x et y correspondant & ¢’ = 0 and ¢ = 7/2.

Examinons & présent la solution générale. Dérivons 4.5 par rapport a ¢'. La dérivée est nulle
quand ¢ vérifie I’équation implicite suivante :
An™

sin(2¢') = N 0%sin2(¢ — ¢')

Nous nous limitons au cas d’un faible désalignement. On s’attend donc & trouver ¢’ proche de
0 (modulo 7/2) On obtient donc comme solutions approchées ¢/ = v et ¢ = a + 7/2 avec

n

o= 62 sin2¢. 4.7
4Anee ¢ (47)
Cette solution est correcte tant que 6% < ng. Ceci fixe donc une limite pour 6% de I'ordre de
quelques 107%. « peut alors s’écrire en utilisant les composantes k&, et k,,.
An"

YN koky. (4.8)

Si 'on rapproche cette équation de 4.4, on dispose alors d’une détermination compléte des
nouveaux axes et indices propres de la cellule de Pockels désalignée. En effet, en reportant la

valeur de a dans I’équation 4.5 on obtient la biréfringence effectivement subie par le faisceau laser
Ant =n(a) — n(a+ 3).

Soit en se limitant au premier ordre en 0 :
AnT = 2An® + An™ 6cos2¢
soit encore, en utilisant les composantes &, et &, :

Ant =2An® + An™ (k2 — k;) (4.9)

Lors d’'une mesure de dichroisme circulaire, on applique une tension alternative +V sur la
cellule de Pockels. Ceci revient a remplacer dans les équations ci-dessus la biréfringence électro-
optique par +An®, les autres paramétres géométriques restent quant a eux inchangés.

Les changements sont alors de deux ordres :

— l’angle o change de signe, ce qui implique que la direction des axes va elle aussi changer

— on obtient deux valeurs non symétriques pour la biréfringence effective. Seul le terme de
gauche dans I’équation 4.9 va changer de signe alors que le second reste constant lorsque 1’on
commute la tension.

Ceci nous permet de comprendre que le désalignement de la cellule de Pockels va créer des
dissymétries qui vont sérieusement perturber les expériences. En plus de I'alignement de la cellule
par rapport au faisceau, deux autres paramétres sont a priori critiques :
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4.1 L’artefact et sa résolution

— Pl’angle entre la polarisation du faisceau incident avec la premiére bissectrice (x,y). Idéalement,
cet angle vaut zéro, sinon la polarisation de sortie ne peut pas étre circulaire

— la valeur de la tension, qui doit conduire a une biréfringence de 7

Nous allons donc supposer que, en plus d'un mauvais alignement de la cellule, ces deux para-
meétres ne sont pas parfaitement ajustés, et nous allons caractériser I’état de polarisation complet
aprés propagation dans la cellule.

L’angle entre la polarisation incidente et x vaut donc 7/4 + s, ce qui donne par rapport a I’axe
propre proche de x 7/4 + s F « en fonction du signe de la tension.

La cellule n’est pas tout a fait quart d’onde parce que la tension n’est pas parfaitement adaptée.
Ceci se résume de la maniére suivante : = = LLAnF (£V) = £ /2 + 26+,

Examinons & présent ce qui se passe pour une tension positive. En écrivant Z, and 1, les
directions principales, la polarisation incidente se décompose de la maniére suivante :

E;, = cos(% +5s—a) &, + SZTL(Z +5— Q) Yo

Apreés propagation dans la cellule de Pockels, ces deux composantes se retrouvent déphasées
de o™ et si 'on ne garde que les termes du premier ordre en s, o et 41, on obtient

u5+

Ef. = 7 {1-s+a)1—id")Za+i(l4+s—a)(l+i6") Ja}.
On introduit la base des polarisations circulaires €7, p = % (Z, £1iY,), ce qui nous permet de
réécrire (en omettant le facteur de phase)
El, =éc+(a—s—idt)ép. (4.10)

De maniére similaire, on obtient lorsque la tension est négative
E i =¢p+(—a—s—id )ég. (4.11)

On obtient ainsi le résultat attendu : pour une tension positive (resp. négative), la polarisation
de sortie est circulaire gauche (resp. droite) avec une petite composante droite (resp. gauche) créée
par les différents mauvais réglages expérimentaux. En utilisant les résultats précédent, on écrit

cc=a—s—1i0"
€Ep=—a—8—10 .
Et la condition € = €}, implique
a=0 , " +4§ =

On utilise alors les équations 4.8 et 4.9, et ceci permet d’écrire ces conditions de la maniére

suivante :
An"
= — = 4.12
«Q 2An80kmky 0 ( )
ot+0m = L—”A (k2 -k =0 (4.13)
= - n"(k; ) =0. .
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Chap. 4 : L’expérience et les résultats

Ceci améne a plusieurs commentaires. Tout d’abord, nous voyons que ’angle s n’intervient pas
dans ces équations. Rappelons tout de méme que cela est vrai tant que celui-ci reste petit. Ceci
est trés confortable : il n’est pas nécessaire que la cellule de Pockels soit précisément a 45°. Si s est
légerement différent, ceci va avoir pour effet de générer une légeére éllipticité que 1’on retrouvera
de maniére symétrique sur les deux polarisations, et qui ne sera pas génante.

On constate également que An® n’apparait pas dans I’équation 4.13, ce qui signifie qu’il n’est
pas critique que la cellule de Pockels soit précisément une lame quart d’onde. On retrouve a
nouveau une éllipticité, mais pas de dissymétrie.

L’analyse des équations 4.12 et 4.13 montre que le seul paramétre critique est bien I’alignement
de la cellule de Pockels. On montre méme que le seul moyen de s’affranchir de l'artefact de
dichroisme linéaire induit, ou d’avoir des polarisations symétriques est de réaliser k, — k,—0.
Le développement ci-dessus va nous permettre de mettre au point une procédure d’alignement.
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4.1.3 La procédure d’alignement

L’alignement grossier

Pour obtenir les expressions précédentes, nous avons supposé que le désalignement était suffi-
samment petit afin de ne garder que les termes a 1’ordre le plus bas. Il s’agit de réaliser un premier
alignement afin de se ramener a cette situation. On y parvient sans difficulté grace a la procédure
standard d’alignement des cellules de Pockels. On en rappelle ici le principe.

La procédure consiste a placer la cellule de Pockels, sans tension, entre deux polariseurs croisés.
On place de plus en amont des trois optiques un élément diffusant. Le role de ce dernier est de
générer une grande famille de vecteurs d’onde différents. Nous pouvons alors appliquer les résultats
de la section précédente.

Pour une direction de faisceau donné, caractérisé par un angle ¢ et 6 les axes propres du
milieu seront & ¢ et ¢ + 7/2. Par conséquent, les rayons lumineux dont le désalignement est dans
la direction du polariseur ou de ’analyseur seront inchangés au cours de la propagation dans la
cellule de Pockels, et ils seront donc éteints au niveau de ’analyseur. Ceci donne naissance a une
croix noire (Fig. 4.3).

Fi1G. 4.3 — La croix noire

Considérons maintenant les autres faisceaux lumineux. Aprés propagation dans la cellule, ils

deviennent elliptiques a cause du déphasage : AnV:()% (cf eq. 4.6) Le déphasage cumulé dépend
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de maniére cruciale de la direction du faisceau considéré. Quand celui ci vaut un multiple de 27
on observe de nouveau une extinction. La premiére extinction est obtenue pour :
K2+ k2= A (4.14)
Y LAn»
On observe donc une série de cercles concentriques. Le but est donc de placer le faisceau direct
(sans élément diffusant) au centre de la croix. Si 'on réalise cet alignement avec une précision

meilleure que la moitié¢ du rayon de la premiére extinction alors on montre que 0> ~ 107 ( se
reporter & 4.7). On est alors dans le domaine de validité des calculs précédents.

On peut également estimer la précision maximale de cette procédure préliminaire. Il est tout a
fait possible de placer le faisceau direct mieux qu’au dixiéme du rayon de la premiére extinction.
Ceci correspond a 6% ~ 5 x 1075, Le but de la procédure fine que nous allons maintenant détailler
est d’obtenir une précision bien plus grande.

L’alignement fin

Pour obtenir un alignement compatible avec nos expériences, nous devons aller plus loin que ce
simple alignement. Nous utilisons le méme type de dispositif, mais cette fois-ci la cellule de Pockels
est alimentée par une tension alternative. La direction du polariseur est sur la premiére bissectrice
du systéme d’axe propre (x,y) et la direction de I'analyseur est désormais variable. Appelons a,
I’angle de ’analyseur avec I'axe x.

Apreés propagation dans la cellule de Pockels, le champs électrique donné par les équations 4.10
et 4.11 arrive sur ’analyseur. L’intensité lumineuse détectée aprés celui-ci s’écrit :

I < 1+ 2 (£a — s) cos 2a F 6~ sin 2a. (4.15)

Ceci signifie que le signal est modulé a la fréquence de I'alimentation de la cellule de Pockels.
Il est alors aisé d’extraire cette modulation grace a une détection synchrone. Notons LI cette

modulation :
LI < 4 cos2a — (5+ + 5_) sin 2a.

Cette équation nous permet de controler précisément 1’alignement :
— si a= 0° on ne détecte que «
— si a— 45° on ne détecte que 4+ 6~
La figure 4.4 représente le plan (ky, ky). L’origine correspond a l’alignement parfait ie kx =
ky = 0. On a également représenté les lignes de niveau de « et de §* + 7. 1l s’agit d’hyperbole.
En effet rappelons que
a o< kyk, 6t 0 o k2 — K

Concrétement, on se déplace dans ce plan en ajustant des vis d’un systéme trait-point-plan,
que l'on appellera V et H. En jouant sur V (resp. H), on se déplace verticalement (resp. horizon-
talement) dans le plan (kx, ky)

La procédure d’alignement est donc la suivante :

— on place analyseur a 45° et on annule le signal LI (LI;5 o< 67 + ¢7) en utilisant une des

deux vis (V or H)
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k, (mrad)

k. (mrad)

FI1G. 4.4 — Le plan k;,k,

— On place 'analyseur a 0° et on annule le signal LI (LI o< 4cr) en utilisant autre vis

Comme illustré ci-dessus (Fig. 4.4), la procédure converge rapidement vers I’alignement parfait
au bout de quelques itérations. L’alignement final n’est bien évidement pas absolu. La limitation
vient de la précision avec laquelle on peut annuler le signal Lock-In, et ceci est strictement relié au
niveau de bruit. Notre dispositif nous permet aprés quelques itérations d’atteindre une annulation
de LI de quelques 10~* (soit une modulation inférieure au mV pour une tension de 1,5V) . Ceci
correspond a des valeurs de k;, k, de 'ordre de 0.1 mrad soit moins d’une fraction de tour des
butés différentielles (V et H).

Il est alors intéressant de noter que cet alignement correspond & une précision 62 ~ 1078 soit 3
ordres de grandeur de plus que le préalignement. D’aprés les équations 4.1 et 4.2, on peut estimer
que ceci correspond a un artefact de quelques 107 (pour un changement de la transmission de
sonde induit par la pompe de 10%) ce qui est en dessous de notre seuil de détection.

Cette procédure nous permet donc de supprimer efficacement les artefacts de dichroisme linéaire
induit par la pompe. Nous illustrons ce résultat (Fig. 4.5) dans une solution de Ruthenium-
tris(bipyridyl).

Les cercles vides représentent les changements de transmission (pompe-sonde traditionnel),
alors que les 3 autres courbes représentent le dichroisme circulaire de 1’échantillon en fonction
du retard entre la pompe et la sonde. Nous avons pris un mélange racémique de Ruthenium-
tris(bipyridyl) pour une pompe a 400 nm (1 pJ) et une sonde & 420 nm. La courbe triangle vers le
haut a été obtenue aprés avoir appliqué la procédure d’alignement compléte. Il n’y a pas d’artefact
résiduel.

A titre de comparaison, la courbe triangle vers le bas représente la méme expérience ot 'on a
tourné la vis H d’un tour complet. On note que ceci correspond & une précision 3 fois meilleure
que ce que l'alignement de la croix aurait pu donner. On observe dans ce cas un signal conséquent
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F1G. 4.5 — Une illustration de ’artefact
Rond vide : changements de transmission
Rond noir : dichroisme circulaire transitoire dans un énantiomere
Triangle haut : signal plat dans un mélange racémique
Triangle bas : signal artefact dans un mélange racémique

qui est du dichroisme linéaire induit. Ceci prouve encore une fois qu’'un alignement poussé est
vraiment indispensable.

Une troisiéme courbe est représentée dans 4.5. Il s’agit d’une variation de CD pour un énantio-
meére du Ruthenium-tris(bipyridyl). Il est remarquable de noter que le signal véritable et 1’artefact
ont exactement la méme allure, et c’est bien la difficulté de ces expériences de CD résolu tempo-
rellement.
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4.1.4 D’autres moyens de controle de artefact

La procédure d’alignement exposée précédemment est trés délicate et ’on a pu constater que
I’artefact d’alignement est tout de suite important. De plus, les expériences dans la myoglobine
nécessitent parfois des jours d’accumulation. Il n’est alors pas réaliste de conserver une grande
qualité d’alignement sur de telles échelles de temps. En effet, le laser peut changer légérement de
direction, et des dérives thermiques lentes (notamment au niveau de la cellule de Pockels) peuvent
modifier I’état de polarisation du faisceau sonde. Donc si ’on souhaite accéder avec précision aux
changements de CD, il est vital d’avoir un autre moyen de controle de cet artefact. Nous proposons
ici deux pistes pour y parvenir

a/Utilisation de deux énantioméres

Si 'on dispose de deux énantioméres, le principe d’un deuxiéme controle est facile : il s’agit
de faire la mesure dans chacun des deux énantioméres, ainsi que dans le mélange racémique, en
ne changeant aucun autre parameétre. Si la cellule n’est pas parfaitement alignée, on retrouve un
artefact mais il est parfaitement identique pour les deux énantioméres. ( On rappelle en effet que
c’est un phénomeéne non chiral). Les signaux recherchés changent eux de signe quand on passe
d’un énantiomére a 'autre.

11 suffit donc de faire la différence entre les deux courbes obtenues pour chaque énantiomére.

La figure 4.6 illustre le gain de précision que peut apporter cette méthode. On constate en
effet que la cellule est ici trés bien alignée, mais pas parfaitement. En effet, lorsque I'on examine
la courbe de la solution racémique, elle n’est pas parfaitement constante. Au retard négatif le
nuage de points est en dessous de zéro, et il est au dessus au retard positif. L’artefact est ici une
marche vers le haut, ce qui est compatible avec le fait que I’énantiomére positif descende moins
que ’énantiomére négatif ne monte. En effectuant la différence entre les deux énantiomeéres, on
remonte a la valeur correcte.

b/ Varier la polarisation de la pompe

Lorsque I'on étudie des systémes biologiques, cette méthode ne marche pas car la nature n’a
pas eu la délicate attention de nous fournir les deux énantioméres. On ne trouve en effet qu’'un
seul énantiomeére, c’est I’homochiralité. On doit donc trouver un autre moyen. La premiére piste
serait de dépolariser la pompe ce qui annule automatiquement le dichroisme linéaire induit. Ceci
est rendu possible grace a des lames composées de petits cristaux de quartz de biréfringence et
d’orientation aléatoire. Cette solution présente ’avantage de la simplicité. Il y a cependant deux
inconvénients majeurs :

— le prix d’une lame dépolarisante

— on ne dispose pas de moyen de controle précis de la qualité de dépolarisation

Nous avons donc opté pour une autre piste. Si la dépolarisation propre d’un faisceau lumineux
peut-étre considérée comme une opération délicate, I’action de transformer une polarisation cir-
culaire en une polarisation linéaire est elle plus aisée. Il suffit en effet de placer une lame quart
d’onde convenablement orientée.
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F1G. 4.6 — La comparaison des résultats obtenus pour les 2 énantioméres

L’idée a alors été de voir la variation cet ’artefact en fonction de la polarisation de la pompe
(linéaire paralléle, circulaire droite ou circulaire gauche). Nous illustrons le résultat (Fig. 4.7).

Sur l'encart de gauche (A), la cellule de Pockels est parfaitement alignée. On constate que en
dehors du retard zéro, les trois courbes obtenues pour les trois polarisations de pompe possibles
donnent le méme résultat.

Dans 'encart B, on a recommencé la méme expérience, avec strictement les méme conditions,
mais en désalignant légérement la cellule. On constate que pour une polarisation paralléle, ’artefact
est trés grand. Il est beaucoup plus faible quand la pompe est circulaire gauche ou droite.

Ceci est assez intuitif car dans le cas d'une polarisation de pompe circulaire, il n’y a plus a
priori de dichroisme linéaire induit. Cependant, les deux courbes obtenues pour les polarisations
gauche et droite (notée C+ et C-) ne se superposent pas exactement, mais lorsque 1'on effectue la
moyenne des deux, on élimine complétement ’artefact.

Nous ne chercherons pas ici & analyser ce qui se passe au retard zéro. On constate simplement
que D'effet est maximal pour des polarisations de pompe circulaire.
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Fia. 4.7 — L’effet de la polarisation de la pompe

4.2 L’expérience visible

Fort de ce travail approfondi de maitrise des artefacts de dichroisme linéaire induit, nous
pouvons nous livrer & I’étude de dichroisme circulaire dans MbCO au niveau de la bande de Soret.
Notons que sans I’étude de la section précédente, cette expérience aurait été impossible car les
signaux de CD mesurés, donc de facto, les variations de ces signaux avec I'excitation de la pompe
sont vraiment petits.

Nous détaillerons tout d’abord la configuration expérimentale que nous avons adoptée pour
mesurer le CD dans cette de longueur d’onde 4.2.1

La deuxiéme partie 4.2.2 présentera les résultats les plus importants de ce travail de thése :
I’obtention d’un signal de CD transitoire dans la myoglobine.

Les deux derniéres parties 4.2.3 et 4.2.4 seront consacrées a la discussions des différentes sources
parasites de signal, et a 'interprétation des résultats.

4.2.1 Le principe

Pour faire cette expérience nous disposons d’un faisceau amplifié titane saphir (800 nm, 1 kHz,
100 fs) systéme Spectra-Physics Spitfire. Le but est de générer a partir de ce faisceau une pompe
et une sonde. Il est trés aisé de photodissocier le complexe MbCO avec un faisceau a 400 nm (800
nm doublé). L’inconvénient de cette longueur d’onde de pompe est que ’énergie déposée est bien
supérieure a I’énergie de dissociation. On dépose donc un exces d’énergie dans le systéme.

11 serait plus adapté de pomper vers le jaune, dans les bandes latérales (« et [3) d’absorption
de I’héme, mais ceci & un cott : la construction de NOPA. Il faut alors initialement environ 200
1d de faisceau a 800 nm pour réaliser une telle source, et nous disposions de 100 pJ au total pour
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faire cette expérience. Nous avons donc di nous contenter de la premiére solution, i.e. exciter le
systéme a 400 nm.

La sonde doit étre accordable dans toute la bande de Soret, donc de 400 nm & 500 nm. La
stratégie usuelle pour générer une sonde accordable est de focaliser le faisceau a 800 nm dans une
lame de saphir. Le probléme est que le continuum obtenu s’effondre & 480 nm. Deux méthodes
différentes sont utilisées pour descendre plus loin dans 'UV.

— la premiére consiste a remplacer le saphir par du CaFy . Ceci permet de gagner une bonne
centaine de nanométres. La grosse difficulté est qu’il faut en permanence bouger la lame de
CaF, qui se dégrade trés rapidement sous le flux laser.

— la deuxiéme solution, qui est celle que nous avons adoptée, consiste a réaliser un continuum
bleu : on double le faisceau a 800 nm afin d’obtenir un faisceau a 400 nm que 'on focalise
ensuite dans une lame de saphir. Cette solution est plus simple que la premiére. Il y a deux
inconvénients par rapport a la premiére solution : la stabilité est moins bonne (un effet non
linéaire de plus) et le spectre obtenu est plus étroit. On obtient en effet une gamme de 350
nm a 560 nm (Fig. 4.8), au lieu de 350 nm & 1,2um dans le cas du CaFs.
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F1G. 4.8 — Le spectre d’'un continuum bleu

Le point délicat reste la sélection spectrale de la longueur de sonde. Dans les expériences
pompe-sonde traditionnelles, on place un spectromeétre a réseau apres 1’échantillon et on vient
mesurer sur une CCD (ou une barette de diode) la transmission de toutes les longueurs d’onde
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simultanément. Ce dispositif trés confortable (on obtient en une seule fois la carte temps-fréquence)
n’est pas transposable a notre expérience pour les raisons suivantes :

— la cellule de Pockels n’est A/4 que pour une longueur d’onde donnée, donc il faut changer la
tension d’alimentation a chaque fréquence.
A(DO)

DO
optique de 3 pour la sonde, si I’on souhaite mesurer du dichroisme circulaire. La transmission

= 3.107%, donc il est nécessaire de travailler avec une densité

— dans la myoglobine v =

apres ’échantillon n’est alors plus détectable avec une diode ou une caméra CCD : il faut un
tube photomultiplicateur ainsi qu’un systéme lourd d’amplification électronique du signal.
La détection ne peut donc étre que monocanal

— on ne peut pas effectuer la sélection spectrale aprés I’échantillon. En effet, I'expérience est
tres sensible & tous les éléments possédant du dichroisme linéaire, ou une biréfringence.
Donc de ce point de vue, un spectrométre est trés mauvais. Il doit donc étre placé avant la
génération des polarisations circulaires

Placer le spectrométre avant 'interaction pompe sonde peut paraitre absurde : en effet, si 'on
augmente la résolution spectrale, on allonge les impulsions, donc on perd en résolution temporelle,
il est donc plus judicieux de placer le spectrométre aprés I'interaction pompe sonde.

Ce raisonnement est faux, du moins si ’'on fait I’hypothése que le spectrométre se comporte
comme une ligne & dispersion nulle (i.e., il n’introduit pas de dérive en fréquence supplémentaire).
En effet, on ne peut pas tricher avec la relation 7Ar = 1 et la perte en résolution temporelle
lorsque 1'on augmente la résolution spectrale existe que ’on fasse la sélection spectrale aprés ou
avant l'interaction pompe sonde :

— si le spectrometre est placé avant, il allonge les impulsions, on perd en résolution temporelle

— si le spectrometre est placé apres, les impulsions gardent leur durée, la résolution temporelle

semble excellente, mais 'on fait apparaitre des effets cohérents de polarisation perturbée.
Ceci induit alors indirectement une perte de résolution temporelle.

Le fait de placer un spectromeétre avant l'interaction pompe sonde ne fait donc pas perdre
en résolution temporelle. Les considérations précédentes nous aménent maintenant a présenter le
montage expérimental (figure 4.9). Le faisceau & 400 nm est obtenu par doublage du 800 nm dans
un cristal de BBO de 1 mm. Le faisceau est ensuite séparé en deux parties.

Sur la partie sonde, on retrouve la génération d’un continuum. Le spectrométre a réseau
assure la sélection spectrale. Un polariseur polarise le faisceau linéairement, puis la cellule de
Pockels génére les polarisations gauche et droite. La sonde est ensuite focalisée dans I’échantillon.
Les signaux détectés simultanément par les deux photomultiplicateurs sont amplifiés parallélement
par deux Boxcar. On effectue ensuite une normalisation afin d’éliminer le bruit pic a pic. Le signal
normalisé est ensuite envoyé sur un appareil de détection synchrone.

Sur la partie pompe on trouve une ligne a retard qui permet d’avancer la pompe. On place
également un polariseur ainsi qu'une lame quart d’onde qui permet de faire varier les polarisations
de pompe.

Discutons a présent les autres détails importants spécifiques a cette expérience.
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F1G. 4.9 — Le schéma de ’expérience visible

préparation des échantillons

On prépare tout d’abord une solution de myoglobine 230 M dans une solution tampon de
trisHCI 100 mM pH=8 . La myoglobine est alors sous la forme oxydée Fe?". Pour pouvoir fixer
le ligand CO, la protéine doit étre sous la forme réduite Fe?t. On place donc la solution dans
une fiole étanche, on rince a ’argon afin de supprimer ’oxygéne dissout dans la solution, et on la
réduit dans un excés de dithionite. Il ne reste plus qu’a rajouter du CO gazeux qui se fixe trés
rapidement et irréversiblement. La solution est ensuite transférée dans une cuve étanche et rincée
a I’argon. Nous avons travaillé avec des cuves Hellma en silice de 1 mm de trajet optique.

le mouvement de la cuve

Le taux de répétition du laser est de 1 kHz. Donc toutes les millisecondes, un nouveau couple
d’impulsions (pompe et sonde) arrive sur I’échantillon. Or la recombinaison du CO sur la pro-
téine est de quelques millisecondes. Pour éviter d’avoir une sonde qui mesure la photodissociation
résiduelle d’'une pompe précédente, il faut bouger I’échantillon avec une vitesse supérieure a 80
pm/ms (soit 8 cm.s™!) ot 80 um est le diamétre de la tache focale.

Une rotation excentrique permet de faire décrire a la cuve des cercles d’un centimétre de
diamétre. 11 suffit alors que la cuve fasse plus de trois tours par seconde (3.7.1 > 8). Avec un tel
déplacement de la cuve, on est trés sensible a 'lhomogénéité de ’échantillon. On observe en effet
trés fréquemment des oscillations trés importantes de la transmission de I’échantillon, et le fait de
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normaliser pic & pic ne peut évidement pas supprimer ce bruit.

On constate de plus que dans cette configuration, le faisceau revient sur la méme tache toute
les 333 ms. Pour I’étude de MbCO, ceci n’est pas génant car le systéme met quelques millisecondes
pour revenir a I’état initial. Cependant, il serait plus rigoureux de composer cette rotation rapide
avec une translation lente afin de décrire un cercle différent & chaque tour. Seules deux taches sur
333 seraient alors excitées de maniére rapprochée, et pour toutes les autres, le temps séparant
deux excitations seraient égal au temps d’aller retour de la translation, soit quelques secondes.

Un tel systéme est a I’étude et sera bientot en place sur ’expérience.

P’alignement polarimétrique de la sonde

Les signaux de dichroisme circulaire mesurés sont extrémement faibles. Nous avons largement
décrit précédemment D'artefact a 'origine de la création d’un saut de CD au niveau du retard zéro.
En plus de ce probléme, 'expérience est sujette a des offsets (indépendants de effet de la pompe)
pouvant étre importants.

Illustrons ce phénoméne : il suffit de placer sur le trajet de la sonde un élément possédant une
biréfringence, suivi d’un élément possédant du dichroisme linéaire. Pour fixer les idées, prenons le
cas catastrophique d’une biréfringence de A/4 suivie d’un dichroisme linéaire de 100%. La biré-
fringence transformera les deux polarisations circulaires (gauche et droite) en deux polarisations
linéaires orthogonales. Si I’élément de dichroisme linéaire est idéalement mal orienté on verra alors
un pseudo dichroisme circulaire de 100 %

La moindre contrainte sur une optique créera une biréfringence. Nous avons donc soigné le
collage de toutes les optiques. Nous avons nous-mémes trié en polarimétrie les cuves commerciales
Hellma qui dans la plupart des cas étaient excellentes.

Le moindre dioptre qui n’est pas perpendiculaire & 'axe du faisceau crée du dichroisme li-
néaire, car on peut alors trouver un coefficient de réflexion s, différent du coefficient p. Donc, les
transmissions des polarisations s et p sont différentes. Nous avons réglé les différentes lentilles le
plus possible en autocollimation. Il a fallu aussi controler le dichroisme linéaire du PM (ou plutot
la différence d’efficacité pour deux polarisations orthogonales)

Pour résumer, un élément biréfringent suivi d’un élément possédant un dichroisme linéaire
peut créer un offset (identique au retard positif et négatif). On peut donc s’en affranchir en faisant
une mesure ol 1’on a remplacé la solution de la cuve par une solution non chirale ayant la méme
absorption.

Cependant, si la pompe est polarisée linéairement, I’échantillon posséde pour des retards positifs
du dichroisme linéaire, mais également une biréfringence induite (faible dans le cas résonnant, mais
non négligeable). Donc, si il y a un élément possédant du dichroisme linéaire aprés I’échantillon,
celui-ci va transformer la biréfringence en dichroisme circulaire. On retrouve alors un artefact
analogue au dichroisme linéaire induit. Cette derniére remarque est surtout la pour mettre en
évidence le fait qu’il est impossible de placer un spectrométre aprés 1’échantillon. Ils sont en
général trés biréfringents et dichroiques.
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le compromis absorption de I’échantillon-énergie de la pompe

Les signaux de CD sont trés faibles, donc pour pouvoir les mesurer, il faut travailler avec
une concentration maximale. La seule limite est le fait de pouvoir détecter des photons apreés
I’échantillon. Ce raisonnement est celui que I’on adopte lorsque 'on veut faire une mesure de CD
statique.

Les spectrométres de CD commerciaux tolérent une DO de 0.5 dans 'ultraviolet lointain (de
180 nm & 230 nm), une DO de 1 dans 'UV moyen ( de 230 nm & 350 nm) et une DO de 2 pour
le reste (350 nm & 800 nm). Ces données dépendent de la luminosité de la source utilisée et de la
sensibilité des PM.

Dans notre configuration, la brillance de notre continuum et la sensibilité de notre PM fait que
nous pouvons travailler sans probléme avec une DO de 3 de 400 nm a 450 nm. Etant donné la
faiblesse du rapport v = ADO/DO = 3.10~% pour ces longueurs d’onde, ceci donne ADO ~ 1073 :
c’est une modulation mesurable avec un systéme laser,(en se fatiguant un peu tout de méme).

Le but est donc d’avoir une DO de 3 a la longueur d’onde de la sonde. Ceci est facile si 'on
travaille & 422 nm au pic de I'absorption. En revanche, si 'on travaille a 435 nm, il faut multiplier
la concentration par 2.

Cependant, il ne faut pas oublier que nous effectuons une expérience de TRCD. L’absorption
de la pompe est elle aussi critique. L’idéal est d’avoir une DO entre 0.5 et 1 & 400 nm. Au dela,
seules les toutes premiéres couches de 1’échantillon sont excitées, et le systéme n’est plus optimal.
Une mauvaise idée serait de compenser ce phénoméne en augmentant 1’énergie de la pompe, car
dans ce cas, on saturerait le phénoméne et détruirait 1’échantillon.

Travailler avec une DO d’environ 3 au pic de la bande de Soret, nous améne vers une densité
optique d’environ 0.8 pour la pompe. L’expérience est donc tout a fait faisable pour une sonde
a 422 nm. En revanche, pour 'expérience a 435 nm, il n’est pas raisonnable de multiplier la
concentration par deux, car la marge de manoeuvre au niveau de I’absorption de pompe est assez
limitée. L’expérience pour cette longueur d’onde sonde est donc intrinsequement plus difficile.

Il reste a présent a choisir I’énergie des impulsions de pompe. Le pourcentage de molécules pho-
todissociées 1 est proportionnelle a cette énergie, mais aussi a ’absorption de la pompe. L’objectif
est triple :

— avoir 'effet maximal de changement de CD et d’absorption

— ne pas saturer le phénomeéne

— ne pas photo détruire I’échantillon

Aprés avoir effectué des tests de linéarité, de stabilité de ’échantillon, le domaine de fonction-
nement de ’expérience est le suivant

— I’énergie de pompe est entre 250 nJ et 300 nJ

— l'absorption de la pompe a 400 nm est entre DO ~ 0,8 et 1

— on excite environ 30 % des molécules

— la concentration est vers 230 M
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I’accumulation

C’est la difficulté finale de 'expérience. Les signaux étant trés petits, le seul moyen de tirer le
signal du bruit est d’accumuler trés longuement. Les courbes présentées dans la section suivante ont
été obtenues avec plus de 24 heures d’accumulation, pour un fonctionnement optimal du systéme.
Ceci pose le probléme de la stabilité de laser et de I’échantillon sur une telle durée.

La qualité du systéme Spectra-Physics, et la simplicité de la source (simple doublage de fré-
quence pour générer la pompe) assurent une excellente stabilité du systéme sur 24 heures.

La tenue de I’échantillon dépend de maniére critique de I’étanchéité de la cuve (si de oxygeéne
rentre, I’échantillon se dégrade trés rapidement) ainsi que de I'énergie avec laquelle on pompe (si
I’énergie des impulsions pompe est supérieure a 300 nJ, I’échantillon ne tient pas longtemps). Nous
avons deux critéres nous permettant de vérifier qu’il n’y a pas eu de changement au cours des 24
heures :

— on effectue un spectre d’absorption avant et apreés la série d’expériences, les spectres visibles
de MbCO, Mb et Mb oxydé sont en effet trés différents

— notre expérience nous permet d’accumuler simultanément 1’absorption et le CD résolu tem-
porellement. Il s’agit donc de vérifier que les quelques dizaines de courbes obtenues pendant
une série donnent toutes la méme absorption transitoire
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4.2.2 Les résultats

Nous nous sommes attachés dans un premier temps a étudier la photodissociation sur un temps
long. Le retard maximum que pouvait nous donner notre ligne a retard était 1,5 ns.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes concentrés sur les 200 premiéres picosecondes de
la réaction afin de pouvoir étudier les tout premiers mouvements des résidus aprés la photodisso-
ciation.

Pour finir nous avons tenté de réaliser I’expérience directement dans I’hémoglobine.

résultats sur une échelle de temps nanoseconde

La figure 4.10, encart du haut, donne 1’évolution temporelle du CD, ou plus précisément de
1000« AL (se reporter a la section 1.2), en fonction du retard en picoseconde. Nous avons choisi
deux longueurs d’onde de sonde ou 'effet est le plus important 422 nm et 440 nm. Pour plus de

lisibilité, nous reproduisons la figure 4.11 donnant les spectres de CD et d’absorption statique de
Mb et MbCO.

A 422 nm le CD de MbCO est maximal, alors que celui de Mb est faible (Fig. 4.11). On observe
bien que le CD diminue entre le retard positif et négatif.

A 440 nm, le niveau de MbCO est légérement négatif, le CD de Mb est maximal. Le résultat
est 1a encore cohérent.

Nous avons donc réalisé cette expérience pour différentes longueurs d’onde afin de construire
le spectre de dichroisme circulaire de 'espéce dissociée, figure 4.10 encart du bas.

— Les ronds verts représentent le CD de I’échantillon au retard négatit CD™ : il s’agit donc du
CD de 'espéce MbCO

— Les carrés noirs représentent la différence de CD entre le retard positif et le retard négatif
CD*-CD~, normalisée a 100% de molécules excitées.

— Les carrés rouges représentent le niveau de CD de I'espéce dissociée Mb*. Il s’agit de points
extraits des deux courbes précédentes

Détaillons briévement le calcul. La réaction de photodissociation s’écrit :

MbCO — Mb* + CO
t<0 1
t>0 1-n i

Ceci permet de calculer le CD de I’échantillon au retard positif et négatif .

CD~ = CD(MbCO)
CD*—CD~ = 5(CD(Mb*) — CD(MbCO))

ou 7 est le pourcentage de molécules dissociées, et Mb* désigne I’espéce dissociée qui peut a
priort avoir un niveau de CD différent de celui de Mb. En revanche, on sait que I'absorption de
Mb* aprés quelques picosecondes est celle de Mb [30]. Ceci va étre trés utile pour calculer 1 car
on peut mesurer facilement la différence d’absorption statique entre DO(MbCO) et DO(Mb). On
note DO™ et DO~ les absorptions de I’échantillon aux retards positifs et négatif. On trouve alors

B DO~ — DO*
= DO(MbCO) — DO(Mb)
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F1G. 4.10 — L’évolution du spectre de CD sur une échelle de temps d’une nanoseconde

Ceci permet alors de terminer le calcul de I'ordonnée des carrés rouges

D+ —CD-
CD(MB*) = % +CD™

Le spectre de 'espéce dissociée obtenu est alors trés semblable au spectre de CD de Mb.
L’intensité de la bande peut néanmoins paraitre un peu plus grande que celle de Mb lorsque 1’on
examine les spectres statiques 4.11. Il faut cependant noter que la détermination précise du niveau
de CD de I'espéce photodissociée reste extrémement difficile. En particulier, la détermination du
niveau de CD de Mb* dépend de maniére critique du calcul de 7, ce qui rajoute a I'incertitude.

Nous pouvons donc conclure que, a I’échelle de la précision de notre expérience, le niveau de
CD obtenu au bout de 200 ps est celui de Mb, et que ce niveau ne bouge pas entre 200 ps et 1,5
ns. Ces résultats sont donc en accord avec ceux obtenus par I’équipe de Kliger [17] ot le domaine
temporel exploré allait de 1 ns a 200 ns.
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F1G. 4.11 — Les spectres expérimentaux de MbCO et Mb

Notons que chaque point de ce spectre a demandé parfois plusieurs jours d’accumulation. A
titre de comparaison, une expérience pompe sonde traditionnelle permet d’avoir la carte compléte
(retard fréquence) de ’absorption transitoire en quelques minutes. A ce stade, une telle expérience
n’apporte donc pas d’information supplémentaire. Il est en effet amplement suffisant de suivre le
passage de MbCO a Mb avec une expérience d’absorption.
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résultats sur une échelle de temps picoseconde

Nous avons ensuite étudié le phénoméne sur des temps plus courts. Ces signaux ont demandé
encore plus d’accumulation que ceux obtenus a I’échelle nanoseconde. Le résultat est rapporté sur
la figure 4.12.

{ 422 nm

B o g
.3 .7

\\

Norm. transmission

A\

-50 0 50 100 150

As(M'cm)

I I
-50 0 50 100

Retard pompe sonde (psec)

I I
150 200

F1G. 4.12 — L’évolution du CD sur une échelle de temps de 100 ps

Apreés une variation de signal instantanée, diie au changement de 1’état électronique de I’héme,
on observe aussi bien a 422 nm qu’a 440 nm la méme dynamique temporelle :

— le niveau de CD baisse en une dizaine de picosecondes

— il se relaxe vers sa valeur finale en une centaine de picosecondes

Le pic étroit au retard zéro est un artefact qui ne contient pas d’informations conformationnelles
(d’origine non chirale) [63]. Il permet cependant de vérifier que notre résolution temporelle est sub-
picoseconde (650 fs) car celui-ci ne dure que le temps de recouvrement des impulsions pompe et
sonde. La courbe en trait plein correspond a un ajustement avec deux exponentielles, un temps
de 7 picosecondes pour la phase descendante (£ 3 ps), et 43 picosecondes pour la remontée (4 17

ps).

A titre de comparaison, nous avons tracé la transmission de I’échantillon en fonction du retard
(petit encart (Fig. 4.12)), qui ne présente elle aucune dynamique particuliére, en dehors de la
relaxation de I'état excité de I'héme sur un temps de 3 ps [30]. Ceci met en évidence le gain de
sensibilité du dichroisme circulaire par rapport a I’absorption.

103



Chap. 4 : L’expérience et les résultats

Pour cette série d’expériences, rappelons encore une fois que le niveau final est soumis & une
grande incertitude a cause des artefacts. Il est donc possible que la courbe soit globalement décalée
verticalement pour les retards positifs. Nous avons en effet observé que ces phénomeénes parasites
n’ont pas de structure temporelle, il s’agit d’une marche d’escalier. En revanche, la dynamique
temporelle, c’est a dire la position relative des points aux retards positifs, est elle tout a fait
reproductible.

Comparons a présent ces résultats expérimentaux avec ceux obtenus par Simon [18]. Un temps
de monté (300 ps) du signal de CD, dans le proche UV (& 355 nm), avait été observé. La résolution
était de 50 picosecondes. Nous observons une dynamique globale sensiblement plus rapide. Il
faut cependant remarquer que l'incertitude de I'expérience de Simon est grande, due a sa faible
résolution temporelle. De plus, les longueurs d’onde sont différentes : dans le proche UV, le signal
de CD est beaucoup plus difficile & interpréter (section 1.5) et il est tout a fait concevable qu’un
signal de CD a 355 nm ne soit pas sensible aux mémes mouvements de résidus.

Le point vraiment nouveau est que notre résolution temporelle nous permet d’observer de
maniére séquentielle une décroissance, suivi d’une remonté du signal. De plus, nous obtenons cette
dynamique pour deux longueurs d’ondes de sonde différentes.

résultat dans 1’hémoglobine

Nous avons également fait quelques expériences dans I’hémoglobine, mais uniquement sur une
échelle de temps courte, et pour une seule longueur d’onde de sonde, a 422 nm . Nous n’avons
pas mené, pour l'instant, d’étude systématique sur ce systéme a cause de la grande complexité
du produit obtenu apreés dissociation. Il s’agit en effet d’un état ou un seul CO sur les quatre est
dissocié et ceci rend l'interprétation des spectres de CD trés compliquée.

Cependant, le résultat obtenu est suffisamment intéressant pour étre présenté dans ce manus-
crit. Celui-ci peut en effet étre considéré comme une illustration de I'effet allostérique homotrope.
Examinons le résultat obtenu (Fig. 4.13), nous reportons deux cinétiques de deux expériences
différentes, mais effectuées avec des conditions proches. On retrouve la méme courbe que celle
reportée a la figure 4.12 (MbCO & 422 nm), (triangles), et le résultat obtenu dans HbCO, a la
méme longueur d’onde, (carrés).

Nous observons le méme type de dynamique. Cependant, le CD transitoire au bout de quelques
dizaines de picosecondes est beaucoup plus bas dans HbCO que dans MbCO. Notre propos ici
n’est pas de détailler 'interprétation de ces signaux de CD, ceci est en effet 'objet des deux
sections suivantes. Nous nous contentons d’exposer un modéle simple, mais qui permet cependant
de comprendre les différences obtenues en terme d’effet allostérique.

Revenons sur le mécanisme de la réaction. Aprés ’absorption d’un photon, il y a dissociation,
I’héme se dome, et la myoglobine se retrouve sous une forme contrainte Mb*. Elle se relache ensuite
vers la forme Mb. La différence principale dans le cas de I’hémoglobine est que le relachement est
géné par la structure quaternaire. En effet, selon le modéle de Perutz, le mouvement de ’hélice F
est responsable des premiéres étapes de 'effet allostérique homotrope.
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FiG. 4.13 — La comparaison entre I’hémoglobine et la myoglobine

Ce phénomeéne étant beaucoup plus lent que les échelles de temps discutées ici, le mouvement
de I’hélice F est géné dans le cas de I’hémoglobine. On peut s’attendre a ce que la premiére étape,
le passage de HbCO a Hb*, se fasse sur la méme échelle de temps que dans le cas de la myoglobine,
et que la deuxiéme étape de relachement (Hb* — Hb) se fasse sur une échelle de temps plus longue.

Ecrivons donc un systéme d’équations cinétiques modéle.

MbCO — Mb* vy = ki [MbCO)]
Mb* — Mb vy = ko[ MbY]
Les conditions initiales s’écrivent :
[MbCO] = [MbCO]° | [Mb*] = [Mb] =0
La résolution des équations différentielles de ce systéme donne
[MbCO] = [MbCO]%e 1t

ky (
ko — kq

6—]€1t _ 6—k2t>

[Mb*] = [MbCO]°
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La quantité d’espéce intermédiaire présente dépend de maniére critique du rapport entre ky
et ko. Si la deuxiéme réaction est plus rapide que la premiére, Mb* est aussitot consommé. En
revanche, si 'on ralentit la deuxiéme réaction, [Mb*] peut devenir transitoirement beaucoup plus
important.

L’ajustement précis de nos données expérimentales a partir de ce modéle simple n’aurait pas
de sens. Nous ne connaissons pas les niveaux de CD de Mb*, Hb*. L’espéce Hb a +300 ps a encore
3 CO fixés, et est sous une forme "encore a peu prés R", avec un niveau de CD non quantifiable.
De plus, nous n’avons pas fait d’expérience sur une échelle de temps d’une nanoseconde, donc
nous ne pouvons pas affirmer que la remontée du signal obtenue s’arréte a 150 ps. Pour finir, le
modéle cinétique proposé ne rend pas compte du continuum d’espéce qu’est le chemin réactionnel
de MbCO a Mb.

Nous nous contenterons donc d’une procédure d’ajustement minimaliste. Nous ramenons tous
les niveaux de CD a zéro (MbCO, Mb, HbCO, et Hb), et nous prenons les niveaux de CD Mb* et
Hb* & -10M tem™!.

Nous représentons (Fig. 4.14) une simulation pour k;'= 10 ps, et k; =20 ps, trait pointillé et
ky'=100 ps , trait plein. Ceci permet, de maniére qualitative, de reproduire 1’allure grossiére de
la différence obtenue entre MbCO et HbCO. La mise sous contrainte du systéme se ferait avec la
méme vitesse pour la myoglobine et ’hémoglobine, et le relachement serait plus lent dans le cas
de ’hémoglobine a cause de la géne engendrée par la structure quaternaire sur 1'hélice F.
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F1G. 4.14 — La simulation d’une cinétique a deux temps

En trait plein, k;'= 10 ps, ky '=100 ps
En trait pointille, k7 '= 10 ps, k; '=20 ps

4.2.3 La discussion

Commencons par analyser les résultats a ’échelle nanoseconde : aucune dynamique temporelle
n’est observée. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Kliger [17]. L’expérience de dif-
fraction de rayons X résolue temporellement [45] montre qu’a 100 ps, tous les résidus du proche
environnement de I’héme ont globalement atteint leurs positions finales. En revanche, certains
résidus plus éloignés bougent sur une échelle nanoseconde.

Mais les calculs de la troisiéme partie ont montré que les mouvements des résidus autre que
I’histidine proximale ne modifiaient pas notablement le CD, lorsque 1’on passait de la géométrie
de MbCO a Mb. En effet :

— les résidus bougent relativement peu, un dixiéme d’Angstrom en moyenne

— le CD n’est que peu sensible & leurs mouvements

— les influences respectives de chaque résidu sur la force de rotation globale ont tendance a se

compenser.

Il est donc normal de ne pas trouver de dynamique temporelle sur ces échelles de temps. Le
niveau de CD atteint doit étre trés proche du niveau Mb statique.

Analysons maintenant les résultats aux temps courts. Il s’agit tout d’abord de vérifier que
ce signal est vraiment lié a un changement de conformation de la protéine. Examinons les effets
parasites possibles (a l’exception des dichroismes et biréfringences induits qui ont été largement
abordés depuis le début de ce chapitre).
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P’effet de I’anisotropie

Un des tout premiers points a discuter dans une expérience pompe sonde est 1’anisotropie
induite par la pompe. Nous avons tiré profit du développement théorique afin d’analyser ce phé-
nomeéne. Nous avons mené le calcul pour une pompe polarisée linéairement. Il faut étre conscient
que cette configuration génére plus d’anisotropie que lorsque la pompe est polarisée circulairement
comme dans notre configuration.

~

350 400 450 500 550 600
Wavelength (nm)

F1G. 4.15 — Le dichroisme circulaire anisotrope dans MbCO

Malgré cela, nous avons montré que cet effet reste négligeable. La figure 4.15 illustre une
simulation : on compare le cas ot 20% des molécules sont excitées de maniére non isotrope (trait
pointillé), au cas isotrope (trait plein).

Cet effet d’anisotropie est faible car toutes les transitions électroniques de ’héme sont dégéné-
rées (x,y). Seules les protéines dont le plan de I'héme est perpendiculaire a la polarisation de la
pompe ne seront pas excitées.

De plus, le temps de réorientation de la myoglobine en solution aqueuse est connu. Le temps
caractéristique est de 35 ns [64]. Le signal observé ne peut donc pas étre di a ’anisotropie.

les effets électroniques

Le changement d’état électronique de I’héme induit purement par le départ du ligand est sub
picoseconde. Il ne peut pas étre a l'origine de la dynamique observée.

La durée de vie de I’état excité provoqué par ’absorption d’'un photon de pompe n’excéde pas
les 3 picosecondes [30].

La dynamique observée ici est sur une échelle de temps plus grande. Ces changements électro-
niques ne peuvent donc pas expliquer le signal observé.
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4.2 L’expérience visible

les effets thermiques

Lors de la photodissociation, on dépose un exces d’énergie dans ’héme. Nous avons vu que
lexpérience par réseau de phase montre que cette énergie est thermalisée en moins de 20 ps [39).
Une autre étude [65] montre que les effets thermiques se dissipent en 6 ps. Ces constantes de temps
sont donc trop petites pour expliquer la dynamique de 100 ps que nous observons.

Il reste néanmoins a s’assurer que le premier temps que ’on observe, de 10 ps, ne soit pas
d’origine thermique. Cependant, il apparait comme peu crédible qu’un phénomeéne thermique soit
responsable de la descente du signal, et qu'un autre phénomeéne, non thermique, soit responsable du
retour a ’équilibre en 100 ps. De plus, les phénoménes thermiques affectent surtout les transitions
vibrationnelles et ont probablement moins d’effet sur les transitions électroniques.

La dynamique observée ne peut donc pas étre expliquée par un phénoméne électronique, ther-
mique, ou d’anisotropie. Ce signal est donc bien lié¢ & un changement ultra rapide de la conformation
de la protéine.
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4.2.4 L’interprétation

Histidine
proximale
0 N

— R——

o W heme

F1G. 4.16 — La représentation des mouvements de I’histidine proximale

L’analyse de la dynamique temporelle obtenue dans la myoglobine a 422 nm montre un niveau
de CD trés bas pour un retard de 15 picosecondes. Nous excitons environ 30% des molécules et
Ae chute de 55 a 35 M~tem™!. Ceci correspond donc & une valeur de -10 M~'em™! pour le CD
de 'espéce contrainte Mb*. Cette valeur est trés éloignée de la valeur initiale MbCO, et la valeur
finale Mb. Il s’agit donc d’essayer d’expliquer ce résultat

Résumons rapidement les conclusions du chapitre 3.4.

— L’histidine proximale contribue de maniére indirecte mais capitale a la détermination du
dichroisme circulaire. Le couplage entre I’héme et ce résidu est responsable de la levée de
dégénérescence des transition X,Y de I’héme, ainsi que de la composition des modes normaux
du systéme couplé. Si I’on change la position de I'histidine proximale, le vecteur W tourne
dans le plan de I’héme, ce qui modifie profondément le CD.

— Deux mouvement importants de 1’histidine proximale sont a considérer (Fig. 4.16) : la rota-
tion 6 autour de 'axe fer-histidine, et la rotation ¢ autour de I’axe perpendiculaire au plan
de I'imidazole. Nous avons simulé 'influence de ces deux rotations sur le vecteur W, qui est
beaucoup plus sensible a 6 qu’a ¢. Lorsque 'on change 6 de /6, le CD de Mb* chute en
dessous de la dizaine de M~'cm™!. Des rotations supérieures peuvent inverser le signe, mais
on sort complétement du domaine de validité de nos calculs car on ne peut pas changer aussi
fortement ce paramétre sans réajuster les largeurs I' des modes normaux.
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— Les autres résidus, His64 , Phe33 sont trés importants d’un point de vue statique, mais pas
d’un point de vue dynamique. Le niveau de CD n’est pas trés sensible a leurs déplacements.
His64 peut-étre percu comme la porte d’entrée et de sortie du ligand, et ce résidu est sus-
ceptible de subir des déplacements conséquents lors de la diffusion du CO dans la poche
de I’héme. Nous avons donc a cet effet simulé des déplacements de fortes amplitudes sur ce
résidu, sans observer d’incidence notable sur le niveau de CD.

Le seul moyen d’expliquer un signal d’une telle amplitude est donc de faire tourner I’histidine
proximale (rotation 6). Il est alors tout a fait remarquable de noter que cette rotation permet
d’expliquer (Fig. 3.6) simultanément le signal obtenu a 422 nm et a 440 nm. On constate en effet
qu’a ces deux longueurs d’onde le signal décroit avant de remonter & sa valeur finale.

Les deux échelles de temps que 1'on obtient (10 ps et 100 ps) sont a rapprocher de celles
obtenues par les différentes techniques exposées lors du deuxiéme chapitre.

— le mouvement de respiration globale de la protéine en 10 ps - (spectroscopie de réseau de
phase) [39]

— le changement des caractéristiques de la vibration fer-histidine en 100 ps- (Raman résonnant)
[38]

— le phénoméne de doming multiexponentiel 3.5 , 80 , 3300 ps (étude de la bande III de
I'héme) [22]

— les résidus les plus proches de I’héme adoptent la géométrie Mb en moins de 100 ps (rayons
X résolu temporellement) [45]

Notre résultat expérimental permet de retrouver le scénario proposé par Perutz [23] [24].
1. la liaison héme ligand se casse, I’héme se "dome"

2. le mouvement du fer en dehors du plan pousse I'histidine proximale, mais simultanément la
force de répulsion entre I’héme et ’hélice F' diminue. L’histidine est donc "prise en sandwich" :
elle se tourne et s’incline.

3. le déplacement de I’histidine vient pousser ’hélice F, la contrainte se relache vers le reste de
la protéine

La torsion initiale de I’histidine proximale dure 10 ps (I’étape 2 de ce mécanisme).

La relaxation de 100 ps est a rapprocher de I’étape 3 .

Avec ce point de vue, toute I’énergie motrice de la transformation est initialement concentrée
dans la liaison fer histidine proximale. C’est uniquement dans deuxiéme temps que 1’on obtient
un relachement de cette contrainte vers ’hélice F'. Dans ce modéle, le phénomeéne est séquentiel.
Cette vision impose donc une certaine flexibilité de la protéine.

Dans une autre hypothése, on peut concevoir que la liaison fer histidine n’est pas 1'unique
point de passage de 'information conformationelle. L’énergie motrice de la transformation peut
étre délocalisée dans d’autre sites. On note que la petite centaine de liaisons de van der Waals qui
maintiennent ’héme en place peuvent aussi intervenir. L’énergie dégagée lors du doming de 'héme
est alors efficacement couplée avec les modes globaux de la protéine. Avec cette vision, le doming
de ’héme devient perceptible en tout point de la protéine en quelques picosecondes, 'utilisation
des modes globaux [66] permet effectivement aux signaux de se propager a la vitesse du son. Le
changement global de conformation se fait alors de maniére plus concertée que séquentielle.
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Nos résultats permettent d’abonder dans le sens d’une dynamique séquentielle, vu que l'on
observe successivement une décroissance puis une remontée du signal. De plus, 'expérience dans
I’hémoglobine montre que le deuxiéme temps de relaxation est plus lent, ce qui peut s’interpréter
comme une contrainte sur I’hélice I excercée par la structure quaternaire.
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4.3 L’expérience dans l'ultra-violet

Nous avons vu a plusieurs reprises que le CD était un phénoméne non local ; il n’existe que si
I’on accepte que le champ électrique ne soit pas le méme d’un point a I'autre du systéme que ’on
étudie. Nous avons vu par conséquent, que les signaux de CD étaient proportionnels a %, donc ils
sont mécaniquement plus importants dans 'ultraviolet. Les expériences de dichroisme circulaire
résolu temporellement seront donc plus faciles dans I’'UV.

L’autre raison qui nous a poussé a construire une expérience de TRCD dans I'ultraviolet est
la problématique du repliement des protéines. Le but ultime est de pouvoir induire optiquement
un repliement d’une petite chaine d’acides aminés, et de venir mesurer la création d’hélice o en
mesurant le CD a 220 nm. Nous avons effectivement vu lors de la section 1.5 qu’il y avait une
bande caractéristique de CD a cette longueur d’onde.

Nous souhaitons donc construire une source laser délivrant des impulsions courtes, de longueur
d’onde variable, allant de 220 nm a 400 nm, le but étant d’avoir a terme une expérience pompe
sonde, pompe 400 nm, sonde UV avec une résolution temporelle sub-picoseconde. Il faut étre
conscient que le phénomeéne de repliement s’étend sur des échelles de temps allant de la picoseconde
a la milliseconde. Nous nous concentrons ici sur les toutes premiéres étapes du phénomeéne.

Nous expliquerons tout d’abord la construction d’un laser UV (section 4.3.1)

Nous détaillerons ensuite les résultats que nous avons obtenus dans le ruthénium trisbipidyl
(section 4.3.2) : cette expérience nous a permis de caractériser notre source laser et de montrer la
faisabilité d’une expérience de TRCD dans I'UV

Nous terminerons par I’exposé de résultats préliminaires obtenus dans la myoglobine (section
4.3.3).

4.3.1 La construction d’un laser UV

Dans cette section nous présenterons le dispositif qui nous a permis d’obtenir un faisceau laser
UV. Nous récupérons pour cela 10 % d’un faisceau intense de 12 mJ. La majeure partie de ce
faisceau est en fait utilisée pour une des expériences clefs du laboratoire : la génération d’une
source laser X plasma (section 2.2.3)

Nous reviendrons donc briévement dans un premier temps sur le principe de cette source
amplifiée, ainsi que sur les caractéristiques du faisceau. Dans un deuxiéme temps nous décrirons
la construction d’un laser ultraviolet, basée sur la technologie des amplificateurs paramétriques
optiques non colinéaires (NOPA).

La génération du faisceau laser amplifié

Une source laser kHz amplifiée est développée au Laboratoire d’Optique et Biosciences. Le but
est de produire des impulsions de 12 mJ, 800 nm, 150 fs.

En tant qu’utilisateur de ce faisceau, - nous prélevons 10 % de 1’énergie-, nous avons dii consa-
crer un temps non négligeable a I'entretien, et dans une moindre mesure, au développement de
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cette source (Fig. 4.17). Nous résumons donc dans ce paragraphe le principe de cette source, ainsi
que les problémes rencontrés.

Le point de départ est un systéme commercial intégré Spectra-Physics Huricane. Il délivre des
impulsions de 750 p©J, 800 nm avec un taux de répétition de 1 kHz. Rappelons que ce systéme
est basé sur I'amplification a dérive de fréquence : une impulsion de I'oscillateur femtoseconde est
étirée, injectée dans la cavité régénérative, amplifiée, puis éjectée. On peut alors décider soit de la
re-comprimer afin de retrouver la durée initiale, soit de 'utiliser non comprimée.

Afin de pouvoir amplifier davantage le faisceau, on utilise la sortie non comprimeée.

Apreés un nettoyage des pré-pulses nanoseconde grace a une cellule de Pockels, le faisceau est
injecté dans un amplificateur multi passage construit au laboratoire. En voici le principe : on
focalise 3 lasers de pompe (YLF doublé kHz), soit un total de 60 W dans un cube de titane saphir,
le faisceau a 800 nm est injecté dans le cristal et effectue quatre passages successifs. Nous donnons
dans le tableau suivant 1’énergie obtenue aprés chaque passage :

f=0.4m 1 P\ I—‘_—] { N
}
I I £=0.7m{ %
Glan % £=1m f=-0.5m T .
=,
Pockels |::| TL @ réseau
™ Glan
Hurricane Jadel| |Jade?2
imT Nd:YLF| |Nd:YLF > Ve.rs
1kHz 20mJ | | 20mJ 3 Expérience
1kHz 1kHz
813ng 527nm | | 527nm Vers CDuv
nm Source
Rayons X

Vers expérience IR 2D

Fi1G. 4.17 — Le schéma de la source laser amplifiée

puissance de pompe | 60 W
passage 1 2,5
passage 2 7.8
passage 3 13
passage 4 16,7

TAB. 4.1 — L’énergie aprés chaque passage (en mJ )

A chaque milliseconde, les trois faisceaux lasers YLF - représentant une énergie nominale de 60
mJ-, pompent considérablement le cristal. On extrait 16 mJ dans le faisceau amplifié. L’excédent
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d’énergie part sous forme de fluorescence, mais surtout sous forme de chaleur. Le cristal doit étre
constamment refroidi : un systéme cryogénique, (bouteille d’azote liquide, électrovanne, sondes
Pelletier) maintient le cristal & une température constante de - 175 °. Ceci permet de réduire
considérablement la lentille thermique. Notons que la cryogénie est actuellement la solution la
plus adaptée dans le développement de source laser titane saphir kHz amplifiée de forte énergie.

Le faisceau est ensuite comprimé mais avant de I'envoyer sur les réseaux, il faut absolument
agrandir sa taille pour éviter les effets thermiques. On utilise donc deux télescopes successifs. La
taille du faisceau finale est de ¢ 50.

Apreés compression, on obtient des impulsions d’environ 180 fs. Une lame de prélévement nous
permet de récupérer environ 10%.
Examinons maintenant les caractéristiques de ce faisceau

De maniére un peu simpliste, on peut dire que 'amplificateur multi passage posséde un avantage
et un inconvénient en comparaison avec une cavité régénérative :

— dans une cavité régénérative, le faisceau s’amplifie en faisant des aller retours sur lui méme,
le mode spatial obtenu est donc tout a fait remarquable. En revanche, le contraste temporel
des impulsions laisse a désirer, on obtient des pré-pulses picosecondes et nanosecondes.

— dans un amplificateur multi passage, c’est I'inverse. Le systéme n’étant plus une cavité, on
est beaucoup moins dérangé par les pré-pulses ns. En revanche, les pré-pulses ps créés au
niveau du systéme huricane sont injectés dans 'amplificateur multipassage. Ils sont donc
amplifiés. Le mode spatial du faisceau final dépend de maniére critique de la superposition
des passages successifs, et sa qualité devient trés vite médiocre quand 1’alignement n’est pas
optimal.

De plus, les aberrations cumulées sur les télescopes successifs (deux avant le compresseur, et
un apreés, a U'entrée de la source UV) contribuent a la dégradation de la qualité du mode spatial
obtenu. En revanche le contraste temporel des impulsions est trés bon.

Une autre qualité de ce faisceau est sa stabilité pic & pic. En effet, on est dans un régime de
saturation de ’amplification, c’est a dire qu’une baisse de I’énergie du faisceau infrarouge initiale
ne se répercutera pas sur ’énergie finale du faisceau amplifié (en revanche, une baisse de 1’énergie
des pompes YLF se répercute directement). La stabilité pic & pic est donc tout a fait bonne,
comparable & celle du systéme Spectra Physics.

Le probléme principal de ce systéme reste les instabilités générées par la circulation d’azote
liquide au niveau du cryostat. L’ouverture de 1’électrovanne et ’arrivée d’azote liquide provoquent
une modification de la lentille thermique au niveau du cristal : le pointé et la divergence du faisceau
changent alors brutalement environ une fois toutes les minutes. Cependant un réglage optimal des
consignes de température, ainsi qu'un bon positionnement des sondes Pelletier permettent de
limiter ce phénoméne.

La difficulté a donc été de construire en aval de ce systéme (plusieurs métres de propagation
plus loin) une source contenant une cascade d’effets non linéaires, donc trés sensible a la stabilité
du laser.
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Ce systéme est trés lourd a utiliser et entretenir. II contient 5 lasers (en plus des 3 gros laser
de pompe, il ne faut pas oublier les lasers de pompe de 'oscillateur femtoseconde et de la cavité
régénérative) donc autant de diodes laser, de cristaux ou de groupes de refroidissement.
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La génération d’une source ultraviolette

Nous représentons (Fig. 4.18) le schéma de la source ultraviolette développée lors de ce travail
de thése. Le travail de construction de cette source ne présente aucune originalité d’un point de
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Fi1G. 4.18 — Le schéma de la source laser ultraviolette

vue scientifique. Notons méme que pour la premiére partie (NOPA a deux étages), il existe des
systémes commerciaux clef en main.

En revanche, I’énorme challenge technique a été de pouvoir construire une source a peu pres
stable avec les conditions du faisceau initial décrit dans le paragraphe précédent. Reprenons donc
le schéma expérimental en insistant sur les points spécifiques a 1'utilisation de ce faisceau amplifié.

La premiére idée était de faire un filtrage spatial pour améliorer la qualité du mode spatial.
Nous avons vite abandonné cette idée en raison des instabilités du pointé. La stratégie adoptée a
été de faire propager le faisceau le moins possible, en placant le téléscope le plus tot possible.

Nous avons désaxé légérement la premiére lentille du télescope pour compenser ’astigmatisme
initial.

L’étape suivante a été de placer le premier cristal non linéaire le plus proche possible, encore
une fois pour limiter au maximum la propagation du faisceau. Le premier cristal de BBO générant
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du 400 nm est donc juste aprés quelques miroirs. Les accords de phase sont de type I, la polarisation
initiale est perpendiculaire au plan de la table.

Nous avons également la génération d’un continuum. Pour vaincre les changements de foca-
lisation du faisceau, nous avons pris une lame de saphir d’un centimétre d’épaisseur, ce qui est
beaucoup plus épais que les 2 ou 4 mm habituel. Nous avons de plus placé le point de focalisa-
tion notablement avant la lame de saphir, afin que cela soit vraiment ’auto focalisation et non la
focalisation naturelle (fluctuante a cause de ’électrovanne) qui génére le continuum.

La suite du montage est extrémement classique, ¢’est un NOPA a deux étages. Le principe est
de focaliser dans un cristal de BBO le continuum et un faisceau pompe a 400 nm. En ajustant le
retard entre les impulsions, on superpose la pompe avec une partie du continuum (le continuum
posséde une dérive de fréquence conséquente a cause de I’épaisseur de la lame de saphir et des
lentilles traversées). En jouant sur 'angle du cristal de BBO, on va modifier I'accord de phase.

Ces deux paramétres (angle du cristal et retard entre les impulsions) permettent de choisir
la longueur d’onde du continuum que I'on souhaite amplifier. On créé simultanément un faisceau
complémentaire (idler) dans 'infra rouge. L’accordabilité est cependant limitée :

— du coté bleu, le continuum s’effondre vers 490 nm. De plus, si 'on cherche & amplifier des
longueurs d’onde trop proches de la pompe, l'idler créé est trés loin dans 'infrarouge, au
dela du domaine de transparence du BBO.

— du coté rouge, si ’'on cherche & amplifier des fréquences trop proches de 800 nm, on s’approche
de la dégénérescence : 'idler créé et le signal amplifié ont la méme fréquence. L’amplification
est alors en compétition avec le phénomeéne inverse (idler + signal -> 400 nm)

Nous avons obtenu une accordabilité de 490 nm & 750 nm. Il existe de plus un angle magique
entre le faisceau a 400 nm et le faisceau pompe permettant d’amplifier simultanément un large
domaine de longueurs d’onde. Ceci est trés pratique si I’on avait voulu obtenir des impulsions
courtes. Nous n’avons pas cherché a nous placer dans ces conditions.

Le rendement est médiocre (~100 pJ de pompe a 400 nm, pour produire moins d’une dizaine
de pJ de faisceau visible) Ceci est da au fait que I'on ne parvient pas a focaliser correctement les
faisceaux a cause du mode spatial. Nous avons donc changé I’épaisseur des BBO d’amplification
paramétrique de 1 mm a 2 mm pour récupérer un régime de déplétion de la pompe au deuxiéme
étage.

La derniéere étape de la source est quant a elle plus originale, bien que pas réellement nouvelle
[67]. On double la sortie du NOPA, en focalisant le faisceau dans un cristal de BBO. On obtient
alors une accordabilité de 250 a 375 nm. On peut également réaliser une somme de fréquences
entre le NOPA et le faisceau a 400 nm et descendre alors jusqu’a 220. On obtient entre 200 et 300
nJ sur I’ensemble du spectre. Les spectres des impulsions obtenues dans la configuration NOPA+
400 sont représentés sur la figure 4.19. On obtient le méme type de spectre dans la configuration
NOPA doublé.
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F1G. 4.19 — Le spectre des impulsions NOPA-+400

On constate que les spectres des impulsions doublées ou obtenues par somme de fréquence
(OPA-+800) sont beaucoup plus propres et étroits que les spectres typiques obtenus a la sortie
d’un OPA. Ceci se comprend aisément : le dernier cristal doubleur se comporte comme un filtre
spectral a cause des conditions d’accord de phase.

On peut noter que la conception de cette source n’est pas optimale. En effet les cristaux de
BBO permettent de descendre sans probléme jusqu’a 200 nm. On peut atteindre cette longueur
d’onde en doublant la sortie du NOPA, puis en faisant la somme de fréquence avec un faisceau a
800. Cette possibilité reste envisagée pour la suite.

Le dernier challenge, encore une fois technique, a été de développer une ligne sonde, afin de
faire de la polarimétrie dans I’'UV. Je donne une énumération succincte et non exhaustive des
problémes rencontrés.

— choisir les bons miroirs (en aluminium et pas en argent), les bonnes lentilles (en silice et pas

en BK7), les bon PMT, les bonnes densités optiques.

— obtenir une bonne cellule de Pockels, transparente dans I’'UV et les bons polariseurs (prisme

de Glan en BBO)

— séparer le faisceau UV des autres faisceaux visibles (filtre adapté ou utilisation d’un prisme)

— concevoir une procédure d’alignement spécifique avec un laser hélium néon, car les faisceaux

ultraviolets sont difficilement repérables.

Nous avons donc a ce stade un systéme de TRCD inédit. La pompe est a 400 nm (800 dou-
blé), et la sonde est accordable de 220 nm a 375 nm. Nous présentons maintenant des résultats
expérimentaux obtenus dans le ruthénium trisbipyridyl et dans le complexe MbCO
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4.3.2 Les résultats dans le ruthénium trisbipiridyl

Nous avons briévement présenté le ruthénium tisbipyridyl (RuTB) a la section 1.2. Ce systéme
nous a également permis de caractériser et comprendre I'artefact de dichroisme linéaire induit,
sections 4.1.3 et 4.1.4. Nous lui dédions cette section, et nous en reparlerons une derniére fois dans
le chapitre de perspective.

Cette molécule tient une place "ubiquitaire" dans ce manuscrit pour deux raisons. Tout d’abord,
il s’agit d’un systéme trés intéressant et trés étudié (en plus d’étre chiral, c’est un exemple "cas
d’école" du transfert de charge d’un élément de transition vers un ligand).

De plus, ce complexe a fait 'objet de la thése de doctorat qui précede le travail que nous
présentons dans ce manuscrit : Hugues Mesnil a mis en évidence expérimentalement le phénoméne
de dichroisme circulaire non linéaire [68]. L'objectif était entre autres d’étudier RuTB dans une
configuration pompe sonde :

— une pompe a 470 nm sature la transition MLCT (Metal Ligand Charge Transfer)
— la sonde vient mesurer les changements de CD associés a cette saturation, entre 440 et 490
nm

Nous disposons donc au laboratoire des deux énantiomeéres, et nous avons une bonne expertise
de ce systéme.

Notre pompe est & 400 nm. Cette longueur d’onde est au bord de la bande MLCT. Expliquons
un peu plus en détail la signification de cette transition. Sous I’absorption d’un photon de pompe,
un électron va passer du ruthénium, pour se délocaliser sur les trois ligands, avant de se localiser
trés rapidement sur un des trois ligands [69].

La dynamique est donc plus rapide que notre résolution temporelle, et le systéme reste dans
I’état excité plusieurs centaines de nanosecondes, ce qui est idéal pour trouver un signal pompe
sonde.

La sonde est accordable dans I’'UV, et elle peut venir sonder la transition électronique des
groupements bipyridil vers 290 nm. A cette longueur d’onde, le CD s’explique de maniére trés
simple comme le couplage excitonique des 3 transitions [8].

L’étude de ce systéme est donc pertinente pour caractériser notre systéme et nous permettre
d’obtenir aussi bien un signal d’absorption transitoire que de CD transitoire.

P’absorption différentielle

Nous avons pu trouvé sans difficulté le spectre d’absorption différentielle (Fig. 4.20). Celui-
ci était connu [70], mais avait seulement été déterminé avec une résolution nanoseconde. Nous
retrouvons donc a 290 nm une forte bande de saturation de I’absorption. On retrouvera sur la figure
4.21 le spectre d’absorption statique. Les bandes de saturation de ’absorption et d’absorption
sont superposées. De part et d’autre, on observe de I’absorption induite, probablement due a
I’absorption de I’état excité.
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4.3 L’expérience dans 'ultra-violet

Nous représentons également les courbes temporelles pour 3 longueurs d’onde différentes. Ceci
permet de donner une limite supérieure a notre résolution temporelle de 1 ps. En effet, on ne peut
pas affirmer que la réponse du ruthénium soit purement instantanée. L’existence d’une bosse au
retard zéro, et ceci uniquement pour les petites longueurs d’onde, inférieures a 260 nm, fera 1’objet
d’études complémentaires.
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F1G. 4.20 — Le spectre d’absorption transitoire de RuTB
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F1G. 4.21 — Le spectre d’absorption de RuTB

121



Chap. 4 : L’expérience et les résultats

le dichroisme circulaire

Nous représentons sur la figure 4.22 le spectre de CD statique du ruthénium trisbipiridyl. On
observe une belle structure excitonique correspondant aux couplages des transitions des groupe-
ments trisbipiridyl [8]. (une bande d’absorption et deux bandes de CD de signes opposées)
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y T T T y T T T y T y T Y 1
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F1G. 4.22 — Le spectre de CD de RuTB

Nous avons donc réalisé I'expérience pour plusieurs longueurs d’onde entre 270 nm et 300
nm. Nous montrons & la figure 4.23, encart du haut un exemple des résultats obtenus a 290 nm.
La courbe réalisée pour le mélange racémique ne présente aucun dichroisme circulaire, alors que
pour chacun des deux énantioméres A et A on observe deux signaux symétriques, ainsi qu’une
saturation du dichroisme circulaire.

Le point intéressant est que ’on n’observe une variation du dichroisme circulaire induit par la
pompe que pour la partie basse énergie de la structure excitonique. Effectivement, pour la partie
haute énergie (275 nm) (figure 4.23 encart du bas) nous n’avons pas observé de saturation du CD.

Une analyse théorique de ces résultats est en cours.

Nous avons donc montré la faisabilité de mesurer du dichroisme circulaire résolu temporelle-

ment, dans 'ultraviolet, avec une résolution sub-picoseconde. Le but est d’essayer d’appliquer cela
a d’autres systémes.
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F1G. 4.23 — Le spectre de CD transitoire de RuTB

4.3.3 Les résultats préliminaires dans MbCO

Le premier objectif était de voir si la myoglobine possédait un signal d’absorption transitoire
dans l'ultraviolet. Les signaux dans le visible sont trés bien connus et étudiés, mais rien n’a été fait
en dessous de 380 nm. Nous avons donc dans un premier temps réalisé les spectres d’absorption
de MbCO et de Mb dans I'ultraviolet, et obtenu le spectre différentiel.
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Le spectre différentiel statique (MbCO-Mb) est représenté en trait plein (Fig. 4.24). Ceci cor-
respond a une DO de 1 & 422 nm soit une concentration de 100 M. Nous avons superposé a
cela (carré noir) les valeurs obtenues dans notre dispositif pompe sonde, 50 picosecondes aprés la
photodissociation, normalisé & 100% de molécules excitées. Les spectres se superposent, mais pas
partout. L’accord est cependant appréciable car on constate que 1’on reproduit tous les change-
ments de signe.
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0,10 -

— 1 1T 1 1T 1T 1T * 1
220 240 260 280 300 320 340 360 380

Longueur d’onde (nm)

T
400

F1G. 4.24 — Le spectre d’absorption transitoire de MbCO dans 1'ultraviolet

spectre transitoire 50 picosecondes aprés la photodissociation (carré noir), comparé au spectre
statique (trait plein)

Le point le plus surprenant de cette étude est la dynamique obtenue (Fig. 4.25) : nous montrons
une courbe pour une longueur de sonde de 222 nm. On observe une dynamique d’une dizaine de
picosecondes. On retrouve ce temps pour d’autres longueurs d’onde UV. Il est impératif pour ce
point-ci de s’assurer que cette structure temporelle est bien liée au départ du ligand, et pas & un
effet thermique dia a un excés d’énergie déposée dans ’héme.

On note en effet que 10 ps est tout a fait 'ordre de grandeur d’une relaxation vibrationnelle &
Iéchelle de la protéine [39] [71]. Le test de controle dans Iespéce deoxymyoglobine est en cours.
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F1G. 4.25 — Une cinétique de photodissociation de MbCO

Sonde a 222nm, Pompe & 400 nm

En effet, en réalisant I'expérience dans un échantillon sans monoxyde de carbone, ce signal doit
disparaitre (si jamais il est effectivement 1ié¢ au processus de dissociation).

Insistons cependant sur le fait que le spectre obtenu a 50 picosecondes est en accord avec le
spectre statique. Il s’agit donc bien d’un effet lié a la photodissociation. Le temps de 10 picosecondes
est donc a rapprocher des temps observés lors de I'expérience de TRCD visible, ainsi que des
expériences de réseau de phase. Celui-ci pourrait effectivement étre lié a la contrainte initiale
engendrée par le doming de ’héme sur I’histidine proximale et sur I'hélice F.

La difficulté sera d’interpréter ces résultats car toutes les parties de la protéine absorbent
a ces longueurs d’onde. Essayons cependant d’évaluer ’absorption de 1’héme comparativement
aux résidus aromatiques. On trouvera reportées dans [72] des données sur I’héme inséré dans
un fragment de cytochrome ¢ sans résidus aromatiques (undecapeptide). Ceci permet de pouvoir
évaluer ’absorption de I’héme dans des conditions trés proches de la myoglobine sans étre géné
par les résidus aromatiques.

On reporte les bandes d’absorption de I’héme suivantes :
— la bande ¢ a 325 nm ¢ = 35000
— la bande € 275 nm ¢ =19000

Comparons cela avec les valeurs d’absorption des résidus aromatiques dans I’'UV moyen. La
table (Tab. 4.2) permet d’évaluer le poids relatif de ’héme et des résidus aromatiques, méme si
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systéme Nbre ds Mb | A (nm) | €pae M tem™ | %
héme o 1 325 35000 50
héme € 1 275 19000 28
tryptophane 2 279 5000 14
tyrosine 3 274 1400 6
phénylalanine 6 258 190 2

TAB. 4.2 — Les principaux éléments absorbants d’une protéine

On reporte a la colonne % la contribution relative de chaque espéce

on compare ici des éléments absorbant a des longueurs d’onde différentes. La conclusion est que
dans le domaine spectral de notre expérience (220 nm - 350 nm) environ 80% de I’absorption vient
de ’héme. De plus, les transitions de 'héme sont de maniére générale plus affectées par le départ
du ligand que celles des résidus aromatiques. On peut donc avancer avec confiance que le spectre
d’absorption différentiel obtenu est di essentiellement & ’héme.

Le grand nombre de changements de signe présents dans ce spectre (Fig. 4.24) laisse penser
a des décalages en fréquence des transitions (on obtient effectivement autant de changement de
signes que de bandes décalées). Notons que les différences de spectre entre MbCO et Mb sont
faibles, quelques centiémes de DO en dessous de 350 nm. Il ne s’agit probablement pas d’un
changement conséquent de la structure électronique de I’héme, mais plutot d’une modification
du couplage avec I'environnement. Ce phénomeéne est imperceptible dans une expérience pompe
visible sonde visible parce que complétement masqué par le décalage dii aux changements de spin.
Pour reprendre le vocabulaire mis en place & la section 3.3, €coupiage €St @ nouveau observable, car
il n’est plus masqué par les changements de €.

On peut donner une autre raison aux décalages des bandes d’absorption. Lorsque I'on passe de
MbCO a Mb, les hélices se déplacent, et les dipoles électriques permanents des hélices changent
de direction. La position absolue des bandes d’absorption de 'héme étant relativement sensible au
dipole permanant régnant dans la poche de I’héme, on observe donc un décalage.

Sans privilégier une hypothése, on peut donc avancer qu’une mesure de I’absorption de I’héme
dans I’'UV montre une plus grande sensibilité a I’environnement de ’héme que dans le visible. Le
temps de 10 picosecondes pourrait donc étre relié & un changement de I’environnement de 1’héme.

Nous avons également tenté de mesurer le CD dans I'UV. A ce stade, nous avons réussi a
mesurer sans aucun probléme le CD & 222 nm avec notre dispositif, en revanche nous n’avons
pas réussi a le voir évoluer au cours d’une photodissociation. Il faut noter que la variation est
probablement trés faible car les hélices a sont rigides et se déplacent en bloc [21].
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Les perspectives

Les nouvelles expériences envisageables sont de deux ordres. On peut tout d’abord mettre a
profit la forte sensibilité de notre technique aux mouvements du ligand proximal pour étudier
d’autres hémoprotéines. L’effet allostérique décrit dans I’hémoglobine se retrouve dans d’autres
systémes, et I’histidine proximale est souvent I’élément moteur d’une cascade de changements
conformationnels.

L’autre idée est bien évidemment d’utiliser la source développée lors de ce travail de thése afin
de réaliser des expériences de TRCD dans I'UV

5.1 L’étude d’autres hémoprotéines

Nous avons démontré lors de ce travail qu’une expérience de TRCD était trés sensible aux
mouvements éventuels du ligand proximal. De maniére générale, ces mouvements ont un role
physiologique important dans d’autres hémoprotéines comme la guanylate cyclase, le cytochrome
¢, la NO synthase et le complexe HRI.

5.1.1 Le cytochrome c

Le cytochrome c est une hémoprotéine avec un seul héme, mais qui est lié¢ par deux liaisons
covalentes a la protéine, contrairement a ’héme b de la myoglobine.

On trouve le cytochrome ¢ dans la membrane interne des mitochondries. Il peut étre réduit
ou oxydé (Fe?t ou Fe?T). Il sert alors de réserve d’électrons dans la cascade de réaction d’oxydo-
réduction qu’est la chaine respiratoire. La derniére étape est le transfert d’électron du cytochrome
¢ vers la cytochrome c oxydase, qui réduit simultanément O5 en HyO. L’énergie de ce processus
permet la synthése d’ATP.

Le cytochrome c peut également fixer du NO sur I’héme, c’est sous cette forme qu’il est d’ailleurs
relargué par la mitochondrie lors de I’apoptose [73]|. Nous avons mesuré lors de ce travail de thése
des spectres de dichroisme circulaire statique du cytochrome c en faisant varier les deux parameétres
du fer de 'héme(avec et sans NO) et ( Fe** ou Fe3t) (figh.1)

Il est tres intéressant de voir les changements de CD spectaculaires lorsque ’on passe d’une
forme a l'autre. On peut induire par laser la photodissociation du ligand distal (NO dans le cas
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F1G. 5.1 — Les spectres de CD du cytochrome c

de cytc-NO, ou méthionine dans le cas du cyt sans NO) La difficulté d’une éventuelle expérience
de TRCD est que dans les deux cas, le ligand se recombine en moins de 10 picosecondes. Le
signal di aux changements de conformation est noyé par les effets électroniques. Il est cependant
envisageable de faire ’expérience avec une souche mutante de la protéine qui fixe elle le CO. Dans
ce cas, le phénomeéne de recombinaison est analogue a MbCO.

5.1.2 La guanylate cyclase

Décrivons briévement un des roles de la guanylate cyclase. Au niveau des cellules endothéliales
(cellules tapissant I'intérieur des vaisseaux sanguins), il existe une chaine de réaction permettant
la régulation de la pression artérielle. L’acétylcholine provoque l'entrée d’ions calcium dans la
cellule. Ceci active la NO synthase endothéliale. La concentration en NO augmente dans le milieu.
La guanylate cyclase fixe un NO, elle devient active, et produit du GMP cyclique (cGMP) a partir
de GTP. Ce ¢cGMP induit finalement la relaxation des cellules de muscle lisse entourant I’arteére,
aboutissant & moduler le diamétre, donc la pression artérielle.

On retrouve ici la méme problématique de P'effet allostérique déja rencontré dans HbCO : la
fixation d’'un NO sur I’héme de la guanylate cyclase provoque un changement de conformation
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globale de la protéine permettant ’activation d’un site catalytique, & distance de I’héme. L’his-
tidine distale est ici remplacée par une tyrosine. Des études montrent que la tyrosine distale [74]
et ’histidine proximale sont trés importantes dans ces changements de conformation.

5.1.3 La protéine HRI

HRI signifie Heme Regulated Inducer [75]. Lorsque la concentration en héme diminue, cette
protéine a pour but de stopper la production de réticulocyte. Dans une situation normale, HRI
posséde deux hémes. Lorsque la concentration en héme dans le milieu baisse, HRI perd un de ces
deux hémes. Ceci est alors ’élément qui va déclancher I'arrét de la synthese protéique.

L’héme restant fixe alors un NO, ce qui provoque alors ’autophosphorylation de HRI. HRI
phosphoryle a son tour le complexe EIF,, ceci a pour conséquence de stopper la production d’hé-
matie. La problématique est encore une fois de comprendre par quels mécanismes la fixation du
ligand distal permet de provoquer un changement de géométrie susceptible d’activer a distance la
phosphorylation. De plus, la raison pour laquelle seul le NO active la réaction (et pas le CO) n’est
pas encore connue.
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5.2 L’expérience dans 'ultraviolet
Il s’agit également d’utiliser la source développée dans 'UV. Les projets sont de deux ordres.

Tout d’abord nous souhaitons terminer les expériences dans MbCO. Ensuite, deux projets de
repliement des protéines sont a I’étude.

5.2.1 L’étude de MbCO

F1G. 5.2 — Les spectres de CD de MbCO et de Mb dans 'UV

La comparaison des spectres de CD de Mb et MbCO dans 'UV moyen (Fig. 5.2) montre trés
clairement des différences de signal importantes entre les deux espéces, vers 355 nm et vers 260
nm. La cinétique de ces deux bandes serait donc particuliérement intéressante a mesurer.

L’expérience a 355 nm a été réalisée par Simon [19], en revanche I'expérience a4 260 nm serait
elle inédite. L’interprétation d’une éventuelle dynamique temporelle a ces longueurs d’onde (260 et
355 nm) risque d’étre délicate, car comme nous ’avons expliqué dans la premiére partie, beaucoup
d’éléments différents absorbent a ces longueurs d’onde. Il sera alors trés difficile de déterminer
avec certitude lesquels seront responsables du signal éventuellement observé.

Nous avons également tenté de mettre en évidence des différences de CD entre MbCO et Mb,
dans ’'UV plus lointain, au niveau de la signature des hélices a. La conclusion est que les spectres
présentent bien cette signature, il y a effectivement une majorité d’hélice o dans la myoglobine.
Cependant, nous n’avons pas réussi a voir de différence nette entre Mb et MbCQO. Cette absence
de différence est logique, il y a exactement la méme quantité d’hélices o pour les deux structures.
De plus, ces hélices sont plutot rigides, il n’y a donc pas beaucoup de différences. Nous allons tout
de méme essayer de voir, si d’'un point de vue dynamique, le CD change lors des toutes premiéres
étapes apreés la photodissociation.
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5.2.2 Les expériences modéles de repliement des protéines

Le défi futur est de pouvoir mesurer le dichroisme circulaire d’hélices a en formation afin de
mieux cerner les toutes premiéres étapes du repliement des protéines. Nous devons faire face a
deux gros problémes :

— le repliement d’hélices étudié doit se faire sur des échelles de temps accessibles par un retard

optique, donc moins d’une nanoseconde

— le repliement doit étre inductible optiquement
Le premier point impose donc que 'on se limite a I’étude du repliement de petits polypeptides,
d’une dizaine d’acides aminés. Une étude théorique de Eaton [76] met en évidence un temps
d’enroulement "zipping time" de quelques centaines de picosecondes par acides aminés, pour les
petits polypeptides.

Pour le deuxiéme point, nous donnons a présent deux exemples de systémes modéles qui feront
certainement ’objet du prochain travail de doctorat sur ce sujet. Concernant le développement
théorique indispensable a la compréhension d’éventuels résultats expérimentaux, une collaboration
est envisagée avec le professeur Hirst [77].

1’azobenzéne

Le systéme décrit dans ce chapitre est étudié par le groupe du professeur Wachtweitl de Franc-
fort et le groupe du professeur Zinth de Munich. Ce systéme a été étudié par spectroscopie IR
résolue temporellement 78], mais aussi a deux dimensions [79], également par absorption transi-
toire [16], et par RMN2D [80]. Une collaboration avec le professeur Wachtweitl a été commencée
pendant ce travail de theése.

F1G. 5.3 — La formule de 'azobenzéne

La photophysique de 1’azobenzéne permet d’induire optiquement des changements de géomé-
trie. Cette molécule (Fig. 5.3) existe en effet sous deux isoméres possibles : entre la forme trans
et la forme cis, la distance entre les deux extrémités diminue de quelques Angstroms. Le principe
est alors de venir greffer une petite chaine de polypeptides sur chacune des extrémités d’un dérivé
d’azobenzéne. La synthése consiste & ajouter une fonction carboxylique et une fonction amine
sur la position para des deux azobenzénes, puis a créer deux liaisons peptidiques avec les deux
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extrémités du méme polypeptide. Le polypeptide cyclique n’adopte pas alors la méme structure
secondaire en fonction de ’état cis ou trans de la partie azobenzéne.

Revenons donc sur les caractéristiques de ces stéréoisomeéres.

— Sous la forme trans, 'azobenzéne est plan, le systéme 7 est délocalisé sous I’ensemble de
la molécule. C’est donc la forme thermodynamiquement stable. Cet isomére posséde une
transition n7* vers 440 nm et une transition 7 — 7* dans I’'UV moyen

— Sous la forme cis, il y a une rotation autour de ’axe des deux azotes, la molécule n’est plus
plane, et elle est constituée de deux systémes 7 indépendants. Cette forme est instable. Elle
posséde une transition n7* dans le méme domaine spectral, en revanche, la transition 7 — 7*
est déplacée dans 'UV plus lointain (vers 280nm) a cause de la rupture du systéme 7

Il est possible de passer d’une forme a ’autre par 'absorption d’un photon. On peut soit utiliser
la transition n — 7* soit la transition @ — 7*. Lorsque 'on excite la transition 7 — 7*, on casse
le systéme 7 et on libére la rotation autour de I'axe N-N. Les deux benzénes tournent 'un par
rapport a 'autre pour passer d’un isomere a ’autre.

Lorsque 'on excite la liaison n — 7*, on effectue une inversion du systéme électronique autour
d’un des azotes, ce qui entraine également l'isomérisation. L’excitation de ces deux transitions
permet donc le passage d’un énantiomére a l’autre, mais le mouvement global lors de I'isomérisation
est différent.

Il s’agit a présent de comprendre les conditions expérimentales qui permettent de privilégier
un sens par rapport a 'autre. La forme cis absorbe plus que la forme trans vers 450 nm et la
forme trans absorbe plus que cis vers 350 nm. Donc une illumination continue & 350 nm contribue
a créer une majorité de cis, car la forme trans absorbe plus, donc s’isomérise plus que la forme
cis.

Si 'on souhaite induire optiquement 1’isomérisation cis vers trans, il suffit alors d’envoyer un
rayonnement continu UV, et une pompe laser a 450 nm.

Si 'on souhaite étudier 'isomérisation trans vers cis, il suffit d’envoyer une lumiére visible
continue qui permet d’obtenir une majorité de trans, et d’induire I'isomérisation avec un photon
visible.

On reporte a la figure 5.4 les spectres de CD obtenus pour le polypeptide cyclique RB100.
On remarque pour ce composé que la signature spectrale des hélices a est plus importante dans
la configuration cis que dans la configuration trans, et ceci est compatible avec des mesures de
RMN2D montrant que pour la forme cis, I’hélice est un peu plus formée que pour la forme trans.
On constate également un signal de CD intéressant dans I’UV moyen, correspondant au couplage
entre la chaine latérale du polypeptide et ’azobenzéne.

polyalanine

Le principe est ici d'utiliser le RuTB pour induire le repliement d’un petit polypeptide. Rappe-
lons que sous I"absorption d’un photon visible, ce systéme subit un transfert de charge, un électron
passe du ruthénium et se localise sur un des trois ligands. Il apparait alors un dipole permanent,
entre 5 et 9 debye. Ceci a pour conséquence de stabiliser les hélices a, car elles possédent elles
aussi un dipole permanent.
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5.2 L’expérience dans l'ultraviolet

—CcCIs
20 R TRANS —— hélice alpha
JE N N g cis
s TRANS
CD
0
—— T . T . |
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 190 200 210 220 230
)
Longueur d’'onde

F1G. 5.4 — Les spectres de CD du systeme RB100

L’idée est d’attacher un RuTB au bout d’une chaine d’une dizaine d’alanines, et d’induire
avec une impulsion lumineuse un repliement. Une étude préliminaire [81] montre qu’a ’équilibre,
50% des hélices sont formées, et que sous illumination laser, cette proportion augmente. Il reste a
étudier la faisabilité d’une telle expérience, (niveau de signal, photostabilité, retour de I’échantillon
a 'équilibre...)
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Chap. 5 : Les perspectives

134



Conclusion

Au cours de ce travail de thése nous avons vu qu’une mesure de dichroisme circulaire permettait
d’obtenir des informations sur la géométrie de systémes biologiques. Une expérience de dichroisme
circulaire résolu temporellement est donc indiquée pour suivre des changements de conformation.
Si de plus on utilise la technologie des lasers femtoseconde, on peut suivre des changements de
structure avec une grande résolution temporelle.

La réaction de photodissociation du complexe MbCO peut servir de modéle aux toutes pre-
miéres étapes de leffet allostérique dans I’hémoglobine. L’histidine proximale est considérée comme
le point de passage des transformations du systéme : aprés le départ du ligand, I’héme se "dome"
et vient pousser I’histidine proximale qui & son tour vient pousser I’hélice F. La transformation
se répercute ensuite a I’ensemble du systéme. Diverses expériences ont mis en évidence des temps
caractéristiques entre 10 et 100 picosecondes pour ce méchanisme.

Un calcul détaillé basé sur la théorie de la polarisabilité nous a permis de mettre en évidence
le role crucial de I'histidine proximale dans la détermination du spectre de CD visible. C’est le
résidu le plus proche de I’héme, donc celui qui se couple le plus efficacement, il sera responsable de
la levée de dégénérescence des niveaux (x, y) de I'héme et de 1’équilibre des niveaux initiaux dans
les modes couplés. On constate qu’une rotation de cette histidine modifie notablement 1’allure du
spectre de CD.

Un traitement expérimental approfondi a par ailleurs permis la maitrise des artefacts de di-
chroisme linéaire induit dans les expériences de CD résolues en temps. Un alignement rigoureux
de la cellule de Pockels, un choix pertinent des polarisations de pompe, et un controéle strict de la
polarimétrie des optiques permettent alors d’effectuer une expérience de TRCD sur la myoglobine.
Les résultats obtenus sur une échelle de temps d’une nanoseconde montre que le spectre de CD
passe directement de celui de MbCO a celui de Mb. Ceci est en accord avec les premiers résultats
de diffractions X : la structure 100 ps apreés la photodissociation est trés proche de la structure de
Mb, les changements de CD entre t+100 ps et t+oo sont logiquement négligeables.

Les résultats obtenus sur des temps courts permettent cependant de mettre en évidence une
dynamique a deux étapes : on observe une décroissance du signal sur 10 picosecondes, et une
augmentation sur 100 picosecondes. Cette dynamique est donc interprétée comme liée aux mou-
vements de I'histidine proximale. Ceci permet d’étayer le modéle de changements structuraux
séquentiels. Un résultat comparatif avec la photodissociation de I’hémoglobine permet d’illustrer
que ce mouvement est géné par la coopérativité des autres monomeres du complexe.

Dans l'espoir de pouvoir étudier la dynamique de repliement des protéines, une source laser
ultraviolette a été développée. Le principe est de faire la somme de fréquences entre la sortie d’un
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amplificateur paramétrique optique non colinéaire et un faisceau a 400 nm. On obtient alors une
source laser accordable de 220 nm a 375 nm. Des résultats d’absorption différentielle et de TRCD
ont été obtenus dans le ruthénium trisbipyridyl. Des résultats d’absorption différentielle ont été
obtenus dans le complexe MbCO. L’interprétation ainsi que les mesures complémentaires sont en
cours.

Le but est désormais d’utiliser I’expérience visible pour étudier d’autres hémoprotéines (cyto-
crome ¢, guanylate cyclase et HRI) et I'expérience UV pour étudier la dynamique de repliement
des protéines.
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Annexe A

Le formalisme tensoriel et la moyenne
1sotrope

On considére espace muni d’une base orthonormale (i, i,, @,). Soit deux vecteurs
— 7 A
a=(z,y,2) b=(2",y,7)

On introduit "a tensorielle b" @ ® b la matrice suivante

xx' xy  x
a®b= |y yy yz
zr' 2y zz

/

/

Qui vérifie les trois propriétés suivantes :

2. Bawl=(Ea)b

3. E(a@b).F = (E£.a) (F)

A plusieurs reprises dans ce manuscrit, nous avons effectué une moyenne isotrope. Nous en
détaillons ici le principe. @ et b sont deux vecteurs associés aux directions moléculaires (moment
dipolaire, vecteur entre deux atomes), alors que E et F sont deux vecteurs liés au repére du

laboratoire (champ électrique, magnétique, direction de propagation). Tous les vecteurs (@ , b ,
E | F') sont unitaires. On souhaite donc calculer la quantité

ﬁ@@&é:(ﬁ®(5®

—,

et effectuer la moyenne sur toutes les directions possibles du couple (@,b), c’est a dire sur toutes
les orientations possibles de la molécule. J’insiste sur le fait que b est fixe par rapport a @. Donc
si (@, Uy, U,) est une base vectorielle moléculaire. On peut sans perte de généralité écrire :

a =i, b = cos()il, + sin(a)i,

Et donc bien évidement « est indépendant de 'orientation de la molécule. De maniére strictement
équivalente, on peut introduire la base U, U,, U,, associée aux directions du laboratoire tel que :

E=U, F=cos(¢)U,+ sin(a’)U,
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F1G. A.1 — La définition des angles d’Euler

La matrice de passage P de la base U,,U,, U, a la base i, 4, i, s’écrit alors directement :

stnfcoso cospcosfcosp — sinsing —sinypcostcosp — cosysing
P = | sinfsing cospcostsing + sincose —sinycoslsing + cospcose
cost) —cosysint “+sinysind

Ot l'on a introduit les angles d’Euler qui permettent d’orienter de maniére arbitraire la base
moléculaire par rapport a la base du laboratoire.
La quantité que ’on cherche a calculer est donc :

=53 / / / (Epa) . (FEb) sin(6)dodody

Ot l'on a exprimé chacun des vecteurs dans sa base naturelle. Le facteur 872 s’obtient en rem-
placant I'intégrant par 1. L’étape suivante est de remplacer les vecteurs par leurs expressions, et
dans notre cas, on cherche a intégrer :

7

p'tsind (cosa’ (p''cosa + psina) + sina’ (p*'cosa + p*sina))

ol les p¥ sont les coefficients de P .
L’intégration va alors annuler beaucoup de termes. 6 étant intégré sur |0 7|, tous les termes en
cos, sin.cos., cos.sin?.

1 ou ¢ étant intégre sur [0 27|, tous les termes en cos, sin, cos.sin, cos.sin? ... vont partir. Dans

notre cas, il ne reste que le terme en p'*p'tsin(6). Donc le calcul se termine aisément et il vient

—»—»

! (B.F).(h)

I = gcos(a)cos(a ) =

O»Dli—‘
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La force de la moyenne isotrope est de permettre de regrouper d’un coté les directions molécu-
laires, et de ’autre les directions du laboratoire. Cette formule étant valable pour tout E et pour
tout F', on a bien :

— — = — 1 — = — —
(E.Ez’) <Fb> (G.5> — S(BF x G).(a5x )
La moyenne isotrope pour 4 et 5 moments est tres utilisée pour ’activité optique non linéaire.
Pour plus de détail nous renvoyons le lecteur a I'ouvrage écrit par Wagniére [82]
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Annexe B

Le couplage quadripolaire électrique

Le but de cette section est de montrer que la moyenne isotrope annule I'effet du quadripole
électrique. Nous nous appuierons sur les notions introduites au début de la section 2 et de ’annexe
1. Nous considérons ’'Hamiltonien d’interaction lumiére-matiére complet, c’est a dire que 'on tient
compte de l'interaction dipolaire électrique, dipolaire magnétique, et quadripolaire électrique :

A= —dB-mB-0:VE

Il est important de noter qu’il n’y a pas de chapeau sur le V car celui-ci n’agit que sur le champ
électrique et pas sur I’espace de Hilbert. L’opérateur quadripolaire électrique s’écrit :

QZ —d®d= —ZTZ‘@)T]'
o irj
Ceci permet de réécrire proprement ’Hamiltonien quadrupolaire électrique

~Q:VE=-23 R [(%Y) E]

Z7]

Je rappelle I'équation 3.3

1 TreHes TepH pe
—— . + .
h - Wep —w —tl'ey  wep +w+il'es

Il s’agit ici de ’appliquer a 7= J; en se limitant a I’Hamiltonien quadripolaire électrique car
les autres termes ont été étudiés au début de la section 2.
il vient donc en négligeant le terme non résonnant :

Jluad_lz deles : VE
ok . Wep —w —tl'ey

Q.s est une matrice 3 par 3, donc nous pouvons sans perte de généralité la décomposer en une

somme de 3 matrices de rang 1 :
i=3

Qep =Y i @ v

i=1

- 1 — > @ @I VE
dawaed — — dpe—L i
ﬁz fwef—w—z'l“ef

e,
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L’énergie déposée dans le milieu par le processus quadripolaire 6 = I m(aﬁ?““d.ﬁ*) est donc une
somme de termes de la forme :

(dfe. E*) (T V) (@ .E)

On a donc bien 3 directions moléculaires, 3 directions associées au laboratoire. La moyenne iso-
tropique de cette expression est donc nulle d’aprés la premiére annexe car on fait apparaitre le
produit vectoriel de E avec lui méme.
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Annexe C

Les régles de somme de
Thomas-Kuhn-Reiche

Le but de cette section est de redémontrer les régles de somme pour les forces d’oscillateur et
les forces de rotation. Par souci de lisibilité, nous omettrons les fléches sur les vecteurs.

Les régles de somme pour les forces d’oscillateur Nous commencerons par le cas ou seul
un électron est impliqué dans 'opérateur dipolaire électrique. On a donc :

L’Hamiltonien du systéme isolé s’écrit :
~)
73 p
H'="—+4V
o T V(@)

Retrouvons rapidement 1’expression des commutateurs usuels :

75 = ??6 - %6?: ih
FR)=2ump  [RE]="5

Considérons 2 niveaux d’énergie E; et E,, H'le >= E.le > , H|f >= E.|f > . Ceci permet
donc d’écrire :

< elplf >= = < el [, ) |f >= 2 (B - E.) < efflf > (C.1)
i i
Ceci permet de réécrire la force d’oscillateur de maniére plus simple :

2We pm 2 N
fre="Fp~ < fldle >< eld|f >= = < fIFle >< e[plf >

mais on peut tout aussi bien écrire :
2 -
fre === < flple >< efflf >
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Il s’agit maintenant de vérifier la régle de somme de Thomas-Kuhn-Reiche pour les forces d’oscil-

gffe = % < fI7] (;'6 >< e|> plf >

Le systéme étant fermé, on a la régle de fermeture :

lateur :

If ><fl+) le><el=1
soit en remplacant :

S fre= = < RIS >~ < FIFIf >< FIBIF >

S fre= = < JIFUf > 4o < fIBIS >< fI7F >

soit en faisant la demie somme de ces deux relations :

.
2 Jre= g <SRRI >=1

la généralisation a N électrons est immédiate :

M =
3,

N N

N N N R N R ~ 1

D = —eR R:E T P:E Dj H:% S+
j=1 j=1 =1

<
Il

Deux opérateurs de deux électrons différents commutent, et s’il s’agit du méme électron, on a les
mémes relations que pécédemment. On a donc :

RP|=Nm  [RA]- gﬁ

La suite de la démonstration est rigoureusement identique :

foe:N
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Les régles de somme pour les forces de rotation
N N . X
D= —eR R = T P = Dj M=——Y) 7, XD;
; j ;p] om ; j X Dj

Le point important de cette démonstration est de vérifier que D commute avec M, ce qui
revient a vérifier que 7; commute avec 7; X p; . Il suffit de I’écrire pour s’en convaincre :

3 9
T ya — Za_y
ri.(rixp)=1vy]|-. z% — x% = (13 X ;)13
) )
< Y3: — %oz
On a donc le résultat annoncé :
[DM}:O

La force de rotation du niveau e-f s’écrit :

Re; = Im(< f|Dle >< e|M|f >)

Comme M est imaginaire pur hermitien et que D est réel symétrique, il vient :

Ry = —Im(< f|Mle >< ¢|D|f >)

De maniére analogue a la section précédente, on utilise la relation de fermeture, et il vient :

S Ry =< fIDM|f > — < f|ID|f >< f|M]|f >

S"Rey = — < fIMD|f > + < f|M|f >< fID|f >
Soit en faisant la somme des deux derniéres relations :

2§:Rﬁ=<fﬂﬁﬂﬂu>:0 (C.2)
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