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Introduction

Le transfert de ligands — ou de petites molécules telles que O, NO, CO, CN... —
dans les hémoprotéines est un processus au coeur de nombreuses fonctions biologiques: sto-
ckage et transport de ligands, catalyse enzymatique, voire encore détection de ligands. Une
compréhension détaillée de ce mécanisme est donc cruciale pour élucider les principes et la
mécanique a I’ceuvre dans 'accomplissement des taches essentielles a la vie réalisées par ces
hémoprotéines communes a de tres nombreux organismes.

L’aptitude de ces protéines a accomplir leur fonction s’appuie en particulier sur I'aptitude
de ces protéines a

— discriminer les différents ligands par un acces sélectif a leur site de liaison : I’heme;
— transférer de fagon réversible le ligand de la poche de ’héme vers le solvant.

Les différentes étapes du transfert de ligand ont lieu a des échelles de temps couvrant
plusieurs ordres de grandeur. Les étapes les plus rapides s’accomplissent a 1’échelle de
temps des mouvements des atomes, c¢’est-a-dire a ’échelle femtoseconde. Nous nous sommes
intéressés au cours de cette these aux premieres étapes de ce transfert de ligands. Ces étapes
correspondent a l’événement initial, localisé sur I’heme auquel ’ensemble de la protéine
va répondre: la dissociation du ligand de I'heme. Dans cette étude, I'utilisation d’impul-
sions femtosecondes permet d’obtenir une grande richesse d’informations sur les mécanismes
moléculaires impliqués dans ces processus qui peuvent étre a 'origine de 'extréme efficacité
de la fonction de la protéine.

Les configurations expérimentales proposées et mises au point dans cette these devraient
permettre d’acquérir des informations précises sur les mécanismes se déroulant dans toutes les
hémoprotéines. Nous avons choisi de montrer leur intérét dans la myoglobine, une hémoprotéine
tres étudiée et facilement disponible. La fixation du ligand CO a son site actif est bien ca-
ractérisée, a la fois lorsque le ligand est 1lié au Fer de 'heme et lorsque ce méme ligand se
trouve toujours dans la poche de I’heme dans un site spécifique appelé <docking sites.

Le processus de dissociation et de transfert dans la carboxymyoglobine a déja été étudié
par diverses techniques. Cependant, malgré les nombreuses données qui existent déja sur le
transfert de ligand dans la carboxymyoglobine, les premieres étapes de la dissociation et du
transfert du ligand restent méconnues. Nous avons donc choisi d’utiliser une configuration
expérimentale qui nous permette d’avoir acces aux premiers instants qui suivent la dissocia-
tion du ligand. Notre montage expérimental femtoseconde utilise une pompe visible ainsi que
des impulsions dans I'infrarouge moyen qui sondent le transfert de ligands. L utilisation d’im-
pulsions infrarouges nous permet d’étre directement sensible aux propriétés vibrationnelles
du ligand. La sensibilité de la vibration du ligand a son environnement, a sa position dans la
cage protéique et aux différentes liaisons qu’il peut établir fait du domaine moyen-infrarouge
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une zone spectrale tres intéressante, capable d’obtenir des informations tres directes sur le
ligand au cours de son transfert.

Cependant, la finesse des raies vibrationnelles du CO rend difficile 'obtention d’une
information a la fois spectrale et temporelle lorsque la dynamique observée est plus rapide
que le temps de déphasage de la vibration. Pour contourner cet obstacle, nous avons, d’une
part, utilisé une premiere configuration expérimentale dans laquelle ’absorption est intégrée
spectralement et d’autre part, mis en place une deuxieme configuration expérimentale dans
laquelle le champ émis par le ligand au cours du transfert est directement mesuré.

La premiere configuration expérimentale a permis d’observer un effet inattendu: une
décroissance progressive de la force d’oscillateur du ligand CO suite a sa dissociation. Cette
force d’oscillateur pourrait étre un indicateur de sa position a l'intérieur de la poche de
I’heme. La deuxieme configuration qui permet d’accéder au champ émis par le CO en am-
plitude et en phase devrait donner des informations plus completes sur la force d’oscillateur
et la fréquence instantanée du ligand.

Le chapitre [1] introduit le transfert de ligands dans les hémoprotéines, en particulier
dans les protéines de type globine telles que la myoglobine. Il présente les caractéristiques
infrarouges du ligand CO sur lesquelles sont basées nos expériences et rappelle les expériences
déja effectuées dans la carboxymyoglobine.

Le chapitre [2], théorique, présente le formalisme de la réponse linéaire non-stationnaire
sur lequel est basé le modele que nous utilisons pour réaliser les simulations de nos résultats
expérimentaux.

Le chapitre |3| est motivé par la compréhension des effets de polarisation perturbée et leur
manifestation dans différentes configurations expérimentales. Il étudie la fonction de réponse
linéaire non-stationnaire sous un aspect spectral et spectro-temporel.

Le chapitre [4] présente le montage expérimental que nous avons utilisé pour réaliser nos
expériences ainsi que les innovations apportées au cours de ce travail.

Le chapitre [5| présente les résultats expérimentaux que nous avons obtenus sur le transfert
du ligand CO dans la myoglobine, ainsi que leur interprétation a la lumiere des simulations
et de résultats précédemment obtenus.



Chapitre 1

Transfert de ligands dans les
hémoprotéines

Ce chapitre détaille le cadre dans lequel se placent les expériences que nous avons menées
dans ce travail. Nous présentons succinctement les hémoprotéines (section et nous ap-
profondissons le cas de la myoglobine, systéeme protéique modele tres étudié que nous avons
utilisé dans nos expériences (section . Nous présentons ensuite les caractéristiques du
transfert de ligands dans la myoglobine (section et les caractéristiques spectrales de
la carboxymyoglobine sur lesquelles nous nous appuyons pour réaliser nos expériences (sec-
tion ; Nous présentons en particulier les modifications des propriétés vibrationnelles
du ligand au cours du transfert. Nous rappelons ensuite les expériences déja effectuées dans
la myoglobine utilisant la vibration du CO dans le moyen infrarouge pour étudier le transfert
de ligands (section [1.1.5)).

Nous détaillons ensuite (section les différentes expériences que nous avons effectuées
et envisagées au cours de ce travail de these.

1.1 Transfert de ligand dans les hémoprotéines

1.1.1 Hémoprotéines

Les hémoprotéines sont des protéines qui possedent un ou plusieurs groupements ap-
pelés hemes. L’heme est enchassé dans le squelette polypeptidique de la protéine auquel il
est hé.l__f] Ce constituant non-protéique (il n’est pas composé d’acides aminés) joue un role
primordial dans la fonction de 'hémoprotéine qui le contient et en constitue un des sites
actifs importants. C’est une molécule plane (une porphyrine) au coeur de laquelle se trouve
un atome métallique (Fer) entouré de quatre atomes d’Azote (voir figure [1.1)). Cet atome
métallique est a la base de la chimie variée dont I’heéme est capable. C’est en liant différentes
petites molécules que nous appellerons ligands: Oy, CO, NO, CN... ou en changeant ses
états d’oxydation et de spin que 'atome central de I’héme va permettre a la protéine qui
le contient d’accomplir sa fonction: stockage et transport de ligands pour la myoglobine et

1. Pour désigner les parties non protéiques qui, comme I’héme, interviennent dans la fonction des protéines,
le terme de cofacteur, ou encore de groupement prosthétique est employé.
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I’hémoglobine, transport d’électrons dans le cas du cytochrome c, catalyse enzymatique pour
la cytochrome ¢ oxydase, production de molécules de signalisation (NO) pour la NO-synthase
et encore détection de ligands par les senseurs a heme bactériens FixL et Dos (O3) ou la
guanylate cyclase soluble (NO). Cette liste non exhaustivdﬂ donne une idée du large éventail
des fonctions connued”| des hémoprotéines.

Dans toutes ces hémoprotéines, la gestion de 'entrée et de la sortie des ligands du site
de liaison du ligand se fait de fagon adaptée a leur fonction. Par exemple, dans FixL, Dos
et la guanylate cyclase, la dissociation du ligand physiologique CO et NO, est suivie d'une
recombinaison rapide (fonction détecteur de ligand) , alors que dans la NO-synthase, la
dissociation du NO est suivie d’'un départ vers l'extérieur de la protéine (fonction synthese
de ligand pour une utilisation autre part) ﬂ§|] Ce «trafic> de ligand a donc un role essentiel,
intimement lié a la fonction a accomplir. Dans le cas de la cytochrome ¢ oxydase, une
participation de mouvements concertés de I’environnement protéique au transfert de ligand
a méme été démontrée [7,[3].

Fic. 1.1 : L’héme : 'atome de Fer central est lié a quatre atomes d’Azote. Cette
structure laisse vacants sur le Fer deux sites de coordination placés de part et d’autre
du plan de I’héme. Cette figure a été réalisée avec le logiciel Rasmol a partir de la
structure 1ABS de la myoglobine (Brookhaven Protein Data Bank).

Si ’heme, par 'intermédiaire de son atome métallique central, est tres réactif, il ne possede
pas a lui seul les qualités de sélectivité chimique qui permettent de rendre compte de la
diversité des fonctions accomplies par les hémoprotéines. Le role de la chaine polypeptidique
est donc lui-aussi essentiel: il va canaliser le potentiel réactif de 'heme pour assurer la
spécificité de la réaction chimique nécessaire a la fonction de I’hémoprotéine ﬂg[]

La charpente polypeptidique protege le cofacteur hémique du solvant en créant autour de
I’héme un arrangement spatial particulier d’acides aminés dédié a la fonction de la protéine:
la poche de I’héme. C’est seulement lorsqu’il est spécifiquement inséré dans la matrice
protéique qui module ses propriétés que ’heme est rendu biologiquement fonctionnel. Par
exemple, l'affinité du CO pour un heme en solution est 25000 fois supérieure a celle de

2. Ces protéines font l'objet d’études au Laboratoire d’Optique et Biosciences.

3. Toutes les fonctions des hémoprotéines ne sont pas déterminées; c’est le cas en particulier de la cy-
toglobine [1] et de la neuroglobine . Tres récemment, un nouveau role de I’heme dans la régulation des
canaux Potassium a été découvert [3].
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I’O5. Ce rapport est réduit a 250 pour un heme placé a l'intérieur de la protéine. Cette
modification d’affinité relative permet aux hémoprotéines de ne pas fixer le CO produit de
facon endogene pendant la dégradation de l’héme.E] L’enzyme cytochrome c oxydase, dont le
role dans la chaine respiratoire est de réduire 'O, en eau en utilisant les électrons apportés
par le cytochrome c, place un atome de Cuivre face a I’atome de Fer central de ’heme. Cet
atome de Cuivre pourrait jouer le role d’une porte d’entrée sélective pour les ligands pouvant
se fixer sur le Fer.

1.1.2 La myoglobine

La myoglobine et sa proche parente I’hémoglobine, sont des protéines tres étudiées. Toutes
deux sont des protéines modeles dans 'étude du transfert de ligands. Ce sont les premieres
protéines dont la structure tridimensionnelle a été résolue par diffraction de rayons X [10,/11].

L’hémoglobine est une protéine constitué de quatre sous-unités de globine qui possedent
chacune un heme; ces sous-unités possedent chacune une structure tridimensionnelle tres
proche de celle de la myoglobine [12]. L’hémoglobine réalise le transport d’O, dans 'orga-
nisme en modulant son affinité pour 1’0O4 selon son environnement. Ce changement d’affinité
de la protéine s’appuie sur le fonctionnement concerté de ses différentes sous-unités: ce
mécanisme a servi de modele au développement du concept de coopérativité [13] dans les
systemes protéiques.

L’hémoglobine est aussi un des premiers systemes dans lequel nous possédons une descrip-
tion de la base mécanique qui donne a la protéine son caractere allostérique [14] ; ¢’est-a-dire
sa capacité a changer d’activité par une modification conformationnelle sous l'effet de la
liaison d’un effecteur, en 'occurrence la liaison avec le ligand Os.

La myoglobine sur laquelle nous nous concentrons maintenant, est un systeme protéique
modele. C’est une protéine monomeérique qui ne possede pas la structure quaternaire nécessaire
a la fonction <complexes> de 'hémoglobine (coopérativité). Elle se trouve principalement
dans les muscles et permet le stockage d’oxygene au voisinage des mitochondries. Récemment,
un role dans I’élimination du NO lui a également été attribué [15]/16].

La myoglobine (figure est une protéine compacte de dimensions ~ 4.5 x 3.5 X 2.5
nm?, comportant 153 acides aminés, de poids moléculaire 17.2 kD. Elle est constituée de
huit hélices a (désignées par les lettres A a H) repliées autour de ’heme. Ce type de chaine
polypeptidique est appelé globine. Plus que la seule homologie de séquence relativement
faible entre les différentes types de globines, c’est la conservation d’une structure tridimen-
sionnelle (globin fold) composée d’hélices o qui place ’héme au milieu de résidus non polaires
et d'un nombre restreint (~10) de résidus clés tres bien conservés qui caractérisent la chaine
polypeptidique de la superfamille des globines.

La nomenclature (commune aux globines) nomme les résidus selon I’hélice dans laquelle
ils se trouvent (E7 désigne par exemple le septieme acide aminé, compté du co6té N- vers
le coté C-terminal, de la cinquieme hélice)E] Dans le cas d'une protéine particuliere, I'acide

4. Ce rapport est tout de méme suffisant pour faire de CO un poison provoquant ’anoxie.
5. Les résidus se trouvant dans les <coudes> entre deux hélices sont nommés d’apres les deux hélices
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N-term.

Myoglobine

Fi1Gc. 1.2 : Structure de la myoglobine de cachalot. Huit hélices o entourent I’héme
dans une structure globin fold. Les trois résidus F8, E7 et CDI1 explicitement
montrés sont extrémement bien conservés parmi toutes les globines. Cette figure
est reproduite de la référence .
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aminé est aussi spécifié par sa position dans la chaine polypeptidique ; ainsi, dans le cas de
la myoglobine, E7 est une histidine appelée His® [12,[18][19].

Le gene qui code cette chaine polypeptidique est constitué de trois exons:
— un exon N-terminal codant pour les résidus 1 a 30;

— un exon central codant pour les résidus 31 a 105;

— un exon C-terminal codant pour les résidus 106 a 153.

L’exon central code pour la plupart des résidus présents dans la poche de I’heme, il consti-
tue la quasi-totalité du fragment 32-139 de la myoglobine appelé <mini-myoglobine> qui
est une forme capable de lier des ligands de fagon réversible. Cependant, les changements
conformationnels liés a la liaison d'un ligand sont trop importants pour faire de cette
<mini-myoglobine> une forme fonctionnelle. Les fragments C- et N-terminal ont pour role
d’amortir la forte réponse conformationnelle de cette sous-unité et d’atteindre la <masse
critique> nécessaire a 'activité biologique de la myoglobine [20].

Tous les résidus se trouvant a l'intérieur de la myoglobine sont des résidus non polaires
[12], & I'exception de deux histidines jouant des roles importants (voir figures [1.2| et [1.3)) :

— Dhistidine 93 (His?) dite proximale (F8) qui est liée de facon covalente au cinquieme
site de coordination du Fer de I'heme (voir figure . Cette histidine fait partie des
résidus clés conservés dans la chaine de globine. Dans le cas de ’hémoglobine, cette his-
tidine proximale (F8) joue un role particulierement important. C’est par I'intermédiaire
de ce résidu que se répercutent sur la chaine polypeptidique les modifications conforma-
tionnelles de I'heme (passage de la porphyrine d’une forme en dome a une conformation
plane) associées a la présence d’'un ligand sur le Fer;

— T’histidine 64 (His®!) dite distale (E7). Cette histidine n’est pas liée au Fer mais est
située en face du sixieme site de coordination de I’heme, le site de fixation du ligand.
C’est le résidu en plus forte interaction avec le ligand fixé sur I’heme. En particulier,
la liaison hydrogene que cette Histidine établit avec le ligand vient influencer les ca-
ractéristiques vibrationnelles du ligand [21}22]. His% joue strement un grand role dans
la capacité de la myoglobine a discriminer entre le poison CO et 1'Oq utile [23}24].

Ainsi s’esquisse, de I'heéme jusqu’a la protéine entiere, une hiérarchie de structures (heme—

poche de I'heme-protéine entiere) qui permettent, selon I'image du protein-quake 25|, de
répercuter de maniere controlée, a 1’échelle globale de la protéine, des modifications locales
se déroulant sur I'heme, a 1’échelle atomique.

1.1.3 Transfert du ligand CO dans la myoglobine

Le passage des ligands du site de ’heme au solvant et la discrimination des ligands
site de fixation font partie intégrante du mécanisme a la base de la fonction de beaucoup
d’hémoprotéines. Nous nous sommes donc intéressés a ce mécanisme dans le cas de la myo-
globine et nous avons utilisé le CO comme ligand. Le périple du ligand de la poche de 'heme
jusqu’au solvant illustre bien qu’a la hiérarchie d’échelles spatiales précédemment décrite

adjacentes (par exemple CD1 est le premier résidu du <coudes qui sépare les hélices C et D).
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correspond une hiérarchie d’échelles de temps. Apres dissociation du Fer de I’heme, le CO
va sortir de la protéine en passant par une série d’étapes intermédiaires.

— A Téchelle ps et ns, le CO dissocié se trouve dans un site a l'intérieur de la poche
de I'héeme: le <docking site> [26]. Ce «docking site> a été identifié comme étant
constitué des résidus Leu29, Val68 et 1le109 [27]28](figure [1.3).

— A Téchelle ns et us, le CO quitte le «<docking site> et la poche de 'heme pour trouver
son chemin a travers la protéine en passant par des cavités formées par le squelette
protéique (dénommées Xel a Xed) [29,30,31].

— Enfin, I’échelle ms correspond a la sortie du ligand de la protéine [28].

Nos expériences étudient la toute premiere étape du passage du ligand de I’héme jusqu’au
solvant et nous emploierons le terme de transfert de ligand pour désigner le transfert du li-
gand du Fer de 'heme au <docking site>. Cette premiere étape a lieu a ’échelle de quelques
centaines de femtosecondes.

1.1.3.1 Méthode expérimentale

Pour suivre ce transfert, nous utilisons des impulsions laser femtosecondes. Celles-ci nous
permettent de suivre la dissociation du ligand par I'intermédiaire des changements d’absorp-
tion associés au transfert. Ces expériences font intervenir deux domaines spectraux distincts :

— Nous utilisons une impulsion a 400 nm dans le domaine visible pour initier le transfert
de ligand, par la rupture de la liaison Fe-CO. Cette impulsion femtoseconde est dite
impulsion de pompe. La rupture de la liaison Fe-CO suite a une excitation électronique
de I'héme s’effectue de fagon quasi-instantanée (< 50-100 fs) d’apres les expériences
d’absorption résolues en temps effectuées dans le visible [32}33]34,35,36].

— Nous utilisons ensuite dans différentes expériences des impulsions dans le domaine

infrarouge autour de 5 ym qui correspond au domaine de la fréquence vibrationnelle
du CO. Au cours de son transfert de I’heme jusqu'au <docking site>, les propriétés
vibrationnelles du CO vont étre modifiées, par exemple, la fréquence vibrationnelle
du CO dépend du site de fixation [26,37]. Cette fréquence est également influencée
par les résidus environnants de la poche de I’heme, par I'intermédiaire de la formation
de liaisons hydrogenes [22] et plus généralement par le champ électrique local du a
'environnement protéique [38},39,/40,41]. Ces modifications entrainent le changement
des propriétés optiques de I’échantillon dans l'infrarouge grace auxquelles nous pouvons
suivre I’évolution du ligand.
Cette impulsion est I'impulsion sonde infrarouge des expériences pompe-sonde. L’uti-
lisation d’impulsions infrarouges permet d’étre directement sensible aux propriétés du
ligand, contrairement aux expériences utilisant une sonde dans le visible qui ne sont
sensibles qu’a ’état électronique de I’heme. Nous présentons a la section différentes
expériences qui utilisent des impulsions infrarouges pour obtenir des informations sur
le transfert du ligand.

L’utilisation du CO a la place du ligand physiologique O facilite I’étude du transfert de
ligand. Pour nos expériences, il possede un avantage crucial par rapport a I’Os : I'absorption
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infrarouge du CO est beaucoup plus forte que celle de 'O, (ou de NO). Par ailleurs, le ren-
dement quantique (quantum yield) du processus de dissociation est de 1: un ligand CO est
dissocié par photon visible absorbé [35].

Le CO, gaz toxique, n’est a priori pas un ligand physiologique pour la myoglobine,
I’hémoglobine et la cytochrome ¢ oxydase. Néanmoins, un role physiologique pour ce gaz
capable de diffuser a travers les membranes cellulaires vient d’étre découvert chez les mam-
miferes [42,43]. D’apres ces publications récentes, le CO, qui est produit pendant la dégra-
dation de I’héme, inhibe la liaison sur 'ADN d’un facteur de transcription qui régule I'ex-
pression d’une centaine de genes dont une partie intervient dans le cycle circadien. Cette
découverte vient s’ajouter a celle d’'une protéine-senseur de CO, appelée CooA [44/45], dans
la bactérie Rhodospirullum rubrum ainsi qu’a celle d’'un role de neurotransmetteur pour le
CO qui, comme le NO, se lie sur ’heme de la guanylate cyclase pour moduler son activité
catalytique et la production de cGMP (guanosine 3’,5’-monophosphate) [46].

1.1.4 Spectres d’absorption visible et infrarouge de la carboxy-
myoglobine

1.1.4.1 Absorption visible

Le spectre visible de I'héme est représenté a la figure [1.4] il comporte deux bandes d’ab-
sorption: la bande de Soret située autour de 400 nm et la bande Q (500-600 nm). C’est
par I'intermédiaire de la bande de Soret, due a une transition électronique 7-7* de I'heme,
que nous déclenchons le transfert de ligand: en utilisant cette transition, une impulsion de
pompe a 400 nm porte ’heme dans un état électronique excité se trouvant sur une surface
de potentiel dissociative pour la liaison Fe-CO. De méme, il est aussi possible de s’appuyer
sur I’absorption de la bande Q pour initier la dissociation.

Nous utilisons aussi le spectre d’absorption visible pour caractériser nos échantillons.

Le spectre d’absorption visible du systeme d’électrons m de I’héme est sensible a 1’état
d’oxydation du Fer ainsi qu’a la fixation de différents ligands. Les expériences qui utilisent
une sonde dans le visible sont donc tres sensibles a 1’état de ’heme et a la présence d'un ligand
fixé sur le Fer. Cependant, les informations qu’une telle sonde peut obtenir sur un ligand
non fixé a ’heme sont plus limitées. L’apport d'une sonde infrarouge est donc de pouvoir
donner des indications tres directes sur le ligand non lié a ’héme, pendant le transfert de
celui-ci vers le <docking site> par exemple.

1.1.4.2 Le domaine infrarouge

Autour de 5 um, la vibration du CO est clairement identifiable. En effet, la raie d’ab-
sorption du CO se situe en dehors des bandes d’absorption infrarouges liées au squelette
polypeptidique (bandes amides I et II) [48]. Lors de son transfert de son site de fixation
covalente sur ’heme au <docking sites, les caractéristiques vibrationnelles du CO sont for-
tement modifiées. En particulier, la force d’oscillateur et la fréquence de résonance du CO
est modifiée au cours du transfert.
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F1a. 1.3: Détail de la poche de I’héme de la carboxymyoglobine (cachalot). Le CO
est fixé sur le Fer central de ’héme. Les atomes d’Oxygene (en rouge) et d’Azote (en
bleu) sont distingués. Du c6té proximal, Le Fer est lié de fagon covalente a I’histidine
93 de I'hélice F. Le ligand CO est lié du coté distal du plan de I’heme. Trois positions
de la méme histidine (His®*) distale sont données, elles correspondent, d’aprés ,
aux trois conformations As, Ay et Ay qui se distinguent dans le spectre infrarouge de
la carboxymyoglobine (voir ﬁgure. Les trois autres résidus (Ile'*", Val®® et Leu® )
représentés forment le «<docking site> ot le CO vient se loger apres dissociation de
I’héme. Cette figure a été réalisée avec le logiciel Rasmol a partir de la structure
1A6G de la Brookhaven Protein Data Bank.
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Fi1G. 1.4 . Spectres d’absorption dans le domaine visible de déoxymyoglobine et
carboxymyoglobine. Le spectre de carboxymyoglobine est caractérisé par une bande
Q (500600 nm) structurée et par un décalage du maximum de la bande B (bande
de Soret) vers le bleu d’environ 15 nm par rapport au spectre de la forme deoxy de
la myoglobine dans laquelle le Fer est réduit (Fe(Il)) et qui ne contient pas de CO
(bleu).

a Etats A: CO 1ié A I’héme Lorsque le CO se trouve sur le site de fixation de 'heme, il
présente une absorption autour d’une bande principale & vy = 1945 cm~!. Cette absorption
est constituée de trois différentes bandes appelées Ay, A; et As centrées respectivement
& 1965, 1945 et 1930 cm™! [49] et observables figure [L.5] Ces différentes sous-bandes sont
attribuées a des conformations différentes de la carboxymyoglobine. Elles ont été attribuées
a différentes positions de I'histidine distale polaire qui module la rétroliaison = (7w back-
bonding) des électrons du Fer au CO. La conformation qui donne lieu a la bande A; est la
plus peuplée (~60%) alors que les deux autres conformations sont présentes seulement pour
20% chacune [47].

Lorsque le CO est lié a I'heme, il est orienté, a quelques degrés pres, (voir figure
selon la normale au plan de I'heme [50].

b Etats B:le <docking site> Le CO sur le «docking sites (voir ﬁgureet ﬁgure
possede une bande d’absorption autour d’une bande principale & vg = 2130 cm~!. La force
d’oscillateur du dipole du CO diminue alors considérablement et vaut 3—14 de la force d’oscil-
lateur du CO lié au Fer [26]. Ce «docking-sites [26,27] a été identifié [51}28] comme étant
formé de trois résidus montrés figure (Val® Leu® et I1s'7).

Lorsque le CO se trouve sur le «docking sites, il possede un dipdle contenu, a quelques
degrés pres, dans un plan parallele au plan de 'heme et perpendiculaire a sa direction initiale.
Deux raies d’absorption, décalées spectralement ont été observées (voir figure . Elles ont
été attribuées a deux orientations opposées du ligand dans le «docking site> [52].

¢ Rétroliaison 7 (7 back-bonding) Ce mécanisme joue un role important dans les
caractéristiques vibrationnelles du CO lorsqu’il est lié au Fer. La rétroliaison 7, dont le
mécanisme est illustré figure [1.7] est un mécanisme dans lequel le Fer transfere des charges
au ligand CO: I'hybridation de l'orbitale d, du Fer (métal M de la figure) avec l'orbitale
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Fia. 1.5 : Spectre infrarouge des états A de la carboxymyoglobine (cette figure
est extraite de [21]). I s’agit d’un spectre infrarouge de la carboxymyoglobine (che-
val) mesuré a 298 K (pH=7). La déconvolution de ce spectre fait apparaitre les
différentes sous-bandes de I'absorption du CO qui sont dues a différentes conforma-
tions de la protéine.
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FiG. 1.6 : Spectre infrarouge des états B de la carboxymyoglobine (cheval) 10
ps apres photodissociation. Le spectre des états B fait apparaitre deux bandes Bl
(a 2131 cm™!) et B2 (a 2121 cm™') correspondant a deux orientations différentes
du CO au <docking site> . L’absorption intégrée spectralement est beaucoup
plus faible, d’un facteur 34 @] que l’absorption intégrée des états A correspon-
dants au CO fixé sur le Fer. Les deux courbes expérimentales correspondent a deux
polarisations différentes de la sonde. Cette figure est extraite de la référence .
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antiliante 7* du CO stabilise la liaison Fe-CO. La liaison CO est alors affaiblie par le peu-
plement de cette orbitale antiliante. Ceci a en particulier comme conséquence de diminuer
la fréquence de vibration du CO lié au Fer par rapport a la fréquence du CO libre.

Ecole Polytechnique - Cours F. Mathey
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F1c. 1.7: L'orbitale d, du Fer dans notre cas (ici le métal M) posséde avec I'orbitale
m* du ligand CO un fort recouvrement. La rétroliaison 7 consiste en un transfert
d’électrons du Fer vers le ligand qui stabilise la liaison Fe-CO. Comme l'orbitale
7 du ligand posséde un fort caractere antiliant, la liaison C-O est affaiblie par la
liaison avec le Fer. Il s’ensuit une augmentation de la distance C-O et une baisse
de la fréquence de résonance du CO lorsque celui-ci est lié au Fer. Cette figure est
extraite de la référence [53].

La rétroliaison 7 permet de rendre compte qualitativement du changement des caractéris-
tiques vibrationnelles entre un CO libre sur le <docking site> et un CO lié au Fer. Elle ex-
plique le changement de fréquence vibrationnelle du CO ainsi que les différentes fréquences
de résonance entre les différents sous-états A par une modulation de cette rétroliaison par
les différentes positions de His® polaire [47].

L’intérét du domaine infrarouge est de disposer de marqueurs spectroscopiques bien iden-
tifiés. La finesse des raies vibrationnelles en fait un outil d’analyse précis. Cependant, cette
méme finesse (temps de déphasage picoseconde) va aussi étre la cause d’effets de cohérence
dans les expériences résolues spectralement utilisant des impulsions femtosecondes. Ces effets
de cohérence sont discutés au chapitre
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1.1.5 Expériences précédentes

Si les spectres d’absorption infrarouge statiques sont utilisés couramment pour la ca-
ractérisation des protéines, peu d’équipes disposent en revanche des moyens nécessaires a la
réalisation d’expériences résolues en temps dans l'infrarouge moyen. Les résultats disponibles
ont été obtenus soit avec une résolution temporelle qui n’était pas suffisante [54] soit avec
des expériences résolues spectralement [52,26] qui ne permettent pas de suivre les premiers
instants suivant le déclenchement de cette réaction de dissociation et de transfert de ligand
car un spectre possédant des structures spectrales fines ne peut étre obtenu avec la résolution
requise en un temps aussi court.

Comme mentionné précédemment, les expériences résolues en temps dans le visible ren-
seignent sur les transitions électroniques de ’heme et ne donnent que des informations indi-
rectes sur le devenir du ligand. Dans certains cas néanmoins, ces expériences peuvent contenir
des informations de type vibrationnel liées au déclenchement d’'une cohérence vibrationnelle
par la pompe [55,56,57]. Toutefois, ces expériences ne sont pas directement sensibles a la
vibration du CO et font intervenir des modes de plus basses fréquences.

1.2 Configurations expérimentales

Nous avons envisagé et mis en place des expériences de plusieurs types pour étudier le
transfert de ligand. Toutes utilisent la méme impulsion visible pour initier le transfert en
rompant la liaison entre le ligand CO et 'heme. Deux classes d’expériences nous intéressent,
des expériences pompe-sonde et des expériences de détection du champ émis.

1.2.1 Expériences pompe-sonde

intégrées spectralement Dans ces expériences, la variation d’intensité transmise a travers
I’échantillon d’une impulsion sonde est mesurée en fonction du délai pompe-sonde. Dans
le cas de nos expériences dans la myoglobine, I'impulsion pompe induit un changement
de fréquence du ligand CO plus grand que la largeur spectrale de la sonde, la variation
d’intensité sonde transmise traduit alors les changements de fréquence de résonance
et de force d’absorption du CO. Afin de retrouver une information spectrale avec une
telle configuration expérimentale, nous réalisons différentes expériences dans lesquelles
nous changeons la fréquence centrale de la sonde.

résolues spectralement La variation d’intensité transmise est alors dispersée spectrale-
ment ; L’expérience donne un spectre dépendant du délai pompe-sonde. En principe,
ces expériences résolues spectralement apportent, par rapport aux expériences intégrées
spectralement, des renseignements supplémentaires sur la structure des bandes d’ab-
sorption et la largeur des raies observées. Cependant, dans ’étude de raies spectrales
fines dont la dynamique est plus rapide que le temps de déphasage, elles font apparaitre
des effets de cohérence de type polarisation perturbée— discutés dans la section —
qui ne permettent pas une interprétation simple du spectre d’absorption. Ces effets se
manifestent autour du délai pompe-sonde nul, ce qui ne permet pas d’avoir acces aux
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premieres étapes du transfert. C’est pourquoi nous n’avons pas mesuré de tels spectres
au cours de ce travail.

1.2.2 Expériences de détection du champ émis

Dans ces expériences, on désire analyser différemment la méme réaction en mesurant le
champ électrique émis par 1’échantillon au cours de la réaction déclenchée par la pompe. Il
s’agit de mesurer en amplitude et en phase, le champ émis par le CO lors de son transfert.
Ce champ infrarouge émis est mesuré en le faisant interférer avec une impulsion de référence,
comme dans |57,/5§]. Cependant, dans ces derniéres expériences, I’émission infrarouge résulte
d’une excitation visible par I'intermédiaire d’un processus non-linéaire du second ordre qui
exige une non-centrosymétrie du matériau. Ainsi, 'expérience [57] est uniquement possible
dans des cristaux de protéines. En revanche, le champ émis que nous voulons mesurer est
induit linéairement par une impulsion excitatrice infrarouge. Nous pouvons donc effectuer
cette expérience en phase liquide.

Nos expériences de détection du champ infrarouge émis nécessitent deux impulsions infra-
rouges, 'une, l'impulsion excitatrice, induit linéairement une polarisation dans 1’échantillon,
I’autre, I'impulsion de référence, est utilisée pour détecter le champ émis. Une impulsion
de pompe est aussi nécessaire pour induire la dissociation. Nous présentons deux expériences
qui sont des variations autour de la mesure du champ émis.

détection homodyne référencée Dans ces expériences, une premiere impulsion infra-
rouge excitatrice vient exciter la vibration cohérente des molécules de CO liées a
I’héme. Il en résulte une polarisation induite dans I’échantillon qui, puisque le temps
de déphasage de la raie vibrationnelle du CO est long (~ ps), va étre présente apres le
passage de cette premiere impulsion. Avant I'extinction de la polarisation, 'impulsion
pompe vient déclencher la dissociation du CO et ainsi modifier le polarisation linéaire
induite dans ’échantillon. Une deuxiéeme impulsion infrarouge qui ne passe pas dans
I’échantillon joue le role d’oscillateur local et mesure le champ émis par le CO au cours
de la dissociation et du transfert. Le délai entre 'impulsion excitatrice et I'impulsion
pompe est maintenu fixe, inférieur au temps de déphasage du CO. Le délai de I'impul-
sion de référence varie pour enregistrer l'interférogramme résultant de la superposition
du champ émis et du champ de référence.
L’analyse complete du champ émis n’est possible que lorsque le spectre de I'impulsion
de référence contient I’ensemble des fréquences présentes dans le champ émis. Dans la
cytochrome ¢ oxydase, comme dans le cas de la myoglobine, le CO change de fréquence
d’absorption lors du transfert de ligand. Cependant, la variation de fréquence du CO
est alors plus faible, elle passe de 1962 cm™! & 2062 cm™! [37]. Une mesure du champ
émis est donc mieux adaptée a un tel systeme dans lequel la fréquence du ligand initiale
et finale sont recouvertes par le spectre de 'impulsion infrarouge.

détection homodyne autoréférencée Il est important pour réaliser cette derniere expé-
rience d’interférométrie de disposer d’une relation de phase entre le champ excitateur
et le champ de référence, ceci pendant des temps d’acquisition longs afin de détecter des
signaux faibles. Nous avons donc cherché a privilégier les configurations expérimentales
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qui permettent d’obtenir facilement cette relation de phase. Dans ce dernier type
d’expérience,
— le délai entre 'impulsion excitatrice et 'impulsion de référence est maintenu
constant ;

— Etant issues de faisceaux colinéaires, impulsion excitatrice et impulsion de référence
suivent le méme chemin optique, en particulier, I'impulsion de référence passe a
travers 1’échantillon.

Nous faisons alors varier le délai entre cette séquence d'impulsions (formée de I'impul-
sion excitatrice et de 'impulsion de référence) et I'impulsion pompe et nous cherchons
a détecter 'interférence entre le champ émis et le champ de référence. Ce terme in-
terférométrique mesure la polarisation perturbée par la pompe.

Ces deux types d’expériences pompe-sonde et de détection du champ émis sont complé-
mentaires :

— les expériences pompe-sonde sont mieux adaptées a I'observation du transfert de ligand
dans le cas de la myoglobine;

— Les expériences de détection du champ émis correspondent mieux a I’étude du transfert
de ligand dans la cytochrome ¢ oxydase.

Le terme artefact est parfois employé pour désigner les effets de cohérence qui appa-
raissent a des délais pompe-sonde négatifs dans les expériences résolues spectralement. Si ces
effets de cohérence empéchent une interprétation du spectre transitoire en terme de popula-
tion, il est pourtant possible d’en extraire une information sur la dynamique du phénomene
étudié. C’est ce que réalisent les expériences de JOFFRE et al. [59] dans le domaine vi-
sible. Nous transposons cette méme approche au domaine infrarouge dans nos expériences de
détection du champ émis. Pour cette raison, nos expériences de détection de champ émis sont
aussi qualifiées d’expériences pompe-sonde a délais négatifs. Alors que les expériences [59]
dans le domaine visible analysent spectralement le champ émis a un délai pompe-sonde
négatif, nos expériences infrarouge analysent le champ émis par interférométrie temporelle
a ’aide d’une impulsion de référence. Ce sont essentiellement des raisons technologiques qui
expliquent cette différence de méthode : en particulier, il n’existe pas a I’heure actuelle, dans
le domaine de l'infrarouge moyen, de spectrometre qui puisse égaler les performances des
spectrometres visibles[¥ Une méthode alternative attractive pour la détection d’un champ
émis dans le moyen infrarouge consiste donc a décaler spectralement le champ a analyser
du domaine infrarouge au domaine visible pour pouvoir bénéficier d’'une mesure de spectre
monocoup. Un tel décalage spectral peut étre obtenu a 1’aide d’un processus de somme de
fréquences entre le champ infrarouge a détecter et une impulsion visible additionnelle [60,61].

6. Mentionnons aussi qu’il est a priori plus facile de mettre en place une méthode de détection in-
terférométrique dans l'infrarouge que dans le visible.
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Chapitre 2

Calcul de la fonction de réponse
non-stationnaire

Dans ce chapitre, nous présentons le modele phénoménologique que nous avons utilisé
dans nos simulations afin de rendre compte de nos expériences (chapitre [5)).

Ce modele doit étre applicable a I’'étude du transfert de ligands dans la myoglobine
et la cytochrome ¢ oxydase présentées dans la section [I.1] Lors du transfert, différentes
caractéristiques de la vibration du ligand sont susceptibles de changer: sa fréquence, son
amplitude (force d’oscillateur), son temps de déphasage, ainsi que sa direction. Sur un plan
statistique, on envisage aussi un élargissement inhomogene dia a de multiples conformations
de la protéine ainsi qu’a différentes trajectoires pouvant étre empruntées par le ligand.

Ce modele permet la simulation, a ’aide d’'une méme base théorique, des deux types
d’expériences envisagées dans ce travail: les expériences de type pompe-sonde d’une part,
et, d’autre part les expériences de détection du champ émis. Pour simuler ces dernieres
expériences de détection homodyne, nous devons posséder une description de la polarisation
créée dans le milieu lorsqu’elle est perturbée par la dissociation du ligand. Nous devons donc
disposer d’une description de la réponse de I’échantillon (dans le domaine infrarouge autour
de 5 pm) en présence de I'impulsion de pompe. Par ailleurs, la description complete des
expériences pompe-sonde d’absorption différentielle nécessite également la prise en compte
des effets de cohérence modélisables a 1’aide de cette réponse.

Ce modele est général puisqu’il doit donner une réponse a un champ excitateur pour
une transition dont les caractéristiques citées précédemment peuvent varier. S’il fournit une
interface détaillée entre la variation des caractéristiques du ligand et le signal optique mesuré,
il ne fait pas d’hypotheses sur la chimie a I'ceuvre dans ces changements de parametres.

A la base du modele, nous considérons un systeme a deux niveaux dont la fréquence et le
temps de déphasage varient au cours du temps. La variation du dipole de transition du ligand
est aussi prise en compte. Ce dipole de transition varie en amplitude ainsi qu’en direction.

Nous introduisons d’abord le cadre général de notre modélisation, celle-ci est basée sur une
réponse non stationnaire qui dépend linéairement du champ sonde (sections [2.1.1]et [2.1.2)).
Nous précisons comment nous faisons intervenir le champ pompe dans notre description
(section . Nous calculons une réponse (section qui prend en compte les effets
de photosélectivité (section et d’élargissement inhomogene (section . A Taide de
cette réponse (section , nous pouvons calculer les signaux attendus dans différentes
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configurations expérimentales: expériences pompe-sonde (section ou expériences de
détection homodyne du champ émis (section [2.6.2)).

Les notations utilisées dans ce chapitre sont précisées dans I'annexe [A] Ce chapitre fait
aussi référence au calcul des annexes [Bl et [Cl

2.1 Formalisme général : Fonction de réponse

2.1.1 Expression de la polarisation a ’aide d’une réponse linéaire
non-stationnaire

Les calculs menés dans ce chapitre se placent dans le cadre général d’une fonction de
réponse non-stationnaire et linéaire vis-a-vis d’'un champ incident.

Cette fonction de réponse a pour but de décrire un milieu non-stationnaire, cette non-
stationnarité résultant dans nos expériences de l'interaction avec une impulsion pompe. Dans
le domaine temporel, nous écrirons une réponse tensorielle notée R;;(t,t') telle que

Pilt) = / Tt Ry (448 (1), (2.1)

—

Dans cette équation ou il y a sommation sur les indices j répétés, P(t) est la polarisation
complex induite dans échantillon par le champ complexe incident £(¢). Ce champ &(t)
désignera le champ sonde dans les expériences pompe-sonde et I'impulsion excitatrice dans
les expériences de détection homodyne. Cette écriture de la fonction de réponse qui n’utilise
que le champ et la polarisation complexe suppose une approximation du champ tournant.ﬂ
Le caractere tensoriel de la fonction de réponse traduit le fait qu'une polarisation peut étre
induite selon une direction différente de la polarisation du champ excitateur incident.

La fonction de réponse est causale

R(tt") =0(t —t"R(t,t) (2.2)
et ne possede pas 'invariance par translation dans le temps, c’est-a-dire que R(%,t') ne peut
pas s’écrire, comme dans le cas stationnaire, comme une fonction de la seule variable ¢ — t'.

Pour des temps négatifs néanmoins, correspondants a un milieu qui ne subit pas 'effet
de la pompe arrivant a ¢ = 0, nous supposons un comportement stationnaire, la réponse est
alors liée a la susceptibilité d’ordre 1 du milieu a 1’équilibre. La relation

R(tt) = eoxV(t — ) (2.3)
est donc valable lorsque t et ¢’ sont tous les deux négatifs.
La principale conséquence de la non-stationnarité aux temps positifs est le fait que la
polarisation ne s’exprime plus comme un produit de convolution entre la fonction de réponse
et le champ. Ou encore, dans le domaine spectral, la relation

Pw) = eox(l)(w)g(w), (2.4)

valide dans le cas stationnaire, ne tient plus.

1. cf. annexe [A| page pour la définition des champs réel et complexe.
2. Cette approximation sera explicitée dans le calcul de la réponse effectué a la section
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2.1.2 Lien avec une susceptibilité non-linéaire

L’utilisation d’une fonction de réponse linéaire non-stationnaire va nous permettre de
décrire nos expériences pompe-sonde. Une telle fonction de réponse est, par exemple, utilisée
par CHAMPION et al [62] pour modéliser des expériences pompe-sonde dans le domaine
visible. La fonction de réponse calculée dans [62] est obtenue a partir d’une susceptibilité
non-linéaire du troisieme ordre. Dans un tel calcul, interviennent deux champs pompe et un
champ sonde et, une fois ces champs pompe intégrés, la fonction de réponse non-stationnaire
qui en résulte dépend alors linéairement de la sonde.

Si nous utilisons aussi une fonction de réponse linéaire non-stationnaire vis-a-vis du champ
sonde, le calcul que nous présentons se base sur un modele phénoménologique dans lequel les
parametres adéquats sont introduits pour rendre compte de la réaction qui nous intéresse.
Aucune hypothese n’est nécessaire sur I’ordre de non-linéarité de 'interaction. En particulier,
il n’y a pas de non-linéarité d’ordre 3 sous-jacente a notre description.

Dans un cadre perturbatif qui utilise des susceptibilités x(™, le domaine de fréquences
accessible est toujours restreint par l'ordre de non-linéarité et la largeur finie des champs
excitateurs incidents.

Nous observons donc qu’il est difficile de faire entrer toute la famille des fonctions de
réponse décrivant un changement de fréquence de résonancd?|

t

R(t.4') o exp(—i / dtw(t")), (2.5)

t/

ot w(t) est une fonction arbitraire du temps [63], dans le cadre perturbatif puisque le domaine
des fréquences alors accessible pour la polarisation induite n’est a priori pas limité.

En ce qui concerne cependant les aspects tensoriels de la réponse que nous calculons,
notre modele suppose que le processus d’excitation de I’heme fait seulement intervenir deux
fois le champ pompe.

2.1.3 Interaction du milieu avec une pompe de durée finie

Dans I'équation page précédente, l'interaction du milieu avec la pompe n’est pas
explicite. Nous détaillons ici comment, dans notre cas particulier, la durée finie de I'impulsion
pompe est intégrée dans la fonction de réponse.

Nous supposons que 'effet de la pompe est de peupler instantanément un état électronique
dissociatif. Ce choix est justifié dans la mesure ou la bande d’absorption sur laquelle repose
la dissociation (bande de Soret, cf. figure page @ est spectralement plus large que la lar-
geur de I'impulsion de pompe. Nous n’attendons donc aucun effet de cohérence électronique
da a l'interaction avec la pompe. Nous considérons donc que les différentes tranches tem-
porelles dt, du profil de I'intensité pompe déclenchent toutes la méme réaction, mais a des
instants différents. Il en résulte que la dépendance en 'impulsion pompe est un simple effet
de population qui se traduit par une convolution.

Notons r,,(¢,t') la réponse due a une pompe infiniment breve, d’intensité normalisée et
arrivant a l'instant 7, et posons r(t,t') = r,,—o(t,t).

3. Par la suite la notation j;t, dt"” w(t") sera abrégée en j;t,w
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L’invariance par translation dans le temps donne

o, (t) =1(t — 1t — 7p) (2.6)
et donc, la réponse du milieu en présence d'une pompe d’intensité I,(t) s’écrit

o0

R(tt") = / N dtp Iy (ty)re, (t,t') = / dt, L (t,)r(t — t,t' —t,) (2.7)

[e.9] —0o0
qui est la convolution recherchée. Il nous faut donc déterminer cette réponse r(¢,t') a une
pompe impulsionnelle, ce qui est 'objet des sections 2.2] [2.3] 2.4 et [2.5] qui suivent.

2.2 La réponse impulsionnelle r(t,t')

Nous présentons ici comment nous obtenons la réponse du milieu a une impulsion pompe
infiniment bréve qui dissocie la liaison Fe-CO. Du point de vue du ligand (CO), cette dis-
sociation et le transfert qui suit entrainent une modification de la structure électronique
accompagnée par un changement du potentiel de la liaison CO. La réponse non-stationnaire
due a la modification des caractéristiques vibrationnelles du CO est calculée a partir de la
matrice densité d’'un systeme a deux niveaux en utilisant une équation de Bloch.

2.2.1 Modélisation par un systéeme a deux niveaux

Nous modélisons les modifications de la vibration du CO par un systeme dont I’'Hamilto-
nien H(t) dépend du temps. Nous désirons modéliser notre systéme par un systéme a deux
niveaux. Nous notons

— |1a(t)) et |¢p(t)) Iétat fondamental et le premier niveau excité vibrationnel de cet

hamiltonien ;
— Ji(t) = fiw(t) = (Wa()||1(t)) le dipdle de transition, 7*(£) = i (t) son complexe
conjugueé ;

— ainsi que wy,(t) = w(t) la fréquence entre ces deux niveaux.

Le premier niveau vibrationnel n’est pas peuplé a I’équilibre thermique, a température
ambiante, pour une transition se situant a 5 pm, % ~ 10. L’exces d’énergie apporté
par une pompe visible au cours de la dissociation peut permettre de peupler le premier
niveau vibrationnel excité (v = 1) mais cette population est seulement de I’ordre de quelques
pourcents [51].

Puisque nous utilisons une sonde infrarouge de faible intensité, l'interaction dépend
linéairement du champ sonde, nous pouvons donc nous restreindre a un systeme a deux
niveaux dont la matrice densité p vérifiera py,(t) < 1 & tout instant ¢.

Avec de telles hypotheses, en désignant par E(t) le champ sonde réelE] les équations de
Bloch pour ’évolution de la cohérence py, [64] donnent

d a . v = —
5;’ i) pra = ~E (1) fipa(?). (2.8)

4. Voir 'annexe [A| page m pour le lien entre le champ réel et le champ complexe.
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Dans notre cas, les états propres |1, (%)) et |¢y(t)) dépendent eux-mémes du temps. Ceci
implique, par rapport a un cas ou la matrice densité p est exprimée dans une base fixe, une
modification de I’équation [2.8| page ci-contre. Cependant, sous une hypothese d’adiabadicité
qui est discutée dans 1’annexe [C] page [109] 1’équation est utilisable en 1’état.

Nous incluons aussi dans cette équation 2.8 page ci-contre un temps de déphasage pouvant
dépendre du temps, par 'intermédiaire d’une fréquence complexe

1

#) = wpa(t) — i0(t) = wya(t) — i . 2.9
(t) = wn(t) = iT() = wault) i o (29)
2.2.2 Expression de la polarisation
La résolution de 'équation [2.8] fournit
Pra(t) = %/ dro(t — t)e I (B (). fira(t)). (2.10)

Nous faisons maintenant I’approximation de I’onde tournante : il est possible de remplacer
le champ réel F par le champ complexe £ dans l'intégration puisque le terme en £* n’est pas
résonnant [7]

Puisque nous négligeons la population du premier niveau excité (py(t) << 1), le dipdle
total s’exprime comme [64]

Prota(t) = ST (7ip(8)) = > (iaa(D)paa(t) + fan(D)pralt) + Fiva(£) p(£)) (2.11)

1% V
ou % est la concentration de la molécule considérée. On ne s’intéresse qu’a la partie du dipole
total qui émet dans l'infrarouge, soit

Fiao(D)pat) + i (B)pua() = P(E) + P*(2) (2.12)

dont le premier terme est relié a la polarisation complexe dans ce domaine de fréquence (cf.

annexe [A| page pour les définitions de P et P*). Nous obtenons d’apres et [2.12°]
t

Bt) = % / dtei 1o (E ). (1) i(8). (2.13)

I1 faut toutefois prendre en compte le fait que les expériences se déroulent en phase liquide.
Pour obtenir la polarisation macroscopique, il nous faut donc moyenner les contributions des
différentes polarisations microscopiques sur leurs orientations moléculaires. Cette moyenne
est représentée par les crochets dans I’équation [2.14]

—

Blt) = 1 ( / dt'eH e (). E()ie)) (2.14)

5. Le résultat de I'intégration du terme a la fréquence 2w est négligeable devant celui de I'intégration du
terme & la fréquence nulle.
6. La dépendance avec la concentration n’est pas exprimée.
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Nous en déduisons, d’apres I’équation [2.1] page [16] la fonction de réponse impulsionnelle

r(t) = (e (s (). (2.15)

Le calcul de cette moyenne sur les différentes orientations est traité dans la section [2.3]
En particulier, nous précisons la signification des crochets dans 1’équation [2.15|: c¢’est une
moyenne pondérée sur les angles d’Euler des molécules (cf. équation page . L’ex-
pression complete de la fonction de réponse impulsionnelle qui en résulte fait 'objet de la

section [2.5] page [27]

2.3 Aspects tensoriels

Le transfert de ligands qui nous intéresse est déclenché par I’absorption électronique de
I'héme. La transition de ’héme que nous utilisons (bande de Soret) est une transition 7 — 7*
dont le dipole se trouve dans le plan de la molécule plane qu’est I’heme. L’absorption est
donc sensible a la polarisation de I'impulsion pompe qui excite I’heme. En particulier, les
hemes dont le plan inclut la polarisation de la pompe vont étre excités avec une probabilité
maximale, contrairement a ceux perpendiculaires a la polarisation pompe, qui ne vont pas
étre excités. C’est un effet dit de photosélection. Le ligand 1ié a 'heme possede une orien-
tation bien définie par rapport a celui-ci: la photosélection sur les hemes induit donc une
distribution non isotrope de ligands dissociés.

Cette distribution non-isotrope se retrouve dans l’aspect tensoriel de la fonction de
réponse (équation page . Nous allons décomposer R;;(t,t') en une partie isotrope
et une partie anisotrope. Cette décomposition permet de séparer la contribution a la pola-
risation induite qui dépend de Iorientation du milieu (partie anisotrope) de la contribution
qui en est indépendante (partie isotrope).

R(t,t") = Riso(t,t') + Rani(t,t') (2.16)

La partie isotrope de la fonction de réponse est définie comme

Riolt) = Y Raltt) (é / §) , (2.17)

1=x,Y,2

c’est une quantité invariante par rotation. La partie anisotrope est alors définie comme
Rani(t,t') = R(t,t") — Riso(t,t'). (2.18)

Nous calculons la fonction de réponse tensorielle d’'un milieu photosélectif avec une in-
teraction quadratique en le champ pompe. Ceci nous permet d’obtenir la dépendance de la
polarisation induite par la sonde en fonction de ’angle entre les polarisations des champs
pompe et sonde. Nous calculons cette réponse tensorielle pour la fonction de réponse impul-
sionnelle, le calcul aboutit a ’équation page [22]



2.3. ASPECTS TENSORIELS 21

2.3.1 Calcul de la réponse tensorielle pour un milieu photosélectif

Nous rendons compte de cet effet de photosélection en introduisant la probabilité du
processus de dissociation en fonction de la polarisation pompe que nous écrirons dans le
référentiel moléculaire repéré par un systeme d’axes (x,y,z). En repérant par €2 les angles
d’Euler de la molécule, cette probabilité p(,,2) vaut

iy, Q) o< > gl (Q)uy,(Q) (2.19)
k=x,y,z
l=z,y,z
ou 1, est le vecteur unitaire qui porte la polarisation du champ pompe et ou le tenseur (o)
rend compte de la géométrie des dipoles qui absorbent la pompe. La dépendance en €2 des
composantes de la polarisation de I'impulsion pompe exprime la rotation qu’elles subissent
lorsqu’elles sont exprimées dans le référentiel de la molécule considérée. Le tenseur d’absorp-
tion est symétrique. Il se diagonalise donc et, par conséquent, le référentiel moléculaire est
naturellement repéré par les axes propres (x,y,z) de (aij)m(aij), exprimé dans ce systeme
d’axes, se décompose en trois composantes

Qe 0 0 100 10 0 1 0 0
0 ap 0]=R[010]+S{01 0]+T[0 -1 0 (2.20)
0 0 a. 001 00 —2 0 0 0
R=OmPon e g O ¥ 0w TR0 gy GO 2.21)

F1G. 2.1 : Harmoniques sphériques Re(Yy), Re(Yy) et Re(Yy) qui correspondent
a la décomposition du tenseur d’absorption (ay;). L’axe z est 'axe vertical.

Les trois coefficients R, S et T refletent les propriétés géométriques de 1’absorption :

— R est toujours positif et est nul seulement si (c;) est nul. C'est la probabilité de
dissociation moyennée sur une polarisation aléatoire (ou sur I'ensemble des molécules
si on se place dans le référentiel du laboratoire ou la polarisation pompe est fixe).

7-O§aii§1~
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— S caractérise la symétrie de révolution autour de ’axe z et indique que l'interaction se
passe plutot dans le plan normal a z (valeur positive) ou plutoét le long de z (valeur
négative).

— T caractérise ’asymétrie de révolution autour de z, il est nul pour une interaction a
symétrie cylindrique autour de z.

Dans le cas général ou l'interaction ne possede d’axe z naturel, l'interprétation de S

et T est moins évidente, et une notation plus précise devrait alors faire dépendre S et T
du systeme d’axe utilisé. Cependant, nous nous plagons dans le cas d'une presque symétrie
cylindrique ot le bon choix de z rend T petit devant S. Dans le cas de I’absorption par I’heme
qui est détaillée a la section page I’axe de symétrie z est naturellement la normale
au plan de I'heme.

La décomposition est utile pour exprimer la fonction de réponse tensorielle (r;).

Dans cette section, nous ne nous intéresserons pas a la dépendance temporelle de la

fonction de réponse, nous abrégeons donc la notation ﬁ(t)e*ifot“’ en fi et ﬁ*(t’)e*iftg‘“ en
fi'. Toujours dans le but d’alléger les formules, la fonction de Heavyside 0(t — t') est omise
dans cette section. Le dipole est exprimé dans le référentiel moléculaire ol ses coordonnées
sont g, p, et p,. La fonction de réponse tensorielle est exprimée dans le référentiel du
laboratoire repéré par un systeme d’axes noté (X,Y,Z). (r45), la fonction de réponse due aux
molécules photodissociées est obtenue en effectuant la moyenne symbolisée par les crochets
(...) dans I'équation [2.14] page [19] sur toutes les orientations moléculaires :

o = (k) [ 49 p(T, Q) (@) (2.22)
= ol X ot @b n,© (2.23)

L’élément du tenseur r;; est obtenu en pondérant avec le poids p(@,,02) la contribution a la
réponse des molécules possédant 'orientation €2.

Effectuant la somme (équation sur les orientations moléculaires, nous obtenons,
dans le référentiel du laboratoire ou I'axe Z est donné par la polarisation de la pompe

terme isotrope
7\

§ 10 0\
R
rij = 5 ( @) (0 10
00 1
(2.24)
. 10 0
— 1 U (b + pypy = 2pep) + T(pop, — pyp,)} | 0010
00 —2

[\ J/
-~

terme anisotrope

Les équations et page 27| reproduisent cette équation en développant I'expression
de fi et fi'. Nous n’avons pas précisé le choix de X et Y car le tenseur (r;;) possede une
symétrie cylindrique autour de la polarisation de la pompe (axe Z).

— Le premier terme est le terme isotrope de la réponse. Il ne dépend pas de la direction du
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dipole dans le référentiel moléculaire mais seulement de la direction relative du dipodle
<émetteurs fi et du dipole <excitateurs fi'.

— Le deuxieme terme est appelé terme anisotrope de la réponse. Il dépend en revanche,
non seulement de la direction relative des deux dipoles fi et fi' mais aussi de leur
orientation dans le référentiel moléculaire.

2.3.2 Expression de la polarisation différentielle

Toutes les expériences réalisées dans le cadre de ce travail sont des expériences dites
différentielles. Nous devons donc calculer la polarisation différentielle

AI]S - 75)Avec Pompe — 75)Sams Pompe- (225)

Pour le moment, nous avons calculé la réponse tensorielle due aux molécules dissociées. Or,
méme en présence de pompe, les molécules non dissociées (celles par exemple dont I’héme
est perpendiculaire a la polarisation pompe) contribuent a la polarisation. Nous avons donc

—

PAVGC Pompe — 7Dmolécules dissociées T 7)molécules non dissociées- (226>

Dans le calcul de la polarisation différentielle, il faut donc faire attention a retrancher de
la polarisation due aux molécules dissociées (qui se déduit de I’équation page ci-contre),
non pas la polarisation en I’absence de pompe mais la polarisation émise par les dipoles des
molécules qui seraient dissociées en présence de pompe. Nous obtenons alors

S R N —
AP x gA([i )

3ty - Us) Uy — Us

+ {SA(a ey + pypry — 20, 107) + TA(po by — py b))}

ou A désigne la différence entre le dipole du CO lors de la dissociation et du transfert et le
dipole fixé a I'héme. i, est la direction du champ incident induisant la polarisation. ), est
la direction du champ pompe.

2.3.3 Angle magique et anisotropie

De I’équation page précédente ou [2.27] il résulte que I'on peut donc écrire la polari-
sation induite comme somme de deux contributions isotrope et anisotrope

73 == 731'30 + 75"ani- (228)

La partie isotrope de la fonction de réponse fournit dons comme attendu une contribution
a la polarisation parallele au champ de sonde qui excite la polarisation

—

Pioo X ils. (2.29)
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La partie anisotrope de la fonction de réponse fournit une composante dans une direction
qui dépend de I'angle pompe-sonde, cette composante se trouve dans la direction

Prani < 3(il - )ity — il (2.30)

Dans le cas ou I'angle 6, entre les polarisations pompe et sonde forment un angle parti-
culier dit angle magique: @, - U5 = \/Lg, la contribution anisotrope a la polarisation est per-
pendiculaire a la polarisation sonde ;. Cette configuration a 'angle magique (6, = 54.74°)
permet de rendre les expériences pompe-sonde insensibles au terme anisotrope puisque l'ex-
pression de I absorptlon donnée par I’équation [2.47] page [29] fait intervenir le produit scalaire
Pam Uy X 3COo8 (9 entre la polarisation induite et le champ sonde.

2.3.3.1 Expériences pompe-sonde

Nous nous intéressons maintenant a la dépendance des expériences pompe-sonde intégrées
spectralement avec I’angle entre la pompe et la sonde. A 'angle magique, elles ne dépendent
que de la partie isotrope de la fonction de réponse. Lorsque la dynamique du dipole fi(t)
est lente devant la durée de la sonde utilisée, ces expériences ne sont pas sensibles a des
effets de rotation du dipole. Si 7 désigne le délai entre 'impulsion pompe et sonde, le signal
d’absorption intégré est alors proportionnel & 1'absorption intégrée |ji(7)|?.

Dans les mémes conditions (impulsion sonde breve), pour une expérience pompe-sonde
intégrée spectralement & un angle 6,5 quelconque entre la polarisation de la pompe et de la
sonde, la partie anisotrope apporte une contribution supplémentaire au signal qui dépend
alors de l'orientation du dipdle du CO dans le référentiel moléculaire. Plus précisément, le
terme en SA(p, ), + p, py, —2p, ;) dépend seulement de I'angle entre le dipole et la normale
au plan moléculaire (x,y). Le terme TA(p,p, — p,p;) ajoute une dépendance en I'angle
azimutal qui repére l'orientation de la projection du dipole dans le plan (x,y).

Les expériences pompe-sonde intégrées spectralement a ’angle magique deviennent sen-
sibles a une variation de l'orientation du dipdle dans le cas ol la dynamique du dipole est
plus rapide ou de l'ordre que la durée de la sonde. Ceci signifie dans le domaine spectral
que la dynamique rapide du dipole donne lieu a une absorption dont I’étendue spectrale est
de l'ordre ou supérieure a la largeur du spectre de la sonde utilisée. Nous discuterons au
chapitre 5| page [81] le cas des expériences résolues spectralement.

2.3.3.2 Expériences de détection homodyne

Dans une expérience de détection homodyne (voir section m page , fi et i’ corres-
pondent respectivement au dipole a I'instant ou la premiere impulsion excite 1’échantillon et
au dipole a 'instant auquel I’émission est détectée par I'impulsion de référence.

En utilisant I’angle magique entre la pompe et I'impulsion excitatrice, le champ émis par le
terme isotrope est le long de la polarisation de I'impulsion excitatrice alors que le champ émis

8. Faire une expérience en utilisant I’angle magique 6,5 = arccos(%) revient donc a faire une expérience

moyenne sur toutes les polarisations de I'impulsion pompe, la polarisation @, décrivant une sphere (et non
un cercle comme dans le cas d’une polarisation aléatoire expérimentale issue d’un faisceau non-polarisé). En
effet, la moyenne de cos?(6,,s) sur la sphere vaut 3.
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par le terme anisotrope est émis le long de la direction de la polarisation perpendiculaire.
On peut donc détecter, avec une impulsion de référence dans la méme polarisation que
I'impulsion excitatrice, I’émission du terme isotrope seulement, mais cela ne signifie pas que
I’on soit insensible a 'orientation du dipole. On va détecter la projection du dipole qui émet
sur 'axe porté par le dipole au moment de l'excitation]”] Dans le cas ot l’angle entre la
polarisation pompe et la sonde excitatrice n’est pas ’angle magique, on a 77150 Pam #0;

ceci empéche la mesure indépendante des deux contributions avec une unique polarlsatlon
pour I'impulsion de référence.

2.3.4 Application a notre cas: ’heme

Dans le cas qui nous intéresse, la probabilité de dissociation est maximale (égale a 1) lors-
qu’un photon est absorbé, pour une polarisation pompe se trouvant dans le plan de I’heme:
I’heme est dit circulaire. Précisons cependant que ’héme n’absorbe pas circulairement sur
tout le spectre et peut devenir <absorbeur elliptiques dans certaines régions du spectre [52].
Ceci implique une valeur non nulle de T qui modifie I'interprétation de ’anisotropie (cf.
équation page [22)).

D’apres I'équation page [2I] nous sommes dans le cas o z est I’axe normal a I’heme
et le plan (x,y) est le plan de I'héme:

100
0 00
Soit encore,
2 1
R=2 S=- T=0 2.32

Ces valeurs sont utilisées dans I’équation page[27]et qui donnent 'expression compléte
de la fonction de réponse impulsionnelle.

2.4 Largeur spectrale du profil d’absorption

La fonction de réponse obtenue a la section page tient compte du temps de
déphasage homogene par I'intermédiaire d'une fréquence complexe, qui peut éventuellement
varier au cours du temps (cf. équation page . Une telle modélisation par une équation
de Bloch implique pour le spectre d’absorption a 1’équilibre un profil lorentzien. Toutefois, le
profil d’absorption expérimental lié aux raies vibrationnelles d’absorption du CO est mieux
pris en compte par un profil gaussien [26] qui reflete un élargissement inhomogene du aux
différentes conformations protéiques. Nous avons donc utilisé dans nos simulations un profil
d’absorption gaussien pour les raies vibrationnelles du CO.

9. Pour tenir compte de la statistique des trajectoires pouvant étre empruntées par le dipole, il faudrait
ici parler en toute rigueur de fonction de corrélation.
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Au cours du transfert, les différentes trajectoires que le CO peut emprunter peuvent
conduire a une diminution du temps de déphasage. Nous avons essayé de rendre compte de
cette dispersion des trajectoires par le choix d'une enveloppe adéquate pour la polarisation.
La nature plus ou moins diffusive de la trajectoire empruntée par la molécule est rendue
dans nos simulations par un temps de déphasage dépendant du temps.

Nous précisons ici comment nous prenons en compte ce temps de déphasage variable
dans le cas d’une raie lorentzienne ou gaussienne et nous le relions a une <largeur de raie a
mi-hauteur Av(t) instantanées.

a Cas d’une raie lorentzienne Dans le cas d’une raie lorentzienne, la largeur a mi-
hauteur Av est reliée au temps de déphasage T5 par la relation

1 1
Ty=—= )
T T nAv

(2.33)

Le temps de déphasage dépendant du temps est introduit par une fréquence complexe (cf.
équation 2.9)) dépendant du temps dans I’équation de Bloch dont la résolution (équation [2.10))
fait apparaitre un facteur

exp(—/t/ ds I'(s)) (2.34)

qui contribue a la forme de la décroissance de ’enveloppe de la polarisation.

b Cas d’une raie gaussienne Pour traiter le cas gaussien plus réaliste dans la fonction
de réponse, nous remplagons ce facteur par le facteur correspondant a une décroissance
gaussienne.

Dans le cas d'une largeur a mi-hauteur Av fixe, un temps 7', analogue au temps de
déphasage T5, est utilisé. Il est relié a la largeur a mi-hauteur de la raie gaussienne corres-
pondante par

21n(2)
T =YY" 2.
TAvV (2.35)
pour donner un facteur
(t—t)?
—_— 2.

dans la fonction de réponse r(t,t') qui se substitue a la décroissance exponentielle du cas
lorentzien.

Pour faire varier ce temps T qui caractérise le déphasage et que l'on fait maintenant
dépendre du temps, nous utilisons

exp(— /t s /t ds’ TQES,)) (2.37)
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qui vient remplacer le facteur page ci-contre. Le fait que

dt{/ ds/ ds’ S,} =0 (2.38)
S { / s / as’ ths, }t:t/ - Tj(t,) (2.39)

donne bien & la décroissance de la polarisation (selon ¢ dans page précédente) la courbure

nécessaire pour ressembler autour de ¢’ a une raie gaussienne de largeur Av(t') = ﬂhﬁ?,?.

2.5 Expression de la fonction de réponse impulsion-
nelle

Nous donnons maintenant la fonction de réponse qui résulte de I’équation [2.15] page
et de 'équation [2.24] page [22] avec les valeurs données de R, S, et T données en [2.32] page [25]
Celle-ci est exprimée dans le référentiel du laboratoire ot 'axe Z est donné par la polarisation
de I'impulsion pompe. Le dipdle ji(t) est lui exprimé dans le référentiel moléculaire dans lequel
I’axe z repere la normale a ’heme. Nous séparons la réponse impulsionnelle en une partie
isotrope, ri(t,t'), et une partie anisotrope, r.,;(t,t'). Cette derniére partie fait dépendre
r(t,t') de la polarisation de I'impulsion de pompe, elle s’écrit donc:

r(tt') = riso(t,t) + rani(tt’)  avec (2.40)
9 . ¢ ¢ 1 00

Tiso(t,t) = 99(t —t )ﬁ exp ( / wba) exp (—/ F) g(t). @ @) {o 1 0 (2.41)
v ¢ 0 01

t t
et Tani(t,t') = —G(t —t )h exp < / wba) exp (—/ F)
t t

X A gt (8) i () Ay (8) gy (') — 20 ()5 ()}

o O =
O = O

—2

Cette expression détermine la fonction de réponse de base que nous utilisons dans nos
simulations. Les modifications a apporter pour obtenir la fonction de réponse complete qui
est implémentée sont

— la convolution avec la durée de la pompe : équation page [18;

— la prise en compte des inhomogénéités et d'une forme gaussienne pour le profil d’ab-
sorption, cf. section page [25|;

— et, lorsque les simulations prennent aussi en compte plusieurs types de population, une
moyenne pondérée

r(tt) = Zqzn tt) (2.43)
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de plusieurs fonctions de réponse. La structure du spectre infrarouge dans lequel
différentes bandes apparaissent est alors mieux reproduite. Ces différentes bandes sont

représentées dans les figures [1.5] et [1.6] page

2.6 Simulations des expériences

Toutes les expériences effectuées ou envisagées dans ce travail sont des expériences diffé-
rentielles. Nous utiliserons donc la notation déja employée dans I’équation page [23| dans
laquelle la quantité préfixée par le symbole A désigne la quantité avec pompe - sans pompe
correspondante.

2.6.1 Expériences pompe-sonde
2.6.1.1 Calcul du signal d’absorption différentielle intégré spectralement

a Energie absorbée dans le milieu Nous donnons ici 'expression du signal d’absorp-
tion différentiel basé sur un calcul de I'énergie absorbée dans le milie™| [65]. Pendant le
temps dt, I'énergie fournie par la sonde de champ électrique E(t) & un dipole fi(t) est

SW = E(t) - dji(t). (2.44)
Par unité de volume, 1’énergie I laissée dans le milieu par la sonde est donc, si % est la
concentration de molécules de CO,
N © . dP
I=— [ oW= dt E(t) - —(t). 2.45
v o= [ aBe o (2.45)

Faisons I'approximation de l'onde tournante dans laquelle les termes non-résonnants
S dt EQXYP(t) et [T dt E*(t)P*(t) sont négligés; il vient alors:

I=2Re (/_Oo dt Ex(t) - %f(t)) ~ 2 wolm (/_OO dt Ex(t) - ﬁ(t)) . (2.46)

[e.9] o0

Nous avons ici fait Papproximation 2 (¢) ~ —iwyP(t). wy est la fréquence de résonance de

i
vibration initiale du CO/[]

b Expression du signal pompe-sonde de transmission différentielle Nous décalons
maintenant temporellement le champ sonde £(¢) d’'une quantité 7 = 7, — 7, par rapport a
I'instant d’arrivée de la pompe 7, dans le milieu que nous fixons par convention comme
origine des temps. Le champ sonde s’écrit E-(t) = E(t — 7). Avec AP, (t) désignant la polari-
sation différentielle (équation m page induite par la sonde &, (), nous obtenons a partir

10. Une démonstration alternative basée sur le champ émis est effectuée dans la section page

11. Le premier terme de 1’équation s’écrit encore, d’apres le théoreme de Plancherel-Parceval,
2Re{ [, d £*(w)(—iwP(w))}. L’approximation que nous faisons revient donc & supposer constant a la
valeur wy le facteur w dans cette intégrale. Cette approximation (qui est une approximation d’enveloppe

lentement variable) sera donc valide tant que la variation relative de fréquence reste faible.
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de ’équation page précédente 'expression du signal pompe-sonde S(7) de transmission
différentielle qui mesure les variations d’intensité transmise de la sonde:

S(r) & A <Im {/_Oo dt eﬂf(z).ﬁ(t)}) ~ Tm {/m dt éf(t).AﬁT(t)} (2.47)

[e.9] —00

¢ Calcul effectué dans les simulations En pratique, dans les simulations, le signal
s(7) correspondant a une impulsion pompe infiniment courte est d’abord calculé. Ce signal
calculé est ensuite convolué par le profil de I'intensité pompe. Le calcul donnant ’équation [2.48
se trouve dans I"annexe [B] page [I07]

S(r) = / Tty L(t)s(r — ) (2.48)

[e.o]

La formulation de s(7) a partir de la fonction de réponse différentielle est donnée par

s(1) = Im {/Z dt /Z dt’ EX(t — 1) Ary () E; (' — r)} : (2.49)

Les calculs numériques des signaux pompe-sonde effectués au chapitre |5 utilisent les
équations et avec la fonction de réponse de 1’équation page [27] .

2.6.1.2 Approximation dans la limite d’une raie fine

Gardons seulement dans I’'équation le terme isotrope de la fonction de réponse [2.41]
Si on exprime la partie imaginaire et que 'on utilise la symétrie hermitienne en ¢ et ¢, on
peut s’affranchir de la fonction de Heavyside en intégrant sur tous les temps et I'on trouve
I’expression suivante ol w dénote la partie réelle de la fréquence et o le dipole du CO
a l'instant initial :

() oc 3 { [ [~ ewpom e [ ) exp(—Tt t'\)&(t')} (2.50)

—@ {/:dt /_Zdt’ Ej(t)exp(—zwo(t—t’))exp(—r|t—t’y)&(t’)} (2.51)

En faisant I’hypothese
TAt, << 1, (2.52)

N 7 . . . . . _
ot At, est la durée de I'impulsion sonde, nous pouvons faire I'approximation e'*~*l ~ 1
dans I'expression ci-dessus. L’intégrale double peut alors se factoriser en un produit de deux
intégrales simples conjuguées qui donne

2

1 o0 o
o= {7 o ez s

- |N0|2]s(w0)} ) (253)

ou I4(w) est 'intensité spectrale de la sonde. On peut alors voir le signal mesuré comme un
spectrogramme de la polarisation, ce point de vue est généralisé dans la section page
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ou l'on s’affranchit de I'hypothese d’une sonde large devant la largeur de la raie. Lorsque
I'on peut considérer que la variation de fréquence et de dipole est faible sur la durée de
I'impulsion sonde, on retrouve le résultat intuitif

s(7) oc |u(T)[*Ls(w(7)) — |po|*Is(wo) (2.54)

qui illustre les contraintes imposées par les relations temps-fréquence. Cette derniere relation
est vraie dans la limite ot le spectre de la sonde (supposée limitée par transformée de Fourier)
est tres large devant la largeur de la raie, auquel cas la sensibilité a des changements de
fréquence est réduite.

Nous examinons plus en détail la validité d'un telle approximation pour le signal pompe-
sonde. Toujours en supposant ['At, << 1, en supposant une enveloppe gaussienne pour le
champ sonde:

1 t?
E(t) = ———— — —iwst 2.55
(1) NGO xXp(= g7 ) exp(—iwst) (2.55)
Nous posons dw(t) = w(t) — ws et nous utilisons 'approximation suivante :
! 1
/5w@ﬂﬂz&wﬂ@—ﬂ+§&Mﬂ@—TV (2.56)

En supposant de plus u(t) &~ p(7) constant sur le support de I'impulsion, on trouve

o 2 2 wg—w(T 2 t52
'/dwm—m()% ") = L YT
. T+ (O (n))2At,

C’est done ((9,w)At,*)? qui est & comparer & 1 pour établir si le signal mesuré est déformé
par rapport a un signal idéal pour lequel la fréquence ne varie pas sur la durée de 'impul-
sion. Les simulations n’utilisent pas une telle approximation mais sont calculées a partir de

"équation [2.49]

2.6.2 Expériences de détection du champ émis

Dans les expériences de détection homodyne, nous cherchons a mesurer le champ émis da
a la vibration du CO au cours de son transfert. Ce champ émis est mesuré en amplitude et
en phase a 'aide d’une impulsion de référence connue et bien caractérisée. La connaissance
de cette émission infrarouge nous renseigne sur le transfert du ligand.

Pour réaliser une telle expérience, une impulsion de pompe déclenchant la dissociation du
ligand ainsi que deux impulsions infrarouges sont nécessaires. La premiere de ces impulsions
(excitatrice) arrive d’abord dans 1’échantillon et permet d’induire une polarisation due a
la vibration du CO. L’impulsion de pompe arrive ensuite dans le milieu et déclenche le
transfert par la rupture de la liaison Fe-CO. Nous analysons le champ émis par le CO au
cours du transfert a 1’aide d’une seconde impulsion infrarouge (I'impulsion de référence) qui
est superposée au champ émis. Le terme d’interférence entre ces deux champs fournit une
mesure en amplitude et en phase du champ émis.
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2.6.2.1 Mesure idéale du champ émis

La superposition du champ émis avec le champ de référence mesurée par le détecteur est

[e.9]

/ dt |Eret(t) + Eamis(t)]? = Lt + Lemis + 2 Re ( / dt Ex4(t) .fémis(t)) . (2.58)

o0 —0o0
Le signal utile pour la détection du champ émis est ce dernier terme d’interférence. Dans
le cas idéal ou l'on peut considérer le champ de référence infiniment brefm 7, désignant
le temps d’arrivée de I'impulsion de référence, nous pouvons substituer 6(t — 7,.) & Ee(t).
La partie oscillante de I'interférogramme obtenu en faisant varier le temps d’arrivée 7, de
I'impulsion de référence donne alors une mesure de la projection du champ émis suivant la
polarisation du champ de référence :

—

2 Re ( / dt 5(t — 7)1, - f:;mis(t)) = Enis(73) - Uy (2.59)

e}

2.6.2.2 Expression a 1’aide de la fonction de réponse

Puisque le champ émis par ’échantillon est proportionnel a la dérivée de la polarisation

(661 .
gémis(t) X %(t); (260)

le terme d’interférence mesuré dans une expérience différentielle s’écrit
o dAP o .
2 Re (/ dt S*ref(t).d—tp(t)) ~ 2 wolm (/ dt S*ref(t).AP(t)> (2.61)

ol wy est la fréquence initiale du CO. Nous utilisons la méme approximation utilisée a

I’équation page [28]
Nous réécrivons cette derniere équation a l’aide de la fonction de réponse. 7, et 7.
désignent les instants d’arrivée de 'impulsion de référence et de I'impulsion excitatrice.

Im ( / dt / dt' £t — 7,) AR (t,t) EXe(t’ — Te)) (2.62)

En pratique, sur notre montage expérimental, ces deux impulsions sont deux copies
décalées temporellement du méme champ & (t) Les champs E(t — 7,) et E%°(t — 7,)
de Pimpulsion de référence et de I'impulsion excitatrice vont alors s’écrire &, () et &, ().
Dans ce cas (les indices i et j sont omis), d’apres ’équation , le signal s’écrit :

S(7,7) = Im ( /_ Z dt /_ Z dt'" & (ARt &, (t’)) : (2.63)

12. Ce qui correspond a un champ de phase spectrale plate contenant dans son spectre le spectre du champ
émis.

13. Comme indiqué page ceci n’est valide en toute rigueur que dans le cas d’une onde plane.

14. La caractérisation de 'impulsion de référence en phase est bien plus importante que celle de I'impulsion
excitatrice. En effet, alors que 'impulsion excitatrice est utilisée pour induire la polarisation, c’est I'impulsion
de référence qui est I'instrument de mesure de la phase du champ émis.
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Les simulations des expériences se basent sur I’équation [2.62| page précédente, I'an-
nexe [B] page précise comment est prise en compte la durée finie de la pompe.

La comparaison entre les équations et permet de rapprocher I'expérience de
d’absorption et de détection homodyne puisqu’il suffit de remplacer E* et par le champ sonde
dans [2.61] pour obtenir Ce rapprochement permet d’envisager une expérience d’ab-
sorption comme une expérience de détection homodyne dans laquelle 'impulsion excitatrice
et I'impulsion de référence sont confondues, il met en avant le <double roles (excitation
de la polarisation—analyse du champ émis) joué par I'impulsion sonde dans les expériences
d’absorption. Nous reviendrons sur ce point qui intervient dans les effets de polarisation
perturbée discutés au chapitre

2.6.2.3 Différentes configurations expérimentales

a Expérience de détection homodyne référencée (dhr) Dans une premiere confi-
guration, le champ émis est mesuré directement (cf. équation page précédente), 7. est
maintenu constant a délai négatif. L'impulsion de référence est décalée temporellement par
rapport a la pompe. Le signal correspondant est noté

S(7,) = S(7p,7e). (2.64)

b Expérience de détection homodyne autoréférencée (dha) Dans une deuxieme
configuration, le délai entre 'impulsion de référence et 'impulsion excitatrice est maintenu
fixe et les deux impulsions sont décalées vis-a-vis de la pompe (voir figure page suivante).
La séquence des deux impulsions est repérée par le délai 7, = 7. négatif, de I'impulsion
excitatrice. Avec AT = 7, — 7, le signal obtenu est alors not@

S (Taeq) = S (Taeq + AT, Taeq)- (2.65)

L’utilisation de cette configuration expérimentale permet d’avoir acces, d'une fagon diffé-
rente a la mesure du champ émis [67,/68,69]. Ce sont essentiellement des considérations
expérimentales sur le controle des délais entre les deux impulsions qui motivent sa mise en
place (cf. section page [73]). Dans une telle configuration expérimentale, les deux impul-
sions passent a travers I’échantillon. Notons Sa,(Tseq) le signal pompe-sonde d’absorption
différentiel obtenu en utilisant pour sonde la séquence de deux impulsions représentée dans

la figure nous obtenons, d’apres I'annexe [E] page [I13],
SAT(Tseq) = S(Tseq) + S(Tseq + A7) + Sg};a(Tseq) = S(7) + S(7e) + SS:lr(Tr)v (2.66)

c’est-a-dire deux contributions de type pompe-sonde dues a chacune des deux impulsions
individuelles ainsi qu'un terme supplémentaire, que nous appelons terme croisé (ou in-
terférométrique), qui dépend a la fois du champ de I'impulsion excitatrice et du champ
de 'impulsion de référence. Ce dernier terme croisé contient I'information en amplitude et

15. Comme pour le signal pompe-sonde, nous notons en minuscule sdAhTa(Tseq) le signal obtenu avec une
pompe impulsionnelle et I’annexe |B| page exprime simplement S22 (7..,) en fonction de s41?(7eq)-
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AT

exc pompe E

ref
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T="1_ Tp T,

Fic. 2.2 : Dans une configuration de type détection homodyne autoréférencée,
le délai At entre I'impulsion excitatrice et I'impulsion de référence est maintenu
constant pendant que le délai entre I'impulsion pompe et la séquence d’impulsions
formée du champ excitatrice et du champ de référence varie. Le signal issu du
terme croisé différentiel (équation est alors la polarisation différentielle dans
le rétérentiel tournant a la fréquence centrale wy du déclin de la polarisation non-

perturbée (voir section .
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en phase recherchée sur le champ émis. Dans nos expériences, nous isolons ce terme croisé
des contributions pompe-sonde en utilisant une technique de double modulation (cf. sec-

tion page .

2.6.2.4 Détection homodyne autoréférencée : quantité mesurée

Nous calculons ici dans un cas simple la quantité mesurée dans une expérience de détection
homodyne autoréférencée.

Nous utilisons I’équation page [31] avec

— des champs &, (t) o< 6(t — 7er);

— et une réponse simple

t

Ar(tt') o< if(t — t'){exp(—i/ w) — exp(—iwg(t — "))} (2.67)
t/
supposant un temps de déphasage infini, ainsi qu'une pompe impulsionnelle arrivant
au délai 7, = 0 avec w(t) = wy pour t < 7,. wy est la fréquence initiale du CO avant
que la pompe ne vienne changer la fréquence de résonance.
Pour 7, < 7., nous obtenons en utilisant seulement le premier terme de ’équation dans

I’équation [2.63: .
Re(e™tr @t «®), (2.68)

Tant que I'impulsion excitatrice reste a délais négatifs 7. < 7,

/ dtw(t)z/:p dt w(t)+/; dt w(t) :/ dt (w(t) — wy) + woAT, (2.69)

p p
le signal s’exprime alors comme

Tseq"rAT

p=0

dt (w(t) — wo)) — 1)} . (2.70)

Lorsque 'on maintient constant le délai A7 = 7, — 7, entre les deux impulsions, le
changement de fréquence de résonance se manifeste par des oscillations a la fréquence w(7seq+
AT) — wy selon Ty, le délai entre la séquence d’'impulsion et I'impulsion pompe.
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Chapitre 3

Zoologie des fonctions de réponse:
Différentes approches expérimentales
et théoriques

Le chapitre |2| nous a permis de calculer une fonction de réponse non-stationnaire que
nous utilisons dans nos simulations (cf. section . Ce chapitre théorique permet de faire
le lien entre plusieurs types d’expériences envisagées dans ce travail. Il discute en particulier
des expériences d’absorption résolues spectralement dans le cas d’un milieu non-stationnaire
et présente les effets de polarisation perturbée (sections et . Il permet en particulier
une compréhension plus approfondie des liens entre les effets de polarisation perturbée et les
différentes techniques de détection du champ émis.

Nous introduisons deux autres représentations de la fonction de réponse non-stationnaire
R(t,t") définie au chapitre [2| dans le domaine temporel :

— l'une dans le domaine spectral R(w,w') a la section permet d’analyser les effets de
polarisation perturbée dans le cas d’une sonde de largeur spectrale finie et de faire le
lien avec des expériences de type bidimensionnel ;

— Tautre R"Y (t,w) dans le domaine spectro-temporel a la section est un outil de calcul
et d’analyse de la fonction de réponse basé sur la fonction de Wigner.

Ce chapitre fait référence au calcul des annexes D] et [E]

3.1 Introduction

3.1.1 Intensité transmise et champ rayonné

Lorsqu’un champ électromagnétique incident &; se propage dans un milieu diélectriqueE]
il y induit une polarisation P. Cette polarisation est la source d’un nouveau champ, le champ
rayonné &, qui vérifie, dans le cas d’une onde plane [66],
wl
&r(w) = —P(w) (3.1)

"~ 2eon(w)c

1. Nous ne prenons pas en compte les effets liés a la propagation.
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ou L est I’épaisseur du milieu considéré et n(w) son indice. Le champ transmis & a travers
le milieu est la somme de ces deux champs :E|

E=E&+E, (3.2)
Son intensité spectrale
L(w) = |&(w) + & (W) ]* = Li(w) + I(w) + 2Re(EF (w)E,(w)) (3.3)

est la quantité mesurée dans une expérience de transmission résolue spectralement. Elle
dépend du champ rayonné par l'intermédiaire de son intensité [, mais aussi par sa phase
relative 1)(w) par rapport au champ incident, comme illustré sur la figure 3.1}

Dans la mesure ou l'intensité /,.(w) du champ rayonné est négligeable, nous retrouvons
ici I'expression de I'absorption donnée a I’'équation [2.46| page [28| puisque I'intensité absorbée,
intégrée spectralement, vaut

o0

x 2 Re (/_OO dt Si*(t)dZ—it)) | (3.5)

o0

are( [T ewew) x 2re( [T 5 ciePw) G

—0o0

-y (®)

E(w)

Fic. 3.1 : Représentation dans le plan de Fresnel de I'addition des champs
complexes incident et rayonné, &; et .. La polarisation P(w) rayonne le champ
Er(w). P(w) et &.(w) sont perpendiculaires dans le plan de Fresnel puisque, d’apreés
I’équation page précédente, E,.(t) %—7;(15). L’origine du plan de Fresnel est située
a la base du vecteur représentant &;(w). L’intensité du champ transmis &(w) dépend

de la phase (w) entre &(w) et &.(w).

3.1.2 Cas d’une réponse linéaire stationnaire

Examinons la phase relative 1) dans le cas ou la réponse du milieu est linéaire stationnaire
et donnée par la susceptibilité d’ordre 1 [65]

—|p)?

HLind B 3.6
w—wo+z’1“ ( )

X (w) o

2. Nous nous plagons dans le cas ol le champ rayonné possede une polarisation identique a celle du champ
incident.
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qui décrit la réponse d’'un milieu possédant une résonance de largeur I' située a la fréquence wy.
Pour un champ incident dont le spectre se situe loin des résonances du milieu, la réponse du
milieu est instantanée (Wincident — Wo >> I') et la polarisation P(w) = epxM (w)&i(w) est en
phase avec le champ excitateur incident. Le champ rayonné, en quadrature par rapport a la
polarisation (cf. équation page , se trouve donc aussi en quadrature par rapport au
champ incident. Dans le plan de Fresnel (figure , le champ transmis peut étre vu comme
une rotation du champ incident, c’est un effet d’indice décrit par la partie réelle de x(V.
Le champ conserve son intensité et acquiert, au cours de la traversée du milieu, une phase
spectrale p(w).

effet d'indice absorption
(a) (b) (e
Elo) (o)
o(o) Elw) E(w)
= »—> ® >—< >
&lo () £(o)

F1G. 3.2 : Représentation dans le plan de Fresnel des effets d’absorption et d’indice.
A gauche, un effet d’indice, le champ rayonné est en quadrature avec le champ
incident. A droite, un effet d’absorption : la champ rayonné s’ajoute en opposition
de phase avec le champ incident.

En revanche, a résonance (w = wy), la polarisation est retardée de 5 par rapport au champ
incident. Le champ rayonné, lui aussi retardé de 7 par rapport a la polarisation, possede une
phase relative de 7 avec le champ incident. L’addition des deux champs est alors destructive.
Le champ transmis possede une intensité plus faible que le champ incident : ¢’est ’absorption.

Plus généralement, il y a absorption lorsque la polarisation est en retard sur le champ
incident, soit lorsque la phase de x(!)(w) est comprise entre 0 et 7. De facon analogue, dans
un milieu possédant du gain, la polarisation induite est en avance sur le champ incident. C’est
alors une interférence constructive entre une excitation et une émission en phase qui amplifie
le champ. La phase ¢(w) du champ émis (ou rayonné) par rapport au champ incident (ou
excitateur) est donc un parametre important a l'origine de différents effets physiques.

Pour un milieu pouvant étre décrit par une réponse linéaire stationnaire, ceci explique
comment les effets d’absorption et d’indice sont respectivement proportionnels a la partie
imaginaire et réelle de la susceptibilité. Cette terminologie se généralise au cas d’une polari-
sation d’origine non linéaire-stationnaire et nous parlons de partie imaginaire et réelle du
champ pour parler de la composante du champ émis en phase et en quadrature avec le
champ électrique incident.

3.1.3 Cas d’une réponse non linéaire-stationnaire

Formuler ’absorption en tant qu’interférence sous controle de la phase entre le champ
émis et le champ incident ne demande aucune hypothese sur l'origine de la polarisation;



38 CHAPITRE 3. ZOOLOGIE DES FONCTIONS DE REPONSE

cette description est donc aussi valable lorsque la polarisation n’est pas d’origine linéaire
stationnaire.

Lorsque cette polarisation émet dans un domaine spectral disjoint du spectre du champ
incident, aucune interférence entre champ incident et champ émis n’est possible. Dans ce
cas, le terme croisé dans I’'équation page |36 est nul. En revanche, des que I’émission non
linéaire-stationnaire se trouve dans le méme domaine spectral que le champ excitateur, il y
a interférence et seule la phase relative champ émis et champ excitateur va décider si nous
sommes en présence d’une absorption ou d’un gain d’intensité spectrale.

Donnons un exemple pour illustrer comment, en régime non linéaire-stationnaire, cette
phase relative 1) (w) peut avoir des comportements variés, causants des effets qui défient notre
intuition linéaire[?]

Prenons 'exemple de la transmission a la fréquence w d’une impulsion dont le spectre
couvre une octave |[w,2w| traversant un milieu possédant une susceptibilité d’ordre 2. Un
processus de différence de fréquences entre la composante a 2w et la composante a w va
produire une émission non-linéaire a 2w — w = w. La phase de ce champ émis dépend de
la phase relative des deux composantes spectrales 2w et w, l'intensité du champ transmis
a la fréquence w en dépend donc aussi. A la fréquence w, nous sommes en présence d’une
absorption qui dépend de la phase spectrale du champ incident.

Contrairement au cas linéaire stationnaire, la phase du champ émis n’est plus reliée de
facon simple a la phase du champ incident, c’est-a-dire ne dépend plus uniquement de la
phase du champ incident a la méme fréquence. Pour cette raison, il est plus naturel de
penser différemment a cette méme expérience et de voir la composante w du champ incident
comme un oscillateur local contre lequel vient battre le champ émis par la polarisation et
ainsi mesurer sa phase.

Cette remarque est importante pour pouvoir tisser un lien entre les différentes expériences
qui nous intéressent : expériences d’absorption intégrées, résolues spectralement et expériences
de détection homodyne. Elle permet d’interpréter plus clairement le spectre d’absorption
dans le cas ou une polarisation non linéaire-stationnaire émet a des fréquences situées a
I'intérieur du spectre du champ incident.

3.2 Spectre dépendant du temps d’un milieu
non-stationnaire

Dans cette section, nous précisons la différence qui existe entre le spectre d’absorption
a(w) dans le cas stationnaire et le spectre d’absorption a(w,r) dépendant du temps dans le
cas d’un milieu non-stationnaire. Un tel spectre est mesuré dans les expériences d’absorption
pompe-sonde résolues spectralement dans lesquelles une impulsion pompe induit une réponse
non-stationnaire du milieu analysée par un champ sonde. Nous portons une attention parti-
culiere aux milieux pouvant mettre en évidence des effets de cohérence et nous introduisons
les effets de polarisation perturbée.

3. Comme par exemple les effets de polarisation perturbée [70] ou la self-induced transparency [71,/72].
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3.2.1 Expression du spectre mesuré

Nous reprenons les notations de la section page [35] Dans le cas ou le champ émis
est faible, 'intensité du champ émis est négligeable par rapport a celle du champ incident.
L’intensité transmise vaut alors (équation page

Lw) = |&(w)+ & W)]? ~ L;(w) + 2Re&H (W)€, (w)
= L(w)e @~ [(w)(1 — a(w)L)
Le champ incident est noté &,(t) = &;(t — 7) lorsqu’il arrive a un instant 7 dans le milieu

non-stationnaire (cf. notations de 'annexe |[A| page , Iy(w,T) est lintensité du champ
transmis en fonction de 7. Nous obtenons donc, d’apres [3.1] page [35] [3.7] et [3.8]

a(w,r) o Im (?é;"))) (3.9)

qui s’écrit
a(w) o< Im(epx ™M (w)) (3.10)

dans le cas linéaire stationnaire.

3.2.2 Spectre linéaire stationnaire et non-stationnaire

Dans le cas linéaire stationnaire, a(w) est une quantité intrinseque du milieu et, pour
tout champ incident &;, l'intensité du champ du champ transmis est

Ii(w) = exp(—a(w)L)[;(w). (3.11)

Dans le cas non-stationnaire, si le spectre d’absorption a(w,r) = 2 ln(%) est bien
mesurable, il n’existe pas a priori une quantité &(w,7) indépendante du champ incident telle
que pour tout champ incident &; I'intensité du champ transmis puisse se déduire de [;(w)
par

Ii(w,m) = exp(—&(w,T)L) [;(w). (3.12)

Une telle description ne peut en effet pas prendre en compte la phase spectrale du champ
incident, par exemple l'effet d'un champ incident possédant une dérive de fréquence, ni
I'utilisation d'une séquence de 2 impulsions. Typiquement, c’est ce que nous allons appeler
les effets de cohérence qui vont empécher 1’écriture de 1’équation pour tout champ
incident avec un unique &(w,7). La quantité mesurée a(w,7) dépend du champ incident, ce
n’est pas une quantité intrinseque du milieu. Nous présentons dans la section page
une quantité alternative a a(w,r) qui n’est pas Iabsorption mesurée mais qui permet de
représenter I’absorption du milieu non-stationnaire indépendamment du champ sonde utilisé.

3.2.3 Spectre impulsionnel

Une mesure de a(w,r) particuliere, notée im,(w,7), est cependant distinguée. Elle est
effectuée avec un champ incident pouvant étre représenté comme une fonction de Dirac
temporelle, soit en pratique un champ de phase spectrale plate dont le spectre couvre toutes
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les fréquences d’intérét. D’apres 1’équation page précédente, dans laquelle on substitue
& (w) = €7 elle s’exprime comme

Qimp(w,T) o Tm { / T ei”(tT)PT(t)} : (3.13)

T

Qimp(w,T) est donc liée & la transformée de Fourier de la polarisation induite selon la direc-
tion du champ incident{’| par une excitation impulsionnelle arrivant dans le milieu & 1'ins-
tant 7. Dans le cas particulier d’une fonction de réponse donnée par I’équation page (16,
elle s’écrit encore

Qimp (w,T) o< Im {/ dt 'y - (R(t +7,7) - ﬁs)} (3.14)
0

ol U, est la direction du champ sonde impulsionnel incident.

3.2.4 Effets de cohérence dans les expériences pompe-sonde résolues
spectralement

Nous ne nous intéressons ici qu’aux effets de polarisation perturbée et non aux effets
de réseaux induits qui font aussi partie des effets de cohérence. Ces effets de polarisation
perturbée qui se manifestent a délai négatifs (I'impulsion sonde arrive dans le milieu avant
la pompe) dans les expériences pompe-sonde résolues spectralement donnent naissance a des
oscillations dans le signal détecté. Ces oscillations rendent impossible une interprétation du
signal ne faisant intervenir que des populations. Dans les expériences de détection homodyne,
nous exploitons ces effets pour obtenir des informations sur 1’évolution du systeme.

3.2.4.1 Introduction

Dans les expériences pompe-sonde, une impulsion pompe vient perturber le milieu et le
conduire dans un état hors-équilibre a partir duquel il va évoluer. L’impulsion sonde vient
analyser I’évolution de ce milieu perturbé par 'intermédiaire des variations de son intensité
transmise [;. Cette quantité est mesurée en fonction du délai 7 = 7, — 7, entre les deux
impulsions, ou 7, et 7, sont les instants d’arrivée de I'impulsion sonde et de I'impulsion de
pompe. Dans de telles expériences, résoudre spectralement 'intensité transmise en fonction
du délai pompe-sonde (équation donne acces a une information plus riche que la va-
riation de la méme quantité intégrée spectralement (équation page . Cependant,
lorsque la résolution temporelle sur le délai pompe-sonde devient plus fine que les temps
de déphasage du milieu, ces expériences font apparaitre, de fagon a prior: contre-intuitive,
une absorption aux délais pompe-sonde négatifs. Ce sont des effets dits de polarisation per-
turbée [73159}74,75] que nous présentons ici.

En I'absence de pompe, la polarisation induite par le champ sonde est donnée par la
susceptibilité linéaire du milieu (équation [2.3 page [16). Lorsque la sonde est impulsionnelle

4. Nous relachons ici 'hypothése introduite a la note |2[ page
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F1G. 3.3 : Déclin de la polarisation (<free induction decays), polarisation per-
turbée par la pompe P.(t) et polarisation différentielle AP, (t) représentés dans le
référentiel tournant a la fréquence de résonance wy de la raie d’absorption. La pola-
risation induite par la sonde a un délai pompe-sonde T = -1 ps négatif est perturbée
par la pompe arrivant a 'instant 7, = 0. Cette modification de la polarisation due a
la pompe crée apres son arrivée dans le milieu, c’est-a-dire a des temps positifs, une
polarisation différentielle AP, (t). Dans le cas ici représenté, le temps de déphasage
Ty vaut 2 ps. La polarisation est perturbée par la pompe par la modification du
temps de déphasage instantané, qui passe linéairement, en 1 ps, de sa valeur initiale
de 2 ps a une valeur finale de 400 fs.
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vis-a-vis de X(l) cas dans lequel nous nous placons, la polarisation induite est proportion-
nelle & V(¢ — 7,). Le déclin de I'enveloppe de la polarisation est représenté figure page
précédente dans le cas d'une susceptibilité linéaire donnée par 1’équation page et
d’une sonde impulsionnelle arrivant a l'instant 7, = —1 ps. Cette polarisation décroit avec
une constante de temps Tp = %, le temps de déphasage lié a la largeur de la raie d’absorption
considérée.

a Polarisation perturbée par diminution du temps de déphasage Considérons
maintenant ce méme déclin de la polarisation induite lorsqu’une impulsion pompe infini-
ment breve arrive dans le milieu apres la sonde. Le délai pompe-sonde 7 est alors négatif.
Lorsque |7]| est de l'ordre de T3, la polarisation induite par la sonde est encore présente au
temps 7, = 0 de l'arrivée de la pompe. Cette impulsion de pompe modifie le déclin de la
polarisation, comme illustré sur la figure page précédente et donne lieu a une polarisation
différentielle aux temps positifs qui suivent ’arrivée de la pompe.

Lorsque I'on peut considérer la sonde comme infiniment breve, la quantité mesurée dans
une mesure de transmission différentielle résolue spectralement est donnée par 'équation [3.13]:

Aty (w,7) = Im { | OO_O dt eiw(t_T)APT(t)}. Cette quantité, bien que dépendant seulement
Tp=

de la valeur de la polarisation a des temps positifs, n’est pas nulle pour des délais pompe-

sonde 7 négatifs.

b Décalage en fréquence cohérent [’augmentation du temps de déphasage n’est pas
la seule cause possible d’un effet de polarisation perturbée. Dans le cas ou l'effet d’une
impulsion de pompe est de provoquer un changement de fréquence de résonance dw(t), des
effets de polarisation perturbée peuvent aussi se produire. En particulier, pour une raie
possédant un temps de déphasage T5, si la phase

T2+Tp
o — / dt Su(t) (3.15)

P

accumulée pendant le temps de déphasage est supérieure ou de 1'ordre de 7 (voir ﬁgurepage
suivante), la polarisation oscille dans le référentiel tournant a la fréquence de résonance ini-
tiale et les nouvelles fréquences vont alors étre clairement visibles dans le spectre de la
polarisation induite a des délais négatifs.

Cette relation peut aussi se voir comme une relation d’incertitude : la largeur spectrale de
la raie fixe une résolution spectrale <<Ti2>> (ou de maniere équivalente, ouvre une fenétre tem-
porelle de largeur T5) qui va déterminer si les nouvelles fréquences pourront étre distinguées
de la fréquence initiale.

Nous discutons & la section page [60] comment se manifeste I'effet du changement
de fréquence en fonction du spectre de la sonde utilisée.

5. Nous désignons ainsi une sonde de phase spectrale plate dont le spectre recouvre toutes les fréquences
intervenant dans y() (w).
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Fic. 3.4 : Polarisation perturbée représentée dans le référentiel tournant a la
fréquence initiale. Dans le cas représenté, le délai T vaut -300 fs, I’enveloppe de la
polarisation est une exponentielle décroissante avec une constante de temps T, de
2 ps. La fréquence varie linéairement et subit un changement de Ao = 10 cm™!
effectué sur une durée de 400 fs a partir du temps 7, = 0.

3.2.4.2 Résolution temporelle

Continuons a discuter I'observation d’effets de cohérence dans le cadre d’une fonction
de réponse non-stationnaire. Nous prenons en compte une impulsion de pompe de durée
finie prise en compte par une convolution de 1’équation page Notons Aa{mp(w,T)ﬁ,
désigne le spectre impulsionnel mesuré avec une impulsion de pompe infiniment breve —
correspondant & une fonction de réponse r(t,t'). Le spectre impulsionnel mesuré avec une
impulsion de pompe de durée finie et d’intensité temporelle I,(t) — correspondant a une
fonction de réponse R(t,t') — est la convolution suivante selon le délai 7

(0.)
Aaﬁnp(wﬁ) = / dt, Ip(tp)Aozfmp(w,T —t,) (3.16)

—00
Les effets de polarisation perturbée se manifestent pour des délais 7 négatifs sur un domaine
temporel de 'ordre de T5. Ces effets ne peuvent donc apparaitre que pour une impulsion

pompe de durée At, vérifiant approximativement At, < Tb.

3.3 Point de vue fréquence-fréquence

La description d’un milieu non-stationnaire par un spectre dépendant du temps imite
le modele d’une réponse linéaire stationnaire dans lequel la polarisation ne peut seulement

6. Dans I’équation page I’indice imp pour impulsionnel se rapporte seulement au champ incident
et non a la durée de la pompe.
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émettre qu’a une fréquence a laquelle elle a été excitée. Une telle description <échoues (cf.
section donc dans le cas ou la pompe induit un changement de fréquence au cours
du duquel la cohérence est conservée. Afin de rendre compte des processus d’excitation et
d’émission a I’ceuvre dans un matériau non-stationnaire, nous introduisons dans cette section
une représentation spectrale de la fonction de réponse linéaire non-stationnaire.

3.3.1 Présentation

Dans la section 2.1 nous avons introduit une fonction de réponse non-stationnaire R(t,t').
Dans ce cadre, la relation P(w) = eox™ (w)&(w) n’est plus valable. La relation linéaire
(page que nous supposons entre le champ excitateur et la polarisation induite permet
toutefois de généraliser cette relation par I'introduction d’'une fonction de réponse R(w,w’)
dépendant de 2 variables spectrales. R(w,w’) nous permet de formaliser la discussion de la
section [3.1| page [35| dans le cadre d’une réponse linéaire non-stationnaire.

La relation linéaire [2.1] entre la polarisation induite et le champ électrique s’écrit dans le
domaine spectral

[e.@] dw/
Plw) = / W R (ww)EW). (3.17)
oo 2T
Ceci généralise 1’équation page (16| du cas linéaire stationnaire qui est un cas particulier
de I’équation dans lequel la fonction de réponse est diagonale :

Rww') = eoxP(w) x 216 (w — ). (3.18)

Le calcul de R(w,w') & partir de R(¢,t') fait intervenir une double transformée de Fourier’]

R(w,w’)—/ dt/ dt’ e“'R(t,t")e Y. (3.19)

R(w,w') caractérise comment un milieu, soumis a une excitation a w’, va émettre a la
fréquence w. C’est une quantité complexe qui rend compte de la phase de la polarisation in-
duite. R(w,w’) caractérise donc une émission dans laquelle la composante émise a la fréquence
w possede une relation de phase avec la composante du champ excitateur a la fréquence w’.
Elle permet de séparer les deux processus d’excitation et d’émission qui se confondent dans
le cas stationnaire. Comme précisé a la section [2.1.2] nous ne supposons pas un ordre de
linéarité spécifique pour les processus qui conduisent a l'obtention de la réponse linéaire
non-stationnaire.

3.3.2 Quantités mesurées dans les expériences

Grace a une formulation dans le domaine spectral il est possible de relier simplement
différentes expériences par intégration sur des variables spectrales.

Le champ incident E£(t) utilisé dans les expériences de transmission désigne le champ
de I'impulsion sonde. Lorsque cette impulsion sonde est décalée temporellement d’un délai
7, le milieu voit une impulsion sonde de champ &,(t) dont la transformée de Fourier vaut

E(w) = e“TE(w).

7. Le signe — dans le e~ 't" de Iéquation est nécessaire a I'écriture de 1’équation
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3.3.2.1 Expériences intégrées spectralement

Les variations d’intensité transmise dans les expériences de transmission différentielle
sont données par 1’équation page

S(r) o Im (/_OO dt 5:(t)A7>T<t)> —Im (/_OO ‘21—: £ (w )APT(w)) (3.20)

[e.9]

et donc, d’apres ’équation page précédente,

) & Im (/ / W () AR (w)E, (d)) . (3.21)

3.3.2.2 Expériences résolues spectralement

Le signal pompe-sonde résolu spectralement se déduit 1’équation que l'on réécrit ici
dans le cas ou la polarisation différentielle n’est pas forcément dirigée selon la polarisation
de I'impulsion sonde.

Aa(w,r) o Im (517(w).A757(w)> _

1 , dw’ o
1) = Ii(w)lm (5*(0())6_“‘”/ o AR(w,W)E(W')e™ T) .
(3.22)

Cette derniere équation nous permet de discuter les effets de polarisation perturbée dans
le cas d’'une sonde de largeur spectrale finie. Elle permet aussi de formaliser la discussion de
la section page |35 sur les effets d’interférence entre le champ incident et le champ rayonné
dans le cas d’une fonction de réponse linéaire non-stationnaire. Elle montre enfin comment,
lorsqu’un transfert de cohérence entre deux fréquences différentes est possible, c¢’est-a-dire
lorsque R (w,w’) possede des termes non-diagonaux non-nuls, I’absorption devient dépendante
de la phase du champ incident.

Le signal des expériences intégrées spectralement qui se déduit de I’équation page
se retrouve bien par intégration spectrale de I’absorption différentielle :

S(7) /_00 dw Ac(w,m);(w). (3.23)

oo 2T

Le signal des expériences de détection du champ émis (cf. équation page se

calcule de la méme fagon en remplacant £*(w) par Efy(w) dans 'équation [3.22]

3.3.2.3 Expériences bidimensionnelles

On peut s’intéresser a la quantité R(w,w’) en soi. La connaissance de R(w,w'), équivalente
a celle de R(t,t'), permet de caractériser la réponse non-stationnaire du milieu. En outre,
elle permet de visualiser clairement une émission a une fréquence w provenant de fréquences
d’excitation w’ différentes. Notons cependant que cette information sur les corrélations entre
fréquences d’excitation et d’absorption se trouve aussi dans le spectre dépendant du temps
Qimp (w,T) donné par I’équation . R(w,w') est une quantité mesurable, par exemple a 'aide
de techniques analogues a celles utilisées en spectroscopie bidimensionnelle par transformée
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de Fourier [76,77,[78]. Notons cependant que bien que dépendant aussi de deux variables
spectrales, la quantité R(w,w’), liée & la réponse non-stationnaire du milieu, differe de la
quantité bidimensionnelle stationnaire mesurée en spectroscopie bidimensionnelle.

3.3.3 Cas d’un changement de fréquence instantané
3.3.3.1 Calcul de R(ww')

Nous donnons 'expression de la réponse R(w,w’) dans le cas particulier de la réponse
établie au chapitre [2| (équation m page . Nous utilisons une réponse qui modélise un
milieu possédant une raie de largeur I' subissant un changement instantané de force d’oscilla-
teur variant de |p;|* & |115)* et un changement de fréquence de résonance Av = % =2u
Cette réponse particuliere montre des effets de polarisation perturbée et permet de discuter

les effets d’une largeur sonde finie dans le cas d’'un changement de fréquence cohérent.

R(tH) = i0(t — ') ()t (e T i fdu ww) (3.24)
avec w(t) = 0(—t)w; + 0(t)wy (3.25)
et p(t) = O(—=t)ps + 0(t)pys- (3.26)
(3.27)

R(w,w'), calculé a partir de I’équation page 44| donne 4 termes :

—lpul” ! (3.28)
(w—w; +1iI) (W — w + i€)’

—|ps]? —i

3.29

(w—wp+il') (W —w — i€)’ (3:29)
s Z

3.30

(W—w; + 1) (W — w; +1iT)’ (3:30)

S — ! (3.31)

(w—ws + i) (W — w; +4I')’

ou € est infiniment petit et positif.

Les termes et[3.30| proviennent du domaine d’intégration ¢ et ¢’ négatifs. Le terme[3.29)
provient du domaine ¢ et t’ positifs. Le terme [3.31| provient du domaine d’intégration ¢’ < 0
et > 0.

— Les termes |3.28] et sont <infiniment> proches de la diagonale et ressemblent &
une réponse de type stationnaire. Nous les appelons termes quasi-stationnaires. Dans
le spectre impulsionnel, ils vont contribuer a un terme intuitif que ’on peut interpréter
en termes de population.

— Les termes et donnent & R(w,w’) des composantes non-diagonales. Ils refletent
les effets de polarisation perturbée et contribuent au spectre impulsionnel seulement a
des délais négatifs (cf. équation . Ces deux termes correspondent aux effets de po-
larisation perturbée discutés dans la section [3.2.4] page [40| dans le cas d’un changement
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de fréquence induit par I'impulsion pompe. Pourvu que la différence de fréquences Aw
soit supérieure a I', ces deux termes sont bien séparés dans le plan (w,w’ )ﬁ

La partie imaginaire de ces deux derniers termes sont représentés figure [3.5] le terme [3.30
occupe une largeur spectrale I' le long de la diagonale autour de (w;,w;) tandis que le
terme page précédente se trouve en dehors de la diagonale et occupe une largeur spec-
trale I autour de (wy,w;) : il correspond a I’émission & wy pour une fréquence d’excitation a w;.
Seule la partie imaginaire est montrée, elle seule intervient dans une expérience pompe-sonde
d’absorption dans laquelle la sonde possede une phase spectrale plate.

Par contre, la figure [3.5 ne montre pas les termes et de R(w,w') qui sont tres
difficilement représentables puisqu'’ils sont placés le long de la diagonale dans le plan (w,w’).

lih
u‘.’t"&%
b

) il

/
i

“\\\\{R\\\

‘\\\\

il

0.5
05

A®/2T = 0—,/27 A®'2T = 0'-, /27

fréquence d'émission (THz) fréquence d'excitation (THz)

Fic. 3.5 ¢ Im(R(ww')) calculée dans le cas d’une raie lorentzienne (temps de
déphasage % = 2 ps) effectuant un changement de fréquence instantané de Ay =
1.5 THz. Seuls les termes|3.30) et [3.31] sont représentés. L’axe vertical est arbitraire
et uy = 5. Dans cette figure comme dans la figure page la fréquence nulle
correspond a la fréquence initiale w; (référentiel tournant).

8. Dans le cas de cette réponse simple, c’est seulement le rapport % qui controéle I'intensité des effets de
cohérence comme le montre
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3.3.3.2 Spectre impulsionnel dépendant du temps

Calculons le spectre impulsionnel dépendant du temps (équation [3.14]). 11 se déduit aussi
de I’équation en prenant £(w) = 1:

ozimp(w,T) o< Im {/ gﬁ e_i(w—w’)TR<w7w/)} ' (3.32)

oo 2T

Les termes quasi-stationnaires et page [46|fournissent & iy, (w,7) la contribution

f(—7)Im {i} + 6(7)Im {L”Q} : (3.33)

w—w; +1I w—wys+il’

qui forme le spectre dépendant du temps intuitif: le spectre d’absorption est fixe aux délais
positifs et négatifs. Il change brutalement autour du délai pompe-sonde nul de sa valeur
initiale a sa valeur finale.

Les termes et ajoutent au spectre dépendant du temps la contribution suivante :

‘Mi’2el"7-e—i(w—wi)7— M*Mfel"Te—i(w—wi)T
O(—7)1 O(—7)L —= . 3.34
( T)m{ w—w; +1I’ +0(=7)m w—wy+il’ (3:34)
Le spectre différentiel
Aimp (W,T) = Cip(w,7) — I L (3.35)
P P w—w;+il |’

obtenu en retranchant au spectre précédemment calculé le spectre obtenu en 1’absence
de pompe, est représenté sur la figure [3.6] L’intégration sur la fréquence d’excitation w’
(équation des termes représentés figure fournit les contributions a délais négatifs
du spectre impulsionnel. Le terme [3.30] est a l'origine d’oscillations spectrales autour de la
fréquence initiale w; = 0 alors que le terme [3.31| page contribue autour de la fréquence
finale wy. Le spectre présente a cet endroit des oscillations a la fois spectrales et tempo-
relles. Ces oscillations temporelles se trouvent le long de ’axe temporel 7 et possedent une
fréquence AI/E

L’intégration du spectre impulsionnel différentiel f © dw

o 52 AQimp(w,T) correspond a la
transmission différentielle S() d’une impulsion sonde infiniment bréve (équation [3.23|page[d5)).
Pour des raisons de causalité, la transmission de cette sonde a délais pompe-sonde négatifs
n’est pas affectée par une impulsion pompe qui perturbe le milieu apres son passage, le signal

S(7) différentiel avec et sans pompe est alors nul pour 7 < 0. Nous en déduisons que

> d
/ 2_w Aimp(w,7) =0 pour un délai 7 négatif. (3.36)
7r

—0o0

Ceci est bien vérifié par I'intégration spectrale de I’équation [3.34]

9. Ces oscillations temporelles sont aussi présentes dans la contribution du terme page m mais ont
une période bien plus grande, de I'ordre de % dans les ailes du spectre.
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fréquence (THz) a5 s

Fia. 3.6 : Spectre différentiel Acvmp(w,T) calculé (équation page ci-contre)
dans le cas d’une raie lorentzienne dont le temps de déphasage est % =2 pset
effectuant un changement de fréquence instantané de Av = 1.5 THz. L’axe vertical

est arbitraire et jiy = &
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L’absorption autour de la fréquence w; qui oscille en changeant de signe est due a la
nature interférentielle de ’absorption mentionnée a la section page |37| et résulte d’une
interférence du champ émis a la fréquence wy avec la composante du champ sonde inci-
dent a cette méme fréquence. C’est la méme oscillation a la différence de fréquences entre
la fréquence finale et initiale se retrouve dans les expériences de détection homodyne au-

toréférencée (cf. section [2.6.2.4| page [34]).

3.3.3.3 Observation des effets de cohérence

Le calcul qui mene au spectre composé de |3.33| page |48| et page (48| suppose
— une impulsion de pompe infiniment breve,

— une impulsion de sonde dont le spectre couvre I'ensemble des fréquences en jeu (les
raies w; et wy de largeur I'),

— ainsi qu’'un changement de fréquence au cours duquel la cohérence est conservée.

Relacher ces hypotheses conduit a mettre en évidence une différence entre les deux termes
de I'équation page [48] En particulier, nous verrons dans les paragraphes suivants que le
dernier terme de I'expression |3.34] se révele beaucoup plus sensible a ces hypotheses.

a Influence de la durée de I'impulsion pompe dans ’observation des effets de
cohérence L’observation des effets de cohérence dépend de la résolution temporelle de
I’expérience et n’est possible que lorsque la durée de I'impulsion pompe est plus courte que
le temps de déphasage (cf. section @ page . Ce critere nécessaire pour observer les effets
de cohérence issus du terme [3.30] ne suffit pas pour observer des oscillations de cohérence
issues du terme [3.31] page [46] Nous discutons quantitativement ce point dans le cadre d’une
impulsion pompe de durée finie prise en compte par ’équation page [I8 L’influence de la
durée de la pompe sur une réponse spectrale obtenue a partir d’'une réponse impulsionnelle

r(w,w’) se déduit des équations page |18] et page .

R(ww) = L(w — )r(ww). (3.37)

I »(w) désigne la transformée de Fourier de I'intensité temporelle de la pompe et non 'intensité
spectrale. Les effets de cohérence se traduisent par des termes non-diagonaux dans la réponse
impulsionnelle r(w,w’). Suivant la durée de la pompe, nous allons avoir acces a des termes
plus ou moins éloignés de la diagonale.

— Pour pouvoir observer la polarisation perturbée provenant du terme page un
spectre de pompe plus large que la largeur I' est nécessaire. Ceci correspond a impulsion
pompe d’'une durée plus breve que le temps de déphasage T5.

— Pour pouvoir observer le terme[3.31| page[46], ¢’est en revanche la différence de fréquences
Av qui est a comparer a la largeur spectrale de fp(w — w'). Ceci reflete que, dans le
cas ou la pompe possede une durée supérieure a ﬁ, les contributions a la polarisation
des différentes populations excitées par le profil temporel de l'intensité pompe sont
déphasées et interferent destructivement.
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F1G. 3.7 : Représentation schématique de R(w,w’). Les quatre termes sont
représentés. Les termes quasi-stationnaires|[3.28 et[3.29 se trouvent le long de la dia-
gonale en rouge et les termes de polarisation perturbée[3.30 et sont représentés
par les cercles bleus. Lorsqu’une sonde de largeur spectrale finie, inférieure a Av,
est utilisée, les expériences résolues spectralement ne sont pas sensibles au terme
croisé[3.31] Les carrés correspondent au domaine de fréquence auxquelles sont sen-
sibles des expériences utilisant des spectres de sonde de largeur finie supérieure a
[’ mais inférieur a Av dans le cas d’une sonde centrée a la fréquence initiale (en
jaune) et dans le cas d’une sonde centrée a la fréquence finale (en vert).
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b Influence du spectre d’impulsion sonde utilisé Considérons 1'utilisation d’une
impulsion sonde possédant un spectre fini plus étroit que la différence de fréquences Awv.
Le spectre dépendant du temps mesuré n’est plus alors aip,(w,7) donné par , mais est
donné par ’équation page [45] Suivant le spectre de sonde utilisé, les expériences sont
donc sensibles a des termes différents:

— Si I'impulsion sonde est centrée sur la fréquence initiale, ’expérience pompe-sonde
résolue spectralement est sensible aux termes proches de la diagonale a la fréquence
initiale, c’est-a-dire et comme le montre la figure page précédente. Il y a
un effet de polarisation perturbée qui est seulement da a I’extinction de la polarisation
a la fréquence initiale.

— Lorsque I'impulsion sonde est centrée sur la fréquence finale, le spectre d’absorption
ne va étre sensible qu’au terme quasi-stationnaire a la fréquence finale (terme le
long de la diagonale sur la figure page précédente). Aucun effet de cohérence n’est
alors observé. Ceci se comprend aussi d'un point de vue temporel: il n’y a pas d’effet
de polarisation perturbée puisque la sonde, non résonnante a la fréquence initiale, ne
peut pas induire de polarisation a délais négatifs.

Lorsque la largeur de I'impulsion sonde accessible est limitée, il n’est donc pas possible
d’étre sensible au terme non-diagonal [(3.31] Il est toutefois possible d’accéder au terme dia-
gonal a 'aide de deux répliques décalées spectralement (et possédant une relation de phase).
Une telle configuration a déja été utilisée en spectroscopie multidimensionnelle |79).

¢ Influence de la cohérence du transfert La fonction de réponse utilisée (équationm
page suppose un changement de fréquence cohérent. Lorsque 'excitation se produit aux
délais négatifs, il existe une relation de phase entre la polarisation induite aux délais négatifs
a la fréquence w; et la polarisation induite aux délais positifs a la fréquence wy. La prise en
compte d’éventuels processus de déphasage dans le transfert de cohérence peut s’effectuer par
I'introduction d'un saut de phase aléatoire ¢ dans I’équation page [46] Ce saut de phase

de ¢ = fooj dt dw(t) aléatoire est du aux différents chemins dw(t) pouvant étre empruntés
par la fréquence lors du transfert. Seul le terme page 46| qui relie les domaines tempo-
rels positifs et négatifs est affecté par 'introduction d’un tel déphasage. Ce terme est alors
multiplié par un facteur e~ dont la moyenne sur les différents chemins empruntés mesure
la cohérence du transfert. Dans le cas d’'une phase équirépartie sur [0,27], cette moyenne est
nulle et traduit, comme dans le cas d’une impulsion pompe longue (paragraphe @ page ,
I'interférence destructive qui a lieu entre les différentes polarisations microscopiques.

d Information sur la cohérence du transfert Dans le cas d'une sonde de largeur
Av, les oscillations a délais négatifs issues du terme page 46| permettent de donner
une information sur les processus de déphasage. Les forces d’absorption |u;|* et |pus]?* étant
connues, une baisse de I'amplitude de ces oscillations par rapport a I’amplitude p; ¢ attendue
dans le cas d’un changement de fréquence cohérent renseigne sur les processus de déphasage.

Une expérience intégrée spectralement non sensible aux effets de polarisation perturbée ne
permet pas d’obtenir d’information sur la cohérence du transfert (cf. section page .
Il en est de méme pour une expérience résolue spectralement utilisant une sonde qui ne
possede pas dans son spectre a la fois les domaines de fréquence initiale et finale, ¢’est-a-dire
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qui ne peut accéder aux termes non-diagonaux de la fonction de réponse. En particulier, le
terme page 46| ne peut permettre de faire une distinction entre un déphasage et une
baisse de la force d’absorption [80].

3.3.4 Lien avec les expériences de Raman impulsionnel

Les termes de polarisation perturbée dus aux termes non-diagonaux de R(w,w’) sont
confinés aux délais négatifs dans les expériences pompe-sonde. Si la présence d’éléments
non-diagonaux R(w;,ws) dans une réponse linéaire non-stationnaire se manifeste toujours
sous la forme d’oscillations temporelles a la différence de fréquences w; — ws, ces oscillations
n’apparaissent pas seulement aux délais négatifs. Dans les expériences de Raman impul-
sionnel ot une cohérence vibrationnelle est excitée de maniere impulsive par un processus
Raman [55,81},[82,183], des oscillations & cette fréquence vibrationnelle sont observées dans
les expériences d’absorption visibles résolues spectralement.

Brievement, la pompe visible peut exciter une cohérence vibrationnelle, vis-a-vis de la
sonde, ce qui se traduit par des termes diagonaux non-nuls dans la fonction de réponse

. . . , , , . .
puisqu’une interaction avec w’ peut alors créer une cohérence a w (figure [3.8) page suivante).
Dans les expériences de polarisation perturbée, le role de la pompe n’est pas de créer une
cohérence mais de modifier une cohérence existante. Les deux interactions du milieu avec la
sonde sont donc placées de part et d’autre de I'interaction de la pompe avec le milieu.

3.4 Point de vue temps-fréquence

Nous avons déja introduit deux fonctions de réponse équivalentes, R(t,t') et R(w,w’).
Nous présentons ici une représentation spectro-temporelle R (t,w) de la fonction de réponse
linéaire non-stationnaire introduite dans la section page [16] La partie imaginaire de
RW (t,w) possede les caractéristiques d’un spectre d’absorption dépendant du temps.

Une description spectro-temporelle de la fonction de réponse stationnaire est donné dans
la référence [84]. Cette description traite le cas d’une réponse linéaire stationnaire. Nous
développons ici le cas d’une fonction de réponse linéaire non-stationnaire.

Bien que la fonction RW (t,w) soit mesurable expérimentalement ce n’est pas, comme
ses homologues R(£,') et R(w,w’), une quantité possédant un contenu physique clair. RW (t,w)
analyse néanmoins la fonction de réponse en temps et en fréquence, et, dans les limites
fixées par les relations d’Heisenberg (temps-fréquence), elle est particulierement utile pour
représenter une réponse dans laquelle une fréquence dépend du temps. Comme nous 1’avons
fait dans la section page nous présentons RY (t,w) dans le cadre de I’approximation
du champ tournant déja présente dans I’écriture de I’équation [2.1]

L’annexe [Dfdétaille le calcul qui permet d’obtenir ’expression de la représentation temps-
fréquence.

10. R (t,w) s’obtient directement & partir de R(#,t') ou de R(w,w’) par une transformée de Fourier.
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) polarisation perturbée
Raman cohérent

pompe  sonde

pompe

Fi1G. 3.8 : Oscillations de cohérence a délais positifs et négatifs. A gauche, nous
avons représenté le mélange a quatre ondes dont I’absorption résulte dans une
expérience de type Raman impulsionnel. La pompe vient exciter une cohérence
vibrationnelle (deux premiéres interactions). Cette cohérence provoquent la diffu-
sion cohérente de la sonde de la fréquence w' vers w (la composante a W' de la
sonde vient créer une polarisation a la fréquence w). Si w se trouve également dans
le spectre de la sonde, ceci se traduit par des oscillations a la fréquence différence
dans les expériences pompe-sonde résolues spectralement a délais positifs. A droite,
nous représentons de facon similaire un effet de polarisation perturbée du a un chan-
gement de fréquence. La pompe ne vient pas créer une cohérence mais modifier une
cohérence existante excitée par une premicre impulsion sonde a la fréquence W' :
pour les instants positifs qui suivent la pompe, le changement de fréquence du a la
pompe induit une polarisation a la fréquence w est présente dans le milieu. Dans
une expérience d’absorption résolue spectralement, le champ transmis est analysé
spectralement : le battement entre le champ émis par la polarisation a w et les
composantes spectrales de la sonde a cette méme fréquence w donnent lieu a des
oscillations de cohérence (voir figure page @)
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3.4.1 Présentation

La fonction de Wigner d’une impulsion représentée par un champ électrique complexe
E(t) est

2

C’est une fonction qui représente I'impulsion suivant une variable temporelle ¢ et une va-
riable spectrale w [85]. Elle rend compte des caractéristiques du champ E(t E L’intensité
temporelle et spectrale de 'impulsion considérée s’obtiennent respectivement par intégration
sur les fréquences et sur le temps de la fonction W (t,w). C’est une des fagons de visualiser
des impulsions au profil compliqué dans le plan temps-fréquence (t,w).

Afin d’obtenir R (t,w), nous allons utiliser le méme outil technique et nous définissons
a partir de la fonction de réponse R(w,w’) donnée a la section page

u/ W'

S 3)6—““# (3.39)

W (tw) = / o 4t + EM — 5)e (3.38)

o0

duw’
RV (tw) = — R(w
)= [ G Rt
Dans le cas stationnair, RW (t,w) est une quantité indépendante de ¢ qui vaut o™V (w).
RW (t,w) généralise cette quantité dans le cas non-stationnaire, auquel cas elle dépend de la
variable temporelle t.
RY (t,w) s’exprime également a partir de R(,t')
> ' to
R (£ ) — / at R+ 5= D). (3.40)
0
Cette derniere équation est a rapprocher de 1’équation page [40] qui donne l'expression
du spectre en fonction du temps.

3.4.2 Signal d’absorption intégré spectralement

L’intérét de cette définition réside dans le fait de pouvoir exprimer simplement
'intensité transmise d’un champ incident a travers un milieu décrit par R(¢,t') comme
fonction de la fonction de Wigner WT(t,w)m définie a ’équation du champ incident
E-(t) = E(t — 7) (cf. équation 2.47) page 29] et annexe page qui traite ce calcul
en détail). Le signal des expériences pompe-sonde intégrées spectralement s’exprime alors
comme

/ / MVV (t,w)Im(ARY (t,w)). (3.41)

Im(RY (t,w)) apparait comme une densité d’absorption dans le plan temps-fréquence. En
particulier, l'intégration sur I’axe spectral donne (cf. équation |D.12| page [112))

/ g—‘:ImmW(w» Im(R(,1)) (3.42)

11. La fonction de Wigner du champ complexe est toutefois indépendante de sa phase absolue. Cependant,
la fonction de Wigner du champ réel fait intervenir un terme autour de la fréquence nulle qui dépend de la
phase absolue. Ceci est en accord avec la relation page puisque de tels effets sont décrits par une
corrélation entre fréquences positives et négatives.

12. cf. équation page
13. On note W, (t,w) = W(t — Tw), la transformée de Wigner du champ E.(t) = £(¢t — 7).



56 CHAPITRE 3. ZOOLOGIE DES FONCTIONS DE REPONSE

qui est proportionnel au carré du dipodle a 'instant ¢, ¢’est 'absorption intégrée. L’équation|3.41| page
précédente est équivalente a I'équation 2.47 page[29) Im(R"Y (t,w)) rend donc aussi compte des

effets de cohérence. Dans le cas ou de tels effets sont présents, le calcul de Im(RW (t,w)) fait
apparaitre des oscillations observables & la figure[3.9] Cette équation généralise I’équation [2.53| page[29)
et fait apparaitre ’ensemble des expériences pompe-sonde intégrées spectralement a différentes
fréquences centrales de sonde comme une convolution de Im(R" (¢,w)) par la fonction de Wi-

gner de 'impulsion sonde, c¢’est-a-dire une sorte de spectrogramme de la fonction de réponse.

.

Sl
AN

3000

ﬁ@?ﬂ temps (fs)

fréquence (THz) T

/

pvi

05

1~ 3000
F1G. 3.9 : Simulation de Im(ARY (t,w)) dans le référentiel tournant dans le cas
d’une raie lorentzienne possédant un temps de déphasage de 2 ps effectuant un
changement de fréquence de Av = 1.5 THz en 400 fs.

3.4.3 Signal de détection homodyne
3.4.3.1 Fonction de Wigner d’une séquence de deux impulsions

La fonction de Wigner [3.38 ne dépend pas linéairement mais quadratiquement du champ
qu’elle représente. Dans le cas d'un champ incident se composant d’une séquence de deux im-
pulsions (éventuellement déphasées de A¢) et décalées d'un délai A, elle fait apparaitre un
terme croisé oscillant selon I’axe des fréquences ; ce terme reflete des interférences spectrales.
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Dans le cas d’'un champ incident
& (t) + eiA¢gT+AT (t)v (343)

la fonction de Wigner du champ somme s’exprime en fonction de la fonction de Wigner
W, (w,t) d’'une unique impulsion :

Wo(w,t) + Weinar(w,t) + 2 cos(wAT + Agb)WH% (w,t). (3.44)

Ce dernier terme croisé d’interférence spectrale qui est a ’origine des signaux que ’on cherche
a détecter dans une expérience de détection homodyne autoréférencée, ou encore, les oscil-
lations de la fonction de réponse spectro-temporelle sont reliées a la présence d’effets de
cohérence.

a Oscillations de la réponse temps-fréquence Aux oscillations temporelles de la
réponse temps-fréquence dans un cas exhibant des effets de cohérence (figure page ci-
contre) correspondent la présence de termes non-diagonaux non-nuls dans la réponse spec-
trale (équation |D.10| page [112]) :

w+w

R(ww') = @V(w — o, 5

), (3.45)

ol RVest défini en [D.9| page [112] Ces termes non-diagonaux sont révélés par la présence
de deux fréquences différentes dans le spectre du champ incident. Les oscillations spectrales
de la réponse temps-fréquence sont dues a une dynamique plus rapide que le temps de
déphasage (équation |[D.12 page [112)) et sont mises en évidence dans les expériences utilisant
par exemples des séquences d’impulsion ou d’autres formes de sonde complexes.m

3.4.4 RY(tw): Précisions et utilisation

b Partie réelle et imaginaire de R" (t,w) RW(t,w) est complexe, cependant, la connais-
sance de sa seule partie imaginaire suffit pour calculer la transmission de tout champ incident.
Cela signifie que Im(RW (t,.w)) caractérise completement la réponse linéaire non-stationnaire
de I’échantillon. La partie réelle de R (t,w) contient donc une information redondante par
rapport a l'information contenue dans la partie imaginaire. Comme dans les relations de
Kramers-Konig qui relient la partie réelle et imaginaire de la susceptibilité linéaire x(!)(w),
c’est la causalité de la fonction de réponse qui est a l'origine de la relation entre les propriétés
d’indice et d’absorption décrites par la partie réelle et imaginaire de R (t.w).

Effectivement, cette partie réelle se déduit bien de la partie imaginaire. La partie imagi-
naire de la fonction de R"W (t,w) s’obtient, d’apres 'équation m page , par

o0 / t/

(R (tw)) / IR+ 5t ) (3.46)
A R(tt) —R*(t' ¢t
ou R(t,t') = (t.f) 5 ( ’). (3.47)

14. La fonction de Wigner de la figure de la figure page ci-contre montre par exemple les oscillations
du signal pompe-sonde lorsque 'on utilise une sonde possédant une dérive de fréquence correspondant au
changement de fréquence Awv.
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Connaissant Im(R"Y (t,w)), on peut donc, par transformée de Fourier inverse, retrouver
R(t,t'), supprimer sa partie non-causale R* (¢’ ,t) et ainsi avoir acces a RV (t,.w) complexe
par une nouvelle transformée de Fourier directe.

c¢ Utilisation Le principal avantage de la quantité Im(R" (¢,w)) est d’étre une représentation
temps-fréquence de la réponse compléte du milieu non-stationnaire qui peut étre utilisé
comme un outil de calcul ou d’analyse et de visualisation. Son principal inconvénient réside
cependant dans le fait de ne pas étre relié directement a une quantité physique.

15. R*(¥',t) a pour support le domaine ¢ < t', contrairement a R(t,t') qui, par causalité, ne prend des
valeurs non nulles que pour ¢ > t'.
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Chapitre 4

Mise en ceuvre expérimentale

Ce chapitre présente le montage et les techniques expérimentales que nous avons mis
en place ou utilisés dans ce travail. A partir d'une source laser amplifiée Ti:Sa a 800 nm,
nous obtenons une sonde dans I'infrarouge moyen autour de 5 ym (2000 cm™1), ainsi qu'une
impulsion de pompe a 400 nm (sections et[4.2). La section donne les caractéristiques
des échantillons de carboxymyoglobine que nous utilisons dans nos expériences. Les méthodes
de détection différentielle (section[d.4)) ainsi que le dispositif interférométrique spécifique aux
expériences de détection du champ émis (section [4.5]) sont ensuite décrites.

Afin d’améliorer le rapport signal a bruit de nos expériences, nous avons mis en place un
montage différentiel, qui comprend la modulation haute fréquence (50 kHz) de I'impulsion
de pompe pour la détection synchrone du signal ainsi que la détection d’une intensité de
référence dans l’infrarougeﬂ Nos expériences sont capables de mesurer une variation du
signal de 1075, L’interférometre de notre montage a été stabilisé afin d’obtenir un controle
précis du délai entre les deux impulsions nécessaires aux expériences de détection du champ
émis. La phase relative des deux impulsions est controlée a quelques centiemes de radians.

4.1 Source laser

4.1.1 Source Amplifiée

Le montage expérimental est basé sur une source commerciale Coherent. Celle-ci délivre
des impulsions a 800 nm, d’une durée d’environ 130 fs a un taux de répétition pouvant aller
de quelques kHz jusqu’a 250 kHz. Nous avons utilisé cette source avec un taux de répétition
de 100 kHz adapté a nos expériences. A un taux de répétition de 100 kHz, I’énergie délivrée
est de 6-7 pJ par impulsion[?]

Un oscillateur & modes bloqués (Vitesse, Coherent) délivre des impulsions a 800 nm,
de quelques nJ et d’une durée d’environ 100 fs a un taux de répétition de 80 MHz. Cet
oscillateur est pompé par un laser Nd:YAG doublé a 532 nm (Verdi 2 Watts, Coherent). Un
dispositif acousto-optique (cavity-dumper) sélectionne les impulsions & injecter dans la cavité

1. La culture du laboratoire introduit un décalage spectral par rapport a la terminologie usuelle: nous
qualifions le 800 nm de visible, et I'infrarouge moyen est appelé infrarouge.
2. Pour un taux de répétition de 200 kHz, la méme source délivre 4 uJ.
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d’un amplificateur régénératif (RegA, Coherent), le taux de répétition est alors abaissé a la
cadence désirée. Le cristal de Saphir dopé au Titane (Ti:Sa) de 'amplificateur régénératif
est également pompé a 532 nm (Verdi 10 Watt, Coherent). Les impulsions amplifiées sont
ensuite extraites par le méme modulateur acousto-optique avant d’étre comprimées par un
quadruple passage sur un réseau.

Pendant ce travail, cette source a pompage solide est venue remplacer une source basée
sur le méme amplificateur régénératif (Rega, Coherent) pompé par un laser Argon (Innova
Coherent) plus puissant (15 W) mais plus instable. L amplificateur était alors injecté par un
oscillateur (Mira 900 Coherent), dont la longueur d’onde était accordable, contrairement a
I'oscillateur Vitesse non accordable dont la cavité est scellée. Ce changement de 1'oscillateur
et du laser de pompe ont permis d’accroitre la stabilité de la source amplifiée.

L’ensemble (oscillateur, laser de pompe, amplificateur régénératif) est placé sous une
hotte a flux laminaire, dans une salle thermostatée.

4.1.2 Amplification paramétrique optique et génération d’infra-
rouge moyen

Un amplificateur paramétrique optique (OPA) est pompé par cette source amplifiée a
800 nm. La figure page ci-contre en montre le premier étage d’amplification. Cet OPA a
été réalisé par EMMANUEL PERONNE et JEAN-FRANGOIS LAMPIN [86,87]. Il a été remonté
au cours de ce travail a une hauteur plus faible pour une meilleure stabilité.

25 % de 'énergie fournie par 'amplificateur régénératif (~ 1 pJ) est prélevé pour en-
gendrer un continuum spectral par automodulation de phase en focalisant (f=5 mm) dans
une lame de saphir. La qualité du continuum obtenu permet de donner une mesure ap-
proximative de la qualité de la compression de I'impulsion délivrée par la source amplifiée.
Ce continuum, théoriquement symétrique autour de 800 nm, s’étend jusque dans le proche
infrarouge (~ 2 pm). Cette partie du continuum est amplifiée dans I’OPA.

Les 75 % d’énergie restants (quelques pJ) constituent le faisceau pompe de I'OPA.

Cet OPA comprend deux étages d’amplification, contenant chacun un cristal de G-borate
de baryum (BBO) de 2 mm d’épaisseur, utilisé en configuration type II. Dans le premier étage
d’amplification[?| 'angle du cristal de BBO est réglé afin de sélectionner par accord de phase
la partie du continuum spectral que I'on désire amplifier. Le second étage, identique, permet
une nouvelle amplification du faisceau signal. L’OPA délivre un signal et un complémentaire
dans l'infrarouge proche dont la somme des fréquences w; et w, est la fréquence du faisceau
pompe w, = w, + w,. Afin d’engendrer par différence de fréquences des longueurs d’onde
dans l'infrarouge moyen autour de 5 ym (w;gr = ws — w,.), les longueurs d’onde du signal et
du complémentaire se trouvent respectivement autour de Ay = 1.3 pm et A\, = 1.9 pym.

Apres utilisation dans le deuxieme étage d’amplification, le faisceau pompe a 800 nm de
I’OPA est ensuite réutilisé. Ce faisceau, doublé dans un troisieme cristal de BBO d’épaisseur
2 mm utilisé en type I, fournit I'impulsion pompe (400 nm) de nos expériences.

Les faisceaux signal et complémentaire sont ensuite séparés et recombinés par des lames

3. Le réglage de la superposition du continuum avec la pompe s’effectue avec plus de facilité lorsque I'on
superpose la partie rouge du continuum sur le faisceau pompe en utilisant un filtre supprimant les longueurs
d’ondes visibles du continuum.
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F1G. 4.1 : Premier étage d’amplification de ’'OPA. La partie infrarouge proche du
continuum est amplifiée par une pompe a 800 nm dans un cristal BBO (type II)
d’épaisseur 2 mm. Les polarisations du continuum et de la pompe sont croisées.
L’angle du cristal sélectionne par accord de phase la plage spectrale du continuum
amplifiée. La génération d’'un faisceau complémentaire (idler) accompagne I'am-
plification du faisceau signal. A la sortie de ce premier étage d’amplification, les
faisceaux signal et complémentaire sont séparés de la pompe par une lame di-
chroique (LD) afin que signal et pompe soient superposés dans un second étage
d’amplification identique.
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Fic. 4.2 : Shéma général du montage expérimental. La source commerciale Co-
herent est composée d’un oscillateur Vitesse (800 nm, 80 MHz) qui injecte un
amplificateur régénératif Rega. L’amplification est assurée par un cristal de Ti:Sa
pompé par un Verdi 10W. Cet amplificateur délivre des impulsions a 800 nm
(~ 6 pJ, 100 kHz). Ces impulsions sont utilisées par un amplificateur paramétrique
optique (OPA). La pompe résiduelle de cet OPA est doublée dans un cristal de BBO
pour fournir impulsion a 400 nm qui déclenche la dissociation (faisceau pompe).
L’OPA fournit un faisceau signal et un faisceau complémentaire (<idlers). Aprés
la superposition temporelle de ces deux impulsions, la différence de fréquence entre
ses deux faisceaux est effectuée dans un cristal d’AgGasS, et fournit une impulsion
dans l'infrarouge moyen avec laquelle nous allons sonder la vibration du CO. La
divergence des faisceau infrarouge impose d’utiliser des miroirs paraboliques hors
axe apres le cristal d’AgGasS,. L’intensité spectrale de ces impulsions infrarouges
est mesurée par spectrométrie par transformée de Fourier (cf. paragraphem qui
utilise un interférométre de type Mach-Zehnder.
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dichroiques pour assurer leur superposition temporelle et spatiale dans un cristal de sul-
fure d’Argent et de Gallium (AgGaS,) d’épaisseur 1 mm, ou il sont focalisés. Un processus
de différence de fréquences engendre alors un faisceau dans l'infrarouge moyen (~ 5 pum)
tres divergent : des miroirs paraboliques traités or sont utilisés pour recollimater et focali-
ser les faisceaux infrarouges. L’OPA, ainsi que la génération d’infrarouge par différence de
fréquences sont décrits dans la référence [37).

4.2 Caractérisation

4.2.1 Spectrometre Infrarouge

Le spectre de 'impulsion infrarouge engendrée est mesuré par interférométrie temporelle
par transformée de Fourier. La divergence des faisceaux obtenus apres la génération d’infra-
rouge rendant délicate la réalisation d’un interférometre dans ce domaine de longueur d’onde,
I'interférometre de type Mach-Zender que nous utilisons (cf. figure page [75]) se situe donc
dans le domaine infrarouge proche avant la génération d’infrarouge moyen. Il passe donc
dans chaque bras de I'interférometre un couple de faisceaux signal-complémentaire.

Un moteur pas-a-pas controle le délai 7 entre les deux répliques du champ a caractériser
et permet 'acquisition d’un interférogramme. La partie oscillante de cet interférogramme
est 'autocorrélation A(r) = [*_dt E(t)E(t — 7) du champ E infrarouge. Elle est aussi le
produit de convolution entre E(—t) et E(t); sa transformée de Fourier £*(w)E(w) fournit la
densité spectrale d’énergie du champ infrarouge (cf. figure . Nous obtenons typiquement
des spectres d'une largeur & mi-hauteur de Ao = 100 cm™! (3 THz).

apuos alsua)ul

-1500 -1000 -500 0 500 1000 1500 1600 1800 2000 2200 2400
temps (fs) nombre d'onde (cm™')

F1G. 4.3 : Spectrométre par transformée de Fourier. A gauche : interférogramme
mesurant ’autocorrélation du champ sonde obtenu par différence de fréquences
dans un cristal de sulfure d’Argent et de Gallium. A droite : transformée de Fourier
de I'interférogramme donnant le spectre de I'impulsion sonde autour de 2000 cm™!
(5 pm). La transformée de Fourier est tronquée autour de la fréquence centrale de
la sonde.
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Positionner, comme nous le faisons, un interférometre avant le processus non-linéaire qui
engendre I'impulsion a caractériser impose de prendre des précautions. Par rapport a I'in-
terférogramme qui serait obtenu en plagant 'interférometre apres la génération, des termes
supplémentaires indésirables apparaissent. Il se manifestent lorsque les impulsions des deux
bras se recouvrent temporellement et résultent d’une émission provenant d’une interaction
croisée entre les deux voies de l'interférometre.

Dans notre montage, c’est la superposition des impulsions signal et complémentaire pro-
venant de bras différents de 'interférometre qui engendre une émission infrarouge parasite.
L’utilisation d’une géométrie dans laquelle les deux faisceaux issus de l'interférometre ne sont
pas colinéaires permet de s’affranchir de ce terme croisé [88,89]. Dans une telle géométrie,
I'infrarouge émis par l'interaction croisée du signal et du complémentaire des deux voies
de l'interférometre est émis dans une direction différente que l'infrarouge engendré par le
signal et complémentaire provenant d’'une méme voie. Malgré ’angle qu’ils font entre eux,
les faisceaux infrarouges provenant chacun d’une méme voie de l'interférometre sont assez
divergents pour posséder un recouvrement spatial qui permet 'interférence. C’est dans cette
configuration non-colinéaire que notre interférometre est utilisé.

4.2.2 Corrélation entre impulsion visible et impulsion infrarouge

La corrélation de I'impulsion sonde infrarouge avec 'impulsion pompe a 400 nm est
mesurée dans un échantillon d’arséniure de Gallium. Dans ce matériau, I'impulsion visible
excite instantanément les électrons de la bande de valence a la bande de conduction. Le
faisceau infrarouge est alors absorbé par les électrons de la bande de conduction. Cette
absorption est dite absorption par porteurs libres. La transmission infrarouge en fonction du
délai pompe-sonde est montrée sur la figure |4.4] page suivante. La dérivée de ce signal est la
convolution des intensités infrarouge et visible. En supposant, pour ces deux impulsions, une
forme gaussienne et des durées identiques, nous obtenons une estimation de la durée de nos
impulsions. Nous obtenons des impulsions qui sont généralement un peu plus longues que la
limite par transformée de Fourier: durée a mi-hauteur d’environ 250 fs. Une impulsion de
largeur Ao = 100 cm ™! (3 THz) limitée par transformée de Fourier posséderait une durée
de 150 fs (cf. page [107)).

Ce signal d’absorption de porteurs libres dans I’arséniure de Gallium, relativement facile
a mesurer, est une expérience référence que nous utilisons pour les réglages et la calibration
des expériences pompe-sonde dans la carboxymyoglobine. Pour se placer dans les condi-
tions les plus proches possibles de celles de ces expériences, I'arséniure de Gallium est placé
derriere une fenétre de fluorure de Calcium (CaFs) comme la solution de carboxymyoglobine
(cf. page ci-contre). Le signal d’absorption de porteurs libres nous sert en particulier a

— affiner la superposition spatiale entre le faisceau pompe et sonde,

— définir le délai pompe-sonde nul,

— normaliser 'amplitude des signaux pompe-sonde obtenus dans différentes expériencesE]
— régler la phase du chopper synchronisé au laser (cf. section page ,

4. Nous ne tenons pas compte dans cette normalisation de la variation de ’absorption avec la longueur
d’onde infrarouge incidente. Cette absorption de porteurs libres varie avec A? ot A est la longueur d’onde de
la sonde infrarouge incidente.
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— régler la phase de la détection synchrone.

400 200 0 200 400 600
délai pompe-sonde (fs)

Fic. 4.4 : Signal d’absorption de porteurs libres dans I'arséniure de Gallium et
servant a I'obtention de la corrélation entre I'impulsion et I'impulsion sonde

4.3 Echantillons de carboxymyoglobine

4.3.1 Préparation de I’échantillon

Nous avons utilisé de la myoglobine de cheval (Sigma). Dans un tampon de TrisHCI
(PA = 7.6), la myoglobine est réduite dans un exces de dithionite : le Fer de I'heme passe de la
forme oxydée Fe(III) (ou Fe’") & la forme réduite (II) (ou Fe*) et provoque un changement de
la couleur brune de la metmyoglobine a celle rouge de la déoxymyoglobine. Sous cette forme
réduite, le Fer peut alors lier un ligand, en particulier I'oxygene de I'air, ce que nous devons
éviter; c’est pourquoi 1’échantillon est préalablement dégazé et maintenu sous atmosphere
d’Argon. La déoxymyoglobine obtenue est alors exposée a un flux de CO pendant environ
une dizaine de minutes. La solution obtenue est 9 millimolaire en carboxymyoglobine[?| Un
échantillon consiste en quelques dizaines de uL. de cette solution placée, avec une rondelle
intercalaire de 25 pm, entre deux fenétres de CaFy d’épaisseur 2 mm et de diametre 25 mm.
La manipulation s’effectue a I’air, rapidement, pour éviter une contamination par ’'oxygene.
Aucun contact avec Iair n’est toléré dans la préparation d’échantillons de déoxymyoglobine
qui ont été préparés dans un sac a gants sous atmosphere d’Azote.

5. C’est une concentration assez forte; pour des concentrations supérieures, I’échantillon est trop visqueux.
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L’échantillon est caractérisé par son spectre d’absorption visible (enregistré sur un spec-
trometre Perkin-Elmer) qui permet de distinguer les formes deoxy-, et carboxy- de la myo-
globine (voir figure [I.4] page [9).

Apres préparation, et entre les différentes expériences, la carboxymyoglobine est conservée
au réfrigérateur. Les expériences se déroulent a température ambiante.

4.3.2 Dissociation de la liaison Fe-CO par I’'impulsion pompe

Afin de pouvoir illuminer une nouvelle partie de I’échantillon & chaque nouveau tir laser,
I’échantillon est positionné sur un porte-échantillon mobile qui permet de le déplacer.

L’échantillon possede une forte densité optique dans le domaine visible et absorbe la
presque totalité de I’énergie de I'impulsion pompe. Dans le cas du ligand CO, 'absorption
d’un photon provoque la dissociation du CO (le rendement quantique est de 1). Approxima-
tivement 25 % des molécules du volume sondé par le faisceau sonde sont dissociées a chaque
tir laser. Apres la dissociation induite par la pompe, le CO s’échappe de la myoglobine et une
autre molécule de CO revient se fixer en quelques ms[% Afin de pouvoir obtenir le maximum
de signal possible, il faut s’assurer que chaque tir laser voit un échantillon frais dans lequel
toutes les molécules de myoglobine contiennent un CO. Nous déplacons donc ’échantillon
pour renouveler les molécules de myoglobine entre chaque tir. La taille de la tache focale
du faisceau pompe (diametre 100 pm) ainsi que le taux de répétition du laser déterminent
la vitesse minimale de ce déplacement. Nous avons utilisé un taux de répétition du laser de
100 kHz (au lieu de 250 kHz auquel il peut fonctionner) afin de diminuer cette vitesse de
déplacement minimum. 10 us séparent chaque tir laser. Cette vitesse correspond, pour un
échantillon placé sur une couronne de 17 mm de diametre, a pres de 11000 tours/minute.

Le déplacement choisi est un mouvement de rotation : les molécules présentes sous le fais-
ceau ont donc déja été utilisées au tour précédent. Il faut s’assurer, pour pouvoir présenter au
laser des molécules ayant eu le temps de revenir a 1’équilibre (& la forme MbCO) entre deux
tirs consécutifs, que le temps que met I’échantillon pour effectuer un tour est supérieur au
temps de recombinaison du CO. Le support et les fenétres utilisés fixe le diametre du cercle
(=~ 17 mm) sur lequel se déplace ’échantillon et la vitesse minimale de déplacement imposée
par le laser n’est pas compatible avec le temps de recombinaison milliseconde du CO. Nous
avons donc utilisé, en plus du mouvement de rotation, un mouvement de translation qui per-
met d’utiliser d’autres zones de 1’échantillon. Pour un moteur tournant a 10000 tours/minute,
ceci correspond a une vitesse de translation de 2 cm par seconde.

Le systeme de rotation-translation a été réalisé au laboratoire (cf. figure page sui-
vante) : une courroie entraine la rotation de ’échantillon et le mouvement de translation est
imposé au porte-échantillon par une cameE]

Nous avons utilisé une modulation du faisceau pompe afin d’effectuer une détection syn-
chrone dans un domaine haute fréquence (cf. section page ci-contre), a 50 kHz, la moitié
du taux de répétition du laser. Ceci permet de réduire la contrainte sur la vitesse minimale a
donner a I’échantillon que I'on peut diviser par deux. Toutefois, une telle modulation ajoute

6.1l n’y a pas de recombinaison géminée pour le CO apres photodissociation, contrairement aux autres
ligands NO et O dont une fraction non négligeable recombine rapidement sans sortir de la protéine [30].

7.ou un excentrique pour pouvoir obtenir un mouvement plus souple et diminuer ainsi les vibrations
engendrées par le mouvement du moteur.
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une ligne de base dans la mesure différentielle. La quantité différentielle mesurée n’est plus
S'Avec Pompe — SSans Pompe 1a1S SAvec Pompe — Sbase; OU Obase €5t 1'absorption d'un échantillon
partiellement dissocié.

La faible épaisseur des échantillons que nous utilisons rend faible ’absorption du fais-
ceau infrarouge par ’eau de la solution de carboxymyoglobine, qui ne limite pas I'intensité
d’infrarouge transmise disponible pour nos mesures.

F1G. 4.5 : Moteur porte-échantillon, le mouvement de rotation de I’échantillon est
imprimé a I’échantillon par une courroie. On distingue a droite 'excentrique E qui
permet de donner au moteur son mouvement de rotation.

4.4 Détection différentielle

Les signaux que nous cherchons a détecter dans les expériences de transmission différentielle
sont faibles, ce sont des variations de 1'ordre de 107%-107° de I'intensité infrarouge. Ceci est
di au fait que nous mesurons I'intensité transmise (intégrée spectralement) d’une sonde spec-
tralement large (Ae = 100 cm™!, voir figure vis-a-vis d’une raie fine Ao = 12 cm™!
(voir figure . Initialement, nous utilisions une modulation du faisceau a 2 kHz par un ha-
cheur mécanique et une détection synchrone qui nous permettait d’obtenir un bruit de I'ordre
de 107, Dans cette section, nous présentons les modifications apportées a la détection in-
frarouge au cours de ce travail. Ces changements ont permis d’améliorer significativement
(d'un facteur 30) le rapport signal a bruit dans les expériences de détection différentielle.
Ces améliorations ont consisté en la mise en place d'un hacheur rapide a 50 kHz et en la
détection d'une intensité de référence dans l'infrarouge. Ces modifications profitent a toutes
les expériences différentielles réalisées avec ce montage expérimental. Actuellement, le bruit
sur nos signaux est de 'ordre de quelques 1075,
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4.4.1 Hacheur mécanique rapide

Le fort taux de répétition de notre laser (100 kHz) permet de moduler l'intensité du
faisceau pompe a 50 kHz. Cette technique de modulation haute fréquence est plus simple
a mettre en place qu'une détection tir-a-tir. De plus, cette derniere technique est surtout
adaptée pour les systemes possédant un taux de répétition plus faible (kHz) que le notre
(100 kHz) ou le rapport cyclique est beaucoup plus faible que dans notre cas (temps de
réponse du détecteur de quelques pus pour un intervalle de temps de 10 us entre chaque tir
laser) et ou la réjection de bruit espérée est plus importante.

Le grand rapport cyclique entre le temps de réponse du détecteur (~ us) et Uintervalle
de temps séparant deux tirs laser (10 us) rendent cette derniere technique beaucoup moins
avantageuse au niveau de la réjection du bruit que pour les systemes laser possédant un taux
de répétition plus faible (kHz).

Avant d’envisager la mise en place de ce hacheur rapide, nous avons mesuré le spectre du
bruit pour nous assurer que le domaine spectral autour de 50 kHz n’est pas bruité. Nous avons
effectué des mesures du spectre du signal envoyé a la détection synchrone. L’acquisition du
spectre de ce signal dans les conditions de détection expérimentales dans lesquelles le moteur
de I'échantillon est en mouvement (rotation et translation, cf. section est effectuée sur
un oscilloscope numérique qui nous permet d’effectuer la transformée de Fourier de cette
acquisition.

Ceci nous a permis de nous placer dans les conditions expérimentales pour lesquelles le
bruit est minimal a 50 kHz. En particulier, nous avons choisi la vitesse de rotation du moteur
(cf. section la mieux adaptée a une détection a 50 kHz.

r
—— rotation rapide
— rotation lente

N i Sk T “““_i"l
0 50 100 150
fréquence (kHz)

Fi1G. 4.6 : Spectre du train d’impulsion laser passant a travers I’échantillon en
mouvement pour différentes vitesses de rotation de I’échantillon. Le fait que les
pics observés autour de 50 kHz ne se retrouvent pas a des multiples entiers de
100 kHz indiquent qu’il ne s’agit pas d’une modulation du laser mais d’'un effet
direct sur la détection.

Les hacheurs mécaniques commerciaux ne permettent pas d’atteindre une fréquence de
modulation de 50 kHzE| Un hacheur mécanique rapide et synchronisé sur le laser a donc

8. Nous n’avons pas envisagé 'utilisation d’un modulateur acousto-optique qui présente ’inconvénient
d’une grande épaisseur de milieu optique dispersant I'impulsion de pompe.
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été fabriqué au laboratoire. 360 fentes de largeur 400 pum ont été découpées dans une roue
montée sur un moteur. Le faisceau pompe a moduler est focalisé (tache focale de ~ 100 pum)
pour pouvoir passer & travers ces fentes et obtenir ainsi une modulation & 100%.

La synchronisation du hacheur sur le laser est réalisée a l'aide d’un microcontréleur
(DSP Motorola DSP56F807) commandant le moteur du chopper. Le DSP regoit un signal de
synchronisation issu du laser ainsi qu’'un signal de controle provenant d'une LED modulée
par le hacheur. Un algorithme de type PID est implémenté dans le DSP et permet de réaliser
'asservissement en phase du hacheur sur le laser (cet algorithme fait intervenir trois différents
gains ajustables dits proportionnel, intégral et dérivé dans la boucle de rétroaction). Il reste a
I'utilisateur a régler la phase relative de ces deux signaux. Ce parametre est communiqué en
cours de fonctionnement au DSP par I'intermédiaire d'un port RS232. Cette phase est fixée a
I’aide du signal pompe-sonde obtenu dans l'arséniure de Gallium (cf. section [4.2.2] page [64)).
La mécanique de ce hacheur rapide a été réalisée par MARCEL BIERRY (LOB) et ’ensemble
du dispositif de synchronisation est le fruit du travail de XAvVIER SOLINAS (LOB).

4.4.2 Détecteurs infrarouges

Le faisceau infrarouge produit est détecté a 'aide de détecteurs HngTeE] (Judson) re-
froidis a l'azote liquide (77K) (cf. figure [4.8)). La surface de ces détecteurs sur laquelle le
faisceau infrarouge est focalisé est choisie petite (100 um?) afin de réduire au maximum
le bruit qui est proportionnel a la surface de détection. Ils sont munis d'une fenétre en
Germanium qui absorbe les radiations infrarouges proches et sont sensibles dans la gamme
2-16 pm. Ils détectent cependant le faisceau complémentaire se situant a ~ 1.9 um. Un filtre
supplémentaire (Spectrogon) éliminant ce faisceau complémentaire est mis en place de sorte
que le détecteur ne soit sensible qu’a I'infrarouge moyen autour de 5 pm.

Le signal provenant des détecteurs est amplifié par un pré-amplificateur a gain variable
(x 100 a 1000). Le temps de réponse de l’ensemble détecteur—pré-amplificateur est de
quelques ps. Ce signal amplifié alimente 'amplificateur a détection synchrone (EGG) qui
filtre ce signal a la fréquence de modulation du hacheur mécanique avant de le démoduler.
La détection synchrone est utilisée avec un temps d’intégration de 300 ms.

4.4.3 Détection utilisant une référence

Deux détecteurs HgCdTe sont utilisés pour mesurer a la fois l'intensité transmise a tra-
vers I’échantillon et une intensité de référence prélevée avant ’échantillon a l'aide d’une
lame en séléniure de Zinc (voir figure [£.8)). Cette intensité est ensuite soustraite a l'intensité
transmise afin de supprimer le bruit du aux fluctuations du laser. Afin de réaliser une me-
sure différentielle la plus précise possible, nous devons posséder deux détecteurs ayant des
caractéristiques identiques.

En particulier, deux amplificateurs identiques ont été réalisés au laboratoire. Ils sont di-
rectement raccordés aux détecteurs afin que les signaux non amplifiés provenant du détecteur
ne soient pas perturbés par des parasites.

9. ou MCT pour Mercury Cadmium Telluride.
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Notre amplificateur a détection synchrone accepte deux signaux en entrée dont il va faire
la différence. Les signaux amplifiés des deux détecteurs alimentent ces entrées. Nous avons
pris soin d’utiliser 'intensité infrarouge la plus élevée possible afin de se placer au-dessus du
bruit de I’électronique tout en restant dans un régime de réponse linéaire pour la détection,
ce qui est crucial pour la qualité de la mesure différentielle.

4.4.3.1 Linéarité des détecteurs

Nous avons évalué la linéarité de notre détection en mesurant la dérivée de sa courbe
de réponse a I'aide d’une technique de modulation. On fait parvenir sur le détecteur deux
faisceaux, le premier est muni d’une densité variable, le second, de faible intensité constante,
est modulé par un hacheur. La quantité mesurée par la détection synchrone a la fréquence
du hacheur est alors proportionnelle a la dérivée de l'intensité mesurée au point fixé par
I'intensité variable. On observe alors un plateau pour les faibles valeurs de l'intensité, c’est
le régime linéaire de la détection, puis une chute correspondant a la saturation. Ceci permet
d’évaluer assez précisément l'intensité de saturation.

4.4.3.2 Soustraction des intensités

Afin d’assurer une soustraction optimale des intensités, il faut corriger la différence de
retard introduite par I’amplification électronique du signal de chaque détecteur et les cables
coaxiaux. Pour cela, une capacité est introduite au niveau d'un des deux pré-amplificateurs.

Puisque nous utilisons une détection synchrone, il n’est pas crucial que les deux détecteurs
alent exactement la méme fonction de réponse, il suffit qu’ils soient identiques sur bande
spectrale étroitd™] autour de la fréquence de modulation. S’il existe une différence dans
la phase des deux voies (& la fréquence de détection), on ne peut pas exactement annuler
le signal en I'absence de pompe apres soustraction en faisant varier uniquement l'intensité
d’une des deux voies. L’erreur résiduelle est matérialisée par un cercle dans le plan de Fresnel
représenté figure page ci-contre. En modulant les intensités incidentes sur les détecteurs
comme expliqué au paragraphe suivant, nous minimisons le rayon de ce cercle. La valeur de
capacité qui convient pour compenser cette différence de phase est donc celle qui permet
d’annuler le rayon minimal. Une amplification a détection synchrone a phase double (dual-
phase) facilite le réglage de cette phase puisqu’elle mesure directement ce rayon. Dans le cas
ol les fonctions de réponse des deux détecteurs sont les mémes, le réglage effectué est valide
pour toutes les fréquences de détection. Dans le cas contraire, il doit étre réajusté lorsque
I’'on change de fréquence de détection.

Il faudrait pouvoir effectuer I'annulation du signal apres soustraction a la fréquence de
modulation du faisceau pompe (50 kHz). En pratique, il faudrait pouvoir moduler I'infra-
rouge arrivant sur les deux détecteurs a 50 kHz. Ceci nécessiterait, pour placer le hacheur, une
focalisation qui n’existe pas sur le montage. [’annulation du signal entre les deux détecteurs
est effectuée a 100 kHz a 'aide d’un polariseur sur l'intensité transmise, ce polariseur per-
mettant un réglage plus fin que le gain d’intensité variable installé sur les pré-amplificateurs.

L’efficacité de la soustraction peut atteindre 5.1072 apres le réglage. En pratique, on
observe une dérive de cette soustraction et la différence peut atteindre jusqu’'a 5 % de l'in-

10. fixée par le temps d’intégration de la détection synchrone
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Fia. 4.7 : Principe du réglage de la détection diftérentielle : Plan de Fresnel a la
fréquence de détection. Une capacité est introduite sur I'une des deux voies pour
minimiser le retard entre la voie référence et la voie signal. La capacité choisie
correspond au retard qui rend le rayon minimal (ce rayon pouvant étre facilement
mesuré par une détection synchrone dual-phase). Nous pouvons donc nous assurer
d’un réglage optimal a la fréquence de détection méme pour des fonctions de réponse
des deux détecteurs différentes (auquel cas ce réglage dépend de la fréquence de
détection).

tensité détectée. Cette dérive est peut-étre due a une faible non-linéarité du détecteur, la
soustraction correcte dépendant alors de l'intensité de fonctionnement qui peut varier suite
a des dérives lentes de la source laser.
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F1a. 4.8 : Détection différentielle infrarouge. Une lame en séléniure de Zinc (ZnSe) préléve une partie
de I'intensité infrarouge avant incidence sur I’échantillon pour nous permettre la mesure d’une intensité
de référence. Un polariseur placé sur le faisceau transmis permet un réglage fin de I'intensité qui arrive
sur le détecteur pour équilibrer cette intensité transmise mesurée avec l'intensité de référence. Une
lame % a 400 nm nous permet le réglage de la polarisation entre la sonde infrarouge et le faisceau
pompe visible. Des filtres placés devant les deux détecteurs sur le faisceau infrarouge permettent de

s’affranchir de I'intensité du faisceau complémentaire.
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4.4.4 Superposition pompe-sonde

La résolution temporelle des expériences est dégradée par 'utilisation d’une pompe et
d’une sonde non-colinéaires. Les miroirs traités or utilisés pour l'infrarouge ne peuvent pas
étre utilisés pour le faisceau a 400 nm sans pertes conséquentes d’intensité. Afin d’aménager
une arrivée colinéaire des faisceaux pompe et sonde dans 1’échantillon, nous utilisons une
lame traitée anti-reflet & 400 nm de 2 mm de diametre que nous insérons dans le faisceau
infrarouge collimaté et sur laquelle le faisceau visible est réfléchi a 45° (figure page
précédente). Une lentille placée avant cette lame sur le trajet du faisceau pompe le focalise
sur ’échantillon. Le faisceau infrarouge collimaté ayant un diametre d’environ 50 mm, la
lame réfléchissant la pompe ne diminue pas 'intensité infrarouge de facon significative.

4.5 Expérience de détection du champ émis

4.5.1 Configurations expérimentales

Nous détaillons ici les aspects expérimentaux des expériences de détection du champ émis
décrites dans la section page [I2] Nous énumérons différentes configurations envisagées
pour effectuer une détection homodyne a I'aide d’une impulsion infrarouge de référence avant
de présenter la configuration que nous avons choisie au [4.5.1.4]

Notons que nous utilisons ici le terme référence (impulsion de référence) pour désigner
I'impulsion qui sert a mesurer par interférence le champ infrarouge émis. Cette référence
est a distinguer du faisceau de référence qui sert a s’affranchir des fluctuations du laser (cf.

figure page précédente).

4.5.1.1 Notre premiere approche

Dans une premiere configuration expérimentale, nous avons mis en place un montage
dans le but de réaliser une expérience de détection homodyne référencée a l'aide de deux
cristaux d’AgGaS,, le premier cristal engendrant I'impulsion excitatrice et I'autre, placé
apres ’échantillon de carboxymyoglobine, engendrant I'impulsion de référence.

En pratique, ce montage n’a pas permis d’obtenir des résultats utilisables. Deux points
importants rendent en effet cette solution difficilement praticable :

— Dans une telle configuration, les deux faisceaux suivent des chemins optiques différents,
nuisant a la stabilité de la phase relative des deux impulsions qui est tres importante
pour la détection en phase du champ émis. Par ailleurs, chaque voie de 'interférometre
étant dédiée a une unique impulsion, la question de la caractérisation indépendante de
ces deux impulsions pose des problemes pratiques supplémentaires.

— La génération infrarouge dépend de fagon cruciale de la superposition temporelle et
spatiale des faisceaux signal et complémentaire. Il est difficile d’obtenir deux faisceaux
infrarouges de mémes propriétés, a partir d'un réglage unique pour deux couples signal-
complémentaire empruntant des chemins optiques différents. Nous n’avons pas essayé
de mettre en place des réglages différents pour les couples signal-complémentaires
correspondant & chacune des deux impulsions (impulsion excitatrice et impulsion de
référence).
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4.5.1.2 Interférométrie dans ’'infrarouge moyen

Une autre approche consiste a engendrer les faisceaux infrarouges dans un cristal unique,
et ensuite réaliser un interférometre dans l'infrarouge moyen, 1’échantillon étant placé dans
I'une de ces deux voies. Cette approche résout le probleme qui se pose lorsque l'on veut
engendrer deux impulsions infrarouges a partir d’'un unique réglage sur le couple signal-
complémentaire. Elle nécessite néanmoins la réalisation et ’alignement d’un interférometre
dans l'infrarouge moyen possédant un foyer pour y placer ’échantillon. Cet interférometre
étant difficile a aligner et devant étre éventuellement asservi, nous n’avons pas essayé de
mettre en place une telle configuration.

4.5.1.3 Utilisation d’un asservissement en phase passif

Puisqu’il n’est pas nécessaire de faire varier le délai entre les impulsions excitatrice et de
référence pour pouvoir obtenir une information sur le champ émis (cf. section m page ,
et que la seule variation du délai pompe par rapport a une séquence d’impulsions est suffi-
sante, il est naturel d’envisager un dispositif permettant un asservissement en phase passif.
Un tel dispositif peut simplement consister en 1'utilisation d’une réflexion comme impulsion
de référence. Une relation de phase stable entre I'impulsion et sa réflexion est alors garantie.

Une telle approche est extrémement attractive tant elle apporte une solution robuste
et simple au probleme de la stabilisation en phase de deux impulsions. Cependant, elle
ne permet pas la sélection d'un terme d’interférence croisé (cf. annexe [Ef page comme
'interférometre qui permet la modulation de I'une des deux voies (cf. section page .

Un dernier argument pourrait cependant la mettre en avant: le terme pompe-sonde du
a I'impulsion de référence dépend quadratiquement de son champ alors que le terme d’in-
terférence champ émis-référence (terme croisé) dépend linéairement de chaque champ. En
jouant sur les intensités relatives des deux impulsions, par exemple en utilisant une impulsion
excitatrice de plus forte intensité que 'impulsion de référence, on peut jouer sur le rapport
entre le terme croisé et le terme pompe-sonde (cf. équation m page pour mettre en
avant le terme croisé. Nous n’avons pas essayé d’exploiter un tel type de configuration qui
laisse un doute sur la nature du signal observé.

Des technique de type optique diffractive [90] ont également été envisagées. Cependant,
le fait de devoir faire intervenir deux couples signal-complémentaire diffractés dans des di-
rections différentes complique fortement cette approche.

4.5.1.4 Configuration retenue : détection d’un terme d’interférence champ émis-
référence

Finalement, la configuration expérimentale que nous avons retenue pour cette expérience
repose sur un interférometre asservi utilisé dans une configuration colinéaire (cf. section[t.5.2.1))
qui permet de controler précisément le délai entre les deux impulsions infrarouges identiques
engendrées dans le méme cristal (impulsion excitatrice et impulsion de référence) tout en
permettant la détection d’'un terme croisé par une modulation d'un des deux faisceaux (cf.

section [4.5.2.2| page [79)).
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Fic. 4.9 : Interférométre de Mach-Zehnder. Cet interféromeétre dans lequel se
propagent les faisceaux signal et complémentaire nous sert de spectrometre infra-
rouge (section . Muni d’un systéme d’asservissement en phase, il nous permet
également de controler précisément le délai entre I'impulsion excitatrice et I'im-
pulsion de référence : la propagation d’un laser Hélium-Néon dans I'interférométre
donne deux systémes de franges d’interférences en quadrature détectés par les deux
détecteurs (Q et P). Ce signal interférométrique nous permet de contréler une cale
piézoélectrique qui vient corriger la longueur d’un des bras afin de maintenir le délai
entre les deux voies de l'interférométre constant (cf. section page suivante).
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Cette configuration apporte plusieurs avantages :

— Les deux impulsions suivent le méme chemin optique en dehors de l'interférometre.
Par rapport a une configuration dans laquelle I'impulsion de référence ne passe pas
a travers I’échantillon, ceci apporte I'avantage de pouvoir controler la phase des deux
impulsions sur I’ensemble du parcours des faisceaux a partir seulement du controle des
délais dans l'interférometre.

— Le délai entre les deux impulsions infrarouges est maintenu constant, et seul le délai
entre la séquence d’impulsions et I'impulsion pompe est déplacé pendant 1’expérience.
Le controle de ce dernier délai est beaucoup moins critique pour la réalisation de
Iexpérience. 1l est plus facile de réaliser ’asservissement du délai entre les deux impul-
sions infrarouges a une seule valeur que de devoir changer de point d’asservissement
du délai de I'impulsion de référence tout au long de I'acquisition.

— Cette configuration possede aussi 'avantage de ne pas nécessiter deux générations
infrarouges indépendantes puisque les deux impulsions peuvent étre engendrées au
méme endroit du méme cristal.

Cette configuration dans laquelle les deux impulsions passent a travers I’échantillon donne
un signal possédant a priori trois contributions (cf. équation m page |32| et conjointement
la figure page : deux contributions pompe-sonde et un terme croisé que nous cher-
chons a isoler. L’impulsion excitatrice se trouve a délais négatifs pour exciter le CO avant
dissociation, elle n’engendre donc pas de signal pompe-sonde: il nous faut donc seulement
isoler le terme interférométrique du signal pompe-sonde du a 'impulsion de référence. Pour
ceci, nous modulons le faisceau de I'impulsion excitatrice, le terme croisé dépend du champ
excitateur alors que le signal pompe-sonde du a 'impulsion de référence n’en dépend pas.
Notre amplificateur a détection synchrone détecte alors a la fréquence somme de la fréquence
de modulation de la pompe et de I'impulsion excitatrice. Lorsque le délai de cette derniere
impulsion est négatif, nous ne sommes sensible qu’au terme croisé différentiel.

4.5.2 Reéalisation

4.5.2.1 Interférometre asservi par deux systemes de franges en quadrature et
un DSP

L’interférometre de notre montage expérimental (cf. section page sert de spec-
trometre par transformée de Fourier pour la caractérisation du champ infrarouge. C’est ce
meéme spectrometre qui est utilisé pour les expériences de détection du champ émis. Dans
ces expériences, une voie de 'interférometre produit I'impulsion excitatrice tandis que 'autre
génere I'impulsion de référence (cf. section page. Afin de controéler, pendant des temps
longs et de maniere précise, le délai entre les deux impulsions nécessaires a la détection du
champ émis, nous avons mis en place un asservissement sur notre interférometre (cf. fi-

gure page précédente).

a Nécessité de la stabilisation de la phase La figure [4.10] page suivante montre des
interférogrammes successifs obtenus sans stabilisation de la phase et rend compte de la varia-
tion de délai entre les deux voies de l'interférometre sur plusieurs acquisitions. Lorsqu’aucune
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précaution particuliere n’est prise, la fluctuation du délai peut atteindre jusqu’a une frange
(& 5 pm), ce qui réduit tres fortement le contraste si 'on se contente de moyenner toutes les
acquisitions. Ceci n’est pas tolérable dans les expériences de détection du champ émis qui
nécessitent I'enregistrement d’un signal interférométrique sur un temps d’acquisition long et
donc un délai stable pendant toute la durée de I'acquisition.
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Fic. 4.10 :  Acquisitions successives d’interférogrammes sans asservissement de la
phase entre I'impulsion excitatrice et I'impulsion de référence. Les décalages du
délai entre les deux voies de l'interférométre ne permettent pas d’effectuer des
acquisitions sur une longue durée sans pertes de contraste. Ces interférogrammes
devraient tous étre identiques, aux fluctuations du laser pres.

Nous avons d’abord envisagé de recaler numériquement les interférogrammes. Cependant,
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alors qu’une telle méthode est facilement envisageable pour des interférogrammes simples,
ceci devient difficilement envisageable lorsque les signaux interférométriques sont complexes
(possédant simultanément plusieurs fréquences). De plus, un recalage des interférogrammes
ne peut pas corriger des fluctuations de phase intervenant pendant ’acquisition d’un unique
interférogramme.

b Interférometre asservi Nous ne décrirons que brievement ce dispositif puisque ce
systeme d’asservissement numérique développé au Laboratoire d’Optique et Biosciences est
décrit en détail dans la these de NADIA BELABAS [76).

Un laser Hélium-Néon continu polarisé (Melles Griot) se propage dans notre interférometre
(cf. figure 4.9 page [75)) et nous fournit, par la détection des interférences entre les deux voies,
une mesure des variations de phase entre les deux bras. Afin de garder cette différence de
phase constante, le signal d’erreur par rapport a une valeur consigne de la phase est utilisé par
un systeme numérique utilisant un DSP pour corriger la position de la cale piézoélectrique
sur laquelle se trouve un des miroirs de 'interférometre.

Dans un des bras de linterférométre le laser Hélium-Néon possede une polarisation
linéaire, dans 1’autre bras, une lame 2 7 est insérée pour polariser mrculalrement le falsceau.
En décomposant cette polarisation suivant les axes neutres de la lame 2 7 représentés comme
les axes verticaux et horizontaux dans les dessins de la figure [4.9 page ., nous obtenons deux
polarisations orthogonales déphasées de 7. La méme décomposition donne dans I'autre bras
deux polarisations orthogonales en phase. Des polariseurs croisés, toujours disposés selon ces
mémes axes sont placés devant chacune des deux diodes de détection. Nous obtenons deux
systemes de franges d’interférences en quadrature qui permettent de réaliser un systeme de
comptage de franges.

Deux avantages de ce systeme d’asservissement le rendent particulierement intéressant
pour notre expérience :

— Grace a la détection de deux signaux en quadrature et d’un systéme numérique d’as-
servissement, il possede I'avantage de pouvoir se verrouiller sur n’importe quelle valeur
de la phase, et non a certains multiples d’une longueur d’onde comme le serait le méme
systeme avec un unique systeme de franges. En particulier, il ne fixe pas, a priori, un
pas d’échantillonage fixe multiple de la longueur d’onde du laser Hélium-Néon pour les
expériences dans lesquelles le délai entre deux impulsions doit varier.

— De plus, contrairement a un dispositif d’asservissement analogique, il permet d’insérer
dans notre interférometre un hacheur mécanique. Ceci est possible tant que le temps
caractéristique des fluctuations de phase de l'interférometre reste plus long que la
période de modulation du hacheur mécanique. L’acquisition par le DSP du signal d’in-
terférence du laser Hélium-Néon peut s’effectuer de maniere synchronisée avec le ha-
cheur mécanique, de fagcon a n’enregistrer le signal que pendant que les deux voies
ne sont pas obturées. Ceci est utile pour pouvoir détecter uniquement le terme in-
terférentiel entre le champ émis et le champ de référence (cf. section page ci-
contre). Nous utilisons un hacheur mécanique a 4 kHz dans notre montage expérimental.

11. Les polarisations croisées du signal et du complémentaire sont superposées aux axes neutres de cette
lame.
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Les vibrations provenant des différents éléments mobiles de notre expérience: hacheurs
mécaniques, moteur de 1’échantillon, perturbent tres fortement ’asservissement. Tous ces
éléments ont été isolés mécaniquement pour pouvoir obtenir une stabilisation de 'ordre de
3.1072 radians & 5 pm/[™

4.5.2.2 Somme de fréquences pour la détection du terme d’interférence

Dans les expériences de détection homodyne autoréférencée, nous désirons détecter un
terme croisé différentiel (cf. équationpage correspondant au déclin de la polarisation
perturbé par 'impulsion pompe. Ceci est réalisé a I’aide d'une double modulation du signal :
la détection synchrone démodule le signal a la fréquence somme de la modulation de I'impul-
sion pompe (50 kHz) et de I'impulsion excitatrice (~ 4 kHz). Cette détection nécessite une
référence a la somme de fréquences prenant en compte les variations de phase de ces deux
modulations non synchronisées.

Nous avons développé au laboratoire une somme de fréquences numérique basée sur un
DSP qui fournit un signal a la somme de fréquences désirée, utilisable par I’amplificateur
a détection synchrone a partir des signaux de référence fournis par les deux modulateurs.
L’opération analogique équivalente réalisée numériquement par le DSP est la suite des deux
opérations suivantes:

— génération du produit des deux signaux a des fréquentes différentes ;

— filtrage du signal obtenu pour ne conserver qu'une des deux composantes spectrales
différence ou somme de fréquences comme nous ’avons choisi.

Le DSP mesure la fréquence et la phase de chacun des signaux qui proviennent des deux
hacheurs a 50 kHz (modulation du faisceau pompe) et a 4 kHz (modulation de 'impulsion
excitatrice). La connaissance de la phase de ces deux signaux permet au DSP de calculer la
phase théorique de la composante a la fréquence somme du produit des signaux. C’est sur
cette valeur calculée de la phase que le DSP réalise I’asservissement d’un oscillateur local a la
fréquence somme des fréquences d’entrée du DSP. Ce dernier signal est le signal de référence
utilisé par I'amplificateur a détection synchrone.

12. correspondant a 20 unités DSP. L’unité DSP mesure ’écart-type de la différence de marche a 632 nm

entre les bras de l'interféromeétre en %
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Chapitre 5

Résultats expérimentaux et
simulations

Nous présentons dans ce chapitre les résultats expérimentaux obtenus au cours de ce
travail de these. Les expériences que nous présentons étudient la dynamique femtoseconde
des premieres étapes du transfert du ligand CO dans la myoglobine que nous avons introduite
de fagon générale au chapitre [I]

Apres dissociation de I’heme, le CO quitte la protéine. Pour rejoindre le solvant, il va
passer par une série de sites intermédiaires a 'intérieur de la protéine. Au cours de la premiere
étape, le ligand passe du Fer de ’heme au <docking site>, un site proche se trouvant dans
la poche de I’heme. Au cours de ce transfert, les caractéristiques vibrationnelles du ligand
sont modifiées. Ces changements se traduisent par une variation de I’absorption infrarouge
du CO qui renseigne sur 1’évolution du ligand & l'intérieur de la poche de I’heme. C’est donc
en suivant au cours du temps la variation de transmission d’une sonde infrarouge que nous
observons le transfert du ligand de I’heme vers le <docking sites.

Nos expériences pompe-sonde de transmission différentielle utilisent une impulsion de
pompe visible a 400 nm qui déclenche la dissociation du ligand CO et des sondes infrarouges
a différentes longueurs d’ondes dans le domaine d’absorption du ligand autour de 1900—
2200 em™! (section [5.1]). Elles ont été réalisées a I'aide du montage expérimental et du
systéme de détection infrarouge décrits dans le chapitre [4]

Les résultats sont analysés (section a l'aide de simulations reproduisant la variation
de I’absorption infrarouge due a la dissociation du ligand CO. Ces simulations se basent sur
la fonction de réponse linéaire non-stationnaire décrite au chapitre [2] (équation [2.40).

L’analyse des résultats obtenus montre qu’au cours du transfert la force d’oscillateur
du CO subit une décroissance sur une échelle de temps de 400 fs. A notre connaissance,
cette diminution progressive de la force d’oscillateur n’a jamais été observée auparavant,
ni dans la myoglobine, ni dans d’autres systemes de type métaux carbonyles tels que par
exemple W(CO)GE]. Nous comparons ce résultat avec des expériences résolues spectralement
précédemment réalisées par ANFINRUD et al. |26,52]. Cette force d’oscillateur variable pour-
rait étre utilisée comme un indicateur de la distance Fe-CO lors du processus de dissociation.

1. ou plus généralement M,,CO,,, ot M désigne un métal, par exemple: Fe, W, Ru, Ni... [53].



82 CHAPITRE 5. RESULTATS EXPERIMENTAUX ET SIMULATIONS
5.1 Expériences pompe-sonde

5.1.1 Présentation

Nous avons suivi la dynamique du transfert du ligand CO dans la myoglobine dans le
domaine infrarouge. Lors de son transfert de I’heme vers le «docking sites, les propriétés
vibrationnelles du ligand sont fortement modifiées. Il change de fréquence de résonance, de
force d’oscillateur ainsi que d’orientation a l'intérieur de la poche de I’héme. Son temps
de déphasage peut également varier. Au cours du transfert, le CO change de fréquence de
résonance vibrationnelle et passe d'une fréquence centrale d’absorption de vy = 1945 cm™!
(58.35 THz ou 5.14 ym) 4 vg = 2130 cm™* (63.9 THz ou 4.69 um). Sa force d’oscillateur
est aussi réduite d’'un facteur 34 [26] entre ces deux états. L’utilisation de I’angle magique
entre les polarisations des impulsions pompe et sonde permet de s’affranchir des effets de
rotation du CO (section page [20)).

Nos expériences intégrées spectralement ne sont pas sensibles aux effets de polarisation
perturbée (cf. chapitre , page . Ces effets, dus a un temps de cohérence du CO (~ 1ps)
plus long que la résolution temporelle des expériences femtosecondes se manifestent a des
délais pompe-sonde proches de zéro et empéchent une lecture claire du signal résolu spectra-
lement. Contrairement aux expériences résolues spectralement, nous pouvons donc effectuer
des observations a des temps courts de quelques centaines de femtosecondes. Cependant,
I'utilisation d’une telle configuration possede 'inconvénient de donner des signaux faibles.
En effet, la sonde utilisée possede une largeur spectrale environ dix fois plus grande que la
largeur spectrale de la raie vibrationnelle sondée, d’otl un faible signal différentiel de I'ordre
de 1074-1075.

Les expériences que nous présentons sont principalement sensibles a deux parametres
importants: le changement de fréquence de résonance et de force d’oscillateur du CO.

Les différentes amplitudes des signaux sont normalisées a 1’aide du signal pompe-sonde
que nous obtenons dans un échantillon d’arséniure de Gallium décrit section [£.2.2] page [64]
Ceci permet de normaliser simultanément par rapport a l'intensité du faisceau pompe et a
celle du faisceau sonde, ainsi que de tenir compte de leur recouvrement dans 1’échantillon
apres la traversée de la fenétre de CaF,. Ce méme signal nous permet de déterminer le délai
pompe-sonde zéro des expériences.

5.1.2 Utilisation de différentes sondes infrarouges

Afin toutefois d’obtenir une information spectrale dans nos expériences, nous avons utilisé
différentes longueurs d’ondes de sonde. Le déplacement de la raie du CO est de l'ordre de
200 cm~ !, ce qui est plus large que la largeur spectrale de 100 cm™! de notre sonde. Bien
qu’'intégrées spectralement, nos expériences dépendent de la fréquence d’absorption du CO.

Les différents spectres de sonde que nous avons utilisés pour réaliser nos expériences sont
présentés dans la figure page ci-contre. Nous présentons six différentes valeurs pour la
fréquence centrale de sonde. Deux de ces valeurs correspondent aux fréquences initiale du CO
lié & 'héme (1945 cm™!) et finale du CO au <docking sites (2130 cm™'). Nous avons aussi



5.1. EXPERIENCES POMPE-SONDE 83

effectué la méme expérience pour d’autres valeurs de la fréquence, en dessous (1875 cm™!)
et au-dessus (2184 cm™!) des fréquences initiale et finale, ainsi que pour des fréquences
intermédiaires (2000 et 2064 cm™1).

Sur la méme figure les raies d’absorption du CO sont schématiquement représentées
par des gaussiennes de largeur Ao = 12.5 cm™! (pour plus de lisibilité, les profils d’ab-
sorption sont représentés avec la méme force d’absorption intégrée). Nous nous référerons
aux différentes expériences repérant ces spectres par la fréquence centrale X de la sonde
correspondante : expérience a X cm™.

Les résultats de nos expériences pompe-sonde différentielles, utilisant la modulation a 50
kHz et la détection infrarouge décrites au chapitre [4] sont présentés figure [5.2

1

— 2185 ¢cm’
— 2145¢cm™”
0.8f 2064 cm’”
° — 2000 cm"”
'g — 1945 cm™”
506 1870 cm’”
9
3
$0.4
kS
N l M
, |

1800 1900 2000 2100 2200 2300

nombre d'onde (cm'1)

F1G. 5.1 : Spectres des différentes sondes utilisées. Les différentes fréquences cen-
trales de sonde utilisées couvrent I’ensemble de la zone spectrale intéressante pour le
transfert du CO. Les bandes d’absorption du CO sont schématisées par deux gaus-
siennes de largeur a mi-hauteur Ao = 12.5 cm™*. Les deux bandes sont représentées
avec la méme force d’absorption. La bande a la fréquence finale possede en fait une
absorption intégrée 34 fois plus faible que celle du CO a la fréquence initiale |26].

a L’expérience a 1945 cm~! Dans cette expérience, le spectre de la sonde est centré sur

la raie vibrationnelle du CO lié & 'héme (fréquence centrale: 1945 cm™!). Cette expérience
est sensible au départ du CO de ’heéme. Le déplacement de la raie du CO en dehors du spectre
de la sonde infrarouge provoque une baisse de ’absorption, nous observons donc un signal
pompe-sonde différentiel négatif correspondant a une augmentation de la transmission de la
sonde. La dynamique du signal observée a cette fréquence est compatible avec un changement
de fréquence quasi-instantané plus rapide que notre résolution temporelle. Le départ rapide
de la raie vibrationnelle du CO de cette zone de fréquence rend cette expérience insensible
a la partie finale du transfert.

b L’expérience a 2145 cm™! Le spectre de la sonde recouvre maintenant la raie du

CO lorsque celui-ci se trouve sur le «docking sites. La courbe expérimentale montre une
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Fic. 5.2 : 'Transmission différentielle pour différentes valeurs de la fréquence cen-
trale de sonde (expériences a I'angle magique). L’énergie de pompe utilisée pour ces
différentes expériences était d’environ 180-280 nJ. L’amplitude des signaux obtenus
est normalisée par 'amplitude d’un signal dans I’arséniure de Gallium qui permet
également de déterminer le délai zéro (voir ﬁgure page@). L’amplitude relative
des signaux est estimée correcte a 20 % pres. Le pas temporel est de 70 fs. Les
courbes présentées sont des moyennes d’environ 500 passages. 0.1 unités arbitraires
correspondent & une valeur de 1.25 10~* de la transmission différentielle —AT / T.
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augmentation de ’absorption due au changement de la fréquence du CO qui entre dans
le spectre de la sonde au cours du transfert. De fagon surprenante, la valeur absolue de
'absorption différentielle transitoire & la fréquence finale est dans un premier temps (pendant
environ 500 fs) du méme ordre de grandeur que la valeur de Iabsorption différentielle &
la fréquence initiale. Dans un deuxieme temps, cette absorption diminue pour finalement
atteindre (a un délai picoseconde) la valeur de I’absorption différentielle attendue d’apres
la littérature [26]. Le rapport des valeurs absolues d’absorption différentielle a la fréquence
finale et initiale correspond alors effectivement au rapport connu de 34 [26] entre la force
d’oscillateur des I’état A initial et B final. Nous interprétons ce comportement comme un
changement non instantané de la force d’oscillateur de la transition vibrationnelle du CO lors
du processus de dissociation (de I’héme) et de transfert (de I'heme vers le «docking sites).

¢ Les expériences a 2064 cm ™! et 2184 cm™! Nous nous sommes intéressés a la
présence possible de valeurs intermédiaires comprises entre la valeur initiale et finale de la
fréquence vibrationnelle du CO. Pour ceci, nous avons effectué des expériences pour d’autres
fréquences centrales de sonde (2064 cm ™! et 2185 cm™!) placées de part et d’autre de 1'ab-
sorption du CO sur le «docking site>.

— Les valeurs similaires de I'absorption différentielle de part et d’autre de la fréquence
finale indiquent que ce ne sont pas des fréquences vibrationnelles intermédiaires qui
sont responsables de ces signaux.

— La comparaison avec les simulations qui sera discutée section montre que le signal
est dii au recouvrement du spectre sonde avec la raie vibrationnelle finale et qu'un
élargissement de la raie vibrationnelle n’est pas nécessaire a ’explication des signaux
obtenus

— Cependant, nous estimons également par nos simulations qu’un élargissement d’environ
40 cm ™! peut étre présent sans influencer nos mesures (voir section page suivante).
Elles indiquent qu'un élargissement de la raie vibrationnelle du CO supérieur a 70 cm™!
commence a influencer nos mesures. Ce comportement en fonction de la largeur de
I’élargissement spectral est attendu puisque la largeur spectrale de nos impulsions
sonde est de 100 cm ™!,

1 1

d Les expériences a 1870 cm™" De la méme facon, I'expérience a 1870 cm™" nous
permet de nous assurer qu’il n’y a pas d’élargissement conséquent de la raie autour de la
fréquence initiale du CO. Les simulations (page montrent que pour une sonde a cette
fréquence, le signal obtenu s’explique simplement par le recouvrement du spectre de la sonde
et de la raie du CO: il n’est pas nécessaire de recourir a un élargissement de la raie pour
décrire cette expérience. Cependant, nous ne pouvons pas exclure un faible élargissement a
la fréquence initiale qui ne modifierait pas notre signal.

e Les expériences 2 2000 cm~! Cette expérience montre un comportement intermédiaire

entre le signal a la fréquence initiale et le signal a la fréquence finale. Par la suite, nous ver-
rons que le signal pour cette fréquence de sonde est dépendant de la dérive de fréquence
(chirp) de I'impulsion sonde.
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f Expérience de contrdole dans déoxymyoglobine Des expériences précédentes in-
diquent qu’une pompe de forte intensité peut induire un échauffement du solvant induisant
une absorption située autour de 5 pm [91]. Afin de nous assurer que notre signal ne provient
pas d’'un éventuel échauffement du solvant, nous avons effectué des expériences de controle
dans la déoxymyoglobine. Dans cette forme de la myoglobine, le Fer de I'heme est réduit
sans qu’aucun ligand ne soit 1ié a I’heme. L’absorption de notre pompe a 400 nm est si-
milaire a celle de la carboxymyoglobine. Sous cette forme, la myoglobine ne contient pas le
ligand CO. Nous avons utilisé pour cette expérience une sonde dans un domaine de fréquence
intermédiaire & 2050 cm ™! (entre 1945 et 2130cm™!). Contrairement aux échantillons de car-
boxymyoglobine, les échantillons de déoxymyoglobine ne donnent pas de signal sortant du
bruit.

Afin de vérifier que I’échantillon de déoxymyoglobine ne s’était pas dégradé, par exemple
en fixant un Oy, et pour étre stirs que nous possédions toujours un signal dans MbCO, nous
n’avons pas fait d’acquisitions longues dans la déoxymyoglobine. Etant donnée la valeur du
bruit dans ces expériences, nous estimons que le signal provenant de la déoxymyoglobine est
au moins 10 fois plus faible que le signal provenant de MbCO et ’absorption différentielle que
nous observons ne provient donc que des modifications des caractéristiques vibrationnelles
du CO. Nous ne sommes pas sensibles a un échauffement du solvant. Cette différence avec
les expériences analogues réalisées précédemment [91] s’explique par notre utilisation d’une
pompe bien moins intense.

Les deux expériences effectuées & 1945 cm ™! (autour de la fréquence initiale) et & 2145 cm ™!
(autour de la fréquence finale) donnent les caractéristiques principales du transfert de ligand,
c’est-a-dire, comme nous le détaillons dans I’analyse qui suit (section [5.2)):

— un changement quasi-instantané de la fréquence de vibration du CO;

— et une force d’oscillateur qui décroit de fagon progressive de sa valeur initiale a sa
valeur finale avec une constante de temps 400 fs.

5.2 Analyse des données expérimentales

5.2.1 Simulations
5.2.1.1 Description du transfert de ligand dans MbCO

Nous rendons compte de nos expériences en les confrontant a des simulations. Comme
expliqué au chapitre [2] les simulations décrivent le transfert du ligand & l'aide d’un jeu de
parametres qui dépendent du temps:

— la fréquence de transition vibrationnelle du CO;
— la force d’absorption ;
— le temps de déphasage dépendant du temps lié a une raie gaussienne (sectionpage ;

et 'angle que fait le CO avec la normale au plan de I’heme.

Les valeurs initiales et finales que nous avons utilisées pour ces différents parametres sont
tirées de la littérature |26,/50]. Nous avons ajusté la dynamique de ces différents parametres
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pour reproduire nos résultats expérimentaux. Comme nous le détaillons par la suite, nous
avons obtenu un accord qualitatif qui permet de décrire le transfert du CO a I’aide d’un chan-
gement de fréquence quasi-instantané et une décroissance progressive de la force d’oscillateur
avec une constante de temps de 400 fs.

Nous n’avons pas tenté de reproduire dans les simulations le détail de la structure de
I’absorption infrarouge du CO dans la myoglobine. En particulier, nous n’avons pas essayé
de modéliser les différents états A ou B (cf. chapitre|l)) dus a différentes conformations de la
myoglobine ou aux différentes positions du CO dans la poche de I'heme. Ceci est justifié dans
la mesure ou nous ne sommes pas sensibles a la structure de 1’absorption mais seulement
a une quantité intégrée. Il se pourrait toutefois que des deux raies distinctes possedent des
dynamiques différentes et influencent ainsi 'absorption différentielle spectralement intégrée.
Cependant, le bon accord qualitatif que nous avons obtenu avec une unique population
justifie a posteriori notre choix qui nous permet de ne pas multiplier le nombre de parametres
ajustables.

5.2.1.2 Calcul numérique : précisions

Les simulations des expériences de transmission différentielle que nous avons effectuées
utilisent la fonction de réponse dont la construction est détaillée au chapitre [2] Les signaux
sont calculés a l'aide des équations et page 29

Comme précisé a la section [2.2] nous faisons 'approximation du champ tournant. Nous
réalisons donc nos simulations dans le référentiel tournant (a la fréquence de résonance ini-
tiale du CO), ce qui permet un échantillonnage beaucoup moins contraignant du champ sonde
et de la fonction de réponse, et donc un calcul plus rapide. Le calcul utilise pour le champ
sonde des enveloppes temporelles gaussiennes. Les sondes utilisées sont supposées limitées
par transformée de Fourier, sauf dans le cas précis ou nous évaluons l'influence de la dérive
de fréquence des impulsions sondes dans nos expériences. La largeur spectrale des sondes
simulées correspond, pour chaque expérience, a un ajustement des spectres mesurés repro-
duits a la figure 5.1} toutes ces largeurs spectrales & mi-hauteur se trouvent dans l'intervalle
80-100 cm™1.

Toutes les simulations présentées utilisent une impulsion de pompe de largeur temporelle a
mi-hauteur de 250 fs dont le profil d’intensité gaussien est pris en compte par une convolution,
comme précisé a I'équation [2.48] page [29] Elles ont été développées sous l'environnement
MATLAB.

Ces simulations prennent en compte les effets de cohérence et de photosélection ainsi que
différentes caractéristiques qui influencent I’absorption infrarouge du ligand : son changement
de fréquence de résonance et de force d’oscillateur[?]

5.2.2 Ajustements, simulations des résultats expérimentaux

Lorsque nous ne spécifions pas explicitement le contraire, les simulations présentées uti-
lisent une rotation de 0 a 90° de ’angle du dipole CO vis-a-vis de la normale a I’heme [50,/52]

2. Les effets de cohérence et les effets de rotation du CO sont aussi inclus dans les simulations mais ont a
priori une influence négligeable dans nos expériences intégrées spectralement a 1’angle magique.



88 CHAPITRE 5. RESULTATS EXPERIMENTAUX ET SIMULATIONS

avec un temps caractéristique de 400 fs, ainsi qu'un temps de déphasage constant cor-
respondant & une raie gaussienne de largeur & mi-hauteur fixe Aoc = 12.5 cm™! (voir fi-

gure page .

5.2.2.1 Changement de force d’oscillateur instantané

La figure |5.3| présente une simulation dans laquelle nous utilisons des changements de
force d’oscillateur et de fréquence de résonance quasi-instantanés. Le grand désaccord entre le
calcul et 'expérience (figure|5.2| reproduite dans les courbes en pointillés figure au niveau
des amplitudes relatives des signaux a la fréquence finale et initiale nous oblige a choisir une
variation moins brutale de la force d’oscillateur qui permet de reproduire simultanément
I’amplitude de I'absorption transitoire de ’expérience a la fréquence finale.
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Fic. 5.3 : Utilisation d’une variation instantanée de la force d’absorption. En poin-
tillés : courbes expérimentales de la figure[5.24 page[84. En traits pleins : simulations
utilisant une variation quasi-instantanée de la force d’absorption qui passe direc-
tement de la valeur initiale (1) a la valeur finale (1/34). L’amplitude relative des
signaux a la fréquence initiale (1945 cm™") et finale (2144 cm™') ne peut pas étre
reproduite sans utiliser une variation plus lente de la force d’oscillateur.

5.2.2.2 Changement quasi-instantané de la fréquence de résonance et change-
ment progressif de la force d’oscillateur

En utilisant une décroissance exponentielle de la force d’oscillateur avec un temps ca-
ractéristique de 400 fs, nous obtenons l'ajustement présenté a la figure page suivante.
Les amplitudes relatives de toutes les expériences sont reproduites simultanément, a notre
précision expérimentale pres (environ 20%). Cet ajustement permet de rendre compte quali-
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tativement des caractéristiques des signaux observés. Le moins bon ajustement obtenu pour
I'expérience a 2000 cm ™! est discuté section [5.2.2.4
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Fic. 54 : Ajustement des parametres de la simulation et comparaison aux
expériences. En pointillés : courbes expérimentales de la figure page [84. En
traits pleins : simulations des expériences de transmission différentielle utilisant un
changement de fréquence quasi-instantané ainsi qu’une diminution progressive de la
force d’oscillateur qui passe de sa valeur initiale a sa valeur finale avec une constante
de temps de 400 fs. Le CO subit une rotation de 90° avec la méme constante de
temps et la largeur spectrale de I’absorption infrarouge est choisie constante puisque
la prise en compte d’un élargissement de la raie ne permet pas d’obtenir un meilleur
accord.

Le transfert du CO est donc bien pris en compte par une force d’oscillateur décroissante
avec une constante de temps exponentielle de 400 fs et un changement de fréquence vi-
brationnelle du CO quasi-instantané. Cet ajustement donne les principales caractéristiques
vibrationnelles du transfert du CO auxquelles nous avons acces dans nos expériences, c’est-
a-dire la fréquence de transition et la force d’oscillateur. Tant que la largeur spectrale de la
raie du CO reste inférieure & 40 cm™!, sa possible dynamique influence trés peu le résultat
de nos expériences qui utilisent des sondes de 100 cm™! de largeur & mi-hauteur.

Comme attendu pour des expériences a ’angle magique, la variation de ’angle du dipole
n’a pas d’influence significative sur nos résultats. Néanmoins, comme discuté section [5.2.3]
des effets de cohérence peuvent se manifester de fagon inattendue par la rotation du CO
dans les expériences résolues spectralement.

5.2.2.3 Changement progressif de la fréquence vibrationnelle du CO

La figure[5.5| page suivante présente une simulation qui inclut une variation de la fréquence
de résonance avec la méme constante de temps de 400 fs que la variation de la force d’oscilla-
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teur. Dans ce cas, les pics d’absorption différentiels pour les sondes aux fréquences 2144 cm~!
et 2184 cm™! se trouvent retardés par rapport aux sommets des courbes expérimentales.
L’utilisation d’un tel changement de fréquence vibrationnelle progressif n’est donc pas com-
patible avec nos expériences.
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Fi1Gc. 5.5 : Influence de la variation progressive de la fréquence de résonance du
CO. En pointillés : Courbes expérimentales de la figure page [84. En traits
pleins : Simulations utilisant les mémes paramétres que les simulations précédentes
(changement de force d’oscillateur avec une constante de temps de 400 fs) sauf pour
la fréquence qui varie de fagon non quasi-instantanée entre la valeur initiale et finale
avec une constante de temps de 400 fs. L’ajout de cette fréquence dépendant du
temps décale considérablement les pics de I’absorption différentielle calculée autour
des fréquences finales.

5.2.2.4 Effet d’une dérive de fréquence de la sonde

Comme précisé dans le chapitre [] page [59] les impulsions infrarouges que nous utilisons
sont un peu plus longues (250 fs) que ce qui correspond a la limite par transformée de Fou-
rier (150 fs). Or, nos simulations utilisent des impulsions sonde limitées par transformée de
Fourier. Afin de s’assurer que ceci ne vient pas modifier notre interprétation des résultats,
nous avons effectué des simulations avec des impulsions possédant une dérive de fréquence
linéaire correspondant & la phase spectrale quadratique ¢” ~ 10000 rad.fs* nécessaire (¢” est
défini a I’équation page @ pour donner aux impulsions infrarouges dont la largeur
spectrale est connue (~ 100 cm™') la durée temporelle a mi-hauteur de 250 fs déduite des
expériences dans l'arséniure de Gallium (voir figure page . Les impulsions utilisées
dans les simulations possedent une fréquence instantanée croissante. Les simulations corres-
pondantes sont présentées a la figure page ci-contre et sont comparées aux simulations
de la figure [5.4] utilisant des impulsions limitées par transformée de Fourier.
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Fi1G. 5.6 : Effet d’une dérive de fréquence de I'impulsion sonde. En traits pleins :
ajustement des expériences obtenu pour une sonde limitée par transformée de Fou-
rier (voir figure page|(89). En traits tiretés : les mémes paramétres sont utilisés
pour les variations des caractéristiques du CO mais une phase spectrale quadra-
tique ¢’ = 10000 rad.fs* est utilisée pour allonger la durée des impulsions sonde.
La dérive de fréquence modifie peu le signal calculé pour des sondes centrées sur
la fréquence initiale et finale. Pour des fréquences centrales de sonde intermédiaires
cependant, le signal calculé est modifié.
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Les simulations pour les expériences a la fréquence initiale et finale ne sont pratiquement
pas modifiées. Pour les expériences utilisant des fréquences de sonde intermédiaires (2000
et 2064 cm™1), et surtout pour la fréquence de sonde intermédiaire & 2000 cm™!, le signal
est modifié par la présence d’une dérive de fréquence. Le signal apparait plus piqué pour de
telles impulsions car la fréquence instantanée de 'impulsion varie comme la fréquence du
CO. Pour la fréquence intermédiaire & 2000 cm ™!, 'utilisation d’une telle sonde rend mieux
compte du signal observé (voir figure [5.2).

Globalement, les effets liés a une dérive de fréquence de la sonde sont faibles. Il en est de
méme pour une dérive de fréquence de signe négatif.

5.2.3 Elargissement spectral de la raie vibrationnelle du CO

5.2.3.1 Influence de I’élargissement de la raie du CO dans les expériences intégrées
spectralement

Nos expériences intégrées spectralement utilisent des sondes de largeur spectrale a mi-
hauteur Ao = 100 cm~!. Elles sont donc peu sensibles & un éventuel élargissement de la raie
du CO dans le cas ou cet élargissement est inférieur a la largeur spectrale de la sonde. Nous
avons évalué la sensibilité de nos expériences a un tel élargissement pour pouvoir comparer
nos expériences avec des expériences résolues spectralement précédemment réalisées [52] qui
montrent aux délais pompe-sonde courts un signal a la fréquence finale qui est plus large
spectralement que la raie vibrationnelle du CO 1ié & 'héme (12.5 cm™" & mi-hauteur).

La figure page ci-contre montre deux jeux de simulations: un utilisant les parametres
utilisés figure [5.4] avec lesquels nous avons simulé nos expériences sans tenir compte d'un
élargissement de la raie du CO et un avec un élargissement de la raie vibrationnelle du
CO de 70 cm™!, les autres parametres étant fixés par ailleurs. La largeur de la raie du
CO retrouve sa valeur initiale de 12.5 cm™! apres 400 fs. La section page détaille
comment nous simulons cette largeur spectrale dépendant du temps. La seule conséquence
de cet élargissement de la raie du CO est de diminuer légerement 'amplitude du signal a
la fréquence finale. Ceci ne modifie donc pas nos conclusions sur la variation de la force
d’oscillateur. Puisqu’un élargissement de la raie du CO ne peut que diminuer 'amplitude
de notre signal autour de la fréquence finale, le fait que nous négligions cet élargissement ne
peut que mener a une sous-estimation de la force d’oscillateur du CO. Les origines possibles
d’un tel élargissement sont discutées par la suite.

5.2.3.2 Comparaisons a des expériences résolues spectralement

Les expériences résolues spectralement déja réalisées sur le méme systeme par ANFINRUD
et al. [26]52] présentent un signal de fond spectralement large qui est soustrait dans I’analyse
des données pour pouvoir se concentrer sur les raies plus fines caractérisant le <docking
sites> qui émergent de ce signal de fond. Cette méthode d’analyse qui ne tient pas compte
de I'absorption intégrée puisqu’elle néglige un signal de fond large ne permet pas de rendre
compte de la variation de la force d’oscillateur.

L’élargissement spectral (ou signal de fond) présent dans les expériences de ANFINRUD
et al. a été interprété comme une diminution du temps de déphasage de la raie due a un
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Fic. 5.7 . Effet d’'un élargissement de la raie vibrationnelle du CO. En traits
pleins : ajustement obtenu sans tenir compte d’un élargissement de la raie du
CO. En traits tiretés : Simulations avec un élargissement de Ao = 70 cm™*. Cet
élargissement relaxe vers sa valeur initiale de Ao = 12.5 cm™! avec une constante
de temps de 400 fs. La seule simulation modifiée de fagon non-négligeable par un
tel élargissement est la simulation de I'expérience a la fréquence finale.
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relachement des contraintes rotationnelles imposées au CO par I’environnement de la protéine
au cours du transfert. Le scénario suivant a été proposé [26].

Lié au Fer de I’heme, le CO est contraint rotationnellement : il se trouve approximative-
ment selon la normale au plan de I’héme [50]. La liaison étant rompue, le CO évolue alors
dans une cage protéique qui ne lui impose pas de direction particuliere: ceci entraine un
élargissement spectral. Une fois arrivé sur le «<docking site>, I’environnement protéique va se
resserrer autour du CO en lui imposant une direction particuliere: les contraintes rotation-
nelles sont alors rétablies par la protéine, la raie du CO se rétrécit et la force d’oscillateur
du CO vient se concentrer progressivement dans une bande spectrale étroite.

Ceci amene une contradiction apparente entre nos expériences et les expériences précé-
dentes: la ol nous observons une baisse progressive de la force d’oscillateur, les expériences
résolues spectralement montrent la formation progressive d’une structure spectrale.

Afin de pouvoir comparer nos résultats aux expériences résolues spectralement d’ ANFINRUD
et al. [52], nous avons effectué des simulations d’expériences résolues spectralement. Les
figures [5.8] et présentent des simulations avec une sonde de durée 150 fs limitée par
transformée de Fourier placée spectralement autour de la fréquence finale.

La simulation de la figure inclut un élargissement de la raie du CO de 70 cm™!
qui relaxe avec une constante de temps de 1.6 ps correspondant au temps donné dans la
référence [52| pour l'apparition de la raie finale du CO. Cet élargissement ne modifie que
légerement les simulations (voir figure .

En revanche, dans la figure 5.8} le temps de déphasage est constant.
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Fic. 5.8 : Simulation de I’absorption différentielle résolue spectralement pour
une impulsion sonde centrée autour de la fréquence finale. Nous avons introduit
un élargissement de la raie du CO (70 cm™') qui relaxe vers sa valeur initiale
(12.5 cm™') avec une constante de temps de 1.6 ps. Comme celui introduit a la
figure[5.7, cet élargissement n’influence pas nos expériences pompe-sonde intégrées
spectralement.

Dans ces deux simulations, nous voyons apparaitre un signal de fond spectralement large
autour du délai pompe-sonde nul. Nous montrons maintenant qu’un élargissement inhérent de
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Fi1G. 5.9 : Simulation de I’absorption différentielle pour une impulsion sonde centrée
autour de la fréquence finale. Plus faible que dans les simulations présentées a la
figure page précédente, un signal spectralement large est néanmoins toujours
visible autour du délai pompe-sonde nul. Cet élargissement du spectre n’est pas di
a une diminution du temps de cohérence de la raie vibrationnelle.

la raie du CO est observable dans ces expériences résolues spectralement. Cet élargissement
du spectre d’absorption a la fréquence finale est illustré par la simulation montrée a la
figure qui n’inclut pas d’élargissement phénoménologique. Il est dii a la diminution de
la force d’oscillateur du CO et a la rotation du dipole du CO comme nous le détaillons
ci-dessous.

5.2.3.3 Effets de cohérence déterministes dans I’élargissement du spectre résolu
spectralement

Comme détaillé a la section [b] page les expériences résolues spectralement réalisées
avec un spectre de sonde qui ne contient pas la fréquence initiale ne peuvent donner lieu a
des effets de polarisation perturbée: il n’y a pas d’excitation résonnante de la polarisation et
donc pas de polarisation qui puisse étre perturbée par la pompe pour des délais pompe-sonde
négatifs.

Toutefois, le spectre dépendant du temps d’une raie dont les caractéristiques varient
plus vite que son temps de déphasage entrainent des modifications dans I'interprétation du
spectre. En particulier, la largeur du spectre observée doit étre interprétée avec prudence
car elle ne peut pas étre directement reliée a un temps de déphasage. Nous discutons dans
la section suivante l'effet d’'une modification de la force d’oscillateur et de 'orientation du
CO plus rapides que le temps de déphasage sur la largeur apparente de la raie vibrationnelle
du COE Bien que n’apparaissant pas a des délais pompe-sonde négatifs, ces effets sont de
méme nature que les effets de polarisation perturbée.

3. Ces remarques s’appliquent d’ailleurs également & un changement rapide de la fréquence de transition
du CO.
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a Diminution de la force d’oscillateur Considérons le cas du CO dont la force d’os-
cillateur décroit avec une constante de temps de 400 fs. Ce temps de décroissance est inférieur
au temps de déphasage du CO, de l'ordre 800 fs (correspondant & la largeur 12.5 cm™! de la
raie vibrationnelle). Lorsque la sonde arrive a un délai positif avant que la force d’oscillateur
ait baissé, elle est résonnante avec la fréquence finale du CO et crée donc une polarisa-
tion. La décroissance de cette polarisation n’est pas gouvernée par le temps de déphasage
mais par la diminution plus rapide de la force d’oscillateur. La raie mesurée apparait élargie
puisque la largeur du spectre observée est liée a la rapidité du déclin de la polarisation (cf.

équation page [40)).

b Changement d’orientation du CO De la méme fagon, une rotation du CO non
instantanée mais toutefois plus rapide que le temps de déphasage peut donner lieu a un
élargissement du spectre sur un temps court correspondant au temps caractéristique de
cette rotation. Placons nous donc dans le cas ou la rotation du CO est plus lente que la
durée de la sonde et plus rapide que le temps de déphasage.

Lorsque la sonde arrive a un délai positif, en résonance avec la fréquence du CO a
la fréquence finale, avant qu’une rotation du CO ait eu lieu, elle induit une polarisation
résonnante. Cette polarisation est orientée suivant la direction de la sonde. Lorsque main-
tenant chaque CO de I’échantillon subit une rotation, ceci va induire un changement dans
la polarisation macroscopique. Pour un échantillon ou toutes les molécules sont orientées
suivant la méme direction, la polarisation change de direction avec le CO.

Pour un échantillon liquide, il faut tenir compte d’'une moyenne sur toutes les orientations
des molécules. Placons nous a l'angle magique entre la pompe et la sonde, auquel cas la
polarisation macroscopique due aux différentes molécules de CO se trouve toujours suivant
la polarisation de la sonde.E] La rotation individuelle de chaque molécule n’entraine plus une
rotation de la polarisation mais une baisse de la polarisation due a un effet de moyenne.

Dans ces deux cas (échantillon orienté ou liquide), cette rotation entraine un élargissement
du spectre puisqu’alors la polarisation selon la direction de la sonde décroit avec le temps
caractéristique de la rotation et non plus avec le temps de déphasage.

Cet élargissement spectral di a une rotation du CO vient renforcer ’élargissement di a
la diminution de la force d’oscillateur. En effet, lors de son transfert de I’heme au <docking
sitex>, le CO subit une rotation de 90° qui rend cet élargissement potentiellement important.

5.2.4 La force d’oscillateur comme sonde du transfert du CO

Nos expériences montrent que la dissociation et le transfert du ligand ne peuvent étre
décrits par un changement instantané de la force d’oscillateur du CO. Nous pourrions penser,
a priori, que ce changement de force d’oscillateur se produit de fagon synchrone avec la
dissociation du CO de I'heme (qui se produit en ~ 50 fs [32,33,[34,35]) par une réorganisation
rapide des électrons engagés dans la liaison avec le Fer de 'heme. Ce comportement étonnant
semble montrer que la simple dissociation ne peut pas, a elle seule, rendre compte de la
dynamique de la force d’oscillateur. Nous envisageons que cette modification lente puisse
provenir de l'interaction du ligand avec son proche environnement, par exemple avec le Fer

4. Seule la partie isotrope de la fonction de réponse contribue alors & la polarisation (cf. section [2.3.3)).
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de ’heéme ou encore I'histidine 64 située dans la poche de I’héme en interaction avec le CO
par l'intermédiaire d’une liaison hydrogene. Des calculs théoriques en fonction de la distance
entre le CO et I’heme sont cependant nécessaires pour pouvoir soutenir cette hypothese et
essayer de comprendre une telle variation de la force d’oscillateur. Une dépendance de la
force d’oscillateur du CO avec ’angle entre I'axe Fe-C-O et I'histidine 64 a déja été montrée
par les calculs de STEFAN FRANZEN [22]. Ces calculs s’appliquent cependant a un CO lié a
I’heéme et ne considerent pas le cas d’'un CO dissocié dans la poche de 'heme.

Des comparaisons avec des calculs pour un CO dissocié devraient permettre de corréler la
force d’oscillateur avec la position du CO dans la poche de I’heme et pouvoir ainsi 'utiliser
comme une sonde du transfert.
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CHAPITRE 5. RESULTATS EXPERIMENTAUX ET SIMULATIONS
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Conclusions

La liaison de ligands (CO, NO, O3) aux hémoprotéines est un mécanisme qui fait partie
intégrante de nombreuses fonctions biologiques et les mécanismes gouvernant la capture et
le relargage de ces ligands sont essentiels pour 'activité de nombreuses hémoprotéines. Les
premieres étapes du transfert de ligand du site de liaison (héme) vers l'extérieur de ces
protéines se déroulent a ’échelle femtoseconde ; elles font 'objet de cette étude.

Pour avoir acces a la dynamique du transfert, nous utilisons les changements des ca-
ractéristiques vibrationnelles du ligand. Les raies d’absorption associées a la vibration du
ligand (~ 5 pum) possedent des temps de cohérence de I'ordre de la picoseconde, i.e supérieurs
aux temps caractéristiques de la dynamique du transfert de ligand étudié. Ceci se traduit
dans les expériences pompe-sonde résolues spectralement par des effets de cohérence qui
empéchent une lecture claire du signal. Nous avons donc, au cours de ce travail, cherché a
utiliser des techniques permettant de s’affranchir de ces effets de cohérence ou a les exploiter
et ainsi accéder aux premiers instants du transfert de ligand dans les hémoprotéines.

J’ai travaillé sur deux configurations expérimentales afin de pouvoir accéder aux ca-
ractéristiques infrarouges du ligand CO apres sa dissociation du Fer de I’heme. Dans ces
deux configurations expérimentales, le ligand est dissocié a 'aide d’une pompe visible a 400
nm.

J’ai mis en place une expérience de transmission différentielle pompe-sonde intégrée
spectralement utilisant une sonde dans le domaine infrarouge. Ces expériences intégrées
spectralement sondent les modifications de ’absorption dues au ligand pendant son trans-
fert ; contrairement aux expériences résolues spectralement, elles ne sont pas sensibles aux
effets de cohérence. Cependant, les signaux & détecter sont faibles, de I'ordre de 107°.

J’ai aussi participé a la mise en place d'une technique de détection du champ émis
par le ligand CO au cours du transfert. Ce champ émis est détecté par homodynage avec
un champ de référence. Cette expérience qui détecte un signal de type interférométrique
nécessite deux impulsions possédant une relation de phase stable pendant toute la durée de
I’acquisition.

Ces deux configurations expérimentales, expériences pompe-sonde intégrées spectrale-
ment et détection du champ émis par homodynage, sont complémentaires: la premiere
est adaptée a I’étude de processus de transfert impliquant des changements de fréquence
supérieurs a la largeur spectrale de la sonde tandis que la seconde est idéale pour suivre des
déplacements de fréquence vibrationnelle a 'intérieur de la largeur spectrale de I'impulsion.

Afin d’améliorer le rapport signal a bruit, j’ai installé sur le montage expérimental
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une technique de détection différentielle infrarouge plus performante. L’efficacité de cette
détection infrarouge se base sur deux points importants. D’une part, a ’aide d’un hacheur
mécanique a 50 kHz synchronisé par asservissement numérique sur le laser a 100 kHz, notre
amplificateur a détection synchrone détecte dans un domaine haute fréquence ou les bruits
parasites sont beaucoup plus faibles qu’autour de 2 kHz, la fréquence précédemment utilisée.
D’autre part, j’ai ajouté sur le montage expérimental la mesure d’une intensité de référence
directement dans le domaine infrarouge, en prélevant une partie du faisceau sonde avant
I’échantillon. Ce signal de référence soustrait a I'intensité du signal associé au faisceau sonde
transmis permet de s’affranchir du bruit tir-a-tir du laser.

Ces modifications ont permis une amélioration d’un facteur 30 du rapport signal a bruit.
Grace a ces modifications du montage expérimental, nous avons pu réaliser des expériences
pompe-sonde intégrées spectralement dans la myoglobine, une hémoprotéine tres étudiée, no-
tamment comme systeme de référence pour 'interaction heme-ligand. L’étude de ce systeme
a l'aide d’une sonde infrarouge permet un acces direct a la vibration du ligand (CO),
contrairement aux expériences visibles sensibles aux transitions électroniques de ’heme. Ces
expériences de transmission différentielle intégrées spectralement, effectuées pour différentes
longueurs d’onde de sonde infrarouge, ont permis d’observer un effet inattendu: lors du pas-
sage du ligand du site de fixation (héme) au <docking site> voisin, le premier site dans lequel
le ligand se trouve dans la myoglobine apres dissociation, la force d’oscillateur du ligand CO
change de force d’absorption de maniere progressive avec une constante de temps de 400 fs.

J’ai aussi travaillé a la mise en place du systeme d’asservissement permettant de réaliser
des expériences de détection du champ émis. La stabilisation en phase des deux impul-
sions est maintenant fonctionnelle et de premieres expériences de démonstration ont déja été
réalisées dans la carboxymyoglobine. Dans ces expériences de détection du champ émis, j’ai
proposé que les deux faisceaux infrarouges passent a travers I’échantillon et qu’afin d’étre
uniquement sensible a un terme croisé provenant de l'interférence de I'impulsion de référence
et du champ émis, nous utilisions une technique de double modulation. J’ai participé au
développement d’un dispositif numérique permettant d’effectuer la somme de fréquences de
deux modulations non synchronisées.

Dans la carboxymyoglobine cependant, la différence de fréquence entre le CO lié a 'heme
et le CO sur le <docking sites est supérieure a la largeur spectrale de notre sonde. Ceci n’en
fait pas un systeme idéal pour cette configuration expérimentale qui est mieux adaptée a
I’étude du transfert de ligand dans la cytochrome ¢ oxydase ou le changement de fréquence
vibrationnelle est inférieur a la largeur spectrale de nos impulsions infrarouges.

Afin de rendre compte de ces deux types d’expériences, j’ai développé des simulations.
La base théorique de ces simulations consiste en une description de 1’échantillon en présence
d’une impulsion pompe par une fonction de réponse linéaire non-stationnaire calculée expli-
citement dans le cas d'un systeme a deux niveaux pour un échantillon liquide photosélectif.
Ce systeme a deux niveaux modélise la vibration infrarouge du CO dont la fréquence, la force
d’oscillateur et le temps de déphasage varient au cours du temps. Les effets dus a la rotation
du CO sont également inclus. Ce modele phénoménologique permet de rendre compte des
changements de I'absorption infrarouge du CO lors de son transfert et nous a permis d’obte-
nir un bon accord qualitatif avec nos données expérimentales. Le programme de simulations
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que j’ai mis en place permet de calculer, a partir de la méme fonction de réponse, le signal
attendu dans les expériences pompe-sonde intégrées et résolues spectralement ainsi que dans
les expériences de détection du champ émis dans les diverses configurations présentées.

Sur un plan plus théorique, j’ai introduit une représentation spectro-temporelle originale
de la fonction de réponse non-stationnaire. Elle permet en particulier d’exprimer simplement
le résultat d’expériences intégrées spectralement a ’aide de la fonction de Wigner du champ
sonde. Comme la susceptibilité linéaire stationnaire y"(w) dont elle est une généralisation
au cas non-stationnaire, ses parties réelle et imaginaire sont reliées aux propriétés d’indice
et d’absorption du milieu non-stationnaire.

Nos expériences intégrées spectralement montrent une diminution progressive de la force
d’oscillateur dans la myoglobine. Cette diminution progressive inattendue n’avait pas été ob-
servée dans les expériences résolues spectralement précédemment réalisées. Ce résultat n’est
cependant pas incompatible avec ces observations précédentes qui se sont plus focalisées sur
la structure spectrale de ’absorption du ligand CO sur le «docking site> que sur I'absorption
intégrée, c’est-a~dire la force d’oscillateur.

La relaxation des contraintes rotationnelles imposées au CO et le fait que le ligand puisse
emprunter différentes trajectoires au cours du transfert entrainent une baisse du temps
de déphasage qui élargit la raie vibrationnelle. C’est l'interprétation qui a été donnée de
I’élargissement spectral observé dans des expériences précédentes résolues spectralement.
Nous montrons qu’il existe un élargissement spectral inhérent de la raie vibrationnelle lorsque
sa dynamique est rapide devant le temps de déphasage (cet élargissement peut trouver son
origine dans une variation rapide de la force d’oscillateur ou de l'orientation du ligand), et
que, lorsque le temps de déphasage est long devant la dynamique étudiée, un élargissement
spectral ne peut pas étre interprété de facon univoque comme une diminution du temps de
déphasage.

La force d’oscillateur dont nous avons observé la variation progressive, corrélée a la
distance heme-CO, est potentiellement une sonde du transfert de ligands. Puisque cette
technique peut se transposer facilement, il serait tres intéressant de I’appliquer a des hémo-
protéines autres que la carboxymyoglobine que nous avons utilisée.

De méme, la technique de détection du champ émis peut étre utilisée pour étudier le trans-
fert de ligands dans diverses hémoprotéines, celles en particulier dans lesquelles le transfert
de ligands implique des mouvements cohérents. La conservation des propriétés de cohérence
du ligand permet alors de tirer pleinement profit de cette technique interférométrique. Dans
la cytochrome c oxydase, 'amplitude du changement de la fréquence du CO est inférieure a
la largeur de notre sonde infrarouge ; d’autre part, des expériences dans le visible indiquent
la présence de mouvements concertés intervenant dans le transfert du ligand : cette protéine
est donc une excellente candidate pour une telle expérience.

En conclusion, au cours de cette these, nous avons introduit et implémenté deux ap-
proches expérimentales complémentaires. Les expériences réalisées dans la myoglobine ont
démontré I'intéréet de ces deux approches pour l'investigation du transfert de ligands dans
les hémoprotéines, processus essentiel a la réalisation de nombreuses fonctions biologiques.
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Annexe A

Notations et conventions utilisées

A.1 Transformée de Fourier, Quantités complexes

103

Les champs électriques des impulsions considérées et les polarisations induites par ces

champs seront notés E(t) et P(t).

La transformée de Fourier d’une fonction dépendant du temps f(t) est notée f(w), elle

est définie par

fw) = / (1)

[e.e]

10 = [ Erwe

o 2T

soit, pour le champ électrique

Flw) = /_ T B

Le champ complexe () associé au champ réel E(t) est défini par
- * dw = )
Et) = —E(w)e™™!
0 = | 5B

— —

E(t) = E(t)+E&X(t) =2 Re(&(t))

(A1)

(A.2)

(A.4)
(A.5)

De la méme facon, on définit la polarisation complexe 75(15) associée a la polarisation

réelle P(t).

—

£(w) désigne donc la transformée de Fourier de £(t). £(w) est nul pour des fréquences

négatives et coincide avec E(w) pour des fréquences positives.
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A.2 Champ électrique des impulsions breves

L’intensité temporelle du champ est définie comme 1(t) = E(t).£*(t), et son intensité
spectrale est I(w) = E(w).E*(w), son énergie J = [7_dtI(t) = 5= [*° dwl(w).

Pour un champ E(t) donné, on notera 7 son instant d’arrivée et w sa fréquence centrale

définis par
/ dtt@:T / C;iw’—,(w):w (A.6)
_ o 2T

I I

00 _
L’impulsion femtoseconde typique s’écrira sous forme d’un champ polarisé linéairement

porté par un vecteur unitaire u, et pouvant s’écrire sous la forme du produit d’une enveloppe
A(t) et d’'une porteuse a la fréquence w :

Et) = Et)u=(E@t)+&()u :
E(t) = A(t)exp(—iwt) (A.8)

Toutes ces quantités (I, E, £,4,w,d,7), munies d’'un indice p, s ou r, se référeront aux
impulsions pompe, sonde, ou référence.

A.3 Temps et délais

Par convention, I'impulsion pompe fixe 'origine des temps: 7, = 0. Le temps coincide
alors avec le délai par rapport a la pompe.

Pour un champ £(t) donné, nous désignerons par &.(t) = £(t — 7) le méme
champ temporel décalé de 7. P, (t) désigne la polarisation crée par le champ & (t),
la dépendance en I'impulsion sonde et la fonction de réponse étant implicite.

A.4 Réponse linéaire, stationnaire, non-stationnaire,
et non linéaire-stationnaire

Nous appelons réponse linéaire une réponse du milieu au champ électrique incident telle
que s’applique un principe de superposition. C’est-a-dire que la polarisation P induite par la
somme de 2 champs & 4+ & est la somme des polarisations P; et P, induites par chacun de
ces champs. En ce sens, I’équation page [16] est linéaire, c’est d’ailleurs la réponse linéaire
la plus générale envisageable.

Nous appelons réponse linéaire-stationnaire une réponse linéaire décrivant un milieu dont
les propriétés sont invariantes par translation dans le temps. Une telle réponse est donnée
par I'équation [2.3] page

Avec une telle terminologie, il est possible, avec une réponse linéaire, de décrire une
polarisation rayonnant a des fréquences absentes du spectre du champ incident.

1. En toute rigueur, il faut multiplier toutes ces quantités par un facteur %4 /% pour obtenir I’expression

des densités temporelles et spectrales d’énergie. I(w) n’est pas la transformée de Fourier de I(t).
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Cependant, le langage courant a tendance a appeler réponse linéaire ce qui est ici défini
comme réponse linéaire-stationnaire, nous prendrons donc la précaution de ne pas employer le
terme ambigu de réponse linéaire. L’emploi du terme susceptibilité linéaire n’est pas considéré
comme ambigu et se rapporte a une réponse linéaire stationnaire décrite par une susceptibilité
Y.

Nous appelons finalement réponse non linéaire-stationnaire une réponse qui ne possede
pas la qualité linéaire—stationnaireﬂ ce qui correspond a une réponse (éventuellement non-
linéaire) qui autorise la polarisation a émettre a de nouvelles fréquences.

A.5 Formulaire

Les impulsions gaussiennes saturent les relations d’incertitude

1 21n(2
Astddevy, Astddevy 5 ouencore AFHWM, A\FHWMy > n(2) ~ 0.4413 (A.9)
T
AFIWM G, — 91/21n(2) A4V, v 2.3548 AStddevy, (A.10)
Si )
w—w
8() = do + g/ + L=y (A1)
alors
/ dw — _ (wowgy? eid() _
2Aw
—i(Z sign(¢")—3 arctan(——y (t—0")? i (t=¢ )2 A.12
g (d’ Aw2)) 2Aw2¢”2(1+W) 29/ (1+W) —Zu}o(t (15/) ( )

27T|¢”| \4/ ]- + ¢”2A 4

Cette formule établit le profil temporel d'une impulsion ayant un spectre gaussien et une
phase spectrale quadratique et donne

AFHWM, _ \/(AFHWMW)2(¢//)2 (1 n ¢//21((ianH(3V)13[i))4) (A.13)

2. a ne pas confondre avec une éventuelle réponse non-linéaire stationnaire.
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Annexe B

Convolution par une pompe de durée
finie

Dans le but d’examiner la prise en compte de I'effet de la durée finie de 'impulsion pompe
dans les différentes types d’expériences envisagées, nous nous intéressons a l’expressionm
suivante :

S(ram) = Im { /_ e /_ T AR(LE,, (t’)} (B.1)

o0 [e.o]

qui intervient dans I'expression des différents signaux (cf. équations page[29]et page 31]).
Cette quantité fait intervenir deux champs &E(t) = &, () et £1(t) = &,,(t) éventuellement

confondus dans le cas pompe-sonde.
Le signal pompe-sonde intégré spectralement s’écrit S(7) = S(7,7).
Notons AT = 15 — 71, et posons

Si}f(ﬁ) =S(tl1+ Ar,m). (B.2)

il s’agit, selon le délai 7, d’un terme croisé dans une expérience pompe-sonde dans laquelle
la sonde est constituée de deux impulsions identiques décalées temporellement d’un délai Ar.

Si maintenant 71 est fixé, on obtient en fonction du délai A7, un signal de détection
homodyne référencée :

SI(AT) = S(r1 + Ar,7y) (B.3)

D’apres page [18], nous avons

S(ry,m) = Im{/_o; dt E,(t) /: dt’ /: dt, L(t,)Ar(t — t,,t —tp)gﬁ(t’)}. (B.4)

Posons

s(79,71) = Im {/m dt E%(t) /OO dt" Ar(tt)E, (t’)} (B.5)

o0 —00

1. Nous ne faisons pas intervenir 1’aspect tensoriel de la fonction de réponse.
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ainsi que
sflhr(AT) = s(n + A1), sihf(ﬁ) =s(n+Armn) et s(r)=s(r,7). (B.6)

En effectuant dans le changement de variable

(L) = (t+ bt +1,). (B.7)
nous obtenons -
S(ram) = / dt, T,(t,)s(rs — tymy — 1), (B.8)
soit, pour le signal de détection homodyne autoréférencée :
st = [ dty Lt)sERn 1), (B.9)

et pour le signal pompe-sonde (A7 = 0):

S(r) = /_ Tty L) s(r —1,). (B.10)

o0

L’effet de la durée finie pompe, dans notre modele, et pour ces deux signaux est donc
une convolution par I'intensité pompe du signal qui serait obtenu dans le cas d'une pompe
infiniment breve. Cette convolution rend les simulations moins cotiteuses en temps, puisque
I’on utilise alors une convolution par la durée pompe sur une seule dimension, contrairement
a ce qu’implique le calcul direct de R(t,t") a partir de 1’équation page [L§|

Dans le cas des expériences de détection homodyne référencée, les expériences effectuées
avec une pompe de durée finie ne sont pas une convolution par la durée de la pompe de la
meéme expérience réalisée avec une pompe impulsionnelle :

swran) = [ dt, 158, (a7) (B.11)



109

Annexe C

Approximation adiabatique

Lorsque la matrice densité est exprimée dans une base qui dépend du temps, I'équation
de Bloch se trouve modifiée.
Plagons nous dans le cadre ot I'on possede un hamiltonien dépendant du temps Hy(t) et
une base <adiabatiques d’états propres dépendants du temps de cet hamiltonien {|a(t)),|b(t)), ...}
telle que Ho(t)|z(t)) = hw,(t)|x(t))
|z(t)) a une norme constante : <z|% est imaginaire pur: (x(t)|% + %u‘(t» =0.
L’équation d’évolution de la matrice densité pour le systeme décrit par Hy(t) et soumis

a une perturbation W (t) est alors
dp 1
dt i

Les termes supplémentaires par rapport a la méme équation exprimée dans une base fixe
vont apparaitre dans le premier terme de 1’équation [C.1]:

p= S rald0l g =3 G0 Sl O+ (©2)
ab

ab

—[Ho(t) + W(t),p] (C.1)

La projection sur |a)(b|, donnée par I'opération 7 (|b) <a| ), du premier terme de I'équation[C.1]
donne

% + ,Zb,pa/b/Tr(dLl ><b’\b><a\ + |b){ala’) C<Z |) (C.3)
dpab+z Pt a| Z b’lb (C.4)
ety <<a|dc'lt> s 1) + (0o — o) 21t )
+ Z Peb al——l— Pac dle |]b>) (C.6)

c#a,b

Notre objectif est de nous restreindre a un systeme a deux niveaux, négligeons donc le
terme [C.6] Pour un véritable systeme a deux niveaux, I’égalité entre les termes et
est alors exacte.
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Dans une telle approximation, I’équation d’évolution des populations n’est pas modifiée
(faire a = b dans page précédente).
En revanche, il faut ajouter a I’équation d’évolution de la cohérence :

— une modification de la fréquence dw(t) = —2(<a\d|“ %|b>) qui ne modifie pas la
structure de 1'équation 2.8 page [18}
— un terme source (pp, — paa)%]b) = —%W dans le cas ol nous nous plagons (pgq ~ 1
et pp, << 1).
Nous supposerons donc la variation des états propres assez lente pour que ce terme source
supplémentaire soit négligeable par rapport a Ew% dans l’equatlon ﬂ page
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Annexe D

Calcul pour la représentation
temps-fréquence

Ce calcul exprime

Sese, = / R0 / Tt ROE)E), (D.1)

o0 [e.9]

a l'aide d’une fonction de Wigner. Dans l'intégrale [D.I], effectuons le changement de
variable

t t
2 2
nous obtenons
t/
Sese, = / dt / a R(t+ 5 )8*(t+ )81(75 -5 (D.3)
Ecrivons
* t/ o0 dw iwt!
5 (t + )gl(t - 5) = g (& W52*51 (t,w) (D4)
avec
o0 t// t” o
Wese,(tw) = [ dt" €3¢+ Ha(E = S)e ™ (D.5)

et substituons 1’équation dans I'équation [D.3] En intégrant sur ¢, nous obtenons finale-
ment

dt d
Sese, = / / O Wege, (1 )R (110) (D.6)
avec ~ , ,
RY (t.w) = / ' eiwt’R(H%,t—%). (D.7)

Ce calcul est utilisé dans le cas oti les champs &) et & sont égaux, auquel cas We;eg, (t,w) est
la fonction de Wigner de cet unique champ telle qu’elle est définie a I’équation page [b5]
Elle est alors réelle.
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Le cas ou les champs & et & ne coincident pas correspond a une expérience utilisant
un champ excitateur & et un champ de référence &. Dans ce cas, la fonction de Wigner
croisée page précédente est une quantité complexe.ﬂ

De maniere analogue, R"W (t,w) s’exprime & partir de la fonction de réponse dans le

domaine spectral
/

0 dw' W' w y
RV (tw) = — Rw+ —w— —)e ™ (D.8)
Coo 2m 2 2
La période des oscillations temporelles et spectrales de RW (t,w) est reliée a la fonction de
réponse dans le domaine spectral et temporel. Ainsi, la transformée de Fourier de R" (t,w)
selon ¢,

RV (Qw) = / dt SR (), (D.9)
et s’exprime (d’apres a partir de la fonction de réponse dans le domaine spectral :
—_— /
RV (w — o —g d ) = R(ww). (D.10)

De méme, la transformée de Fourier inverse de RW (t,w) selon w,

RV (+,T) = / Y e TRY (tw), (D.11)

2
est reliée (d’apres page précédente) a la fonction de réponse dans le domaine temporel :

e T T
RY (1) = Rit+ 51— 5). (D.12)

1. 11 faut distinguer cette quantité des termes croisés qui apparaissent lorsque ’on calcule la fonction de
Wigner d’une somme de deux champs page [p6| qui sont eux réels.
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Annexe E

Calcul pour I'expérience de détection
homodyne autoréférencée

En prenant comme champ incident la séquence de deux impulsions

E(t) + 8 (t — AT), (E.1)

le signal pompe-sonde intégré spectralement s’écrit, d’apres page [45):

Sar(7) =Im (/ / — 5* )(1 + e AT AN AR (w,w')E (W) (1 + ei”ATeiA¢))
(E.2)

Nous obtenons, en fonction de 7, deux fois le méme signal pompe-sonde décalé d'une quan-
tité A7 et un terme croisé qui est le terme interférométrique recherché dans les expériences
de détection homodyne autoréférencée :

Sar(1) = S(7) + S(7 + A7) + S (7). (E.3)

Le terme croisé est calculé dans le cas d'une sonde infiniment large avec la réponse|3.24| page |46]
Il y a quatre contributions dans le terme croisé (les termes énumérés ci-dessous proviennent
de R(t,t') et non de la réponse différentielle AR(¢,t')) :

(0(=7)0(AT) + 0(—7 — AT)O(—AT))|11;|*Re ( ’A‘be_i“’iATe_FlAT‘) + (E.4)

((O(T)0(AT) + 0(1 + AT)O(—AT))|1us|*Re ( IA‘t’e_i“fATe_F'AT') + (E.5)
(O(=7)0(7 + AT) + 0(T)0(—T — A7))Re (—|p;|*e~B0e wiBbTe TIAT) 4 (E.6)
O(=1)0(T + A1) + 0(7)0(—T — AT))Re ( —iA ¢’,ufe”'(‘“f’“i)Te’i“fATe’FmT') ) (E.7)

Les deux derniers termes proviennent des termes correspondants page46|et page [46]
Les préfacteurs sont symétriques dans ’échange des délais des deux impulsions (7,A7) —
(7",A7") = (7 + A1, — A7), ils ne dépendent que des positions relatives des impulsions par
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rapport a l'instant d’arrivée de la pompe 7, = 0. Ces quatre termes rendent compte de la
polarisation induite :

— [E.4] page précédente rend compte du déclin de la polarisation a la fréquence initiale
selon A7 lorsque la premiere des deux impulsions arrive avant le délai zéro;

— page précédente rend compte du déclin de la polarisation a la fréquence finale
lorsque la premiere des deux impulsions arrive apres le délai zéro;

— et page précédente et page précédente rendent tous les deux compte de la
polarisation perturbée par la pompe qui contribue au signal croisé lorsque les deux im-
pulsions arrivent de part et d’autre du délai zéro mais seul le terme page précédente
dépend du délai 7 global de la séquence d’impulsions.

Plagons nous maintenant dans le cas d’une expérience différentielle, il faut retrancher le
terme de déclin de la polarisation non perturbé. Si de plus, nous nous plagons dans une
configuration ou les deux impulsions se trouvent de part et d’autre de 'impulsion pompe,
(1 <0et 7+ A7 >0), le terme est nul et le signal provenant du terme croisé différentiel
est alors la somme des deux termes et [E.7] il s’écrit donc:

Sg};a“_) — Re (,ufe*m‘i’e*FAT (quefi(wf 7wi)'refiwaT . ,uiefiwiAT)) (ES)
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Ligand transfer in heme proteins
studied by impulsive infrared spectroscopy

Ligand transfer (of diatomics such as Oy, CO, NO, CN...)in heme proteins is an integral
part of many biological functions such as storage and ligand transport, enzymatic catalysis
and ligand detection. A thorough knowledge of these mechanisms underlying the ligand
transfer from the heme binding site to the protein exterior is essential to understand how
these heme proteins accomplish their function: discriminate between ligands, shuttle them
from the solvent to the heme pocket and vice versa, and react to external signals.

The ligand transfer from the heme binding site to the exterior of the protein involves
different stages with timescales spanning several orders of magnitude. Our study deals with
the very first events of the ligand transfer which occur on the femtosecond timescale. In the
case of myoglobin case, this event is the transfer of the ligand from the heme to a nearby
site called docking-site, which is the first site the ligand reaches on its way to the solvent.
We monitor this transfer using infrared (5 pm) femtosecond pulses which directly probe the
CO ligand vibrational changes during the transfer.

The vibrational dephasing time of the CO ligand (1 picosecond) is longer than the dy-
namics of the transfer. Therefore, coherent effects arise and forbid a direct interpretation
of spectrally resolved transmission experiments at short pump-probe time delays. We avoid
these effects by using two complementary methods. In a first experimental configuration, the
transmission of the sample is spectrally integrated, we are thus insensitive to coherent effects.
In such a scheme, a very sensitive detection is required in order to access the weak differen-
tial signal (107°). In a second experimental configuration, we monitor the ligand vibration
during the transfer by recording the emitted field of the CO. The homodyne detection of
this field requires phased-locked mid-IR pulses.

We developed a non-stationary response function which describes the sample response
and allows the simulation of these two kinds of experiments. We also introduce a novel
time-frequency representation of the non-stationary response function.

We performed experiments on myoglobin, a reference system for the ligand transfer study.
In this protein, spectrally integrated differential transmission experiments showed a progres-
sive decay of the oscillator strength of the ligand during the transfer. Simulations based on
a phenomenological model support this interpretation. Surprisingly, the oscillator strength
change does not follow the quasi-instantaneous vibrational frequency change. To our know-
ledge, this is the first report on a progressive decay of the vibrational oscillator strength
following the breaking of a chemical bond. This oscillator strength correlated to heme-ligand
distance is a potential probe of the ligand transfer.

Key words

Infrared femtosecond spectroscopy Ligand transfer

Heme proteins (Myoglobin) Vibrational transition

Pump probe-experiments Coherent effects

Homodyne detection Non-stationary response function



Spectroscopie infrarouge impulsionnelle appliquée au
transfert de ligands dans les hémoprotéines

Le transfert de ligands — de petites molécules telles que Oy, NO, CO, CN... — dans les
hémoprotéines est un processus situé au ceeur de nombreuses fonctions biologiques : stockage
et transport de ligands, catalyse enzymatique, ou encore détection de ligands. L’aptitude de
ces protéines a accomplir leur fonction s’appuie en particulier sur leur capacité a discriminer
les différents ligands et a les transférer de fagon réversible de 'heme vers le solvant.

Les différentes étapes du transfert de ligand du site de liaison, I’heme, a 'extérieur de la
protéine, ont lieu sur des échelles de temps couvrant plusieurs ordres de grandeur. Notre étude
concerne les premieres étapes du transfert de ligand qui se déroulent a 1’échelle femtoseconde.
Il s’agit dans le cas de la myoglobine du passage du ligand de 'heme a un site voisin a
I'intérieur de la poche de I'heme (dit docking-site). Nous accédons au transfert grace a une
sonde située dans le domaine infrarouge moyen (5 pm). Ainsi, nous sommes directement
sensibles aux changements de la vibration du ligand CO au cours du transfert.

Le temps de déphasage vibrationnel du ligand CO (1 picoseconde) est long devant la
dynamique du transfert. Ceci est a I’origine d’effets de cohérence et interdit, aux temps courts,
une interprétation simple des expériences de transmission résolues spectralement. Afin de
s’affranchir de ces effets, nous avons mis en place et utilisé deux méthodes complémentaires.
Dans une premiere configuration expérimentale, la transmission de 1’échantillon est intégrée
spectralement, 'obtention du signal faible (107°) a nécessité une détection d’une grande
sensibilité. Dans une deuxieme configuration, nous accédons a la vibration du ligand au
cours du transfert par la détection homodyne du champ émis par le ligand au cours du
transfert. Cette approche originale de détection du champ émis a nécessité la stabilisation
en phase d'une séquence d’impulsions infrarouge.

Nous avons développé une fonction de réponse non-stationnaire qui décrit la réponse
de T’échantillon et permet la simulation de ces deux types d’expériences. Nous présentons
également une représentation spectro-temporelle originale de la réponse non-stationnaire.

Nous avons mené des expériences sur la myoglobine, une hémoprotéine qui est un systeme
de référence pour I’étude du transfert de ligand. Dans cette protéine, nos expériences de trans-
mission différentielle intégrée spectralement ont permis d’observer une diminution progressive
de la force d’oscillateur du ligand au cours du transfert. Cette interprétation est confirmée
par des simulations basées sur un modele phénoménologique. De fagon surprenante, cette
variation de force d’oscillateur ne suit pas le changement quasi-instantanée de la fréquence
vibrationnelle. A notre connaissance, il s’agit de la premiere observation d’une diminution
progressive de la force d’oscillateur vibrationnelle suite a la rupture d’une liaison chimique.
Corrélée a la distance heme-ligand, cette force d’oscillateur est potentiellement une sonde du
transfert de ligand.

Mots-clefs

Spectroscopie infrarouge femtoseconde Transfert de ligand
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