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TRES Spectres d’émission résolus en temps (En anglais : Time Resolved Emission Spectra), 17
Trp  Tryptophane (En anglais : Tryptophan), 7
TrpH* Tryptophane protonné, 97

uv Lumiére dont la longueur d’onde se situe dans I’Ultra Violet. (On considére ici uniquement 'UV

proche , de 200 a 380 nm), 16
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Introduction Générale

Les molécules biologiques se composent d’un assemblage d’éléments plus ou moins réactifs chimiquement
parlant. Il est de notoriété commune que ce qui fait la spécificité de ces «building blocks» réside dans
I’adoption de structures secondaires et tertiaires, permettant, par exemple, ’émergence de sites actifs
pour la reconnaissance d’éventuels substrats d’intéréts. Au modéle classique rigide de type «clé-serrurey,
introduit par Fisher en 1894 [4], s’est progressivement insinué des visions tenant compte d’une dynamique
structurelle, comme la notion «d’ajustement induit», soulignée par Koshland en 1958 [5] ou par exemple
I’allostérie. Les bio-molécules sont en effet flexibles et dans ’évolution de leur conformation réside une
partie de la spécificité et de l'efficacité de la réaction chimique.

La problématique de la flexibilité des bio-molécules prend tout son sens lorsque ’on s’intéresse aux
mécanismes d’interactions entre protéines et acides nucléiques. Ces derniers forment tout un pan de la
biologie moléculaire car ils concernent, par exemple, des processus aussi importants que la réplication, la
transcription ou le stockage de PADN dans les cellules, soit autant de phénomeénes qui nécessitent a la
fois une spécificité de reconnaissance, une liaison, une déstructuration, et une libération du substrat, le
tout avec un parfait minutage. S’il est clair que la proximité des enzymes peut influer sur la conformation
des oligonucléotides (ODNs) d’intérét [6], la séquence intrinséque de ces derniers joue également un role
dans la maniére dont les bases seront présentées a l'environnement [7]. Cela concerne bien entendu les
nucléotides simples brins (ARN/ADNs) mais également doubles brins. De ce fait, on ne peut parfaite-
ment appréhender une interaction proteine-ODN sans également envisager 1’étude des caractéristiques
structurales et dynamiques intrinséques des différents protagonistes de la réaction. Parmi les outils a
disposition de ’expérimentateur, la cristallographie aux rayons X ainsi que la spectroscopie RMN ont
longtemps été des appareillages de choix pour étudier la structure des molécules. Cependant, la premiére
ne fournit que peu d’informations sur la dynamique des composés examinés, alors que la seconde donne
principalement accés a des informations locales, mais peine a définir des comportements globaux, telle la
courbure des ODNs ou leurs mécanismes segmentaires.

Par flexibilité, nous entendons la capacité inhérente d’une molécule & posséder un paysage énergétique
conformationnel complexe. On peut vouloir dés lors étudier le degré de population et / ou les cinétiques
d’inter-conversion entre différents minimum locaux. Ce genre de tache est confrontée a deux obstacles
majeurs, a savoir I’échelle temporelle des mouvements moléculaires (pouvant s’étendre de la milliseconde
jusqu’a la dizaine de picosecondes, rendant les techniques sus-mentionnées complétement obsolétes pour
capter les phénoménes ultracourts) ainsi que la séparation entre les propriétés dues aux interactions
intermoléculaires et celles issues des caractéristiques intrinséques du sujet d’investigation.

Lorsque 'on peut se permettre de travailler en phase condensée, les spectroscopies d’absorption et

de fluorescence résolues en temps se sont avérées de fantastiques outils pour capter les dynamiques



moléculaires les plus courtes [8, 9]. Dans ce genre d’expériences, un laser femtoseconde excite un chro-
mophore fluorescent, soit naturellement présent au sein de la molécule, soit artificiellement incorporé.
Les interactions entre ce dernier et son environnement local affectent la durée de vie de 1’état excité
du chromophore : si la macro-molécule au sein duquel est implémentée la sonde fluorescente est sujette
a une hétérogénéité conformationnelle, alors le fluorophore va expérimenter des environnements locaux
différents qui se traduiront par des cinétiques de relaxation de type multi-exponentielles [10]. Résoudre
ces cinétiques de la maniére la plus précise possible tout en attribuant les caractéristiques des déclins
a des données de dynamiques structurelles représentent les enjeux principaux de ce type d’expériences
[11, 12].

Lorsque 'on désire accéder uniquement aux propriétés propres de la molécule, parfois dans un but
de prédiction, alors la spectroscopie en phase gazeuse apporte vraisemblablement les meilleures données,
permettant une comparaison avec la théorie [13]. Le probléme du transfert de protéines ou d’acides
aminés de grandes tailles en phase gazeuse a été résolu avec l'implémentation de sources telles que
Iélectrospray (ESI [14]) ou le MALDI [15]. La principale méthode d’analyse utilisée en phase gazeuse
est la fragmentation. L’activation peut se faire par chauffage vibrationnel, notamment sous la forme
de collisions avec un gaz neutre, ou par excitation électronique, telle I’absorption d’un photon UV. En
fonction de la longueur d’onde du faisceau, différentes transitions sont accessibles, allant des liaisons
peptidiques en dessous de 200 nm, aux électrons contenus dans les cycles aromatiques dans le domaine
UV-visible. Des molécules plus ou moins contraintes par des ions peuvent présenter spectres de photo-
fragmentation relativement différents. Il a été invoqué que augmentation de la rigidité du systéme
pouvait affecter la position et l'intersection des surfaces de potentiel des différents états électroniques, et
donc les dynamiques de relaxation auxquelles sont sensibles ces méthodes [16].

Le travail faisant 'objet de ce manuscrit met en avant 'utilisation de ces deux méthodes dans un
contexte biologique bien précis : celui de la rétro-transcription du Virus de 'lmmunodéficience Humaine
(VIH). Le passage d’'un ARN simple brin vers un ADN viral bicaténaire, prét a étre inséré dans le
génome de la cellule hote, fait intervenir des mécanismes d’interactions protéines-acides nucléiques a
de nombreuses reprises. L'une d’elle, appelée second saut de brin, nécessite ’association d’une protéine
a doigt de zinc appelée Nucleocapside 7 (NCp7 ) du VIH avec une séquence ADN de type tige-boucle
nommeée Primer Binding Site (PBS). D’un coté, une nouvelle expérience de fluorescence résolue en temps,
en utilisant le principe de la génération de fréquence différence DFG, a été mise en place. Elle est adaptée
a l'étude de cinétiques de déclin de composés biologiques, excités et émettant dans I’UV, et sera mise &
contribution pour tenter de mieux caractériser, a 1’échelle sub-picoseconde, les dynamiques locales de la
boucle. D’un autre coté, nous utiliserons les techniques de Dissociations Induites par Collisions et Induites
par Laser ( CID et LID) en phase gazeuse, afin d’évaluer les effets que peuvent avoir le repliement de
NCp7 sur les canaux de fragmentation de la molécule.

Le premier chapitre évoque un rappel sur le contexte biologique de la thése, nécessaire afin de mieux
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appréhender les problématiques du sujet. Un bref état de 'art sera ensuite proposé pour les deux ap-
proches. Le second chapitre est uniquement dédié a la présentation du montage de fluorescence résolue
en temps de type down conversion. Sa mise en place ayant en compté pour une bonne partie de ce travail
de thése, son fonctionnement sera donc expliqué en détails. Le troisiéme chapitre reprend les résultats de
fluorescence résolue en temps obtenus sur PBS. Enfin, le quatriéme traite de maniére indépendante de
I’étude du repliement de NCp7 en phase gazeuse. Une description détaillée du montage sera établie dans

un premier temps, suivie d’une analyse des spectres de fragmentation obtenus.
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Etat de ’art du projet 1.1 - Contexte biologique

Le but de ce chapitre introductif est triple. Dans un premier temps, il s’agit d’effectuer un tour d’hori-
zon rapide du contexte biologique de la thése. Le lecteur intéressé par plus de détails pourra s’orienter
vers des ouvrages de références en microbiologie [17], ou spécialisés en virologie [18]. Un point de vue
graduellement tourné vers le microscopique sera adopté : a partir d’une trés bréve description externe
du virus, nous nous intéresserons & une étape particuliére du cycle viral appelé transcription inverse
(RT, pour ensuite se focaliser sur 'interaction de la protéine NCp7 avec la séquence PBS du brin
d’ADN(-) au cours du second saut de brin de la RT. Nous tenterons ensuite d’aborder les probléma-
tiques relatives au travail de thése pour finir par une description rapide des différentes approches mises

en place.

1.1 Contexte biologique

Le VIH-1, ou Virus de 'Immunodéficience Humaine 1, appartient a la classe des Retroviridae, sous-

famille des Orthoretrovirinae, et au genre des Lentivirus. Il posséde donc une enveloppe, entourant un

feuillet protéique que 'on appelle matrice, elle méme contenant en son centre une capside protéique. A
Iintérieur de cette derniére se situe son génome, composé d’ARN monocaténaire, diploide et a polarité
positive. Ce dernier est recouvert et protégé par environ 1500 a 2000 unités de protéines de nucléocapside
(NCpT). On défini la nucléocapside comme étant ’ensemble formé par la capside et du génome viral. Elle
renferme, entre autres, des enzymes virales indispensables & la réplication du virus, comme la rétrotran-

scriptase, la protéase et l'integrase, ainsi que des protéines et ARNt d’origines cellulaire.

En tant que virus, le VIH-1 a besoin d’une cellule hote dont il utilise les constituants pour se mul-
tiplier. La figure 1.1 représente son cycle viral, & savoir les différents stades permettant, a partir d’une
particule infectieuse et d’une cellule hote, d’engendrer la production de nouveaux virions matures [19].
Cette stratégie implique & la fois la pénétration du virion dans le cytoplasme de la cellule, puis la syn-
thése d’'un ADN complémentaire (ADNc) proviral a partir de la matrice ’ARN génomique (ARNg), au
cours d’un processus appelé Transcription Inverse ou Rétrotranscription (RT). Le rétro-transcrit ADNc
proviral sera ensuite intégré au sein de I’ADN cellulaire. La phase post-intégrative comprend a la fois la
transcription de PADNc intégré en ARNm, la synthése de protéines virales par la machinerie cellulaire,

I’assemblage et le bourgeonnement de nouvelles particules virales.

Au coeur du cycle viral se situe donc la RT. C’est un processus complexe, segmenté en différents stades
(cf Fig.1.2), catalysé par une enzyme appelée rétrotranscriptase (RTase) et facilité par la NCp7 [20]. La
conversion de PARNg en ADNc proviral nécessite deux transferts de brins. Le contexte biologique de
notre theése s’articule essentiellement autour du second : afin de permettre I’élongation compléte du brin
d’ADN (+) et d’obtenir un ADNc proviral bicaténaire, les brins (-) et (+) doivent s’hybrider au niveau

de leur séquence PBS respective. NCp7, de par son activité chaperonne d’acides nucléiques (ANs), est
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Etat de ’art du projet 1.1 - Contexte biologique

sensée stimuler ’hybridation des deux séquences.
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FI1GURE 1.1 — Illustration du cycle viral

1.1.1 La protéine de Nucléocapside 7 du virus HIV

1.1.1.1 Structure de la NCp7

La NCp7 est issue de la maturation du précurseur polyprotéique Pr55 codé par le géne Gag [22].
Elle est composée de 55 acides aminés [23, 24]. NCp7 est une protéine dont les domaines Nyepm, et Crerm
sont fortement basiques et est caractérisée par la présence de deux doigts de Zinc de séquence : -Cys-Xo-
Cys-X4-His-X4-Cys- également appelés motifs CCHC (Fig.1.3). Ici, X signifie la présence d’autres acides
aminés a 'exception de ceux déja mentionnés dans la séquence. Cette structure permet de coordonner de
fagon tétraédrique un atome de zinc (via les groupements thiols des cystéines et amino de I’histidine) avec
une affinité élevée (10713 M) [25, 26, 27|, selon un mécanisme présentant plusieurs états intermédiaires
[28]. La région "linker" entre les deux CCHC, de séquence RAPRKKG est également trés basique. De
maniére paradoxale, le linker ainsi que les régions Nyerp, €t Cierpn SONt supposés présenter un caractére
désordonné [29], alors que la liaison avec le zinc engendre une conformation des doigts bien définie [30].
Linker et motifs CCHC sont trés conservés au sein des NCs de différents rétrovirus [31, 32]. Lorsque
I’on étudie ce motif en y ajoutant des mutations ponctuelles, notamment en remplacant une histidine
par une cystéine, Daffinité de NCp7 pour 'ARNg et pour PARNY*® s’en trouve grandement diminuée
aboutissant & la formation de particules non infectieuses [33, 24]. Le résidu Pro®! au sein du "linker"
semble jouer un role critique dans le rapprochement des deux doigts de zinc [34]. Ces derniers peuvent
se replier de telle sorte qu’un plateau hydrophobe soit généré a la surface des deux doigts, impliquant les

résidus Val'®, Phe'®, Thr?*, Ala?® pour le doigt proximal, et Trp®7, GIn?® et Met*® pour le doigt distal.
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FIGURE 1.2 — Les 8 principales étapes de la Transcription Inverse - Schéma issu de [21].

1.

Hybridation de la séquence PBS (Primer Binding Site) avec un ARNtZ¥$:3 d’origine cellulaire.

Association de la Retro-Transcriptase virale (RTase) au complexe ARN/ARN et initiation de la synthése
du brin (-) de ’ADN, depuis la séquence PBS jusqu’a ’extrémité 5°. Le brin d’ADN(-) rétro-transcrit
est appelé ADN(-) strong stop ((-)ADN-ss). Dégradation de la matrice ARN correspondante par la
RTase, grace a son activité ribonucléase H (RNase H).

Transfert du brin d’ADN néo-synthétisé vers l’extrémité 3’ du génome viral, nouvel appariement a
PARN(+) via leur séquence R complémentaires. Cette étape est appelée premier saut de brin, ou
transfert du brin (-).

Elongation du brin transféré et dégradation de la matrice ARN par la Rtase. A la fin de cette phase, la
matrice ARN est complétement hydrolysée, a ’exception d’une région appelée PPT, riche en purines.

PPT sert d’amorce & la synthése du brin ADN(+), contenant les codons (+)U3, R, (+)U5 et (+)PBS.

. Hydrolyse de L’ARNtLY$:3 ce qui permet un appariement de PADN(+) vers l'extrémité 3’ de PADN(-

) via la complémentarité de leur séquence PBS. Il s’agit du second saut de brin, ou transfert du brin (+).

. Les deux séquences vont ensuite étre complétées : de (-)PBS jusqu’a (-)U3 pour le brin (-) et de (+)PBS

jusqu’a (+)U3 pour le brin (+).

. Le résultat final est donc la présence d’'un ADN bicaténaire, avec a chaque extrémité une séquence

répétée type U5-R-U3 de 5’ vers 3’ pour PADN (-) et U3-R-U5 de 5’ vers 3’ pour PADN(+).
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Etat de ’art du projet 1.1 - Contexte biologique

Parmi ces résidus, Phe!6 et Trp®” peuvent interagir par interactions d’empilement avec des guanines (Gs)

[35, 36]. Une mutation de ces résidus provoque la formation de particules virales non infectieuses [37].

cK EGy & G KE G
NCp7 NN 25 R ON /
F / \N X:V _~ \D
MQRGNFRNQRKNVK RAPRKKS feraan
KEG g4 KEGH
NC(11-55) RS A QMK
Zn Zn.
KNVK RAPRKKG ?ERQAN

FI1GURE 1.3 — Composition de la protéine de Nucléocapside 7

1.1.1.2 NCp7 : Une protéine chaperonne d’acides nucléiques

NCp7 appartient & la famille des protéines & activité chaperonne. Ces derniéres possédent la par-
ticularité de permettre a des systémes possédant des configurations métastables de se réarranger pour
atteindre les conformations thermodynamiquement les plus favorables [38]. De nombreux ANs, notam-
ment les ARNs dits "fonctionnels", ont une activité biologique qui dépend de leur configuration secondaire
voire tertiaire. En effet, du fait de leur structure monocaténaire, ces derniers peuvent se structurer spon-
tanément par le biais d’hybridations intramoléculaires. La plupart du temps, ce repliement aboutit a la
formation de configurations énergétiques intermédiaires, ie, des conformations alternatives proches de la
structure native, mais dénuées de fonction biologique. Dans la nomenclature des paysages énergétiques, ce
sont autant de minima locaux, véritables piéges énergétiques, nécessitant le franchissement d’une barriére
cinétique pour se replier correctement [39, 40]. Concrétement, l’activité chaperonne d’ANs se traduit par
la capacité de la molécule & se lier spécifiquement ou non a des structures d’ANs variées, & déstructurer

les configurations liées aux minima locaux énergétiques, puis a faciliter I’hybridation de structures na-

tivement complémentaires.

La liaison de NCp7 sur les ANs peut se faire de maniére non-spécifique ou spécifique. La premiére
est principalement assurée grace aux domaines basiques de NCp7, via des liaisons électrostatiques avec
les ANs, fortement dépendantes des conditions salines [41, 42]. En revanche, la seconde est principale-
ment permise via les AAs Phe'S et Trp®” du plateau hydrophobe. Les motifs de liaisons site spécifiques
sont la plupart du temps des séquences riches en UG, TG au sein de structures simple brins, ou bien
riches en GXG au sein de boucles simple brins. [43, 44, 45, 46, 47, 48]. Dans la majorité des cas, le résidu

Trp®” semble avoir un role prépondérant en s’empilant préférentiellement avec les guanines des motifs [29].
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L’activité de déstabilisation de NCp7 est portée par les doigts de zinc de la protéine [49]. Cette
derniére, somme toute trés modeste, est reliée a la stabilité intrinséque des ANs cibles, puisque NCp7
déstructure principalement les séquences contenant des "bulges" ot des mésappariements ([50, 51]) et
relativement peu les états stables. Ceci & pour conséquences un lissage du paysage énergétique, ne con-
tenant plus qu’un seul puits de potentiel affilié au repliement optimal. Le modéle de déstabilisation qui
semble prévaloir actuellement est un modéle qui ne dépend pas de ’ATP. Il se baserait sur un mécan-
isme d’échange d’entropie [52] entre une protéine chaperonne initialement désordonnée et la molécule
cible I’ARN | structurellement ordonnée, méme sous une forme non-native. La liaison entre ces deux
partenaires favoriserait un échange réciproque d’entropie aboutissant & une transition désordonnée —
ordonnée pour la protéine AN chaperonne, et inversement pour la molécule d’ARN. Chaque cycle de
liaison / libération de NCp7 permettrait & I’AN de se déplacer le long de son espace conformationnel et

ainsi de s’approcher de son état structurel natif.

NCp7 (principalement via les acides aminés basiques de sa queue N,y ) peut agréger de maniére non

spécifique les acides aminés préalablement déstructurés et favoriser leur appariement.

— La concentration des acides nucléiques est possible car NCp7 peut écranter efficacement les charges
+ portées par les phosphates des ANs et ainsi minimiser leur répulsion [53].

— L’hybridation des séquences complémentaires dépend de la concentration de NCp7 et est optimale
a un degré d’occupation allant de (1 : 15 nt) a (1 :7 nt) [29]. Lorsque ce ratio est plus faible, NCp7
interagit avec les ANs de maniére spécifique et ne présente pas d’activité d’hybridation. Lorsque
NCpT7 est trés saturante (1 :5 & 1 :1 nt), elle entoure et compacte complétement les ANs; ce qui les

protége et les fige. Dans ce cas, appariement de base est trés limité [54].

L’activité chaperone d’acide nucléique se caractérise donc par la formation de complexes nucleo-protéiques
de haut poids moléculaires a forte mobilité intrinséque. Les cinétiques rapides de liaison/libération des
complexes NCp7-ANs, ainsi que la modulation de la concentration des partenaires réactionnels sont au-

tant de phénomeénes pouvant faciliter les interactions natives d’hybridation [55, 56].

Via son activité chaperone, NCp7 occupe de nombreux roles au sein du cycle cellulaire : elle participe
notamment a la sélection, dimérisation puis a ’encapsidation du génome viral, et intervient au cours de

la rétrotranscription & différentes étapes (initiation et appariement de I’ ARNtLvs3

, premier et second
saut de brin, fin de la RT en intervenant sur la formation de ’ADN central flap) [57]. La multiplicité
de ces roles est a la fois liée a sa capacité d’interagir de maniére spécifique ou non avec les séquences
d’ANs, mais aussi a la nature et du repliement de ces derniéres. Ce sont des paramétres intrinséquement

dynamiques qui font que les constantes d’affinités de NCp7 sont spécifiques du contexte dans laquelle elle
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est employée, et peuvent varier de plusieurs degrés d’amplitude.

1.1.1.3 Exemple de roéle : Implication de NCp7 dans le transfert de brin (+) de la tran-

scription inverse

Lors du second saut de brin de la RT (Cf : Fig.1.2, étape 6), ’hydrolyse de ’'amorce ARNt 3 dé-
clenche 'appariement de (-)PBS a (+)PBS. Ce dernier est stimulé par lactivité chaperonne de NCp7,
qui, comme nous ’avons vu précédemment, consiste préalablement & lier puis déstructurer PAN. II a été
démontré que la liaison de NCp7 sur PBS est spécifique et que les changements de conformations induits

par la chaperonne sont & ’origine d’un mode particulier d’hybridation entre les deux PBS.

La séquence PBS se compose de 18 acides aminés et présente, sous sa forme ARN ou ADN simple
brin une structure secondaire en forme de tige-boucle accompagnée d’une extension simple brin en 3’.
La tige contient 4 paires G-C, la boucle est formée par 5 nucléotides tandis que 4 constituent la queue
3’ (Fig.1.4). Notre étude se focalise sur un variant de PBS appelé A(-)PBS (Fig.1.4). Ce dernier est

identique a l'original, si ce n’est ’absence de la partie protubérante -GCCA- en 3.

16T T 16T T

T e T oo
CcG Cc-G

Cc-G C-G

c-G C-G

Tac Ta c

- GCC/:} &
(-PBS AP(-)PBS

FIGURE 1.4 — Structures secondaires des tiges-boucles (-)PBS et A(-)PBS

In vitro, (+)PBS peut spontanément se lier & (-)PBS par l'intermédiaire de leur tiges respectives
[38]. Simplement, NCp7 peut augmenter de prés de 60 X le rendement d’association des deux séquences
complémentaires [58]. Il a été montré que NCp7 chaperonne I’association des deux PBS au travers des
boucles, sous la forme de «kissing-complexes» de type boucle-boucle. NCp7 posséde deux sites de liaison
sur A(-)PBS, l'un situé en 5’ de la boucle, dans la partie haute de la tige, le second localisé au niveau
10-CGG-12 (contre 3 sites pour PBS, le dernier étant justement situé sur 5-G(15)CCA(18)-3’). NCp7
interagit principalement avec le premier via deux acides aminés de son plateau hydrophobique, & savoir
Phe'S et Trp37. La structure du complexe NCp7-A(-)PBS a été résolue par RMN [21], ot il a été mis en
évidence que les deux acides aminés précédemment mentionnés s’insérent entre T6 et G7, dans une struc-
ture ott G7 est fortement empilée avec Trp37. Cela aurait pour conséquences a la fois un retournement de

T6 et G7 vers U'extérieur de la boucle, un étirement de cette derniére, une amélioration de ’accessibilité de
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la séquence 8-TTC-10 et une déstabilisation de la paire de base 5C-G11 a proximité de la boucle (Fig.1.5).

FIGURE 1.5 — Comparaison des structures de A(-)PBS : (a) sous forme libre, (b) complexée
avec (12-55) NCp7 - Obtenues a partir d’expériences RMN-1H [21]. Les nucléotides représentatifs de la
boucle sont colorés en vert, avec mise en valeur (vert foncé) des bases T6 et G7. Les paires de bases de la
tige sont en bleu (de C3 a C5 et de G11 & G14) et en jaune (G1 et C14).

D’un point de vue dynamique, on constate une restriction drastique de la mobilité locale des bases au
sein de la boucle [1]. De maniére intéressante, la restriction de mobilité de la boucle dans une conformation
déstructurée est complétement corrélées avec la capacité de NCp7 a orienter ’appariement via les boucles
(Fig.1.6). Une mutation ponctuelle de NCp7 affectant I'intégrité du plateau hydrophobique empéchera
I’appariement des deux PBSS par les boucles, mais NCp7 pourra tout de méme accélérer "appariement,
mais de maniére non spécifique, via les tiges [59]; De facon surprenante, in vivo, cela conduit a la
formation de particules virales non infectieuses [37]. La baisse de I’activité virale n’est pas liée a ’absence
de synthése d’ADN viral, mais plutét & un mauvais controle du timing du processus de RT au sein du
cycle viral, engendré par la perte de la spécificité de I’appariement des deux PBSs. NCp7 agit donc comme
un alternateur de mécanismes, en empéchant la formation de diméres non spécifiques. La spécificité de
I’appariement sous forme d’embrassement des boucles permet a la RT de se finir et d’aboutir a la synthése

d’un ADN bicaténaire viral valide, bien intégré dans le déroulement du cycle viral.

1.2 Motivations de la thése

L’objectif de la thése se place clairement dans le cadre expérimental énoncé dans le chapitre précédent.
Il est certain que Paction déstructurante de NCp7 et la diminution de la dynamique de la boucle PBS se
base avant tout sur des propriétés intrinséques des deux participants. En se placant volontairement en
amont de l'interaction NCp7-PBS, nous souhaitons aborder la thématique de ’étude de la flexibilité de

ces deux structures, au travers de deux techniques d’analyse de pointe.

Ces techniques ont pour point commun un mécanisme similaire d’activation des molécules, ’absorp-
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FIGURE 1.6 — Mécanismes proposés par Godet & Al. [1] pour appariement des structures
(-)/(+)PBS - En l’absence de NCp7 (parcourt du haut), les bases azotées restent confinées a l'intérieur de
la boucle et ne sont pas accessibles pour 'appariement. Ce dernier se fait probablement par 'intermédiaire
de la tige, et notamment via les bases (en rouge) exposées (parties protubérantes) a la base de la tige. Par
son activité chaperonne, NCp7 se lie a la boucle, déstabilise les bases, et contraint probablement la boucle
dans cette conformation, ce qui est a l'origine du parcourt de type loop-loop kissing (en bas).

tion d’un photon UV, mais se différencient par ’étude des processus de relaxation des états excités. Elles
nécessitent également 'utilisation de deux fluorophores. Idéalement, ces derniers sont natifs du systéme
que 'on veut perturber, on parle alors de fluorophores intrinséques. Lorsqu’ils sont greffés ou substitués

dans la molécule d’intéréts, on parle de fluorophores extrinséques.

Au sein de la premiére approche, nous utiliserons un fluorophore extrinséque, nommé 2-aminopurine
(2Ap), en tant que sonde locale, appliquée en position 6, 8 et 10 de la boucle de A(-)PBS. La fluorescence
de 2Ap est fortement quenchée par les bases avoisinantes, et de ce fait, les cinétiques de déclins multi-
exponentielles qui en résultent doivent permettre de mieux identifier les sous-états conformationnels
possibles de la boucle. Appliquée a différentes positions, les données collectées doivent permettre de
décrire globalement la flexibilité de la boucle. La nouveauté étant de pouvoir disposer d’un rapport
signal & bruit et d’une résolution temporelle tels que l'intégralité des composantes de la dynamique de
fluorescence puissent étre résolues.

Au sein de la seconde approche, nous utiliserons les capacités de détection de la spectrométrie de
masse, couplée & une méthode d’activation par collisions avec des atomes froids ou par absorption de
photon UV pour interpréter les différences de fragmentations entre NCp?7 libre ou repliée autour du Zinc.

L’étude de cette protéine en phase gazeuse offre une excellente opportunité de comprendre leffet du
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repliement sur la répartition de ’énergie d’activation au sein d’un squelette peptidique, lorsque celui est

contraint ou non.

1.3 Approche A : Dynamique structurelle de A(-)PBS-2Ap(6, 8
et 10)

1.3.1 Utilisation d’une sonde extrinséque de fluorescence : la 2Ap

La 2-aminopurine (2Ap) est un analogue fluorescent de ’adénine (6-amino-purine). Elles différent
donc par la position de leur amine primaire respective. 2Ap pourrait de ce fait étre qualifiée de sonde
«semi-extrinséquey. A Uinstar de son équivalent naturel, elle peut former deux liaisons hydrogénes avec
la thymine, et s’empile donc trés bien dans un duplexe d’ADN, en perturbant peu la structure initiale de
ce dernier [60, 61]. La 2Ap peut étre sélectivement excitée & 305 nm, ce qui correspond & une absorption
décalée vers les longueurs d’onde rouges par rapport aux bases azotées naturelles (260 nm), et présente
une émission centrée a 370 nm. Son rendement quantique de fluorescence est assez élevé (QY = 0.68
en solution) et varie en fonction son environnement proche. Ainsi, l'incorporation de la 2Ap au sein
de duplexes d’ADN provoque une diminution de QY, selon un processus qualifié de «quenchings de

fluorescence.

1.3.2 Le quenching de fluorescence de la 2Ap

Les causes de ce quenching ont rapidement été attribuées & un état empilement de la 2Ap avec ses
bases voisines, ce qui a permis son utilisation en tant que sonde pour étudier la dynamique de fusion
d’oligonucleotides [62]. Alors que la 2Ap seule présente un unique temps de vie de fluorescence de 10 ns
en solution, son déclin devient fortement hétérogéne une fois incorporée dans un environnement oligo-
nucléotidique [63], hétérogénéité attribuée a divers degrés d’empilement.

Les possibilités remarquables de la 2Ap en tant que possible sonde structurelle locale ont donc en-
gendrées un nombre conséquent d’études ayant pour but de caractériser les mécanismes de quenching de
fluorescence entre la 2Ap et les bases avoisinantes. Etant donné I'impossibilité d’un transfert d’énergie
entre la 2Ap excitée et les autres bases, le quenching de fluorescence a été attribué & un transfert de
charge (CT). En se basant sur les potentiels d’oxydation des bases naturelles (G = 1.29 V < A = 1.42
V < C=16V < T L7 Volt par rapport a ’électrode a hydrogéne normal (NHE)) [64] et de celle de la
2Ap (1.5 V vs NHE), un mécanisme de transfert de trou de la 2Ap* vers les guanines a premiérement été
invoqué [65, 66]. Zewail et al. étudiérent de maniére exhaustive la dépendance du mécanisme de CT sur la
position de la 2Ap dans divers dinucléotides par spectroscopie d’absorption et de fluorescence transitoire
femtoseconde (pompe-sonde et upconversion), pour suggérer une relaxation par transfert de trou lorsque

la 2Ap est en contact avec des purines (A,G), et par transfert d’électron avec des pyrimidines (C,T) [67].
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Cette assertion a peu aprés été en partie confirmée par des calculs théoriques TDDFT (Théorie de la
Fonctionnelle de la Densité Dépendante du Temps) menés par Jean et Hall [68] sur des di-nucléotides
empilés sous forme B (conformation naturelle des deux brins d’ADN), de séquences (5)-2Ap-X-(3’) ou
(57)-X-2Ap-(3’) . Lorsque X correspond & une base pyrimidique, la transition verticale d’excitation se
fait principalement vers un état S, de répartition électronique similaire & 2Ap*. Un état sombre us-
jacent S1 avec un fort caractére CT a également été mis en évidence. Le quenching s’effectuerait de
maniére dynamique, via conversion interne rapide de So vers S;. En revanche, lorsque X est une purine,
les di-nucléotides présenteraient une délocalisation électronique partielle en Sy, a l'origine de transitions
d’excitations a plus faibles forces d’oscillateur, typiquement rencontrées pour des processus de quenching
statique. En étendant leur étude & une conformation type tri-nucléotides (5’)-X-2Ap-X-(3’), ces derniers
réaffirment finalement que ces deux processus ont lieu simultanément pour ’ensemble des séquences. La

forme du CT (HT ou ET) dépendant des potentiels redox des bases avoisinantes [69].

3 ans plus tard, Wan et al. ont suggéré 'existence d’un nouveau canal de quenching, toujours par
transfert de charge mais ayant lieu avant relaxation vers 1’état vibrationnel le plus bas de I’état excité. Ils
ont pour cela comparé les durées de vie ultracourtes de complexes covalents et non-covalents contenant
la 2Ap et divers ODN (A, G, Deazaguanine) ou du tryptophane, dans des expériences d’absorption
transitoire ou de fluorescence résolues en temps. En effet, la Up-conversion est uniquement sensible a
la relaxation de I’état excité, alors que ’absorption transitoire permet en plus de mettre en évidence
Iexistence d’autres états sombres. Le fait que les cinétiques déconvoluées de la fonction de réponse
instrumentale présentent & la fois une dépendance & AG ainsi qu’une intensité initiale plus faible que
la 2Ap libre est & l'origine de leur conclusion sur le caractére «non-équilibréy du transfert. Pour finir,
notons que les notions de CT et de quenching statique/dynamique seront abordées plus en détails au sein

du Chapitre III.

1.3.3 Informations potentielles apportées par le quenching de fluorescence

La 2Ap a déja été utilisée pour sonder la flexibilité de la boucle A(—)PBS, par mutations ponctuelles
en position 6, 8 et 10 [1]. L’étude statique de la fluorescence a révélée une réduction du QY par rapport
a la 2Ap libre en solution aqueuse, signalant un quenching de la 2Ap par les bases voisines. Ce dernier
est site-spécifique et est plus prononcé pour PBS-2Ap(10), ce qui va de paire avec la proximité d’une
guanine en G11, ie supposé le meilleur quencher [21]. L’orientation est telle que le mécanisme de quenching
s’effectue de maniére trés efficace, ce qui n’est pas le cas en position 6 et 8, par rapport & G7. L’étude
de la fluorescence résolue en temps, réalisée par TCSPC, a révélée des cinétiques de déclin hétérogenes,
signatures de fluctuations de la boucle pendant le temps de vie de 'état excité, et probablement de CT
intervenant dans des conformations restreintes. Entre 80 et 90% de I'information n’a pas été résolue, car

se déroulant sur une échelle de temps inférieure & la résolution temporelle de 'appareil. Le probléme
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étant que ce sont ces populations non résolues qui contribuent & l'information site-spécifique dans la
boucle. Autrement dit, on sait qu’il y a des variations locales, mais on ne sait pas combien d’états
conformationnels évoluent sur cette dynamique ni leurs amplitudes respectives. La limite d’attribution
du phénomeéne d’empilement est d’ailleurs trés floue, comme la notion de degré de contrainte de la boucle.
Seule une résolution compléte des temps de vie ainsi que des amplitudes associées permettra d’avoir un
avis précis le degré de structuration de la boucle . Il faut également pour cela étre capable de délimiter
le seuil cinétique au dela duquel un temps de vie sera attribué comme statique et un autre dynamique.
Ce seuil peut étre appréhendé en étudiant ’anisotropie locale des 2Aps au sein des boucles. Godet & Al.
ont mesuré des cinétiques de déclin anisotropique également hétérogenes, signes que la 2Ap expérimente
différents degrés de rotation (globale, segmentaire, locale). Notre résolution temporelle plus élevé et
notre rapport S/N devrait pouvoir nous indiquer s’il existe d’autres dynamiques orientationnelles plus
courtes ou non. Des projets similaires, mais sur d’autres molécules biologiques, ont déja été menés par les
groupes de Zewail et Xia [6, 70, 71, 7, 72], attestant de l'utilité et de la validité de transposer le projet

précédemment décrit a I’échelle ultra-rapide.

1.4 Approche B : CID - LID de NCp7 [35-50] sous forme libre ou
repliée

1.4.1 Quelle technique ?

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est un outil permettant a la fois la création, la
sélection, l'activation et la détection d’ions moléculaires en phase gazeuse. Elle nécessite ['utilisation de
deux analyseurs entre lesquels est disposé un piége ionique. Alors que le premier analyseur de masse
permet de filtrer 'ion parent désiré, son activation énergétique s’effectue au sein du piége. Le résultat
de ce processus est ensuite examiné par le second analyseur. Le développement de cette technique s’est
effectué en paralléle & ’essor des méthodes d’ionisation dites douces comme la «désorption-ionisation
laser assistée par matrice (MALDI)»[73] ou «!’ionisation par électrospray (ESI)»[74], durant les années

80.

Collision Induced Dissociation et/ou Laser Induced Dissociation : Une fois pris au piége,
I’excitation de I'ion précurseur peut étre effectuée par divers mécanismes, entre autres en effectuant des
collisions avec un gaz neutre (CID pour Collision Induced Dissociation) ou par des méthodes optiques (LID
pour Light Induced Dissociation). La derniére méthode ayant pour avantage, a condition que le peptide
dispose de structures entrant en résonance avec la longueur d’onde du laser, d’exciter une transition

électronique avec une énergie quantifiée, et surtout d’induire une possible fragmentation localisée.
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1.4.2 Intérét d’une fragmentation en phase gazeuse

Identifier un peptide En biologie, la spectrométrie de masse est un outil sans pareil pour ce qui
concerne l'identification d’un peptide inconnu. Deux approches existent : I’'une qualifiée de Bottom-Up,
consiste en fragmenter le protéine par digestion enzymatique et identifier la masse des peptides obtenus;
alors que ’approche type Top-Down utilise les capacités pleinement de fragmentation de n’importe quel
spectrométre de masse tandem.

Le schéma de fragmentation est représentatif de la composition en acide aminé de la molécule, et de
ce fait peut étre utilisé en comparaison avec des spectres issus de banques de données ol générés in-silico
par des algorithmes prédictifs. Ces derniers, malheureusement, ont tendance a se baser uniquement sur
la composition m/z des spectres et négligent fortement les données issues de l'intensité des pics, alors
qu’ils peuvent apporter, en supplément de la composition de la molécule, des informations structurelles

non négligeables [75].

Caractériser intrinséquement un peptide : Lors d’'un processus de dissociation, les constantes
réactionnelles traduisant la faisabilité d’une fragmentation dépendent, en plus de ’énergie interne du
systeme, & la fois de ’énergie critique d’activation du composé métastable, de la température du systéme,
ainsi que du nombre de mode normaux vibrationnels et rotationnels de la molécule [76]. De ce fait,
les expériences en phase gazeuse permettent d’étudier des mécanismes de redistribution d’énergie au
sein d’une molécule et de s’affranchir de ’effet du solvant. Ce sont autant de données expérimentales

appréciables en modélisation moléculaire.

1.4.3 Pourquoi NCp7?

Si ce n’est de par sa taille, qui en fait un challenge expérimental en lui méme, le variant «simple
doigt de zinc» [35-50] NCp7 (Fig.1.7) nous est apparu comme un modeéle intéressant. En effet, outre son
intérét biologique indéniable, la diversité de son contenu en acide aminés, notamment basiques, permet
amplement d’examiner les effets de déplacement de charges le long du squelette peptidique. Contenant
un seul tryptophane en position 37, [35-50] NCp7 peut étre sélectivement excitée & 266 nm par un
faisceau laser, apportant une énergie supplémentaire au systéme. Cela peut révéler de nouveaux canaux
de dissociation ou contrebalancer ceux issus de CID. Enfin, contenant un seul motif CCHC, il est possible
de prendre en compte le repliement de la protéine autour du Zinc sur la fragmentation du peptide.
Ainsi, par le biais de ce modéle, nous souhaitons alimenter la question de I'influence des interactions non
covalentes structurantes sur la relaxation des peptides en phase gazeuse, et donc, naturellement, sur la

formation des spectres de masse.
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Approche A : Montage expérimental 2.1 - Choix du montage

La conception, mise en place et validation du montage utilisé au sein de 'approche A (1.3) ayant
compté pour une bonne partie de ce travail de thése, il nous est apparu justifié de consacrer un
chapitre entier a sa description. Nous présentons donc un nouveau procédé de spectroscopie ultra-
rapide de fluorescence résolue en temps, basé sur la génération d’une différence de fréquence de type
II (Type II DFQG), permettant ainsi d’échantillonner temporellement une fluorescence moléculaire
«down-convertie» (DC). Ce «setup» a fait I'objet d’une publication [77]. Il est le fruit d’une déja
longue tradition de dispositifs expérimentaux, mais adapté au contexte de ’étude de fluorophores
biologiques. Nous détaillerons le point central du montage, a savoir les conditions d’accord de phase
nécessaires pour obtenir une telle conversion, ainsi que les différents facteurs pouvant améliorer ou
détériorer la forme du signal. Ce dernier ayant comme contrainte d’étre le plus résolu d’un point de vu
temporel et le plus large spectralement, toujours dans le cadre du matériel mis a disposition au sein du
laboratoire. Puisque chaque design est propre a ’équipe qui le congoit, nous détaillerons succinctement
les différents éléments qui le composent et leur mise en oeuvre. Enfin, les performances du montage

seront exposées dans le cadre d’une étude témoin sur le 2,5-Diphenyloxazole (PPO).

2.1 Choix du montage

2.1.1 Motivation générale

Nous avons introduit, au sein du chapitre 1.3.1, la problématique reliée a l'utilisation de la 2-
Aminopurine (2Ap) en tant que sonde conformationnelle. La mise en place de notre montage a été
motivée par le besoin d’y répondre de la maniére la plus adaptée possible. Afin de pouvoir caractériser le
plus finement possible la dynamique de quenching de fluorescence de composés biologiques, qui absorbent
et émettent dans I’UV, 'appareil de mesure doit disposer d’une résolution temporelle sub-picoseconde
tout en présentant un rapport signal sur bruit (S/N) intéressant, d’une détection polychromatique résolue

en temps, et doit s’adapter le plus possible aux outils de détection déja installés au sein du laboratoire.

Face a ce cahier des charges relativement précis, I’expérimentateur se trouve confronté & un nombre
certain de techniques permettant de résoudre cette problématique [78]. Toutes ces techniques reposent
sur le méme principe, a savoir perturber le milieu par une impulsion ultra bréve, définissant un temps 0 a
partir duquel la fluorescence est formée, puis ensuite déterminer I’évolution temporelle de la fluorescence.
C’est sur cette derniére étape que les distinctions majeures apparaissent. Il existe des méthodes qualifiées
de « conventionnelles » pour lesquelles ’évolution temporelle de la fluorescence est définie par des moyens
partiellement optiques et partiellement électroniques, et d’autres méthodes qualifiées de « tout optique
». Certes plus faciles & mettre en oeuvre, le défaut principal des techniques « conventionnelles » est leur
résolution temporelle, au mieux avoisinant quelques ps [79], une résolution trop faible pour caractériser

pleinement les phénoménes qui nous intéressent.

Il est possible d’affiner nos critéres de choix en prenant en compte, au sein de chaque catégorie, si
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la détection s’effectue de maniére monochromatique (a l'aide de détecteurs PMT) ou polychromatique
(utilisant une camera CCD). Il est & noter que dans les deux cas, des spectres d’émission résolus en temps
(TRES) pourront étre générés. Alors que l'utilisation de capteurs CCD offre la possibilité d’enregistrer
des spectres de fluorescence au cours d’une seule expérience [80], impliquant un gain de temps évident,
la détection monochromatique nécessite une reconstruction spectrale des cinétiques sur une gamme de
longueurs d’ondes a considérer. Ces TRES sont alors basés sur une renormalisation & partir du spectre
d’émission statique pris sur le méme intervalle [81, 82]. Une trés bonne synthése sur le sujet a été présentée
par Maroncelli & al. [79] dans un contexte relié a I’échantillonnage par effet Kerr Optique, et une version

adaptée de la Table I de ’article est présentée si dessous :

Echantillonnage de . Résolution Dgtectlon Sysﬁemes
Appareils multicanale de représentat-
la fluorescence temporelle . .
spectres transients ifs
Electronique /
Optique TCSPC 20-30 ps non [83], [84]
Caméra a Balayage .
de fente 2-10 ps out [85], [86]
Tout optique Kerr Gating 100-400 fs oui [87], [79]
. . . oui (sous certaines [88],  [89],
Up-conversion 50-200 fs conditions) [77]

TABLE 2.1 — Présentation des différents dispositifs de spectroscopie de fluorescence résolue en
temps - Adapté de [79]

Le lecteur intéressé par de plus amples détails inhérents & chaque techniques pourra se pencher sur
les revues suivantes : [90] pour la partie « conventionnelle » et [91] en introduction sur les méthodes «

tout optique ».

Il semble évident que seules les caractéristiques des méthodes « tout optique » s’ajustent le mieux
a nos critéres. Ces deux techniques utilisent une "porte optique" pour échantillonner temporellement la
fluorescence, générée par une impulsion laser ultracourte. Cette derniére traverse un milieu non linéaire
tout en se superposant spatialement et temporellement avec la fluorescence. L'effet de I’échantillonnage

dépend de la technique considérée.

Dans le cas de leffet Kerr optique [92], le milieu non-linéaire est placé entre deux polariseurs croisés
de telle sorte que la fluorescence ne puisse traverser le second analyseur. La porte optique induit une
biréfringence instantanée dans le milieu Kerr, ce qui rend le systéme « transparent » vis a vis de la

fluorescence durant le temps du trajet de I'impulsion « porte » dans le milieu.

Le grand avantage de cette technique est que la fenétre spectrale de fluorescence n’est théoriquement
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limitée que par la transmittance du systéme - Polariseur - Milieu Kerr - Analyseur - et le degré de
sensibilité du détecteur [87]. Ainsi, le choix du milieu Kerr est de prime importance, et dans 'idéal trois
paramétres doivent étre optimisés :

— Pour améliorer la fonction de réponse instrumentale (IRF) de appareil, la polarisation induite doit
étre & dominante électronique plutot qu’orientationnelle (privilégier un cristal au lieu d’un liquide)
et l'indice linéaire de réfraction doit étre le plus faible possible (diminuer la dispersion des deux
impulsions).

— Pour améliorer 'efficacité du processus Kerr, I'indice de réfraction non linéaire du milieu doit étre
le plus élevé possible.

— Le milieu doit étre transparent pour la gamme de longueur d’onde correspondant au spectre de

fluorescence qui nous intéresse (proche UV) et au processus a deux photons de la « porte » optique.

L’efficacité Kerr et la transparence du milieu étant de natures contraires [79] , le choix du matériau
s’avére étre une affaire de concessions. Cependant méme parmi les meilleurs compromis, peu d’entre eux
sont efficaces et réellement transparents dans ’UV. Maroncelli & Al. préconisent 'utilisation du benzéne
liquide [93]. Ce dernier présente l'intérét de « moins » absorber dans I'UV (Anin, = 278 nm), définie
comme étant la longueur d’onde pour laquelle la denstié optique (OD) n’excéde pas 'unité dans 1 cm

d’épaisseur). La IRF d’un tel montage avoisine tout de méme 450 fs dans une cuvette de 1 mm d’épaisseur.

L’autre élément & prendre en compte est le coefficient d’extinction des polariseurs (noté ici e = T /T))).
En effet, méme correctement croisés, des photons de fluorescence passeront toujours au travers du systéme
et participeront a un bruit de fond d’émission. Ce dernier est & la fois proportionnel au temps de vie
de fluorescence et & e. L’équation 2.1 nous montre qu’avec une extinction € de 1072, une efficacité de
transmission Tppe, de 1071 (en mode «ouverty, tenant compte des pertes dues au passage au travers des
polariseurs + milieu Kerr et d’une rotation de polarisation incompléte dans ce dernier), un temps de vie
de fluorescence 7p de 1 ns et un temps d’obturation 7, de 100 fs, le ratio (R) entre le signal du au bruit

d’émission et le vrai signal est de 1 [94].

€ Q+OO e t/Tr L

R— (2.1)

0 o=t/ Top it

Topen 0

Un rapport S/N «acceptable» nécessite d’avoir un couple polariseur-analyseur performant pour étudier
des composés avec une durée de vie supérieure a la nanoseconde. Or, afin d’éviter un surplus de disper-
sion temporelle avant d’atteindre le milieu Kerr, I’épaisseur du premier polariseur doit également étre

minimisée. On constate que ce paramétre difficilement concilient avec un e faible.

Notons que l'objectif de la thése est de pouvoir utiliser la dynamique de quenching de fluorescence
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en tant que sonde structurelle. La qualité des informations que 'on obtient dépendent autant de la
résolution temporelle du systéme que du rapport S/N. Il est clair que ce dernier devient excellent lorsque
cette expérience traite de fluorophores a temps de vie courts. Dans notre cas, quand bien méme le
fond d’émission non polarisé peut étre minimisé par un quenching efficace de nos composés, la faible
transparence de milieux Kerr réellement efficaces dans I’'UV seront une source de nuisance potentielle. La
considération de I’ensemble de ces parameétres nous a conduit & envisager |’utilisation d’un échantillonnage

de la fluorescence par conversion de fréquences.

2.1.2 Conversion de fréquences

La technique de Fluorescence Résolue en Temps par Conversion de Fréquences repose sur la séquence
suivante (cf Fig.2.18). Une impulsion pompe ultracourte porte I’échantillon dans un état excité fluorescent.
La fluorescence émise est collectée puis focalisée sur un cristal non linéaire. Une seconde impulsion « porte
» intense est focalisée exactement & 'emplacement du spot de fluorescence dans le cristal. Ce dernier
est orienté d’un angle approprié par rapport au faisceau pompe. Lorsque ces derniéres se superposent
temporellement et spatialement au sein du cristal et que les conditions d’accord de phase sont respectées,
un processus non linéaire de génération fréquence « somme » ou « différence » s’effectue. L’intensité
résultante est & une fréquence correspondant & une combinaison des fréquences des deux photons incidents,
ici appelée Ic (Ao, At). Elle est fonction de la corrélation temporelle entre la fluorescence I et 'impulsion
porte I, séparées par un délais relatif At.

+00
Ic(M\o, At) = / Ir(Ap, t)Ic(M\g, t + At)dt (2.2)
—0

En changeant le délais At de I'impulsion porte, qui a une durée beaucoup plus courte (~ 100 fs) que
le temps de vie de fluorescence (7r), il est alors possible de « découper » la fluorescence en fonction
du temps (si on assimile grossiérement 'impulsion porte a une fonction delta par rapport a 7r) et de

reconstruire une cinétique de déclin.

L’une des premiéres expériences physico-chimique utilisant la technique a été réalisée par Mahr et
Hirsch [95]. Treize années plus tard, Shah [96] en donna une description trés détaillée dans une revue
faisant encore référence aujourd’hui. D’énormes efforts on été faits pour améliorer la bande passante de
cette technique, soit en jouant sur I’épaisseur du cristal et I’angle solide de collection [97], soit en impri-
mant une rotation continue du cristal pendant la mesure pour un délai donné [88], permettant de réaliser

I’ensemble des accords de phases nécessaires a la conversion du spectre entier de fluorescence.

Notons tout de méme que malgré les centaines d’articles traitant du sujet, & notre connaissance,

I’extréme majorité utilisent un accord de phase respectant les conditions d’une somme de fréquence. Il en

22.10.2012 T.Gelot 19



Approche A : Montage expérimental 2.2 - Accord de phase en différence de fréquence

résulte que la lumiére convertie se trouve fortement décalée vers les longueurs d’onde bleues. Rappelons
que nous avons choisi 'utilisation de cette technique pour ses qualités de résolution temporelle ainsi que
pour ses possibilités de travail en mode multicannal et dans I'UV, au vu de la transmission des cristaux
non linéaires utilisés (le BBO présente une efficacité de transmission de 90% a 370 nm)[98].

Le seul inconvénient est la faible efficacité de réflexion du réseau de diffraction de notre spectromeétre
(Fig.2.1(b)) et la faible efficacité quantique de notre caméra CCD(Fig.2.1(b)), pour le domaine de 'UV
lointain. Le rapport S/N risquant d’en étre fortement affecté, il serait possible d’envisager plusieurs so-

lutions, comme l'utilisation d’une pompe située dans I'IR moyen.

Toutefois, la méthode que nous avons retenue, a la fois la moins onéreuse et surtout la plus innovante,
a été d’effectuer un accord de phase basé sur une différence de fréquence (DFG) [99]. Ainsi, le signal
de nos molécules biologiques se trouve converti dans le visible, zone ou l'efficacité quantique de notre

détecteur est maximale.

Au coeur de I’échantillonnage, représenté par 'action du produit de corrélation 2.2, se trouve donc
le processus de DFG. La section suivante fera un rappel succinct sur les notions nécessaires pour ’ap-
préhender. En développant par la suite ’accord de phase dans un cristal de BBO, nous nous intéresserons

aux conditions de mise en place de ce processus.

2.2 Accord de phase en différence de fréquence

2.2.1 Conditions d’accord de phase

La génération de différence de fréquence (DFG) est un processus non-linéaire de mélange a trois ondes,
au cours duquel deux ondes incidentes générent dans un milieu non-linéaire une nouvelle onde dont la
fréquence est égale a la différence de leurs fréquences respectives. Nous considérerons ici l'interaction d’un
faisceau de fluorescence F, d’un faisceau porte G et d’un faisceau différence DC telles que leurs fréquences
respectives wy, w, et wq. respectent wy, < wqy. < wy. Comme pour tout processus paramétrique du
second ordre, les faisceaux ne pourront interagir de maniére efficace qu’a la condition de maintenir
I’accord de phase entre les ondes en présence en chaque point du cristal, ce qui se traduit en pratique
par la satisfaction des équations de conservation de I’énergie et de I'impulsion qui s’écrivent dans le cas
particulier de la DFG :

ky—ks—kse =0 (2.3)
Wy — Wy — Wae =0

win; (w;)

ou k; = e; est le vecteur d’onde associé au faisceau i se propageant dans la direction du vecteur

unitaire e; et n; (ww;) est 'indice optique du milieu non-linéaire a la longueur d’onde considérée.
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FIGURE 2.1 — Courbes d’efficacité de transmission des éléments liés & la détection (a) Caméra CCD,
Princeton Instrument (modeéle : Spec 10, back illuminated, courbe verte en pointillés). (b) Réseau : Jobin
Yvon (modele : 510 18110)
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La premiére équation correspond & la condition d’accord de phase, que l'on peut réécrire sous la
forme :

Ny < NgWy + NdeWde (2.4)

I’égalité des deux membres étant obtenue en géométrie colinéaire. Les pulsations étant fixées par la
conservation de I’énergie, le seul paramétre accessible pour obtenir ’accord de phase est donc I’indice de
réfraction du matériau vu par chacun des faisceaux. Nous avons vu que les pulsations des trois faisceaux
sont telles que w, < wg. < wy, ce qui signifie que dans un milieu dispersif en régime de dispersion
normale, les indices de réfraction vérifient la double inégalité ny < nge < ny. Il est donc impossible de

satisfaire I'inégalité 2.4 dans un milieu isotrope en dispersion normale.

1,70 T T T T T T T T T

1,69 4 e
1,68 4 E
1,67 4 4
1,66 4 4
1,65 4 E
1,64 4 E

1,63 4 4

Indice de réfraction

1,62 4 e

1,614 e

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

Longueur d'onde (nm)

FIGURE 2.2 — Indices de réfraction ordinaire (noir) et extraordinaire (rouge) dans un cristal
de BBO (uniaxe négatif) a la température de 20° pour § = 29°.

Parmi de nombreuses autres, une des méthodes les plus fréquemment usitées pour contourner cet
obstacle consiste & exploiter la biréfringence de certains cristaux massifs, qui présentent un indice de
réfraction dépendant de la polarisation du faisceau : en choisissant pour le faisceau de pompe 'axe de
polarisation permettant de minimiser 'indice de réfraction, il devient éventuellement possible d’obtenir
I’accord de phase.

Considérons par exemple le cas d’un cristal biréfringent uniaxe, le plus courant au laboratoire. La
structure cristalline d’un tel milieu est telle qu’il existe une direction de propagation privilégiée, appelée
aze optique, pour laquelle I'indice de réfraction vu par un faisceau sera indépendant de sa polarisation.
L’axe optique et le vecteur d’onde du faisceau forment un plan nommé plan principal & partir duquel on
définit deux axes de polarisation : ’aze ordinaire (0) qui est orthogonal a ce plan, et I'aze extraordinaire
(e) contenu dans le plan. Une onde polarisée ordinairement ou extraordinairement verra respectivement
un indice de réfraction n, ou n. (Fig. 2.2). Si n, < n, on parle de cristal uniaze positif, tandis que si
ne < Ny, le cristal est dit uniaze négatif. Selon le type de cristal, il existe alors plusieurs combinaisons de

polarisations pour les trois faisceaux en interaction permettant d’obtenir I’accord de phase (Tableau 2.2).
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On les distingue selon que le signal et I'idler partagent la méme polarisation (type I) ou bien sont polarisés

orthogonalement 'un par rapport a 'autre (type II).

Uniaxe positif Uniaxe négatif

Type I NofWF = NegWgq + NedeWdc NefWf = NogWgqg + NodecWdc

NofWf = NogWg + NedeWdc NefWF = NogWg + NedeWdc
Type 11 ou ou
NofWf = NegWq + NodecWdc NefWF = NegWqg + NodeWdc

TABLE 2.2 — Polarisations des faisceaux pour ’accord de phase dans un cristal uniaxe.

Une fois les polarisations fixées, il est nécessaire d’ajuster trés précisément les indices optiques vus
par chacun des faisceaux pour satisfaire la condition d’accord de phase. L’indice ordinaire est constant
quelle que soit la direction de propagation du faisceau, contrairement & l’'indice extraordinaire. Cette
propriété nous indique la méthode & mettre en oeuvre pour ajuster 'accord de phase : il est possible
d’accorder la longueur d’onde amplifiée en modifiant 'orientation relative par rapport au cristal des
faisceaux se propageant selon l’axe extraordinaire, ce que l’on réalise en pratique en ajustant 1’angle
d’accord de phase 0 formé par le vecteur d’onde des faisceaux polarisés extraordinairement et 1’axe
optique du cristal (Fig. 2.3). La dépendance angulaire de I'indice extraordinaire s’exprime par ’équation
de la surface des indices :

1+ tan?(6)

ne(9) = Ny W (25)

Ol Ne = MNe (6‘ = %) est l'indice extraordinaire principal. On remarquera que les valeurs de n, et n. a la

longueur d’onde considérée sont tirées des formules de Sellmeier dont les coefficients propres au matériau

choisi peuvent étre trouvés dans la littérature.

2.2.2 Expression de ’angle d’accord de phase en type 11

Nous décrirons ici le calcul de I'angle d’accord de phase dans le cadre d’une interaction de type II
telle que key = keg 4+ Koge. L'usage du type II est intéressant d’un point de vue expérimental au vu de la
possibilité de filtrer le signal de différence de fréquence par un simple polariseur.

Soit # ’angle d’accord de phase défini comme ’angle séparant le vecteur d’onde fluorescence de 'axe
optique, o I’angle de non-colinéarité tel que a = 0y — 6, et B I'angle sous lequel est émis le signal de
différence tel que 5 = 04. — 05 (Fig. 2.4). En projetant I’équation de conservation de l'impulsion selon

I’axe de propagation de la fluorescence, la condition d’accord de phase s’écrit sous la forme d’un systéme
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Axe optique z

FiGuUuRE 2.3 — Définition des angles d’accord de phase.

Axe optique

Fi1GURE 2.4 — Représentation vectorielle de ’accord de phase - Dans le cas de la DFG, selon les
notations du texte.

de deux équations couplées :

ky =kgcosa+ kg.cosf3

(2.6)
0 =kgsina+ kgcsin s
soit en tenant compte de la polarisation respective des faisceaux :
ne(;\;ﬂ) _ ne(Ag\f—Q) cosa + noA(ij) cos 3 o
0 :%’;_Q)sina—i—%ﬁ“)smﬂ
L’angle d’accord de phase peut alors étre obtenu a partir de :
As no(a) V2 [(ne(rg.0—a)\? . 2
ne (A, 0) = e (Mg, 0 —a)cosa+ Ay (%) — (g\ig) sin” v (2.8)

Cette équation ne peut étre résolue que de maniére numeérique, avec « fixé, et en utilisant les équations

de Sellmeier du matériau non-linéaire considéré pour le calcul des indices ordinaires et extraordinaires.

22.10.2012 T.Gelot 24



Approche A : Montage expérimental 2.3 - Acceptance spectrale

L’évolution de la courbe d’accord de phase en fonction de ’angle de non-colinéarité o dans un cristal
de BBO type II est présentée pour un faisceau porte centré a 800 nm Fig. 2.5. Les courbes d’accord
de phase présentent toutes une structure pseudo-parabolique. En choisissant ’angle d’accord de phase
de fagon & accorder les longueurs d’onde proches du sommet de la parabole, on peut ainsi réaliser un
accord de phase large bande. De plus, on remarque que la longueur d’onde de fluorescence correspondant
au sommet de la parabole d’accord de phase se décale vers I’'UV lorsque ’angle de non-colinéarité
augmente. Si I'on souhaite travailler systématiquement avec une acceptance spectrale maximale, ¢’est-a-
dire & proximité du sommet de la parabole, alors il conviendra de choisir I’angle « approprié de fagon a
centrer la parabole d’accord de phase par rapport au spectre de fluorescence que ’on souhaite convertir.
C’est donc 'ajustement de 'angle a qui permet 'accordabilité du convertisseur de fréquences, ’angle 6

étant fixé par ailleurs par la nécessité d’un accord de phase large bande.

C 65 L) L) L) L)

% 60 ]

=

S 55 !

<

S 504 ]

-

S — =3

_g 451 a=>5° 1

! e

L :

EO —a=11°

< 35 L) L) L) L)
0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Longueur d'onde de fluorescence (pm)

F1GURE 2.5 — Courbes d’accord de phase pour la DFG de type II dans un cristal de BBO en
fonction de ’angle a pour un faisceau porte a 800 nm. - Les angles considérés sont internes au cristal.

2.3 Acceptance spectrale

2.3.1 Efficacité de conversion en DFG

Considérons trois ondes planes, monochromatiques, d’extension transverse infinie, polarisées rectiligne-
ment, se propageant non-colinéairement (dans la limite d’une interaction paraxiale, c¢’est-a-dire avec «
petit) selon ’axe z dans un milieu non-linéaire d’ordre deux. Sous ’hypothése que le temps de réponse
de la susceptibilité non-linéaire est trés rapide devant I’évolution temporelle de ’enveloppe des champs
A(z,t) , et que ces mémes enveloppes varient lentement sur une distance de propagation de 'ordre de la

longueur d’onde, on peut alors déduire des équations de Maxwell un systéme de trois équations couplées
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régissant ’évolution de 'enveloppe des champs en présence :

dAge _ _,L'wdcdeff A* A e iAkz

dz NgeC g“tf

dAg _ s Wodefs A% A —iAkz 2.9
1 = —'LTAdCAje ( . )
dAy _ _ ;@pdesy iAkz

o = i AgcAge

ol deyy = 2uy x®) iy, @ uge est la susceptibilité non-linéaire effective décrivant I'efficacité du couplage
entre les trois ondes. En appliquant les conditions aux limites appropriées (faible efficacité de conversion
et intensité du faisceau différence de fréquence nulle a 1'origine), on peut déduire du systéme précédent
I’équation régissant I’évolution de l'intensité du faisceau différence de fréquence au cours de sa propagation

dans le cristal :

2
122 [x®| =} o (Akz
Lge =__—= 1 g — ) I/ 2.10

de (2) 2 21 N gnacEocy sme ( 2 ) e ( )

Si on note L l’épaisseur du cristal non-linéaire employé, on peut alors définir 'efficacité relative de

n = sin ¢? (%) (2.11)

I'interaction comme :

2

ou l'on constate que le désaccord de phase Ak doit absolument étre minimisé afin d’obtenir un proces-
sus de conversion efficace. L’expression du désaccord de phase peut étre extraite de la projection des
vecteurs d’ondes selon ’axe de propagation moyen choisi comme la direction du vecteur d’onde fluores-
cence (Equ. 2.6) :

b i
Ak = k¢ — kg cosa — kge cos [arcsin (%)} (2.12)

On peut ainsi calculer le rendement de conversion relatif (c’est-a-dire par rapport & un accord de phase
parfait) en fonction de la longueur d’onde de fluorescence, ceci pour une géométrie d’interaction donnée
donc avec les des paramétres «, 6 et L fixés. La bande d’acceptance spectrale sera alors définie comme

la largeur & mi-hauteur de la courbe d’efficacité de conversion relative.

2.3.2 Effet des différents paramétres d’interaction sur 1’acceptance spectrale

Pour un angle gate-fluorescence a et une épaisseur de cristal L fixés, la courbe d’efficacité de conver-
sion relative présente au voisinage du sommet d’une parabole d’accord de phase une structure typique
a deux lobes symétriques, les deux sommets correspondant aux deux longueurs d’ondes parfaitement
accordées en phase (Fig 2.6). En écartant I’angle d’accord de phase 6 du sommet de la parabole d’accord
de phase, on peut élargir substantiellement la bande spectrale convertie, en écartant les deux longueurs
d’ondes accordées en phase, au détriment de lefficacité de conversion pour les longueurs d’ondes com-
prises entre ces deux lobes. Lorsque 6 est choisi trop grand, on abouti au cas limite ou les deux lobes

sont totalement séparés, par exemple pour 6 > 47° dans le cas présenté Fig 2.6. Un compromis doit donc
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étre trouvé entre une relative homogénéité de 'efficacité de conversion sur toute la bande et la largeur
de D'acceptance spectrale souhaitée. Dans les conditions de la Fig 2.6, 'acceptance spectrale demeure
cependant relativement large dans tous les cas, passant de 160 nm FWHM pour 6 = 40° & 260 nm pour

0 = 44° avec une profondeur de modulation de 50%.

Pour une géométrie d’interaction donnée, c’est-a-dire a et 6 fixés, augmenter 1’épaisseur du cristal
aura pour conséquence d’accroitre lefficacité de conversion absolue qui varie comme L? d’aprés 1’équa-
tion 2.10, au détriment de ’acceptance spectrale comme le montre la Fig. 2.7. Dans les conditions de cette
figure, on observe un fort rétrécissement du spectre de fluorescence converti lorsque I’épaisseur augmente,
passant de 230 nm FWHM pour L=200 pm & 50 nm pour L=2mm. Ici encore, un compromis devra étre

fait entre le rendement de DFG et ’acceptance spectrale.

L’effet de angle o sur I'acceptance spectrale est plus délicat a estimer, attendu que la variation de «
agit d’abord sur la longueur d’onde centrale accordée en phase, comme nous ’avons montré au paragraphe
précédent. Etudier effet d’une variation de o nécessite donc de modifier simultanément I’angle d’accord
de phase 0, avec L fixé, couplant ainsi deux effets. On peut cependant obtenir une bonne estimation
de son impact en convenant de choisir 6 tel que la profondeur de modulation de la courbe d’efficacité
relative soit constante quelle que soit la valeur de « choisie. C’est ce que nous avons tenté de reproduire
au sein de la Fig. 2.8, en choisissant arbitrairement de fixer la profondeur de modulation tolérable a 10%.
On observe clairement que le décalage de la longueur d’onde centrale de la bande convertie vers 'UV
s’accompagne d’une réduction de 'acceptance spectrale, qui passe de 240 nm FWHM pour A9 = 500 nm

4 120 nm pour App = 350 nm.

Le dernier paramétre influant I'acceptance spectrale est la longueur d’onde du faisceau porte. La
Fig 2.9 présente ’évolution de Defficacité de conversion relative pour les longueurs d’onde de gate 800 et
1300 nm, dans la cas d’une longueur d’onde centrale de fluorescence fixée & 350 ou & 500 nm et en choisis-
sant des conditions d’accord de phase comparables (profondeur de modulation de 10%). En changeant la
longueur d’onde de porte de 800 nm & 1300 nm, ’acceptance spectrale passe de 120 nm FWHM & 140 nm
pour Ayo = 350 nm et de 240 nm & 280 nm pour Ayyp = 500 nm. Le gain reste donc relativement modeste
dans ’'UV mais on remarque une dissymétrie, I’élargissement étant plus sensible pour les longueurs d’onde

de fluorescence situées du coté rouge du spectre.

2.4 Facteurs affectant la résolution temporelle

Les différents faisceaux en présence sont soumis a plusieurs effets parasites qui concourent a dégrader

la résolution temporelle de 'expérience. L’un est intrinséque a la propagation d’un faisceau ultra-bref
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F1GURE 2.6 — Efficacité de conversion relative pour FIGURE 2.7 — Efficacité de conversion relative pour
différents angles d’accord de phase avec A\g=800 nm, différentes épaisseurs de cristal avec A\¢ = 800 nm,
a =4 et L=400 pm a=4"et § =40°.
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F1GURE 2.8 — Efficacité de conversion relative pour FI1GURE 2.9 — Efficacité de conversion relative pour
différents angles de non-colinéarité et a profondeur une gate a 800 ou 1300 nm et a profondeur de mod-
de modulation constante avec A\g = 800 nm ulation constante.

FicuRrk 2.10 — Effet de la géométrie d’interaction sur 'efficacité de conversion relative dans
un cristal de BBO type II.

dans un milieu matériel, c’est la dispersion de vitesse de groupe (GVD), l'autre est lié au mélange de
fréquence dans un cristal non-linéaire, c’est le cas du désaccord de vitesse de groupe (GVM,et le dernier
est créé par la géométrie non-colinéaire de Uinteraction, il s’agit du désaccord de front d’impulsion. Nous
allons & présent nous attacher & décrire succinctement 1’origine physique de ces effets, ainsi que les moyens

d’en limiter I'impact lors du design de I’expérience.

2.4.1 Dispersion de vitesse de groupe (GVD)

Lors de sa propagation dans un milieu matériel dispersif, toute impulsion lumineuse ultra-bréve,
c’est-a-~dire associée & un spectre large, va voir ses composantes spectrales dispersées du fait de la varia-
tion chromatique de I'indice optique du matériau. L’impulsion subira donc un allongement de sa durée,
d’autant plus sévére que cette durée était originellement courte et que le matériau traversé est épais.
Considérons une impulsion gaussienne de durée initiale limitée par transformée de Fourier 7o (FWHM).
En développant autour de sa pulsation centrale la phase spectrale accumulée par 'impulsion au cours de

sa propagation dans un milieu d’indice n () et de longueur , on peut montrer que la durée d’impulsion
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FIGURE 2.13 — Effet de la GVD

sera allongée de sorte que :

i 2
(L) = 7'0\/1 + <w) (2.13)

To

R A dPn
on " (A) = 2me2 d\2

Ainsi, pour une impulsion gaussienne & la longueur d’onde de 400 nm d’une durée initiale de 40 fs, la

est la dispersion de vitesse de groupe par centimétre de matériau traversé (Fig 2.11).

propagation dans un centimétre de silice engendre un élargissement temporel de 50 fs, alors qu’il est
voisin de 20 fs pour un faisceau de durée identique mais centré a 800 nm (Fig 2.12). Il convient donc en
pratique de limiter au maximum la propagation de faisceaux a travers tout matériau optique, notamment

en préférant 1'usage d’optiques réflectives plutdot que de lentilles pour la focalisation des faisceaux.

2.4.2 Désaccord de vitesse de groupe (GVM)

Les dispositifs de mélange a trois ondes font intervenir des faisceaux centrés a des longueurs d’onde
différentes, et qui se propagent donc a des vitesses de groupe inégales au cours de leur interaction dans
le cristal non-linéaire. Cette GVM introduit une séparation temporelle progressive des faisceaux au cours

de leur propagation dans le cristal et donc une dégradation de la résolution temporelle du montage
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FI1GURE 2.14 — Dégradation de la résolution temporelle sous ’effet de la GVM - Dans un cristal
de BBO type II avec Ay = 800 nm pour deux épaisseurs du cristal.

expérimental qui s’exprime dans le cas d’une propagation colinéaire par :

Ar—1 <L _ L) (2.14)

Vgr  Ugg

. on
Lo _ A
2.14 montre 'effet de la GVM sur la dégradation de la résolution temporelle en fonction de I’épaisseur du

ol vg; = ¢/ |n(Ni) — A est la vitesse de groupe de l'onde a la longueur d’onde A;. La figure

cristal pour le cas particulier d’une interaction colinéaire. Si 1’utilisation de cristaux fins permet de limiter
la dégradation de la résolution temporelle et d’optimiser 'acceptance spectrale comme nous ’avons vu
au paragraphe précédent, elle implique en revanche une réduction du rendement de conversion.

L’effet de la GVM peut cependant étre considérablement réduit en adoptant une géométrie non
colinéaire [100], de maniére similaire & ce qui a été montré dans les cas de 'amplification paramétrique
large bande [101] 1. Dans ce cas, ¢’est la projection des vitesses de groupe sur ’axe moyen de propagation

qui compte (Fig 2.15), et on peut réécrire 'accroissement de la résolution temporelle comme :

Ar=rt (Ugf- (if/kf) Vg (lif/kf)> -t <# - qucﬁ> (21
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FIGURE 2.15 — Evolution temporelle des faisceaux fluorescence et gate - Cas d’une interaction
colinéaire (a) et non-colinéaire (b)
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FI1GURE 2.16 — Représentation du désaccord du front d’impulsion en géométrie non-colinéaire.

2.4.3 Désaccord du front d’impulsion (PFM)

En géométrie non-colinéaire, les faisceaux gate et fluorescence s’interceptent dans le cristal non-linéaire
selon un angle interne «, impliquant que les fronts d’onde des deux impulsions ne peuvent pas pleinement
se superposer [102, 103]. Le volume d’interaction correspondant se trouve incliné d’un angle o (Fig. 2.16).
On est alors en présence d’un couplage spatio-temporel, et les différentes parties de chaque faisceau
interagissent & des temps différents. La dégradation de la résolution temporelle résultante, soit le délais

séparant les deux extrémités du profil spatial des faisceaux, s’exprime par :

5t — dtan~y

; (2.16)

ou d est le diameétre du faisceau et v est ’angle externe entre la gate et la fluorescence. Dans les conditions
expérimentales de ’étude de la fluorescence du PPO, la taille du faisceau de fluorescence est de 500 pm
dans le cristal de DFG, ce qui se traduit par une réduction de la résolution temporelle de 200 fs.

Pour réduire cet effet, la solution la plus simple serait de réduire la taille du faisceau, ce qui n’est pas
forcément possible expérimentalement, ou bien de réduire ’angle «, ce qui n’est pas souhaitable compte

tenu de son influence sur 'acceptance spectrale. On en revient donc a un compromis entre résolution

1. Il faut cependant noter que dans le cas de ’amplification paramétrique, le critére pertinent est la GVM entre le signal
et I'idler. En spectroscopie de fluorescence résolue en temps, c’est en revanche la GVM entre les deux faisceaux incidents
gate et fluorescence qui importe, puisque nous nous intéressons a limiter la cross-corrélation entre ces deux faisceaux sans
nous préoccuper de la durée des impulsions générées par somme ou différence de fréquence.
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temporelle et acceptance spectrale. Pour contourner cette difficulté, une technique d’accord des fronts
d’onde a été proposée, consistant a incliner le front d’onde de la gate préalablement au mélange de
fréquences de fagon a ’ajuster exactement & l'inclinaison du front du faisceau de fluorescence. Les effets
d’inclinaison du front d’onde et de dispersion angulaire étant similaires & ce qui se passe lors de la
propagation d’un faisceau dans un prisme ou un réseau, le dispositif est basé sur 'insertion sur le trajet
de la pompe d’un élément dispersif qui incline le front de la pompe, suivi d’un relais d’image inversant
et multipliant ’angle d’inclinaison (Fig. 2.17). La conception de ce type de dispositif a été abondamment
documentée, notamment dans le cas de l'amplification paramétrique [104] ou dans celui de la somme de

fréquence [89].

Yint =Q

Gate

’ i+,

‘ Fluorescence

FI1GURE 2.17 — Dispositif d’accord des fronts d’onde de gate et de fluorescence - Pour une DFG
en géométrie non-colinéaire.

2.5 Eléments du montage

Cette partie est destinée a présenter les différents composants du montage de Down-conversion. Nous
nous contenterons de les décrire en suivants ’ordre énoncé au sein de la figure suivante (2.18), qui présente

une vue générale de 'appareil.

2.5.1 Source Laser (Fig.2.18.A et B)

A Dorigine du montage se trouve un oscillateur femtoseconde Ti :Sapphire (Pulsar, Amplitude tech-
nologies), produisant des impulsions d’une durée de 20 fs, cadencées a une fréquence de 63 MHz, centrées
sur 800 nm. L’énergie par impulsion en sortie est de 1.625 nJ. L’oscillateur est pompé & 532 nm par un
laser Nd :YAG (Opus 2W, Laser Quantum Ltd) doublé en fréquence, de type DPSS (lui méme pompé

par un laser a diode, dans le proche IR).

Afin de pouvoir accéder aux effets non-linéaires mentionnés dans les précédents paragraphes, il est
nécessaire de produire des impulsions d’intensité plus élevées, ce qui est le role du systéme amplificateur.
Ce dernier est capable de produire des impulsions de 35-40 fs, & un taux de répétition de 5 kHz. L’énergie

par impulsion finale est de 'ordre de 0.5 mJ. Ce systéme, également basé sur des milieux Ti :Sapphire,
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Ampllfled Laser SyStem 800 nm, 5kHz repetition rate,
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Gate beam : 140 mW

Delay line
(3 ns)

Gate linearly
polarized

S.HG on ine

extraordniary

N.OP.A axis of the BBO

| N
Tunable from 270 to 330 nm
30fs

1 mwW

uG11

[F]

BBO : fixed at 11°

C

Bereck compensator
Pump beam linearly
polarized at magic angle
54,7°

Rotational motor

DC fluorescence linearly
polarized on the ordinary
axis of the BBO

Monochromator ,
and CCD l E /
exposure time : 3 s
Short pass filter .~ Glan-Thompson polarizing
750 nm prism : removes the residual

583 nnv:dishroic: mitror : background due to the Gate

G.b

F1GURE 2.18 — Schéma Global de ’expérience de Fluorescence Ultra-rapide Résolue en Temps
par Down-Conversion de Fréquences - Chaque lettre correspond a une partie quifera 'objet d'un
développement dans les paragraphes suivants.
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est appelé « Chirp Pulse Amplification » (CPA) [105]. Il se compose d’un réseau optique, [106], d’un
amplificateur régénératif, [107], d’'un amplificateur simple passage pompé par laser, et enfin d’un com-

presseur [108, 109].

Les impulsions amplifiées sont ensuite accordées par le biais d’'un NOPA doublé pour pouvoir exciter
nos chromophores biologiques dans leurs gammes d’absorption. L’amplification paramétrique optique
(OPA) se base sur le processus de génération paramétrique (OPG), effet non linéaire de deuxiéme ordre
souvent qualifié « d’inverse de la fréquence somme ». En effet, au sein d’un milieu non-centrosymeétrique
(typiquement un cristal BBO), un photon pompe d’énergie hw, peut spontanément donner naissance a
deux photons d’énergies plus faibles : un photon signal hw, et un photon idler hw; tels que wy = wp — wj,
si les conditions d’accord de phase sont adéquates. Dans notre expérience, un faisceau pompe a 400 nm
(issu du doublage du fondamental & 800 nm) va spontanément donner lieu & des photons visibles (signal)
et infrarouge (idler). S’il se propage, en plus du faisceau pompe intense, un deuxiéme faisceau signal de
faible intensité superposé temporellement et spatialement au faisceau pompe, le signal verra son intensité
augmenter via l'interaction non linéaire avec le faisceau pompe. Pour de plus amples détails relatifs au
mode opératoire de la technique (conditions d’accord de phase, de gain, design etc...), il est possible de

se documenter au sein de revues existantes sur le sujet (Ex :[101].)

Dans la pratique, les faisceaux pompes et continuum sont obtenus en séparant 'impulsion délivrée
par amplificateur. Une majeure partie de ’énergie est utilisée pour générer des impulsions pompe par
doublage de fréquence dans un BBO de 1 mm d’épaisseur. L’autre partie du faisceau est focalisée dans
un cristal de saphir pour générer un continuum de lumiére blanche par auto-modulation de phase [110].
Pour compenser la GVD induite par la génération du continuum et par le passage au sein du BBO, un
compresseur a prismes en silice fondue a été utilisé.

Notre NOPA est capable de délivrer des impulsions & 620 nm de 60 fs (Fig.2.19), & une puissance de
l’ordre de 6 mW. Une fois doublée, nous obtenons un faisceau & 310 nm d’une puissance de l'ordre de 1

mW maximum.

2.5.2 Positionnement de ’échantillon et collection de la fluorescence (Fig.2.18.C

et D)

L’échantillon fluorescent circule au moyen d’une pompe péristaltique dans un capillaire en quartz
de section carrée de 0.5 mm de coté, ce dernier étant transparent dans I’'UV. Le capillaire est ferme-
ment maintenu par un portoir fait maison, spécialement, con¢u pour ’expérience de down-conversion. Les
critéres de conception étaient de s’assurer du bon maintien du capillaire pendant le temps d’acquisition,
et de volontairement limiter les degrés de liberté de ce dernier (notamment les axes de rotation), afin de

s’assurer de la reproductibilité de 'expérience (Fig.2.20).
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FIGURE 2.19 — Caractéristiques de I'impulsion délivrée par le NOPA - (a) Contenu spectral de
I'impulsion crée autour de 620 nm - (b) Autocorrélation en intensité obtenue. La courbe rouge correspond a
un fit gaussien de FWHM égale a 60 fs

Une fois la fluorescence émise aprés excitation, cette derniére est collectée par une paire de réflecteurs
paraboliques "hors-axe", en aluminium. Ainsi, on s’affranchit a la fois des aberrations chromatiques
(que Pon aurait, par exemple, avec des dioptres sphériques), géométriques (puisque la parabole est la
conique permettant de faire converger tous rayons paralléles en un point). L’utilisation de deux miroirs
(contrairement & un seul miroir elliptique concave [111]) permet de disposer de focales objet et image
potentiellement différentes, rendant leur intégration plus facile sur la table optique. Le stigmatisme des
paraboles étant valable pour n’importe qu’elle section de paraboles, la caractéristique "hors-axe" de ces
derniéres permet de disposer de deux points focaux (source et BBO) situés a des endroits différents. A
noter que d’autres setups peuvent se munir de réflecteurs type "objectif de Schwarzchild" [89]. Les deux
paraboles (JANOS technology) ont un diamétre identique de 76.2 mm. La premiére parabole (A8037-
301, f1=5 cm, déviation de 90°) collecte, réfléchit et collimate la fluorescence vers la seconde parabole
(A8037-364, JANOS technology, fo = 3 cm, déviation 30°) qui la focalise de nouveau sur le BBO, avec
un angle solide d’environ 0.048 sr.

Il est alors nécessaire de placer ’échantillon et le cristal exactement sur les points focaux des deux
paraboles (Fig.2.21). On remarque que ’accordabilité de la pompe signifie également la présence d’aber-
rations chromatiques qui peuvent longitudinalement faire dévier le focus de la pompe du point focal du
premier miroir. Ce réglage est donc a effectuer pour chaque changement drastique de la longueur d’onde
d’excitation. Cela est d’autant plus important qu’une fois le pinhole enlevé pour placer I’échantillon, seul

le focus de la pompe permet de repérer le positionnement du point focal du premier miroir.
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FI1GURE 2.20 — Positionnement de I’échantillon dans le portoir- A gauche, axes de liberté tolérés.
A droite, sens de circulation de I’échantillon. Le capillaire vient s’insérer dans une encoche permettant de le
maintenir droit de telle sorte que ses faces avant et arriére soient toujours perpendiculaires au faisceau pompe.
Afin d’éviter de multiples réflexions au sein du portoir, les faces internes de ’encoche ont été anodisées. Le
portoir est relié & une platine micrométrique 3 axes (XYZ, Optosigma), dont un des axes est orienté le long
de ’axe de propagation du faisceau pompe. Il est ainsi possible de déplacer le capillaire de haut en bas (le
long de son axe principal) sans altérer la position du focus dans le capillaire, ce qui est utile pour changer
la zone d’excitation et conserver la reproductibilité de ’expérience. La circulation de I’échantillon dans le
capillaire se fait toujours du haut vers le bas. Le sens inverse engendre une pression négative dans les tubes
et une entrée d’air, & méme de créer des bulles. Ces derniéres sont une importante source de bruit pouvant
diffuser a la fois la pompe et la fluorescence. Le filtre optique laissant passer la fluorescence aux dépends
de la pompe se place au moyen d’encoches directement aprés I’échantillon. Son positionnement induit un
déplacement du point focal qu’il est nécessaire de corriger en déportant longitudinalement le capillaire.
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FiGURE 2.21 — Alignement des point focaux des paraboles : Quatre éléments sont alors nécessaires :
une source de lumiére cohérente (diode laser), du papier calque, utilisé pour diffuser cette lumiére, un pinhole
de 20 pm et une pointe métallique pour marquer précisément la position des différents point focaux.

La taille du spot de fluorescence & I’emplacement du BBO a été déterminée grace a l'utilisation d’une
webcam et de papier millimétré. Le diamétre est de 500 pm. Le grandissement des réflecteurs paraboliques
étant de fo/f1 ~ 6.43, on peut estimer que le diamétre de la pompe focalisée dans I’échantillon avoisine

les 85 pm.

2.6 Caractérisation du montage expérimental : [77]

Nous allons illustrer les capacités du montage a l’aide d’une molécule témoin relativement bien connue,
le 2,5 Diphenyloxazol [112] plus communément appelée PPO. Sa composition chimique est présentée au
sein de la figure 2.23.A, accompagnée d’une vue d’ensemble 3D des résultats pouvant étre obtenus sur
cette molécule.

Parmi les propriétés intéressantes de ce fluorophore, on notera :

— Son absorption dans 'UV (max : 302 nm) et son émission dans le proche UV-visible (max : 355

nm), plages de longueurs d’ondes correspondant bien a nos molécules d’intérét. (Fig.2.22)

— Son coefficient d’extinction molaire €392, de 35700 M~ 'em ™" et son rendement quantique proche

de l'unité, paramétres qui en font un excellent fluorophore.

2.6.1 Protocole expérimental

Les tests ont été réalisés avec une solution de PPO diluée dans de I’éthanol & une densité optique
de 0.5. Cette derniére est excitée par un faisceau pompe ayant une densité d’énergie de 0.8 mJ/cm?,
centré a 302 nm. Bien que notre objectif soit de maximiser le rapport S/N, les conditions d’excitation de
la fluorescence ainsi que 'intensité du faisceau porte ( < 35 pJ) sont suffisamment faibles pour opérer
a un régime linéaire de signal DFG. Cela permet de maintenir 'intégrité du BBO sur un usage & long
terme. Son angle de phase matching a été fixé a 9°afin d’optimiser la conversion de la portion du spectre

représenté dans la figure 2.23.B. L’épaisseur du cristal BBO utilisé pour la conversion de fréquence est de
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FIGURE 2.22 — Superposition des caractéristiques spectrales du PPO avec celle du dispositif
de DFG.

400 pm. L’angle entre la gate et la fluorescence est de 7°, soit environ 4° internes. Le temps d’acquisition
de la caméra a été fixé a 1 seconde pour chaque pas temporel, la ligne a retard se déplacant jusqu’a un
délais de 3 ns, sous la forme de 190 pas temporels échantillonnés selon une échelle logarithmique. Chaque

mesure a été enregistrée deux fois.

2.6.2 Performances (Fig.2.23) :

— Le temps de mesure est de 'ordre de 20 minutes, parmi lesquelles 7 seulement sont allouées & 1’ac-
quisition, le reste étant nécessaire pour retrancher la diffusion de la gate & chaque déplacement de

la ligne a retard.

— Les figures 2.22 et 2.23.B indiquent que la portion du spectre convertie entoure le maximum d’émis-
sion du PPO. Elle est centrée & 365 nm pour une largeur spectrale & mi-hauteur de 25 nm quand
nos simulations indiquent une acceptance théorique beaucoup plus large, de l'ordre de 70 nm.
Cette différence peut s’expliquer par la méthode retenue pour le calcul de "acceptance. Nous avons
en effet considéré uniquement les angles internes au cristal. Or, lorsque les faisceaux en jeu sont
spectralement large, la réfraction & l'interface entre ’air et le cristal modifie trés nettement les
conditions d’accord de phase. En effet, méme en conservant I’hypothése d’une gate monochroma-
tique, le faisceau de fluorescence contient un grand nombre de vecteurs d’onde de normes différentes
correspondant & chaque longueur d’onde contenue dans le spectre de fluorescence. Lors de la réfrac-
tion a l'interface, ces vecteurs d’onde vont changer a la fois de norme et de direction, induisant un
désaccord de phase supplémentaire non pris en compte dans le calcul simplifié exposé plus haut, ce

qui réduit donc 'acceptance spectrale réelle [113, 114].
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— Avec une épaisseur de cristal BBO de 0.4 mm, nous obtenons une résolution temporelle de ’ordre de
500 fs. Le déclin de fluorescence mesuré Iy (t) étant le produit de convolution entre la loi théorique
d’émission de fluorescence de I’échantillon i — A(t) et de la Fonction de Réponse Instrumentale
IRF(t), cette derniére peut étre estimée par déconvolution de 'ajustement avec une gaussienne
(Fig.2.23.D). Il est également possible de la déterminer expérimentalement en résolvant temporelle-
ment le mélange de fréquences entre le faisceau pompe (diffusé par une solution de lait dilué) et le

faisceau porte.

— Selon les conditions expérimentales précédemment énoncées, le rapport S/N équivaut a environ
1600 :1, comme on peut apercevoir sur la figure 2.23.D. Le niveau de bruit de fond est défini
comme étant la RMS du signal mesuré aux temps négatifs. L’échelle dynamique mesurée est de
5130 coups, tout en sachant que chaque cinétique est produite & partir d’un seul canal CCD. Ce
dernier correspond a un "binning" horizontal de 10 pixels, de telle sorte que chaque canal intégre
environ 3.5 nm du signal DFG. Un plus large "binning" combiné & un nombre plus important de

mesures conduirait & une échelle dynamique plus élevée.

2.6.3 Reésultats et Discussion

La figure 2.24 présente un apercu des résultats qualitatifs obtenus & partir des mesures réalisées avec
du PPO. En (A) a gauche, les 300 premiers fs montrent un important shift spectral vers les longueurs
d’onde bleues, du a une différence de vitesse de groupe (chirp) de la fluorescence, en raison des éléments
dispersifs inclus dans le setup en amont du processus de DFG. Ensuite, le signal monte et se décale
légérement vers les rouges au cours des 5 premiéres ps (Fig.2.24.A, centre), ce qui est caractéristique des
phénomeénes de relaxation intramoléculaire ou de solvatation. Les traces cinétiques exposées en (B) ont
été enregistrées sur une gamme allant de 580 & 720 nm (signaux DFG), mettant en évidence le décalage
rouge graduel. De ce fait, les 5 & 10 premiéres ps apparaissent sous la forme d’un temps de montée pour
les longueurs d’ondes supérieures & A4, et d’'un temps de déclin pour les longueurs d’ondes courtes.
Cette étape initiale est suivie par une décroissance monotone, sans décalage significatif (Fig.2.24.A, a
droite). En l'absence d’un parfait réglage de I’angle magique (cf annexe 3.8), on s’attend a ce que cette
décroissance présente a la fois une composante anisotropique et une composante liée a la durée de vie de

I’état excité.
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FiGURE 2.23 — Performances du montage de down-conversion résumées autour d’une expéri-
ence faite avec du 2,5 Diphényloxazole. A - Formule chimique du PPO et résumé de ’ensemble des
données susceptibles d’étre acquises au cours d’une expérimentation : Iy; = f(A,t). B - Superposition du
spectre d’émission et de 'acceptance spectrale (25nm), obtenue pour un phase-matching tel que 'angle de
la gate par rapport & la normale du cristal soit égal a 9°. C - Cinétique de déclin temporel de fluorescence
pour une longueur d’onde de 355 nm, zoom sur le temps 0. La IRF de cette expérience est aux alentours de
500 fs, obtenue par déconvolution de l'ajustement (rouge) avec une gaussienne. En vert, sont représentés les
résidus de 'ajustement. D - Zoom aux temps courts, présentation de certains parameétres qualitatifs de la
mesure : rapport S/N de 1600 :1, pour une échelle dynamique de 5130 coups.
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FIiGURE 2.24 — Analyse qualitative des signaux DFG de la fluorescence émise
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par le PPO. A

- Spectres DFG résolus en temps obtenus autour du maximum de fluorescence du PPO. Les 3 panneaux
illustrent différentes fourchettes de déclins temporels, comme indiqué au sein des légendes. B - Sélections de
traces cinétiques pour le PPO, les signaux DFG sont présentés a partir de 580 nm (rouge, soit équivalent a
336 nm aprés conversion) jusqu’a 720 nm (cyan, soit équivalent a 378 nm aprés conversion).

La figure 2.25 témoigne de la qualité des données recueillies, permettant une détermination trés précise

des temps de vie a partir d’un ajustement basé sur une somme discréte d’exponentielles. A gauche, on dis-

tingue une cinétique de fluorescence mesurée a 370 nm et ajustée par 3 exponentielles, dont deux temps de

déclin et un seul temps de monté. Il est pourtant évident, au vu des résidus de ’ajustement, que ce temps

de montée dévie du cas mono-exponentiel. La fidélité de 'ajustement est significativement améliorée (x

2

réduit de 40 %, et résidus plus lisses) avec un ajustement incluant un second temps de montée (figure de

droite). Le fait que la montée du signal soit réellement bi-exponentielle, indiquant vraisemblablement deux

mécanismes de relaxation différents, ou simplement non-exponentielle est hors de propos ici. Ce dernier

consiste plutot & insister sur l’excellent rapport S/N des données de fluorescence résolues en temps, ainsi

que la capacité de pouvoir raffiner une possible analyse quantitative jusqu’a inclure 4 constantes de temps.

22.10.2012

T.Gelot

41



Approche A : Montage expérimental 2.6 - Caractérisation du montage expérimental

/4
7/

1.0 10, 7/
0,8 - 0,8 - r
0,6- 0,6-.
0,4- 0,4-.
0,2- 0,2..
| J\f\ A V"V L Db A

p L N
0,0 VAR T ”,n_r B A 0,0 4 v e
1012345678 1000 2000 3000 1012345678 1000 2000 3000

FIGURE 2.25 — Cinétiques de fluorescence du PPO, mesurées a 370 nm.. Ajustement avec une
somme de 3 exponentielles (& gauche) ou 4 exponentielles (a droite). Les résidus (en bleus, lignes du bas)
ont été agrandis 5 fois, par souci de visualisation.

Les résultats expérimentaux ont été extraits des cinétiques par un ajustement basé sur une somme de 3
exponentielles discrétes. Les informations pour 3 longueurs d’ondes (355, 370 et 380 nm) sont résumeées au
sein de la figure 2.26. Au centre, en A, se trouve un histogramme regroupant les temps de vie en fonction
de leur amplitudes. Les encadrés B, C, D correspondent & un zoom sur les 3 temps discriminés, les barres
d’erreurs étant celles données par 'ajustement. On distingue deux temps de vie de déclins différents. le
premier, & 1.5 ns, correspond au temps de vie radiatif de 1.4 £+ 0.2 ns du PPO, classiquement obtenu
dans la littérature [115]. Le temps intermédiaire de 60 ps est attribué au temps de corrélation rotationnel
du PPO. Les mesures n’ayant pas été effectuées a angle magique, il n’est pas surprenant d’observer une
composante d’anisotropie dans ces gammes temporelles. Le temps le plus court, aux alentours de la ps,
présente une amplitude négative dans les gammes montrées, mais cette derniére dépend fortement de la
longueur d’onde. Le temps de montée visible dans 'UV se transforme en un temps de déclin ultracourt
au fur et a mesure que l'on se dirige vers les longueurs d’onde rouges. Cela se traduit par un décalage
spectral vers le rouge entre 0 et 5 ps probablement du & une relaxation vibrationnelle ou de solvatation

du systéme [77].
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FIGURE 2.26 — Résultats obtenus a partir des paramétres énoncés dans le paragraphe 2.6
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2.7 Conclusion

Nous avons mis en place un montage de fluorescence résolu en temps basé sur une différence de
fréquence de type IL. Il permet de réaliser une down-conversion de signaux émis par des chromophores
biologiques, a savoir absorbant et émettant dans le proche UV. Les bénéfices obtenus par la down-
conversion ont été mesurés sur une expérience utilisant le PPO. L’avantage de ce systéme est de pouvoir
échantillonner les cinétiques de fluorescence dans le visible, zone ou les efficacités quantiques de notre
détecteur et réflectives du spectrométre sont maximales. Une DFG de type II non-colinéaire permet de
mieux filtrer le signal & entrée du spectrométre. On obtient ainsi des niveaux S/N rarement atteints avec
des montages de résolution temporelle similaire (350-500 fs). Augmenter le rapport S/N est avantageux,
afin de mieux discriminer les temps de vie des cinétiques et surtout de limiter le temps d’exposition du
fluorophore, en diminuant le nombre d’acquisitions & moyenner (25 minutes d’enregistrement pour nos
expériences sur le PPO, a relativiser avec son trés haut coefficient d’extinction molaire et son rendement
quantique proche de l'unité). La bande passante spectrale du systéme est de 25 nm. Cela ne permet
pas de couvrir 'ensemble du spectre d’émission de nos composés. Cependant, lorsque celle-ci est centrée
autour du maximum d’émission, il est déja possible d’observer des dynamiques de solvatation. De telles
dynamiques ne sont pas l'objet de notre étude, aussi nous n’avons pas pris la peine d’imprimer une
rotation du cristal pendant le temps d’acquisition, ce qui aurait permis d’obtenir des TRES plus larges.
Bien que plus faible que celle des meilleurs montages, notre résolution temporelle reste toutefois suffisante
pour discriminer des temps de vies allant du domaines sub-ps a la nanoseconde, ce qui semble & premiére
vue suffisant pour les structures mesurées dans ce travail de thése. L'inconvénient majeur d’utiliser une
gate & 800 nm lorsque ’on down-convertit des photons UV vers le visible est que ces longueurs d’ondes se
chevauchent. Méme si un polariseur performant permet de filtrer efficacement es derniers sur la base de
leur orientation, des diffuseurs ponctuels de la gate, non polarisés, se retrouvent tout de méme en bout

de course. Pour palier & ce probléme, une gate décalée vers I'IR sera prochainement utilisée.

22.10.2012 T.Gelot 44



Chapitre 3

Approche A : Etude du quenching

ultrarapide local de la 2-Aminopurine
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Au sein de ce chapitre, nous allons présenter les premiers résultats issus de 'application directe du
montage de down-conversion. L’une des principales difficultés de ce type d’expérience est 'analyse et
Pinterprétation des cinétiques obtenues. Nous allons donc rapidement évoquer en quoi le quenching de
fluorescence peut étre informatif d’un point de vue de la dynamique structurelle des composés étudiés.
Apreés une rapide description des conditions expérimentales, nous présenterons les données issues de
la fluorescence résolue en temps de la 2Ap au sein de A(-)PBS en position 6, 8 et 10. L’analyse de
Pattribution des différents temps de vie sera complétée par une étude de ’anisotropie de fluorescence
de ces mémes composés. Enfin, nous présenterons des cinétiques de déclins prises dans du glycerol, en
se basant sur I’hypothése initiale que 'augmentation de viscosité du milieu pourrait aider & identifier
plus clairement les temps de vie issus d’un quenching statique de ceux provenant d’un quenching

dynamique.
3.1 Concepts : Relations entre temps de vie de fluorescence et

dynamique structurelle

Nous avions précédemment mentionné durant Uintroduction que la fluorescence de la 2Ap pouvait
étre quenchée sans expliciter clairement ce que signifiait ce terme, ni expliquer en quoi I’étude de cette
derniére pouvait nous permettre d’obtenir des données en terme de dynamique conformationnelle de
I’ODN sondé. L’objectif de ce paragraphe est donc de palier & ce manque tout en faisant un rappel sur

la nomenclature faisant référence a ces concepts, pouvant parfois étre source de confusion.

3.1.1 Temps de vie de fluorescence et rendement quantique

D’un point de vue purement cinétique réactionnelle, on peut écrire que la 2Ap a I’état excité (*) peut
relaxer vers son état fondamental 2Ap soit en émettant un photon de fluorescence hvp, donc de maniére
radiative (suscrit r) :

2Ap* LiN 2Ap + hvp (3.1)

Ou k, représente le taux de dés-excitation radiatif de la molécule. De méme, la 2Ap* peut relaxer vers

létat fondamental de maniére non radiative, par exemple via conversion interne (suscrit nr) :
2Ap* L5 9 Ap (3.2)
L’évolution temporelle de I’état excité juste aprés I'excitation par une impulsion laser ¢ s’écrit :

2Ap*
2 = (ke + knr)24"] (3.3)
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Et la concentration de molécules & I’état excité a un instant t est donnée par :
[2Ap*](t) = [2A4p]o - exp|—(ky + kn1)t] (3.4)

Avec [2A4p]o la concentration de 2Ap a ’état fondamental avant Iexcitation laser. On peut ainsi définir

un temps de vie en ’absence de quencher :

1

= R (3.5)

Tng

ainsi qu’un rendement quantique de fluorescence en ’absence de quencher (égal a 0.68 dans notre cas!) :

ky

o = o = 5 e

(3.6)

3.1.2 Quenching statique et quenching dynamique

On définit le phénomeéne de quenching comme étant tout processus affectant le temps de vie et/ou le
rendement quantique de la fluorescence d’une molécule. Cette perturbation s’effectue en présence d’une
autre molécule que 'on nomme quencher (Q). Ce quenching peut se produire de maniére statique ou

dynamique.

Dans le formalisme de la cinétique réactionnelle, le quenching statique pourrait se définir par la

formation de complexes non fluorescent a I’état fondamental (Fig.3.1).
Pas d’émission

® .
® @ @
a)

(

F1GURE 3.1 — Formation d’un complexe non fluorescent entre la 2Ap et le quencher a 1I’état fon-
damental -(a) Représentation schématique de I’état d’équilibre avant excitation. -(b) Equation d’équilibre
statique avant excitation.

Aprés excitation par une impulsion laser d, on se retrouve avec les mémes processus de relaxation que

3.1 et 3.2, accompagnés de la formation non radiative du complexe non fluorescent :

2Ap* LN 2Ap + hvp
2Ap* Fm 2 4p (3.7)
(24p...Q)
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[(24p... Q)]
[24p][Q]

conservation des masses du systéme défini plus haut, on a :

Ou Keq = représente la constante d’équilibre de complexation. En tenant compte de la

[2Aplo = [2Ap] + [(24p ... Q)] (3.8)

et comme l'intensité de fluorescence est proportionnelle aux concentrations, au sein d’un milieu dilué, le

rapport entre les intensités en I’absence de quencher I, et quenchée I, . est de :
Ing
i =14 K[Q] (3.9

Q4stat

Le quenching dynamique se caractérise par un mécanisme de relaxation non radiatif supplémentaire,
entrant en compétition avec la relaxation seule de la 2Ap, pendant le temps de vie de son état excité. Ce

qui fait qu’aprés excitation par une impulsion laser 0 les équations de taux deviennent :

2Ap* LN 2Ap + hvp
2Ap* Em 2 Ap (3.10)
kq "
24p* +Q — 2Ap+ Q

Le temps de vie moyen en présence de quencher ainsi que le rendement quantique QY, se définissent

respectivement par :

1 k k.,
_ Yy, — r — ring 3.11
e @ T e e TR Q] T ragkglQ) (3.1
et I’équation 3.9 devient :
I,
L =1+ 70k [Q] (3.12)
quyn

Encore appelée équation de Stern-Volmer.
Les mécanismes a l'origine du quenching dynamique peuvent étre dus a :
— Un transfert de charge (réaction redox)
— Un transfert de protons (réction acide-base)
— Un transfert d’énergie
— Des collisions avec dissipation calorifique
Seul le premier cas nous intéresse réellement. Ainsi, lorsqu’un photon excite une molécule, un électron est
promu d’une orbitale de I’état fondamental vers une orbitale d’énergie plus élevée, (Fig.3.2, en ne con-

sidérant que les orbitales frontieres HOMO et LUMO du fluorophore avant et aprés excitation lumineuse).
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FiGURE 3.2 — Photoexcitation de la 2Ap : intermédiaire de Franck-Condon

Si la molécule photo-excitée se trouve étre un fluorophore (F = 2Ap dans notre cas), et que cette
derniére est positionnée suffisamment proche d’un quencher, un CT peut s’effectuer au travers de deux

processus :

— Si Q est un donneur d’électrons par rapport a la 2Ap*, alors la photo-excitation peut étre considérée
comme un mécanisme créant un trou a l’état fondamental de la 2Ap, rempli par un électron de
I’état fondamental de Q. Il s’agit d’un mécanisme de transfert de trou, processus gouverné par les

orbitales HOMOs des deux espéces (Fig.3.3).

EO
— ox Red
Lumo . .
2A -
T a, o+ S
womo _ ., ™=~ Q . . qQ Q
2Ap 2Ap~- Qt
A D

FIGURE 3.3 — Photoexcitation de la 2Ap : mécanisme de transfert de trou (oxydatif)

Remarquons que I’enthalpie libre réactionnelle AG? doit étre négative, donc la force directrice du
transfert ne peut se faire que pour des purines ( G, A, Fig.3.5) dont le potentiel oxydo-réducteur

est supposé plus faible que celui de la 2Ap (cf 1.3.2) :

AGY ~nF (Er jgr = Eapjoape-) i Q=G, A (3.13)
— Si Q est un accepteur d’électrons par rapport a la 2Ap™*, alors la photo-excitation peut étre considérée
comme un mécanisme injectant un électron LUMO de la 2Ap vers une orbitale LUMO de Q. 11
s’agit d’'un mécanisme de transfert d’électron, processus gouverné par les orbitales LUMOs des

deux espéces (Fig.3.4).

Eo°
~
- —_ ox Red
LumMO - — - Q Q-
+ 4+
HOMO + 4 .
2Ap* Q 2Ap*+ Q 2ApF 280
D A

FIGURE 3.4 — Photoexcitation de la 2AP : mécanisme de transfert d’électron (réducteur)
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L’enthalpie libre réactionnelle AG? est telle que la force directrice du transfert ne peut se faire que
pour des pyrimidines ( C, T, Fig.3.5) dont le potentiel oxydo-réducteur est supposé plus élevé que

celui de la 2Ap (cf 1.3.2) :
AGY ~nF (ESupes joap = Bgyge-) s Q=C.T (3.14)

3.1.3 Dynamique de quenching et informations structurelles

Pour qu'un CT efficace puisse avoir lieu, la distance F'— @ entre le fluorophore et le quencher doit étre
constante et surtout faible (2A), ce qui est le cas, par exemple, d’'un empilement de bases au sein d’ANs.
Les bases empilées interagissent par la formation de complexes 7-7 & ’état fondamental, non fluorescents
car ayant des taux de relaxation extrémement rapides. Nous sommes dans le cas d’une configuration de

quenching statique.

La distance F' — @ peut parfois étre modulée pendant le temps de vie de ’état excité de la molécule,
ce qui est le cas, par exemple, d’ANs ayant un faible degré de structuration. Cette diffusion des deux
partenaires sur des temps de relaxation comparativement plus longs est caractéristique d’un quenching

dynamique (également appelé collisionnel).

Ces deux mécanismes forment deux classes conformationnelles théoriques limites, et d’autres struc-
tures pourront évoluées entre ces deux bornes :
— Un quenching statique moins efficace, signe d’une géométrie statique au sein de laquelle le fluo-
rophore et le quencher sont moins bien empilés.
— Des géométries plus ou moins contraintes, alternant entre quenching statique et collisionnel pendant

le temps de vie de 'état excité (quenching dynamique ultra rapide).

Ainsi, le nombre de classes conformationnelles détectées, leurs cinétiques respectives, mais également
la répartition des molécules au sein de chaque classe permet d’évaluer de maniére précise la flexibilité

locale de la. macromolécule sondée.

3.2 Préparation & conditionnement des échantillons

Les oligonucléotides A(—) PBS marqués en position 6, 8 et 10 par la 2Ap sont présentés au sein du
schéma 3.5 et seront dorénavant mentionnés sous le terme A(—)PBS-2Ap(X), ou X est ’emplacement
du fluorophore. A(—)PBS est un variant de (—)PBS au sein duquel la zone simple brin en 3’ (composée
des nucléotides 5-GCCA-3’) est manquante. Etant donné qu’il a été montré I’existence d’un site de

liaison sur cette partie parmi 3 autres pour NCp7 [116], I'utilisation de A(—)PBS permettra de diminuer
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la taille des complexes formés au sein d’études futures. Les échantillons ont été commandés chez IBA
GmbH et utilisés tels quels au moment de leur réception. Ils ont été dissouts dans une solution aqueuse
contenant 50 mM de tampon acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique (HEPES), et le pH
a été maintenu de ce fait constant & 7.5. Les spectres d’absorption et de fluorescence statiques ont été
effectués respectivement sur un spectrophotométre Perkin-Elmer Lambda 900 et un spectrofluorométre
de type PTI QuantaMaster.

Pour la Down-Conversion, les échantillons ont été ajustés & une densité optique de 0.4 & 310 nm, pour
une longueur de cuve de 0.5 mm, ce qui revient & une concentration de 1.3 mM. Les volumes minimaux

d’échantillons préparés sont de l'ordre de 400 pL.

0% € @°

@
s @ ©) 0 @ © @

PURINES PYRIMIDINES

AP(-)PBS AP(-)PBS AP(-)PBS >
-2Ap(6) -2Ap(8) -2Ap(10) )

oo
® ©00

H Adenine | Thymine
N/j:N> {%}_( ‘%}
| / Guanine Cytosine
HQN)\N/ N

2-Aminopurine

FiGuRrke 3.5 — Rappel des différents composés biochimiques utilisés - En haut a gauche, on dis-
tingue A(-)PBS, la 2Ap remplacant une Thymine au sein de A(—)PBS-2Ap(6,8) et une cytosine pour
A(—)PBS-2Ap(10), donc sondant trois environnements différents pour la méme boucle. Remarquons les
appariements entre les nucléotides 1-G-C-14, 3,4,5-C-G-13,12,11 constituant la «tige» de ’ensemble. Les nu-
cléotides A,G,T,C sont formeés a partir de bases azotées dont les structures et les noms sont représentés, pour
plus de clarté, dans la figure de droite. Ces derniéres sont séparées en deux classes, les purines (molécules
azotées hétérocycliques constituées d’un cycle pyrimidine fusionné a un cycle imidazole) et les pyrimidines
(hétérocycliques azotés et aromatiques comportant deux atomes d’azote). En bas, est présentée la struc-

ture chimique de la 2Ap pour une comparaison directe avec son analogue, ie, ’Adénine (également nommée
6-Aminopurine).

Température d’acquisition et stabilité de A(-)PBS : Les mesures effectuées au sein de notre lab-

oratoire ont été réalisées a température ambiante (293K). Au vu de la structure de nos oligonucléotides
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(ODNSs), on peut légitimement s’interroger sur leurs stabilités vis & vis d’un tel conditionnement. Ces
parametres de stabilité thermodynamique peuvent étre mesurés grace & un thermocycleur couplé a un
spectrométre d’absorption. En effet, 'augmentation graduelle de la température va dénaturer nos ODNs
doubles brins, ce qui va se traduire par un effet hypsochrome, & savoir une augmentation de ’absorption
des bases dans I’'UV. Un comportement transitoire de type biphasique (sigmoidal) est alors observeé, dont
Pajustement permet de déterminer les constantes thermodynamiques du systéme [117]. On peut, par
exemple, en déduire la température de fusion (T,,), définie comme étant la température pour laquelle 50
% des ODNs sont encore sous forme de duplexes. La T, du variant (-)PBS a été déterminée par Egelé
& al.[116] a la fois empiriquement (60°) et théoriquement (50°), & 'aide d’un algorythme de prédiction
«unifié», mfold, basé sur la méthode du plus proche voisin [118]. C’est ce dernier qui nous permet d’ex-
trapoler avec confiance une T, de 50° pour A(-)PBS & partir de paramétres structuraux (probabilités
d’appariement de bases) obtenus lors d’expériences RMN-'H réalisées par Bourbigot & al. [21]. Outre
I’appariement de type Watson-Crick entre les bases C3, C4, C5 et G13, G12, G11, a Dorigine de la tige,
I’absence de signaux pour les protons G1l-imino et Cl4-amino suggére que cette derniére paire est insta-
ble, déséquilibre accentué par la protrusion de T2. De maniére intéressante, en forcant ’appariement de
G1-C14 dans le logiciel, ce dernier nous retourne une T,, de 18°, ce qui confirme la faible probabilité

d’occurrence d’une telle structure.

3.3 Reésultats préliminaires

Ce protocole expérimental avait déja été mis en place au sein de ’équipe du Pr. Yves Mely (laboratoire
de Biophotonique et Pharmacologie, UMR 7213 CNRS, Université de Strasbourg), et les mesures de
fluorescence résolues en temps effectuées par spectroscopie TCSPC [1]. Par souci de pragmatisme, seuls
les déclins de fluorescence (Table 3.1) et d’anisotropie (Table 3.2) acquis sur A(—)PBS-2Ap(6, 8 et 10)
sont exposés. Notons que l'article [1] propose également des mesures conduites en présence de NCp7 et

de divers mutants, & un ratio de 3 protéines par molécule d’AN.

QY g 1 aq T2 Qs T3 as T4 ay (1)

2-Aminopurine 0.68 - - - - - - - 10.2 1.00 10.2
A(-)PBS-2Ap(6)  0.024 0.80 0.0 013 07 002 36 002 8 003 18
A(-)PBS-2Ap(8) 0.028 0.82 0.09 0.08 0.7 0.03 3.1 0.03 8.3 0.04 2.1
A(-)PBS-2Ap(10) 0.006 0.94 0.13 0.03 0.8 0.01 3.5 0.01 8.2 0.01 2.1

TABLE 3.1 — Paramétres de fluorescence statique et résolue en temps pour 2-Ap et A(-)PBS-
2Ap(6, 8 et 10) - Les populations agp «non résolues» ont été estimées par : 1 — 7o4,/((7) - Rim), avec Ry,
= QY24p/QYpps. Les temps de déclin 7; sont en ns, les amplitudes sont notées ;.

A partir de ces résultats, plusieurs remarques ont pu étre conclues :
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&y B1 @2 B2 @3 B3 S 0o

2-Aminopurine 0.08 1.00 - - - - 0.00 90
A(-)PBS-2Ap(6) 0.17 0.38 0.7 034 22 028 079 32
A(-)PBS-2Ap(8) 0.22 036 07 011 21 053 079 31
A(-)PBS-2Ap(10) 0.18 046 0.9 027 26 027 073 36

TABLE 3.2 — Paramétres de d’anisotropie fluorescence pour 2-Ap et A(-)PBS-2Ap(6, 8 et 10)
- ¢; (ns) sont les temps de corrélation rotationnels, 3; leurs amplitudes, S est le paramétre d’ordre généralisé
et 0; (en degré) est le cone de demi angle associé au mouvement local de la 2-Ap [1].

— Le rendement quantique de la 2Ap est 24 & 113 fois plus élevé sous forme libre qu’intégrée au sein de
A(-)PBS. Ce quenching de la 2Ap avec les bases voisines est spécifique du site d’insertion, et est 4 &
5 fois plus important au sein de A(-)PBS-2Ap(10). Cette remarque est cohérente avec I’empilement

de C10 et de G11 démontré par RMN [21].

— Jusqu’a 4 temps de vie de fluorescence ont été mesurés (Table 3.1), indiquant au moins 4 sous-états
conformationnels, s’étendant de 0.1 & 9 ns. Le caractére ultrarapide du quenching est souligné par le
fait que plus de 90 % du signal se situe dans les 100 premiéres ps, ce qui sous-entend probablement
la présence d’un quenching statique de la 2Ap (via CT). Les fortes disparités entre les ratios de QY
et de (r) de la 2Ap libre par rapport a A(-)PBS nous indiquent que les cinétiques n’ont pu étre

entiérement résolues.

— 3 temps de vie d’anisotropie ont été mesurés, le plus long (2.1 ns) a été attribué a la bascule de la
macromolécule A(-)PBS, le temps moyen (700 & 900 ps) correspond aux mouvements segmentaires
de la boucle, et le plus court (170 & 200 ps) pourrait étre relié a rotation locale de la 2Ap dans

A(-)PBS.

— Plusieurs indices sous entendent que la boucle PBS serait localement plus structurée que des équiv-
alents d’ADNs simples brins : les QYs de A(-)PBS-2Ap(6 et 8) y sont 2 & 3 fois plus élevés, et
les cones de demi-angle de la 2Ap en moyenne inférieurs de 10°, ce qui pourrait se traduire par un
quenching collisionnel plus faible dans les boucles que dans les ADNs monocaténaires de séquences

similaires [46, 47].

Ainsi, lorsque la 2Ap est insérée dans une séquence nucléotidique, la fluorescence de cette derniére
se trouve systématiquement quenchée. Cependant, il semblerait que la nature du quenching dépende
fortement des bases avoisinantes (présence de G ou non) ainsi que de la structure de AN étudié. S’il est
clair qu’elle entre en collision avec son environnement proche lorsque I’AN est monocaténaire, il semble

qu’elle puisse également s’empiler avec les Gs alentours sous une forme de quenching plus statique [46, 47].
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La dynamique de 2Ap est encore plus contrainte au sein de la boucle PBS, signe d’un encombrement
stérique plus important. Afin d’ identifier pleinement ce qui reléve du quenching statique et du quenching
dynamique, il est nécessaire de pouvoir résoudre complétement la dynamique de dés-excitation de 2Ap
au sein de la boucle A(-)PBS. Nous allons montrer que notre montage DFG dispose de la résolution

temporelle nécessaire pour nous apporter ce type de données.
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3.4 Cinétiques de quenching ultrarapide de A(—)PBS-2Ap(X) en

solution aqueuse

Les résultats de cette section ont été publiés au sein de l’article ci-joint : [10]. Le montage
utilisé est décrit au sein du chapitre 4.1.1.2. Les aspects clefs des résultats expérimentaux
peuvent étre résumés de la maniére suivante :

— Le bon accord entre les ratios TzAp/TA(,)pBS,QAp(X) obtenus au maximum d’émission
(368 nm) (Cf : Table 1) et les facteurs de normalisation d’intensité des spectres d’émission
statiques Ioap/In(—)pBS—24p(x) (Fig. 1-b) prouve que l'on a résolu lintégralité des
dynamiques de quenching des ODNs marqués.

— Les cinétiques de déclin de fluorescence de A(—)PBS-2Ap(X) sont fortement hétérogeénes : 4
temps de vie ont été identifiés, ce qui représente au minimum 4 classes conformationnelles,
réparties sur une gamme de 0.8-5 ps, 10-40 ps, 90-130 ps, et 2 & 3 ns (Cf : Table 1). Les
composantes longues (74) sont probablement dues & un quenching collisionnel de la 2Ap
avec ses bases voisines dans des structures plus laches. Les composantes courtes (79, 71)
sont attribuées a des structures statiques et contraintes, ot le CT se fait de maniére efficace
via interactions d’empilement entre la 2Ap et les nucléotides voisins.

— Le caractére site-spécifique mis en évidence par Godet & Al. [1] est confirmé : 65 % des
paramétres d’amplitudes de A(-)PBS-2Ap(6, 8) sont répartis sur les 40 premiéres ps, contre
96 % pour A(-)PBS-2Ap(10). Chez ce dernier, le temps le plus court, ie 79, concentre 80%
de l'information structurelle, alors que celle-ci est répartie plus équitablement sur les deux
premiers temps (71 et 72) pour A(-)PBS-2Ap(6, 8), avec tout de méme 40% d’amplitude sur
T2. De maniére générale, les boucles sont contraintes (les quenching statiques et dynamiques
ultra-rapides dominent), et d’un point de vu local, les différences observées sont liées aux
degrés d’empilement de la 2Ap avec les Gs voisines, bien plus efficaces en position 10 [21].

Meéme si les temps intermédiaires (72 et 73) sont bien évalués, leur interprétation laisse libre
cours & la spéculation. Il existe encore une ambiguité au sujet du seuil cinétique & partir duquel
on peut qualifier un quenching de «statique» ou de «dynamique». Les sections suivantes auront
pour but de la lever.
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ABSTRACT: The AP(-)PBS analog of the DNA primary binding sequence
(PBS) of the HIV-1 genome labeled at different positions by 2-aminopurine (2-
AP) is investigated by a novel femtosecond fluorescence down-conversion
experiment with 0.3-ps time resolution. The high signal-to-noise ratio of the
fluorescence kinetics makes it possible to reveal four distinct decay times
ranging from 0.8 ps to 2—3 ns for all the three labeling positions. This suggests
the existence of at least four different quenching conformations of 2-AP with its
nearest neighbors, and underscores the structural heterogeneity of the loop
region of AP(-)PBS. Sub-5-ps components are found and attributed to stacking
interactions of 2-AP with the flanking guanine (G) side chains, consistent with
the NMR structure of AP(-)PBS. The observation of a significant increase of
their total amplitude when 2-AP is positioned close to the rigid 3"-half of the G-
rich stem gives further support to this assignment. Only a minor portion of

conformations involves slow nanosecond collisional quenching.

B INTRODUCTION

Double and single stranded DNA’s and RNA’s are known to
show a high degree of conformational flexibility that is required
for a structural adaptability in the context of interactions and
complex formations, e.g, with proteins and enzymes." The
flexibility leads to relatively large structural disorder even in
thermodynamically equilibrated ensembles, prompting, on the
one hand, to the use of single molecule investigations of
biomolecular conformational heterogeneity and interactions.”
On the other hand, because the time scales associated with the
relevant molecular motions range from tens of picoseconds to
milliseconds,”® ultrafast fluorescence and transient absorption
spectroscopies®” prove to be very powerful for the studies of
the fastest dynamics. In these experiments, a femtosecond laser
excites a fluorescent chromophore naturally present in the
biomolecule (e.g, tryptophan, Trp, in proteins) or artificially
incorporated (e.g., 2-aminopurine, 2-AP, in oligonucleotides).
The interaction with its local environment strongly affects the
excited-state lifetime of the chromophore, and conformational
heterogeneity leads to multiexponential excited-state decay. In
water, unlike Trp, which already displays a nonexponential
excited-state decay,®"! 2-AP has a single ~10-ns excited-state
lifetime. In addition, 2-AP can be selectively excited as its
absorption spectrum at 305 nm is sufficiently offset from the
dominant unstructured absorption spectrum of the oligonucleo-
tide. When incorporated into a DNA sequence, 2-AP shows
drastic excited-state quenching, with a distribution of excited-
state lifetimes observed on a pico- to nanosecond time
scale.">™"* It is often assumed that the quenching process is a
distance- and orientation-dependent charge transfer involving
the nearest neighbor nucleotide. However, deducing the local
structural properties from the excited-state, multiexponential,
decay kinetics is not straightforward and requires an elaborate
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knowledge of the system, such as the possible existence of
stacking interactions involving the 2-AP molecular probe. This
is often provided, in most cases on a qualitative level though, by
an analysis of the ground-state absorption or circular dichroism
spectra, affected by dipole—dipole coupling of 2-AP with its
nearest neighbors. A quantitative structure-predicting analysis
of these spectra remains limited to systems with one or two
pronounced and distinct structural conformations that would
dominate the spectral signatures.

Similarly, ultrafast dynamics of 2-AP-labeled oligonucleotides
are qualitatively described in terms of two limiting cases, which
are static and dynamic quenching. Ultrafast quenching
processes in the <10-ps range are attributed to static quenching
occurring in preformed, relatively rigid, stacked conformations.
2-AP stacking with guanine (G) is one prominent example,'®
leading to the most efficient fluorescence quenching. Guanine
being the most oxidizable among the natural DNA bases,16 is
the main argument in favor of an G — 2-AP electron transfer.
However, whether or not the quenching mechanism is due to
charge transfer'” or relaxation into a low-lying nonemissive
electronic state'® is still an open question.'”*° Besides, a 4-ps
exciplex formation was recently regorted to occur between two
adjacent 2-AP’s in a tripeptide.”’ On the contrary, slower
excited-state decay times are assigned to dynamic collisional
quenching involving local diffusional motion of 2-AP or its
quenching partner. These “gating motions” are invoked for
quenching processes slower than ~100 ps,"”** but the frontier
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between the two limiting cases is smooth, of course, and
system-dependent.

Herein we study the ultrafast fluorescence kinetics of 2-AP
incorporated in a short DNA hairpin termed AP(-)PBS. It is a
structural analog of the S-end of the primary binding site
sequence on the RNA of HIV-1, an important structural
element involved in the obligatory second strand transfer
required during the reverse transcription of the RNA.
AP(-)PBS lacks the 3-GCCA overhang of the full (-)PBS.
The NMR structure of AP(-)PBS was determined,” high-
lighting the rigid stem with C-G base pairs and a loop region
from T-6 to C-10 with their side chains being oriented loop-
inward. The NMR structure information is a solid ground for
identifying the site-dependent stacking interactions, and their
impact on the fluorescence decay kinetics.

The sequences of AP(-)PBS labeled at position 6, 8, and 10
are shown in Scheme 1 and are hereafter referred to as PBS-6

Scheme 1. Sequences and Schematic Structures of the 2-AP
Labeled AP(-)PBS

T Ap T
G T 6 T G T
Ap C T C T Ap
CG cG CG
CG CG CG
CcG CcG CG
T T T
GC GC GC
AP(-)PBS AP(-)PBS AP(-)PBS
2-Ap6 2-Ap8 2-Ap10

to PBS-10. The 2-aminopurine replaces a thymine in PBS-6 and
-8, and a cytosine in PBS-10. Site-selective fluorescence
quenching was very recently reported using the time-correlated
single photon counting technique with 100-ps time reso-
lution,* pointing out the existence of multiexponential kinetics
and thus most probably dynamic quenching processes on the

subnanosecond to 10-ns time scale. However, the most
dominant part of quenching was found to occur on the sub-
100-ps time scale, prompting us to perform the present study
with 200—300-fs time resolution. We aim at characterizing the
times scales associated with these quenching processes so as to
fully assess the structural heterogeneity encountered by 2-AP at
the different labeling positions.

To this end, we implemented a new fluorescence down-
conversion setup to record broad-band, time-resolved spectra
using a Peltier-cooled, low-noise CCD camera with optimum
sensitivity in the $50—730-nm range.*> Broad-band fluores-
cence has the advantage of recording of many kinetic traces in
parallel and of recording time-resolved spectra.”®>” Unlike the
conventional sum frequency generation used in combination
with UV-optimized single channel photomultipliers, we use
type-II difference frequency generation (DFG) with an 800-nm
gate pulse. The signal-to-noise-ratio of ~100 enables us to
reveal four distinct decay times ranging from 0.8 ps to 2—3 ns,
for all three labeling positions. They result from a distribution
of (at least four) conformations, different from those
responsible for longer 2AP lifetimes,”® and leading to faster
static and dynamic quenching of 2-AP.

B EXPERIMENTAL DETAILS

The 2-AP-labeled AP(-)PBS oligonucleotides were purchased
from IBA GmbH and used as received. 2-AP was purchased
from Sigma. They were dissolved in water buffered at pH = 7.5
with 50 mM HEPES. Absorption and fluorescence spectra were
recorded on a Perkin-Elmer Lambda 900 spectrophotometer
and a PTI QuantaMaster spectrofluorometer. For the down-
conversion experiments, the sample concentrations were
adjusted to an optical density of ~0.4 at 310 nm for a 0.5-
mm path length, corresponding to a concentration of 1.3 mM.
All experiments were performed at room temperature.

The down-conversion setup has been described in ref 25. In
brief, the samples are circulated through a quartz capillary of
inner section 0.5 X 0.5 mm? using a peristaltic pump. The UV
fluorescence is excited at 5-kHz, by sub-100-fs, 310-nm pump

1.5 (a)
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o 008 ——PBS-10
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Figure 1. (a) Absorption spectra of unlabeled and labeled AP(-)PBS (solid lines) and of free 2-AP in HEPES buffer at pH = 7 (broken line). The
spectra of the oligonucleotides are scaled at 270 nm, thus highlighting the additional absorption due to the 2-AP label in the 310—340-nm region.
Absorption due to the other nucleotides is negligible for laser excitation at 310 nm. Dipole—dipole interactions between 2-AP and its nearest
neighbors lead to a red shift of the absorption, which is most prominent for PBS-10. (b) Normalized steady-state fluorescence spectra of free 2-AP,
and of 2-AP-labeled AP(-)PBS oligonucleotides, excited at 312 nm. The latter are shifted vertically for clarity. The normalization factors (16.4, 16.7,
and 104 for PBS-6, PBS-8, and PBS-10, respectively) represent the inverse fluorescence yield relative to free 2-AP. The spectra are not corrected for
the detector spectral sensitivity and thus show a maximum close to 365 nm, instead of the 368—370-nm literature values for free-2AP. The filled
surface is the DFG spectrum of PBS-10 at 1-ps delay time, transposed into the near-UV, and obtained for a fixed phase-matching angle. The 30-nm
spectral width is close to 50% of the total emission bandwidth.
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pulses produced by second harmonic generation of the output
of a home-built noncollinear optical parametric amplifier
(NOPA). Samples are excited with an energy density of 1.3—
1.5 mJ/cm?® per pulse, which, given the relatively low molar
extinction coefficient of 2-AP at 310 nm, corresponds to the
linear regime of excitation, as checked experimentally by
varying the excitation density.

Two parabolic mirrors of 3-in. diameter, and focal lengths of
S and 30 cm, collect and focus the fluorescence onto a 0.4-mm-
thin BBO Crystal. Here, it is combined with the fundamental
800-nm beam of a regenerative Ti:Sapphire amplifier, adjusted
to <35-uJ pulse energy. On the crystal, both fluorescence and
gate beams are 0.5 mm in diameter. The gate beam is linearly
polarized along the extraordinary crystal axis. Type II phase-
matching condition produces the down-conversion signal with
fluorescence that has the same polarization as the gate beam:
k) = ko) — ké;)e. Hence, the down-conversion process acts as
an analyzer for the fluorescence. The 310-nm pump beam is
then linearly polarized at magic angle with respect to the gate
beam polarization, to eliminate effects due to fluorescence
anisotropy decay. The time resolution is 0.3 ps, mainly limited
by the wavefront tilt of fluorescence and gate beam forming a
~10° angle on the crystal. A stepper motor is used to scan the
time delay between the pump and gate pulses up to 3 ns. The
DEFG signal is accumulated over 1 s at each time step. Slow
variations in the excitation power are monitored and corrected
for at each time point, providing significant noise reduction.
Five entire scans are averaged to form the present low-noise
data sets.

Rotating the 46°-cut BBO crystal around its ordinary axis
scans the spectral detection window fulfilling the phase
matching condition. Figure 1b shows a typical difference
frequency (DFG) spectrum detected in the visible range, and
transposed into the near-UV range for comparison with the
steady-state emission spectra of the samples studied. This
spectrum is obtained at a fixed crystal angle in the case of PBS-
10 at 1-ps delay time. The UV detection bandwidth is as large
as 30 nm (fwhm), with a color filter cutting the long-
wavelength part. Hence, the DFG signal covers half of the
width of the emission spectrum, allowing for tracking of
dynamic spectral shifts.>> Within this detection window, more
than 20 kinetic traces are recorded in parallel. They are fitted by
a sum of decaying exponential functions with decay times 7, and
convolved by the instrument response function described by a
Gaussian with standard deviation o, centered at t, = 0:

Ry
S(t) exp{—%) ® ZAie_t/T"
20 i 1

Due to the 800-nm gate beam being scattered at the BBO
surfaces, even though reduced by orders of magnitude by a
Glan—Thompson polarizer, the region between 740 and 850
nm is not accessible for DFG detection.

B RESULTS

The ground-state absorption spectra of the 2-AP-labeled
oligonucleotides are displayed together with the one of free
2-AP in H,0 at pH = 7 in Figure la. The comparison with
unlabeled AP(-)PBS shows that the low-energy shoulder in the
310—340-nm region is due to the 2-AP labels, significantly red-
shifted by S—8 nm with respect to the 305-nm maximum for
free 2-AP. As already pointed out by others,'® this is due to
dipole—dipole interactions between 2-AP and its nearest
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neighbors, which amounts here to 30—40 meV. This static
coupling is strongest for PBS-10, which shows the largest red-
shift, suggesting that stacking interactions are most important
there.

Site-Dependent Fluorescence Quenching. Steady-state
fluorescence spectra of AP(-)PBS labeled at positions 6, 8, and
10 are almost the same as that of the isolated 2-AP in water
(Figure 1b), with a slight blue shift of 1—2 nm for the emission
maximum, and almost identical spectral widths. Compared to
isolated 2-AP, the relative fluorescence yields # of the
oligonucleotides are 6.1 + 0.5% for label positions 6 and 8,
and 1.0 + 0.1% when labeled at position 10, as already
reported.”*

Figure 2 presents kinetic traces recorded for the peak
emission wavelengths of three representative samples. For PBS-

ks
N

L
—o— free 2—AE’U'D*3G~%\

—#—PBS-6
—o—PBS-8
—4—PBS-10

PBS-10 (2nd batch)

o
1

Norm. fluorescence (arb.units)

1000 2000

Time (ps)

Figure 2. Normalized kinetic traces of free 2-aminopurine (squares),
AP(-)PBS labeled at position 6 (stars), 8 (circles), and 10 (triangles),
probed at the fluorescence maximum (368 nm). The excellent
reproducibility is attested by plotting the kinetic trace obtained under
identical conditions with PBS-10 produced by IBA GmbH in a
separate batch (red solid line). All samples are measured at room
temperature in pH = 7.5 aqueous solution after excitation at 310 nm.
The left half is a zoom into the first S0 ps. Anisotropy decay dynamics
are eliminated through magic-angle excitation.

10, we plot the results obtained on two identical solutions
prepared from two different PBS-10 batches. The correspond-
ing kinetics perfectly overlay, attesting for a very high
reproducibility. Isolated 2-AP exhibits a monoexponential
decay with a lifetime much longer than the maximum
achievable time delay, so that the fit value of 6.5 ns
underestimates the 10-ns literature value. The oligonucleotides
display a multiexponential decay that we fit with up to four time
constants spanning 3 orders of magnitude from <1 ps to >1 ns
(see Table 1 for details). We find average lifetimes of 550 + 60,
590 + 60, and 80 + 20 ps for AP(-)PBS labeled respectively at
positions 6, 8, and 10. The fluorescence quantum yields relative
to free 2-AP calculated from these lifetimes relative to the 10-ns
value of free 2-AP are slightly smaller, but in good agreement
with those determined from the steady-state spectra, showing
that the present 3-ns delay range is sufficient to capture the
dominant fluorescence quenching time scales and processes.
Slower, small amplitude decays were reported in ref 24 for the
same molecules.

Intra- and Intermolecular Excited-State Relaxation. It
is well-known that intramolecular vibrational relaxation and
solvation dynamics in polar solvents such as water can lead to
ultrafast dynamic red shifts in fluorescence spectra, which is
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Table 1. Decay Times and Amplitudes Obtained by Fitting a Four-Exponential Decay Function to the 368-nm Kinetic Traces of
the Three Labeled Samples, and the Resulting Average Lifetimes (7)“

7 (ps)/A; T (PS)/AI 7, (ps)/A, 73 (ps)/A; 74 (ns)/A, (z) (ns)
AP(-)PBS-6 3.7 £ 0.2/0.26 22 + 3/0.39 130 + 20/0.17 3.1 +0.3/0.17 0.55
AP(-)PB-8 1.9 + 0.1/0.27 11.1 + 0.2/0.41 93 +9/0.13 3.0 + 0.1/0.19 0.59
AP(-)PBS-10 0.8 + 0.2/0.42 52 +0.5/0.38 37 + 3/0.16 1.9 + 0.5/0.04 0.08

“Error bars represent the limits of reproducibility deduced from consecutive experimental runs

reflected by a simultaneous, sub-10-ps decay in the short
wavelengths and rise at long wavelengths. This is illustrated in
Figure 3a, where we display the first 20 ps of the kinetic traces

44 I I |350nm_ i ":’\\ I I J
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g
s 1" ]
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Figure 3. Early part of the fluorescence decay kinetics. (A) Isolated 2-
AP in aqueous solution at pH = 7.5. (B) AP(-)PBS labeled at position
8, at the top of the loop.

of free 2-AP probed at different wavelengths, spanning the
short-, center-, and long-wavelength part of the time-averaged
fluorescence spectrum. A pronounced 1-ps-decay component is
observed at 350 nm, which slows down at 358 nm, disappears
for the 368-nm maximum emission wavelength, and turns into
a rise time on the long-wavelength side (380 nm). This
behavior mirrors the above intra- and intermolecular relaxation
dynamics.

It is apparent from Figure 3b that the behavior is entirely
different for the 2-AP labeled PBS-8 oligonucleotide, given as
an example for the others. As compared to isolated 2-AP, the
relative amplitude of the sub-10-ps decay component in PBS-8
is much larger and positive for all wavelengths probed, even and
most importantly, on the low-energy side (379 nm). This
indicates a fluorescence quenching process that reduces the
entire excited-state population in contrast to spectral shifts
induced by vibrational or solvent relaxation. Such a rapid
excited-state depopulation is expected from the reduced
fluorescence quantum yield (see above).

Multi Component Decay Kinetics. To characterize at
best the nonexponential kinetics, Figure 4 compares fits with
two, three, and four time constants for AP(-)PBS-10. Although
the three-time fit residuals show relatively large systematic
differences between the fit and the data at 10 and 30 ps, the
four-time fit residuals are dominated by the instrumental noise,
showing that four time components are required to fit the
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Figure 4. Kinetic trace of AP(-)PBS labeled at position 8 at 368 nm,
analyzed with a two-, three-, and four-exponential fit (red solid lines).
Green lines are the fit residuals, magnified 4 times. Although the three-
time fit does not faithfully capture the decay behavior in the first 50 ps,
the residuals are significantly reduced and almost evenly distribute
around zero in the four-exponential fit. The parameters of this fit are
reported in Table 1.

present data satisfactorily. The root mean square (rms) value of
the residuals is 1.2% of the maximum signal (Figure 4), i.e., very
close to the experimental precision given by the limits of
reproducibility (Figure 2). The four distinct time constants
differ by an order of magnitude, indicating that these time
scales are truly afforded by the molecular dynamics. Table 1
summarizes the lifetimes and amplitudes found for kinetic
traces recorded at the emission peak of free 2-AP and AP(-
)PBS labeled at positions 6, 8, and 10. Four decay times were
also identified recently for 2-AP in RNA trimers.”” Besides the
limitation due to signal-to-noise ratio, there is a priori no
fundamental limit to the number of lifetimes one can identify.
Let alone the general problem, that parameters in a
multiexponential fit are heavily intercorrelated, future work
should address the question whether the assumption of
multiexponential decays is physically meaningful.

The site-dependent quenching dynamics of 2-AP is
illustrated in Figure S, which displays the fluorescence kinetics
probed at different wavelengths and on different time ranges.
The kinetic traces of PBS-6 and PBS-8 are very similar with
~65% signal decay at 100 ps (long-wavelength traces). The
kinetic traces at shorter wavelengths decay faster, most
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Figure S. Kinetic traces of AP(-)PBS labeled at positions 6 (left), 8 (center), and 10 (right) after excitation at 310 nm, and detected at the short-,
center-, and long-wavelength portions of the emission spectra, indicated by blue, green, and red symbols, respectively. Red lines are fits of the center
368-nm trace. Insets show zooms into the first 10 ps of fluorescence decay highlighting the <5-ps components. These components have significantly

larger amplitude when 2-AP is labeled at position 10.

probably due to the intra- and intermolecular relaxation
processes discussed for free 2-AP above.

The fluorescence decay is significantly stronger (90%) in
PBS-10 during the first 100 ps, due to the subpicosecond decay
component carrying almost 50% of the total decay amplitude.
This is best shown by the insets in Figure S and by the fit
results in Table 1. Remarkably, the four decay times and the
relative amplitudes of PBS-6 and -8 are very similar. On the
contrary, in PBS-10 a subpicosecond decay component 7, is
observed with an amplitude A, almost twice as large as A, in the
other oligonucleotides.

B DISCUSSION

The key experimental results can be summarized as follows.
Within the time range covered by the present experiments, the
fluorescence kinetics of 2-AP-labeled AP(-)PBS are best
described by four decay time constants: 0.8—5 ps, 10—40 ps,
90—130 ps, and 2—3 ns, with not more than 20% amplitude in
the slowest nanosecond decay component. The site-dependent
quenching reported in ref 24 is confirmed; i.e., the strongest
quenching is observed for position 10, which is next to the G-
rich 3"-side of the stem, and flanked by a thymine at position 9.
In PBS-10, the total amplitude of the sub-5-ps components
increases significantly, at the expense of the slower components
7, and 7;. Note that 7, is smaller than the fastest 2-AP/G
quenching times reported before. Subpicosecond 2-AP
quenching was regorted for stacking interactions with 7-
deazaguanine only®* or was attributed to intramolecular
relaxation in a 2-AP oligonucleotide with a surprisingly red-
shifted emission spectrum.*

Wan et al. have inferred an unresolved, <200-fs time
constant, which they attribute to CT involving vibrationally
unrelaxed 2-AP in the excited state.’ However, in the present
case, the good agreement between the average fluorescence
lifetime and the relative fluorescence yield with respect to free
2-AP, shows that we determine all relevant decay times and that
no unresolved, faster process needs to be invoked, in agreement
with the same conclusion drawn for other systems.*

2823

Different authors have related multiexponential decay
characteristics to structural heterogeneity in ensemble experi-
ments. When the quenching is due to distance- and orientation-
dependent processes such as resonance energy transfer or
photo-oxidation, each lifetime is generally attributed to a
distinct class of molecular conformations, present in the
ensemble of ground states and thermodynamically equilibrated
before photoexcitation.>'***3°73* Note that even in a situation
where one conformation has competing quenching channels, a
single decay time will be observed for that conformation. The
one-to-one correspondence between decay time and con-
formation is obvious in the limiting case of static quenching in
which the intrinsic quenching time of individual conformations
is much shorter than the time scale for interconversion into
another class of conformations. Alternatively, the other limiting
case of dynamic quenching is that of flexible conformations
where the molecular movements modulate the relative
orientation and distance of quenching partners on time scales
shorter than the radiative lifetime. Then the fluorescence
quenching time scale is given by their encounter rate, because
these gating motions induce the otherwise improbable
quenching process. In intermediate cases in which both the
intrinsic quenching time scale and that of interconversion
between classes of conformations are comparable, the observed
fluorescence lifetime is determined by both processes.

Xia et al. have coarsely distinguished static quenching of 2-
AP engaged in stacking interactions from collisional quenching.
The intermediate time scale was discussed to be around 100
ps.’ Faster fluorescence components observed for 2-AP in a few
systems were then assigned to stacking-induced quenching
only. Similar concepts are used for different quenching regimes
of Trp in a protein environment.” We therefore conclude that
the four time constants we extract from the fluorescence
kinetics are representative of at least four distinct classes of local
conformations of 2-AP with respect to its nearest neighbor
oligonucleotides. The different classes presumably undergo
different quenching processes spanning from purely static to
collisional, including a range of intermediate situations, with
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their relative abundance being naturally a function of the
labeling position.

Following the above time scale arguments, the shortest 7, =
0.8 ps and 7, = 2—5 ps are assigned to stacking interactions.
Dynamic or collisional quenching can be ruled out, because the
molecular mobility is not expected to be sufficient to sustain
such high collisional rates. The common feature in all three
labeled samples is that 2-AP is next to a G, and the shortest 7, is
observed when 2-AP is placed close to the GGG stem half
(PBS-10), the rigidity of which is likely to enhance the stability
of the stacked conformation. In addition, the thymine in
position 9 could give additional conformational constraints, as
it does for the native cytosine in wild-type AP(-)PBS.*® This
could explain the amplitude increase from 25% in PBS-6 and
PBS-8 where a single G in position 7 is a potential stacking
partner, to a total 80% in PBS-10. It is therefore very likely that
the shortest 7, and 7, components are due to strong 2-AP/G
interactions. This is consistent with the ground-state absorption
spectrum of PBS-10 (Figure la), which shows stronger static
interactions than PBS-6 and -8.

The 2—3-ns component is most probably due to collisional
quenching of 2-AP with one of the next neighbor
oligonucleotides. Given the limited time range measured, the
error bar on the decay time is relatively large, so that we do not
search for a mechanistic interpretation of the difference
between the three labeled samples. This component most
probably corresponds to relatively unrestricted 2-AP’s with
lower encounter rates. As the steady-state fluorescence is
dominated by this long-lived component, and it shows only a
1—2-nm blue-shift (Figure 1), as opposed to larger 2-AP blue-
shifts observed in low polarity solvents,>* we conclude that this
class of conformations involves water-exposed 2-AP moieties. It
thus turns out that the steady-state fluorescence provides
additional information for the long-lived dynamically quenched
chromophores, whereas the ground-state absorption spectra is
qualitatively in agreement with stacking interactions dominat-
ing the short-lived fluorescence components in PBS-10.

The attribution of the intermediate time ranges 7, and 7; is
more speculative. It is possible that the 10—40-ps component
(7,) represents another stacking interaction conformation of 2-
AP and G, but with a less favorable intermolecular distance and
orientation than the subpicosecond component. Hence, in all
samples, up to ~60% of the molecules would be in
conformations corresponding to the two or three sub-40-ps
stacking-mediated decay components. The 90—130-ps time
scale (z3), interestingly observed only for PBS-6 and-8,
presumably lies in the intermediate time scale where intrinsic
quenching times of individual conformations are comparable to
the interconversion time scale between conformations. Indeed,
this is the typical time scale for restricted rotational motion of
2-AP in these oligonucleotides as observed by fluorescence
anisotropy decay.'>****

Increasing fluorescence lifetimes observed upon addition of
glycerol are usually taken as a signature of dynamical quenching
hindered by higher solvent viscosity,">** conveying the idea
that this could allow differentiating static from dynamic
quenching. In the present case, however, this approach is not
valid. We find that 70% glycerol leads primarily to significant
structural modifications, as it entirely suppresses the sub-5-ps
decay components due to stacking interactions.

B CONCLUSIONS

Fluorescence down-conversion experiments with 0.3-ps time
resolution are reported for AP(-)PBS labeled at positions 6, 8,
and 10 and for free 2-AP in H,O buffered at pH = 7.5. The
kinetic traces of the three AP(-)PBS mutants are dominated by
ultrafast fluorescence quenching of 2-AP, and four decay times
are identified, with the major part of quenching being
completed in =100 ps. We attribute the lifetimes to
qualitatively distinct classes of local conformations of 2-AP
with respect to its nearest neighbor oligonucleotides. Changing
the labeling position influences the decay times and has a major
effect on their amplitudes. The shortest sub-S-ps decay times
are most probably due to a ground-state stacking interaction of
2-AP with G, as their total amplitude more than doubles in
PBS-10 with respect to PBS-6 and -8. Given its shortness, the
10—40-ps decay time is also tentatively attributed to static
quenching, but with different less favorable intermolecular
orientations than the shortest lifetimes. Although the longest
nanosecond component is attributed to collisional quenching,
the 90—150-ps time scale, only observed in PBS-6 and -8 seems
to be an intermediate case that deserves further investigation.
The present study sets the basis for further femtosecond
spectroscopy studies to be conducted on AP(-)PBS bound to
an structurally modified by NCp7, the nucleocapsid protein of
HIV-1 known to promote the second strand transfer, and the
formation of kissing complexes between the complementary
sequences of (-)PBS and (+)PBS.>**%
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3.5 Anisotropie de fluorescence

L’objectif de cette partie est de confirmer, par le biais de I’é¢tude de ’anisotropie de fluorescence de
nos composés, 'attribution de nos temps de vie intermédiaires. Nous allons pour cela décrire briévement

le principe de 'anisotropie générale avant d’appliquer la technique sur nos échantillons.

3.5.1 Principe

Supposons que ’on excite une solution parfaitement homogéne et isotrope de chromophores avec une
lumiére polarisée rectiligne. La probabilité d’excitation des fluorophores sera proportionnelle au cosinus
carré de 'angle 64 formé entre leur moment dipolaire de transition d’absorption pa et le vecteur champ
électrique E incident : il s’agit du phénoméne de photo-sélection. La fluorescence est ensuite réémise selon

la direction du moment dipolaire de transition d’émission pg (Annexe 3.8).

L’anisotropie totale de notre systéme peut s’exprimer comme étant le produit de I’anisotropie fonda-

mentale 79 de I’échantillon et de ses facteurs de dépolarisation [119] :

n

2 3<cos’a>—1 3 < cos®w;(t) > —1 =
== C°S2a J== 2( ) =Af J[F.a (3.15)
i=2 =2

Anisotropie fondamentale = rg .
Facteurs de dépolarisation

L’anisotropie fondamentale ry provient & la fois de la polarisation induite par 'orientation moyenne
des molécules excitées a to (photo-sélection), et de 'orientation respective de pa par rapport pg. Ainsi,
pour un fluorophore donné, I’angle o formé entre les deux moments dipolaires peut prendre une valeur

fixe comprise entre 0°(rg = 0.4) et 90°(rp = -0.2) (Annexe 3.8).

Les causes liées a la dépolarisation sont nombreuses [119] et résident essentiellement dans le fait que les
systémes étudiés ne sont pas figés dans le temps. On peut, par exemple, prendre en compte les mouvements
browniens d’une solution, impliquant une diffusion rotationnelle des molécules. Si les mouvements de
la macromolécule sont de l'ordre de grandeur du temps de vie de l'état excité, la fluorescence émise
sera totalement ou partiellement dépolarisée. Le premier cas correspondra & une rotation libre de la
molécule aboutissant & une répartition aléatoire des molécules photo-sélectionnées pendant le temps
de vie de fluorescence. Le second cas peut s’appliquer & des rotations non complétées, par exemple, &
cause de contraintes stéariques, ou bien résultant d’une viscosité importante du milieu, ou encore d’un
fluorophore inclus au sein d’une macromolécule de taille respectable. Dans la pratique, cet effet de rotation
se caractérise par une valeur d’anisotropie qui s’inspire de 3.15 et donc de la régle de multiplication des

facteurs de dépolarisation [119] :
3<cosPw(t) > —1

r(t) =ro- 5

(3.16)
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Ou le dernier terme représente la fonction d’autocorrélation d’orientation, c’est & dire la probabilité
qu’une molécule ayant une certaine orientation pour ¢ = 0 apparaisse au niveau de la coordonnée w au

temps t.

3.5.2 Mesure d’anisotropie résolue en temps

Une mesure d’anisotropie peut soit se réaliser en fixant le polariseur d’excitation et en imprimant
une rotation au polariseur d’émission, soit en effectuant la réciproque. Les conditions d’accord de phase
(Chapitre II, section 2.2.1) agissent déja comme un élément polariseur d’émission ; la rotation de 'axe de
polarisation de la pompe est permise par I’ajout d’un compensateur de Berek (5540, New-Focus), utilisé
en tant que lame /2 optimisée a la longueur d’onde d’excitation. Les déclins d’anisotropie résolus en

temps sont analysés selon 1’équation suivante :

L) —-I@) L)1) N —t
e L +20(t)  Ir() - Zﬁi e ®i

(3.17)

Au sein de notre montage, les dénominations «parallélesy ou «perpendiculaires» n’ont de sens qu’en
fonction de I'axe extraordinaire du BBO. Ainsi, Ij(t) est observée lorsque l'axe de I'axe du polariseur
d’émission est orienté parallélement a l’axe extraordinaire du BBO, et I (t) lorsque ce dernier est tourné
de 90°. Afin de s’affranchir des éventuelles complications liées au trajet optique, 'axe du référentiel est
obtenu empiriquement & partir de la recherche de «l’angle magique», angle de rotation du Berek ou
lanisotropie est éteinte (Annexe 3.8) . Il suffit de tourner la lame A/2 de 27.3 degrés dans un sens ou
dans autre et d’observer 'amplitude maximum du signal, signe que ’on s’est positionné parallélement
a laxe extraordinaire du BBO.

La loi d’additivité de ’anisotropie impose que l'anisotropie d’un mélange soit égale a la somme des
anisotropies individuelles des composés du mélange, pondérées par leur fluorescence relative. La forme
que prend le déclin r(t) dépend a la fois de la mobilité, taille, forme et flexibilité des molécules, ce qui
se traduit généralement par un déclin multi-exponentiel. Ainsi, des mouvements locaux (de la sonde vis
a vis de la macromolécule a laquelle elle est liée) ou segmentaires ajoutent de nouvelles composantes au
mouvement de bascule général (Annexe 3.8).

Enfin, notons que les composantes d’intensités polarisées peuvent chacune étre décrites indépendam-

ment :
no = 20 o) (3.18)
ne = 00 ) (3.19)
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3.5.3 Traitement des données

Pour chaque ODN ainsi que 2Ap libre, les courbes de déclins correspondant & I et I, ont été enreg-
istrées durant deux pools de mesures distincts et successifs. Chaque pool est le résultat d’'une moyenne
de cinqg scans, chaque pas temporel étant enregistré pendant un temps d’ouverture de la caméra de 1
seconde. Afin de s’affranchir des fluctuations de signal liées aux variations de la pompe, la puissance de
cette derniére a été également mesurée pour chaque pas temporel. Chaque scan a d’abord été normalisé
par sa puissance d’excitation respective, puis moyenné avec les quatre autres du pool pour former la
cinétique correspondante. Ces courbes ont ensuite été ajustées par une somme d’exponentielles décrois-
santes convoluées avec la fonction de réponse, afin de déterminer avec précision ’emplacement du temps
0. Une fois ce paramétre connu, chaque courbe a ensuite éte extrapolée autour de ce point, afin de pouvoir
recadrer chaque paire (/),/ ) sur leur 0 respectif avant de les ré-échantillonner. Il devient ensuite possible
d’appliquer 3.17 pour en extraire r(t).

Notons que la totalité des cinétiques qui seront présentées par la suite proviennent du maximum

d’émission : 368 nm.

3.5.4 Reésultats
3.5.4.1 2Ap libre

Nous avons commencé par mesurer l’anisotropie de notre solution témoin, & savoir la 2Ap a l’état
libre dans de ’eau tamponnée & pH 7.5. La cinétique résolue en temps est présentée au sein de la figure
3.6.

Cette derniére se caractérise par une décroissance mono-exponentielle rapide, complétement dépolar-
isée durant notre fenétre temporelle d’acquisition. En assimilant notre molécule & une sphére (cf 3.31),

son temps de corrélation rotationnel (®) est de 28.5 ps, pour une amplitude ro estimée a 0.3.

La valeur ® mesurée est proche des 25 ps estimés par Gustavsson et Al. [120] pour I’Adénine. Holmén
et Al. [121], en mesurant ["anisotropie de fluorescence d’excitation sur de la 2Ap prise dans des films de
poly(vinyl alcohol) étendus & 310 nm, évoquent une ro de 0.37. En conséquence, les u4 et pug de la 2Ap
a cette longueur d’onde d’excitation devraient étre quasi-colinéaires. Notre ro de 0.3 différe sensiblement
de cette valeur théorique, mais est en parfaite adéquation avec les paramétres mesurés par Larsen & Al
dans un environnement similaire au notre [66]. Ces derniers justifient cet écart par une relaxation liée au

solvant.

3.5.4.2 2Ap incorporée dans A(-)PBS

La figure 3.7 superpose les cinétiques d’anisotropie de A(—)PBS-2Ap(6, 8 et 10), normalisées & t=0

afin d’amplifier les différences de déclins au temps courts. Comme prévu, le déclin total de ’anisotropie
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F1GURE 3.6 — Cinétique de déclin d’anisotropie de fluorescence pour la 2 Ap a I’état libre : Les
données expérimentales sont représentées par la courbe noire, ajustée par une courbe mono-exponentielle
décroissante (courbe rouge). Le temps de corrélation est de 28.5 ps pour une anisotropie fondamentale évaluée
a 0.3. En bleu, sont représentés les résidus de I’ajustement. L’encadré montre le tracé exponentiel, mais avec
une échelle logarithmique.

est bien plus lent que pour la 2Ap seule : au bout de 1 ns, les cinétiques ne redescendent pas complétement
a Dorigine. Notons que les courbes semblent trés similaires les unes par rapport aux autres, suggérant des

dynamiques orientationnelles proches.

La figure 3.8 présente séparément les cinétiques d’anisotropie de fluorescence pour chaque ODNs

marqué. Elles ont été adéquatement ajustées par le modéle suivant :

2
7(t) = (1o — 7o) - Zﬁi - exp (g) + T'oo (3.20)

Il s’agit d’un modéle contenant 2 exponentielles, mettant en évidence une dynamique orientationnelle s’é-
talant sur au moins deux échelles de temps. La faible quantité de signal aux alentours de la nanoseconde
ainsi que notre ligne & retard limitée & 3 ns nous empéche de caractériser un éventuel troisiéme temps

d’anisotropie, ce dernier est présenté sous la forme de loffset ro, = 83 - 79 (Table 3.3).

Sur nos ODNs marqués, la composante temporelle rapide (¢1) est de 90-130 ps, et la composante
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——2 Ap

—o— A(-)PBS-2Ap(6)
—o— A(-)PBS-2Ap(8)
—— A(-)PBS-2Ap(10)

Anisotropie nomalisée
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F1GURE 3.7 — Comparaison des cinétiques de déclin d’anisotropie de la 2AP libre et introduite
au sein de A(-)PBS, en position 6 (rouge), 8 (bleue) et 10 (verte).

moyenne ($2) comprise entre 0.7-0.8 ns. Les secondes sont en accord avec celles mesurés par Godet &
Al [1], alors que nos valeurs de ®; sont en moyenne plus courtes de 42 % (+ 15 %). On peut attribuer
cet écart & une meilleure précision de mesure grace a notre résolution temporelle plus élevée. En tenant
compte de Doffset, nous mesurons donc bien 3 temps de déclin, dont les significations sont similaires a

celles invoquées par Godet & Al (cf paragraphe 3.3 et [1]).

La précision de nos mesures aux temps courts permet de mettre en évidence le caractére site-spécifique
de lanisotropie. Les temps de corrélation associés aux rotations locales (®1) sont plus courts en position
8 et 10 (90 et 100 ps) qu’en position 6 (130 ps), mais ceux associés aux mouvements segmentaires de la
boucle (®2) sont plus longs en position 8 (800 ps) qu’en position 6 et 10 (environ 700 ps). En complé-
ment, ["anisotropie fondamentale mesurée en position 6 et 10, égale & 0.37, est proche de celle estimée par
Holmén et Al. [121], alors que la position 8 présente la méme valeur de ry que la 2Ap libre dans notre

solvant.

Ainsi :

— La 2Ap en position 6 est moins encombrée qu’en position 8 et 10, mais tout de méme tournée vers

I'intérieur de la boucle.
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— La boucle en position 8 présente une flexibilité plus importante qu’en position 6 et 10 et est plus

exposée au solvant,.

— La position 10 est celle présentant les contraintes géométriques les plus importantes en termes d’en-
combrement et de flexibilité, ce qui va de paire avec un empilement plus important et enfoui au

sein de la boucle.
Ces données semblent en accord avec les structures de A(-)PBS obtenues par Bourbigot & Al. [21] .

Environ 30 % a 45 % des amplitudes sont réparties sur ®q, le reste étant redistribué sur les deux
autres temps. Pour les temps longs, les disparités d’amplitudes entre nos valeurs et celles de Godet & Al.
peuvent étre expliquées par le quenching trés important de la 2Ap aux temps courts et I'incertitude de

notre offset, ce qui empéche toute forme d’analyse pertinente.

Le dernier point important est que nos données confirment qu’il n’existe pas de temps de corrélation
plus court que celui déja évalué par Godet & Al. Le temps attribué & la rotation locale de la 2Ap au
sein de PBS correspond donc au seuil cinétique en dessous duquel tout phénomeéne de quenching peut
étre qualifié de statique. De ce fait, en se référant aux résultats des cinétiques de quenching résolues en
temps du paragraphe 3.3, le temps 7 (< & 40 ps) correspond clairement & du quenching statique, au sein
duquel la géométrie d’empilement est moins efficace, alors que le temps 73 (entre 90 et 130 ps) pourrait
correspondre & des conformations intermédiaires, ot 'empilement inter-converti avec une géométrie plus

lache ( caractéristique d’ un quenching dynamique) pendant le temps de vie de I’état excité.

3.6 A(-)PBS et glycerol

Seul le quenching collisionnel est réellement affecté par la viscosité du milieu. Ainsi, I’augmentation
du QY de fluorescence due a l'addition de glycerol suggére que cette méthode peut servir de signature
pour discriminer les structures empilées dans des conformations statiques (non affectées) des structures

dynamiques. [46]

Au vu des similitudes observées entre A(-)PBS-2Ap(6 et 8), nous avons décidé de ne retenir que
ce dernier pour le comparer avec son homologue en position 10. Les expériences ont été réalisées dans
des conditions identiques d’expérimentation, & l’exception du solvant, maintenant composé de 70% de

glycerol et 30% de solvant aqueux (HEPES).

La figure 3.9 superpose les cinétiques de déclin de la 2Ap libre et de A(-)PBS-2Ap(8 et 10) dans

22.10.2012 T.Gelot 68



Approche A : Résultats 3.6 - A(-)PBS et glycerol

s =
: k=
2 [}
a 200 400 600 830 1000 10 'a
2 $
2 3
2 0.054 -°-AF(_'1)P‘ZS‘2AP(6) el g: 0.054 [ \(9PBS-2A0(8)
= Flt: 2 exponentielles = Fit : 2 exponentielles
0:001 T T T l’l’ T 0901 la
0 50 100 150 1000 0 50 100 150 1000
I ” n "
=} -Ya T T T 7/ — = . T T T v/ T
S 002 S @
0 .0.02 o -0. V
2 -0.04% T T T /a T '@ -0.02 /.
x 0 50 100 150 1000 x 0 50 100 150 1000
Temps (ps) Temps (ps)
(a) (b)
)
i
2
s ERE Y o
9
=
o
2
<
o= A(-)PBS-2Ap(10)
0.054 = Fit : 2 exponentielles
0.00+ T T T /a
50 100 150 1000
3 02 ————* T
3 00 jmmr iAo A O A
z O T T T 7+ T
50 100 150 1000
Temps (ps)
(c)

FIGURE 3.8 — Résultats de la mesure d’anisotropie résolue en temps-En (a)-(b)-(c), sont respec-
tivement représentées les données pour A(-)PBS 2AP(6, 8 et 10). Les codes couleurs ainsi que les données
illustrées sont identiques a celles de la figure 3.6.

P, B1 Do B2 P3 B3 To

2-Aminopurine 0.028 1.00 - - - - 0.3
0.08 1.00 - - - - ?

A(-)PBS-2Ap(6) 0.13 035 070 045 oo 0.2  0.375
0.17 0.38 0.70 0.34 2.2 0.28 ?

A(-)PBS-2Ap(8) 0.09 0.30 0.80 0.60 0 0.20 0.30
0.22 0.36 0.70 0.11 2.1 0.53 ?

A(-)PBS-2Ap(10) 0.10 0.27 0.675 0.63 00 0.1 0.365
) 0.18 0.46 0.90 0.27 2.6 0.27 ?

TABLE 3.3 — Dynamiques d’anisotropie pour la 2Ap libre et les ODN A(-)PBS-2Ap(6, 8 et 10)
- Parametres extraits a partir de ’équation 3.20, les amplitudes sont normalisées. En rouge, données issues
de [1], pour comparaison. Les temps de corrélation ¢; sont exprimés en ns.
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I’HEPES avec leurs équivalents mis en solution dans du glycerol pour une émission & 368 nm. Les deux
ODNSs marqués dans le glycerol présentent des cinétiques complexes, visiblement multi-exponentielles.
En revanche, la superposition quasi parfaite des deux cinétiques, en position 8 et 10, indique la présence

d’un environnement de micro-solvatation identique dans les deux positions.

o,
\\.

e=gu==Free 2-AP HEPES
e=Om==PBS-8 Gly
«=O==PBS-8 HEPES
PBS-10 Gly
«=O==PBS-10 HEPES

IF (normalisée)

000000

000000

LJ 1 £ 4 LJ

) ) )
15 1000 2000

Temps (ps)

T T
0 5 10

FIGURE 3.9 — Superposition des cinétiques de déclin des ODNs A(-)PBS-2Ap(8, 10) et de la
2Ap libre, en solutions dans de 'HEPES et du glycerol.

La figure 3.10(a) est un histogramme ou les couples (7;,4;) sont représentés pour A(-)PBS-2Ap(8),
dans 'HEPES (hachures vertes) et le glycerol (barres violettes). Dans ce cas, et comme précédemment, 4
temps de vie ont pu étre observés, également répartis sur quatre ordres de grandeurs. Les deux premiers
temps (71 = 1.3 ps, 72 = 19.2 ps) sont relativement similaires & ceux observés dans 'HEPES. En revanche,

le troisieéme, celui dont ont prédisait une forte composante dynamique, se trouve décalé de 93 & 158.2 ps.

Malheureusement, nous ne disposons pas des spectres de fluorescence statique de nos composés dans le
glycerol. Cet oubli nous empéche de confirmer que ’ensemble des temps de vie ont bien été résolus. Dans,

I’hypotheése ot ces derniers le seraient, ces données confirmeraient une origine statique pour les deux pre-
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miers temps de vie mesurés (similaires & ceux observés dans 'HEPES) et un caractére dynamique pour 73.

T4 ne varie pas, ce qui est sans doute du a 'impossibilité de le résoudre entiérement avec notre montage.

Paradoxalement, et comme observé lors de la superposition des deux cinétiques, les temps observés
pour A(-)PBS-2Ap-(10) au sein de la figure 3.10(b) sont similaires & la position 8, la 2Ap est donc con-
trainte de la méme maniére dans les deux cas, ce qui se traduit par une perte progressive de ’empilement

caractéristique de PBS(10), au profit de conformations plus laches.

L’effet le plus marquant correspond a la compléte redistribution des amplitudes, répartitions relative-
ment similaires sur les deux sites. La ou dans 'HEPES, entre 80 et 95 % des composantes se placaient
avant les 100 premiéres ps, dans le glycerol, seules 40 % subsistent. On remarque que "augmentation des
amplitudes pour les temps longs est trés prononcée pour 74, caractéristique de conformations spatiales

plus exposées au solvant.

En conclusion, notre expérience pourrait confirmer le caractére statique des deux premiers temps de
vie observés dans 'HEPES. En revanche, ces derniers seraient fortement réduits en amplitude, alors que
les sous-populations se référant a des structures & fort quenching collisionnel augmenteraient. Ceci n’est
donc pas une conséquence liée & I’augmentation de la viscosité, mais trés probablement liée a la capacité
du glycerol a former des liaison H [117]. Le solvant perturberait la boucle, ce qui explique que cet effet soit
identique quelque soit la localisation de 2Ap : cette derniére interagit en priorité avec le solvant plutot

qu’avec les bases avoisinantes.
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FIGURE 3.10 — Histogrammes des couples (temps de vie de fluorescence / amplitudes) dans le
glycerol - En (a), A(-)PBS-2Ap(8) prise en exemple pour comparaison. En violet sont présentés les couples
ensembles (74, o) dans le glycerol (70%), en hachuré vert, dans 'HEPES. En (b), A(-)PBS-2Ap(10). En
rouge, sont présentés les couples ensembles (75, a;) dans le glycerol (70%), en hachuré bleu, dans 'HEPES.

3.7 Conclusion

Trois expériences différentes ont été effectuées grace au montage de Down-Conversion, ayant pour but
de mieux définir les sous-états conformationnels de A(-)PBS-2Ap(X) qui n’avaient pas pu étre résolus
par Godet et al [1]. Lorsque la 2Ap est introduite au sein de nos ODNs, nous observons des cinétiques de
déclins multi-exponentielles, caractéristiques d’une hétérogénéité structurale. Ces temps de vie s’étendent
sur 4 ordres de grandeur différents, allant du domaine de la picoseconde (0.8 - 3.7 ps) & la nanoseconde
(1.9 - 3.1 ns). La valeur de ces derniers ainsi que leur répartition en amplitudes est site-spécifique. Ces
résultats sont en accord avec les variations de QY mesurées en fluorescence statique. Ils indiquent un
quenching plus important de la 2Ap lorsque celle-ci est en position 10, par rapport aux position 6 et
8, ce qui va de paire avec un éventuel stacking avec G(11), confirmé par RMN-1H. [21]. Un des points
essentiels de ’expérience est que nous résolvons la plupart des sous-états au sein de la boucle.

Les mesures d’anisotropie ont pu étre ajustées par un modéle bi-exponentiel, reflétant des temps de
corrélation liés a la rotation locale de la 2Ap au sein de la boucle (®1, 90-130 ps) et au mouvement
segmentaire de cette derniére (P2, &~ 750 ps). Des informations locales sur ’encombrement et la flexibilité
de la boucle PBS ont pu étre établies. Etant donné que le phénoméne de quenching principal pour des
interactions d’empilement est du & un CT, ®; refléte la limite ultra-rapide naturelle de diffusion au dela
de laquelle les bases ne présentent plus un alignement suffisant pour s’empiler de maniére efficace. Ainsi,
les temps de vie inférieurs & ®; (& savoir 7y et 72) peuvent étre attribués avec confiance a des géométries
ou les 2Aps interagissent uniquement par empilement, dans des structures ou la diffusion est restreinte

voir nulle.
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En changeant le solvant aqueux pour un environnement ot la viscosité est plus élevée (glycerol 70%)
nous espérions pouvoir confirmer la limite entre quenching limité par la diffusion et quenching statique
apparent. Seulement, 'interaction par liaisons H entre le glycérol et la 2Ap écrante fortement le transfert
de charge, ce qui explique la perte de spécificité liée au site, ainsi que les transitions d’amplitudes vers

d’états conformationnels & temps de vie long, ot 'interaction avec le solvant est plus prépondérante.
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3.8 Annexe au chapitre 3

Anisotropie fondamentale et photo-sélection

Prenons le cas d’un ensemble de fluorophores orientés aléatoirement, immobiles et dont les moments
dipolaires de transitions pa et pg sont disposés colinéairement. Donc r(t) = A.f = ro. D’aprés les
conventions illustrées par la figure 3.11-A et pour une molécule prise au hasard dans le volume d’excitation,

les composantes polarisées parallélement et perpendiculairement de l'intensité émise par le fluorophore

s’écrivent :
Ij o cos*(0g) (3.21)
I, o« sin?(fg)-sin?(®p) (3.22)
z z z
Ao w A o . A N
- - M= H, . W,
E 6 | 0c coss, E ne de E IJ:
¢ 682 : 8, /<«
B
>y > Y >y
X | o sin?g, sin*®, A % N B X - C

FIGURE 3.11 — Eléments d’anisotropie fondamentale- Figure introduisant les notations utilisées pour
décrire les deux cas d’anisotropie fondamentale : A- Cas pour une molécule, orientée aléatoirement, de zénith
Ok et d’azimut ®g tels que pa et pg soient colinéaires. B- Cas identique mais pour une collection de
fluorophores. La probabilité d’excitation correspond a une sphére de rayon pa. Introduction des éléments
de surface dfg et d®g. C- Cas identique & A, mais oll pa et g sont non colinéaires, tels que g = 04 + «
et ¢ = l'angle azimutal de différence entre les deux moments dipolaires.

Si on s’intéresse a la totalité des fluorophores contenus dans le volume d’excitation, il devient alors

nécessaire de sommer l’ensemble des contributions de chaque molécule dans tout l’espace (Fig.3.11-B) :

2w ™
I” X / / f((IDE,GE) COSZ(HE)d(I)EdoE =K < COS2 0 > (323)
0 0

2m ™
IL O(/ / f((IDE,GE) sinz(be)siDQ(HE)dQEdHE (324)
0 0

OuK = fozﬂ foﬂ f(¢r,0r)dPpdis est un facteur de normalisation. f(®g,0g) est la densité de probabilité
d’orientation des molécules excitées par I'impulsion lumineuse. Cette derniére correspond au produit de

deux termes (Fig.3.12) :

— La densité de probabilité d’orientation O(Pg,0g) de 'ensemble des pa d’une solution homogene
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et isotrope de fluorophores. En tout point de ’espace, la réalisation de cette probabilité correspond

a la surface d’une sphére de rayon 4. De ce fait, O(® g, 0p) = p? sin(fg).

— La «photo-sélectiony Pgr(Pg,0g) de cette solution par une impulsion polarisée linéairement, qui
est proportionnelle au carré du produit scalaire entre pa et E, ie, Prr(¢r,0r) < cos?(0g). Sous
ces conditions d’illumination, les molécules ayant un pa dont l'orientation est voisine de E seront

préférentiellement excitées.

De ce fait, f(®g,0p) ne dépend que de Og et peut étre reformulé par :
f((bE, GE) = O(¢E, GE) . PEL(¢E7 HE) = /Li sin(6‘E) COS2(6‘E) = f(6‘E) (325)
ce qui permet d’exprimer 3.23, 3.24 sous cette forme :

I /OTr f(0r)cos®*(0g)dir = K < cos®(0g) > (3.26)

K
2

I, /ﬂsin2(<I>E)d<I>E-/ﬂ f(0p)sin®(0p)dis = — [1— < cos®(0g) >] (3.27)
0 0

Réinjectées au sein de ’équation 3.17, on retrouve ’expression de ’anisotropie «fondamentaley :

3 <cos?(fp) > —1

A partir de 14, plusieurs constatations découlent de cette expression :

— Tl existe un angle  particulier pour lequel ’anisotropie s’annule. Il satisfait 'équation < cos?(0g) >=

1
3 et vaut ainsi 54.7°. On le qualifie «d’angle magique».

— Lorsque l'on considére une collection de fluorophores, anisotropie dépend de f(6g), qui elle méme
subit effet de la photo-sélection. Cela se traduit par une valeur moyenne de cos?(fg) que 'on peut

résoudre a partir de 3.25 et 3.26 :

/2
L . [cos5 (HE)]O/
< cos?(fg) > Jo cos’(0p)sin(0p)dop 5 — 3 (3.29)
E = v . = =5 '
Iy o 0x)sn0p)d0%  [cos’(6)]7° 5
3

et par une valeur fixe de ry égale a 0.4. L’anisotropie fondamentale d’une solution de molécules

fluorescentes est donc nettement plus faible que celle attendue pour un fluorophore isolé.
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Excitation verticale

HV

FiGUuRrE 3.12 — Représentation de ’effet de photo-sélection par une excitation verticale et
horizontale - Sont représentés superposés : la densité de probabilité d’excitation d’une solution homogéne
et isotrope de fluoroophores (sphére) et ’effet de photo-sélection des fluorophores en fonction de I'orientation
de l'excitation (H pour horizontal et V pour vertical). Les axes de 1’émission sont nommeés selon la notation

suivante : Iorientation exciation - orientation analyseur
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Anisotropie fondamentale et la non colinéarité des moments dipolaires de

transition d’absorption et d’émission

Cette fois, on se place dans des conditions identiques aux précédentes, mais ot on observe un angle o
entre g et pg, avec 0 = 04 + «, Pangle formé entre E et pg. Il est possible de montrer, en usant des
mémes régles de trigonomeétrie, que :

_ 3<cos?fp>—1 3<cos’y>—-1 3<cosPa>-—1

2
o= 2 - 2 2 =5

3<cos?a>—1
2

(3.30)

Par conséquent, les valeurs attendues pour 7y peuvent étre comprises entre 0.4 (si o« = 0°) a -0.2 (si

a =90°).

Précisions sur la diffusion rotationnelle

Dans le cas trés particulier ou les molécules sont assimilées & des sphéres diffusant dans des milieux

isotropes, il est possible de réécrire 3.16 par :

r(t) = ro - exp (—é) (3.31)

® est le temps de corrélation rotationnel, pouvant s’exprimer en fonction de la viscosité (1), de la tem-
pérature (T), du volume (V) de l'unité en mouvement et de la constante R des gaz parfaits par la

relation :
_nv

o=
RT

(3.32)

Le temps de corrélation rotationnel peut étre relié & un temps de diffusion rotationnel D par la relation :
® = (6D) 1.

Lorsque les possibilités de rotations s’avérent limitées, il s’avére que le déclin d’anisotropie ne retourne
pas vers 0 : un offset (1) est alors observé, et ce méme a des temps long comparés a Tgy,,,. Une expression

approchée du temps de vie d’anisotropie peut alors étre donnée par :

r(t) = (ro — o) exp (—é) + Too (3.33)
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Approche B : Etude du repliement de
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et LID
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Ce chapitre traite de ’étude des effets du repliement de NCp7 autour de son atome de zinc sur la
génération de fragments induits par collisions et laser. La premiére partie du chapitre introduit les
principaux éléments inclus dans le dispositif expérimental. Méme par collision, la fragmentation des
peptides est singuliére et s’effectue autour de la liaison peptidique, décrite par une nomenclature
qu’il est nécessaire de préciser, car 'ensemble des pics attribués par la suite y feront référence. Nous
détaillerons ensuite les résultats, en commencant par une description du spectre de masse classique,
caractéristique de I’ensemble des espéces pouvant étre piégées, puis par une description des spectres
CID et LID. En premier lieu, les spectres CID puis LID de la protéine nue seront présentés, d’abord
parce qu'ils servent de base de comparaison avec ceux issus du repliement autour du Zinc, et ensuite
parce que leur attribution est beaucoup plus aisée. La comparaison avec les résultats obtenus avec le

zinc sera donnée en fin de chapitre.

4.1 Matériels et méthodes

4.1.1 Principaux éléments d’une expérience en phase gazeuse

Une expérience effectuée en phase gazeuse est toujours décrite en tant que combinaison des divers

éléments suivants (Fig.4.1) :

— Une source : il s’agit d’un systéme permettant de faire passer les molécules d’intérét sous forme
gazeuse et ionisée. L’exemple caractéristique utilisé au sein de notre montage est un électrospray
(ESI), mais il en existe bien d’autres.

— Un spectrométre de masse tandem : également désigné par le sigle MS/MS, il consiste en
deux filtres de masse et un piége ionique radio-fréquence. Le premier filtre de masse est utilisé pour
sélectionner une espéce ionique particuliére en fonction de son rapport masse sur charge (m/z), puis
les ions sélectionnés sont ensuite fragmentés dans le piége ionique par collisions avec un gaz neutre
tel que ’'Hélium ou I’Argon, résultant en un schéma de fragmentation propre a l'ion précurseur qui
sera analysé par le second filtre de masse.

— Un détecteur : généralement consistant en un détecteur électromultiplicateur (channeltron).

4.1.1.1 La source ESI

Souvent définie comme une méthode «douce» de génération d’espéces chargées, 'lonisation par Elec-
trospray ( ESI) permet la production d’ions en phase gazeuse & partir d’une solution meére sous pression

atmosphérique. Appliquée & une molécule M, son action peut étre résumée par la réaction suivante :
(J\4sol)ni — [Mqaz + nIH](n+n )+ (41)

Principe, pour des ions chargés positivement :

Une tension électrique Vj de l'ordre du kilo-Volt est appliquée sur une aiguille métallique entourant un
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INTERFACE

lon moléculaire
‘ séléctionné

lon moléculaire pour son m/z

Filtre quadrupolaire iege ionique
—_— | p D = q

PHASE GAZEUSE

£ Molécules Fragments chargés

solvatées

Fragments scannés

. Sl Analyseur quadrupolaire

PHASE LIQUIDE

FIGURE 4.1 — Principaux éléments d’un appareil dédié a la spectroscopie MS/MS

capillaire de silice (Fig.4.2). A lextrémité du capillaire, mais a une distance de 1 & 2 cm, se situe lorifice
d’entrée du spectrométre de masse. Ce dernier est porté & une tension de l'ordre de 120-130 V.
Trois étapes principales sont généralement invoquées pour décrire les effets qui apparaissent sous le

champ électrique ainsi généré (Fig.4.3) :

1. Formation d’un spray de gouttelettes a l’extrémité du capillaire :

Sous leffet du champ électrique appliqué & extrémité du capillaire, 2 mécanismes gouvernent

principalement le comportement de la solution :

— A l'interface entre le fluide et le fourreau métallique du capillaire, des réactions d’oxydation vont
s 7amorcer, augmentant le nombre de charges et induisant une plus grande répartition.

— A Tair libre, il y a formation d’un ménisque. Sous 'action de E., les charges positives vont étre
attirées a la surface de ce dernier, alors que les charges négatives seront attirées par ’anode,
induisant une déformation vers une forme optimale appelée «cone de Taylor» [122]. A la pointe
de ce dernier, un seuil d’équilibre entre les tensions superficielles du liquide et les forces dues au
champ est franchi : de fines gouttelettes de 'ordre du pm seront libérées.

La tension Vj a appliquer au niveau du capillaire peut étre décrite par I’équation suivante [123] :

2T'r. cos By

1/2
- ] In(4d/r.) (4.2)

Vo=A1[

22.10.2012 T.Gelot 80



Approche B 4.1 - Matériels et méthodes
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FIGURE 4.2 — A gauche : Photographie de la source ESI en action. A droite : Eléments de
la source. L’échantillon circule dans un tube de silice de 100 ym de diameétre. Ce tube est inséré dans
une aiguille métallique ot une tension de 'ordre du kV est appliquée. Cette aiguille est elle méme enfichée
dans un fourreau métallique. Dans ’espace situé entre ’aiguille et le fourreau circule un gaz de N2 pour
I’évaporation des gouttelettes. L’aiguille est tournée d’'un angle compris entre 40 et 60°pour empécher les
molécules neutres de pénétrer la premiére chambre sous vide du spectromeétre ainsi que pour limiter I’occlusion
de Dlorifice d’entrée.

Ou T est la tension superficielle du liquide, r. correspond au rayon du capillaire, 6y est le demi
angle du cone et d est la distance entre le capillaire et P'orifice. On peut donc constater que plus 7.
et T sont réduits, plus la tension nécessaire pour un spray identique sera faible. Il est & noter que
le solvant optimal est souvent trouvé de maniére empirique. Bien souvent, un compromis doit étre
étudié entre : le ratio solvants volatiles (a faible T') / polaires (pour solubiliser les molécules) et le
diameétre du capillaire dont on dispose. Ainsi, des mélanges eau/méthanol sont souvent employés,

avec une légére acidification pour augmenter la formation de charges en solution.

2. Réduction du volume des gouttelettes et explosion coulombienne :
Au fur et & mesure que les gouttes se dirigent vers orifice, les charges vont se présenter & leurs
surfaces. En méme temps, ces derniéres sont en contact avec un flux d’azote gazeux (Ns) ayant
pour but d’évaporer progressivement le solvant. Une réduction du volume des gouttes se produit
engendrant une augmentation de la densité de charges. Lorsque la limite de Rayleigh est atteinte,

le ratio entre répulsions coulombiennes et forces de tension de surface égale I'unité [124] :

Qrayleigh -1 (43)

8 (607R3)1/2

Ol Qrayieigh est la charge a la limite de Rayleigh, € est la constante de permittivité du vide, v est
la tension de surface et R le rayon de la goutte. Au deld, les gouttes vont subir des déformations

multipolaires résultant en une explosion Coulombienne.

3. Désorption et production de molécules ionisées en phase gazeuse :

Cette étape essentielle est toujours a 'heure actuelle le fruit d’une controverse importante. Deux
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images se présentent pour expliquer cette étape finale. D’un coté on distingue le modéle de la charge
résiduelle, initié par Dole en 1968 [125], ot les gouttelettes nouvellement générées subissent un cycle
d’explosion coulombienne jusqu’a ce que seul I'ion moléculaire ne subsiste. De "autre se présente le
modeéle d’évaporation de ion (Iribarne et Al, 1976 [126]), ot pour une certaine taille de gouttelettes,

les forces du champ deviennent suffisantes pour littéralement extraire les molécules de leur solvant.

Désorption

oo Explosion

Coulombienne

S - e 7S

MeOH

g @ @\©@ @
R e e Q
153 [©) S) + ++++ \_\‘@-'-
© ® @—>,©
Ménisque ® @ @ H20
® NS S ~, Evaporation
H /—\(’ du sollvant
[ fourreau | Cone de _
Taylor Formation

Oxydation de goutelettes

FI1GURE 4.3 — Mécanismes de formation d’espéces chargées par ESI

4.1.1.2 Le spectrométre de masse en tandem

Le but de cette partie est de comprendre de maniére simple le guidage, la sélection et le piégeage

d’espéces ioniques en phase gazeuse.

Sélection et guidage des ions : Le théoréme d’Earnshaw [127] stipule qu’il est impossible d’utiliser
un seul champ électrostatique pour piéger un ion. Pour qu’une particule chargée puisse étre en équilibre
en un point r; donné, il est a la fois nécessaire que le champ E(—ns soit nul en ce point et unique dans
I’espace contenant ce champ : aucune autre charge de position 7,.; ne peut alors étre en état d’équilibre.
L’équilibre stable en r; impliquerait que la charge ressente automatiquement une force de rappel pour
toute perturbation faible par rapport au point d’origine. S’il existait une surface fermée S infiniment
petite entourant r;, une telle force de rappel signifierait ’existence d’un flux de sens opposé a celui
initialement généré par la charge en r;. Ceci rentre formellement en contradiction avec le théoréme de
Gauss, selon lequel le flux de B est nul seulement en ’absence de charges au sein de S. Une maniére de
palier & cette problématique est d’utiliser la capacité des molécules chargées & maintenir une trajectoire

stable sous leffet d’un potentiel électrique oscillant ®(¢). Ce dernier se décompose en deux parties telles
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que :

@(;v,y,z,t) = (b(xuyaz) . (I)O(t) (44)

Le potentiel électrostatique ¢(z,y, z), correspond & la composante spatiale de ®. Il est lié au nombre,
a la disposition et la forme des électrodes constituant le systéme de guidage. Dans le vide, ¢ se doit de
respecter ’équation de Laplace : A¢ = 0. En corollaire & ce qui a été énoncé plus haut, on remarquera que
¢ ne présente aucun minimum ou maximum local, et ne peut donc étre un bon candidat au confinement
d’un ion. En supposant que la forme des électrodes est infiniment longue et invariable selon l’axe z (on
néglige ici les solutions & base d’électrodes circulaires), ¢(x,y) peut correspondre & n’importe qu’elle
fonction harmonique respectant la condition :

Pon | ¢n
Ox? Oy>?

=0 (4.5)

ou n est 'ordre d’expansion multipolaire de ¢(x,y). Les mécanismes utilisés dans le cadre du laboratoire

correspondent & des solutions de type [128] :

Quadrupolaire :  ¢o(z,y) = 22 — 2 (4.6)
Decapolaire :  ¢5(z,y) = 2° — 1023y* + 5xy* (4.7)
Hexadecapolaire : ¢g(z,y) = 2% — 28252 + 70zy* — 282%y% + 48 (4.8)

et les formes de ces potentiels sont représentés au sein de la figure 4.4. Remarquons que les équipo-
tentielles ¢, (z,y) = k ont une forme hyperbolique, la condition limite & l'interface des électrodes impose
également une telle forme & ces derniéres [129]. Dans la pratique, les électrodes de formes rondes sont
utilisées car plus faciles & mettre en oeuvre, avec un rapport entre le rayon de I’électrode et le rayon
du puits de potentiel (r./rg) bien défini pour chaque type de configuration [130]. Puisqu’une oscillation
confinée selon une coordonnée x reviendrait a faire diverger l'ion selon y, ce dernier ne peut avoir une
trajectoire stable selon z que si la surface est inversée a une fréquence bien précise, ce qui est le role de
composante oscillante de ® : & savoir @g(t).

La partie dépendante du temps ®g(t) résulte d’'une combinaison entre une tension continue U et
alternative V' de fréquence w :

Dy(t) =U + V cos(wt) (4.9)

Les forces exercées sur une particule chargée dans ’espace pourront se résumer a :

F=—c-[U+Vcos(wt)|Ve(z,y) (4.10)
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FIGURE 4.4 — Potentiels électrostatiques ¢ utilisés pour le guidage des ions moléculaires : Pour
des systémes : (a) quadrupdlaires, (b) décapolaires, (c) hexadécapoélaires. Remarquons que plus le nombre de
poles augmente, plus les potentiels deviennent raides aux extrémités, et plus la zone centrale de confinement
A¢ =~ 0 est grande. (b),(c) sont donc plus indiqués pour le guidage et le piégeage des ions, alors que (a)
permettra un filtrage et une analyse précise des molécules ionisées.

Pour un potentiel quadrupolaire de rayon rg, les équations de mouvements s’écrivent, :

i+ [U +Vcos(wt)] (e/mrd)z = 0

(4.11)
i — [U + Vcos(wt)] (e/mrd)y = 0

Les solutions de ces équations différentielles couplées, non triviales, permettent d’obtenir une descrip-
tion compléte de la trajectoire de n’importe quel ion & partir de leurs conditions initiales.

En définissant deux paramétres a et ¢ tels que :

4eU 2eV
_ U = 2 412
w2rgm o w2rgm (4.12)

Et par un changement de variable £ = o il est possible d’aboutir & la forme canonique des équations
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de Mathieu :
d’x
ae + [a + 2qcos(28)]x =0
Cy [a + 2¢ cos(26)]y = 0 (4.13)
T a+2q Y= )

Il n’est cependant pas nécessaire de posséder une connaissance analytique compléte des équations de
Mathieu pour appréhender le fonctionnement des piéges ou filtres. Notamment, il a pu étre montré que
la stabilité des solutions dépend uniquement de a et q. Il est possible de représenter sur un graphique
les variations de a en fonction de ¢ pour les différents axes du systéme et ainsi obtenir ce qu’on appelle
un diagramme de stabilité (Fig.4.5). Cela autorise avant tout la réduction d’un probléme & 6 dimensions
(impliquant e, w, 9, m, U et V') & un probléme a 2 dimensions [131], ou la région d’intérét représentera
le croisement entre les solutions stables pour les deux axes au sein de l'espace a-q (en jaune, sur la figure

4.5)

[ stable along x
I stable along y
[ x-y stable

FIGURE 4.5 — Diagramme de stabilité dans le systéme de coordonnées (a., q:) : En jaune, on
distingue les solutions stables dans le plan transversal des électrodes. Issu du travail de thése d’Aldo Mirabal,
Charge-Reversal Spectroscopy of Cluster Reactivity for modeling Surface Catalysis, FU Berlin, 2009, p.24.

Meéme si en théorie il est possible d’appliquer indépendamment n’importe quelle valeur de paramétre
a et ¢, en pratique, le fonctionnement d’un filtre passe bande opére de telle sorte que ces valeurs sont

toujours reliées entre elles par un ratio fixe, vis & vis de amplitude des tensions U et V :

_2U (4.14)

Ce qui signifie restreindre le mode opératoire du filtre de masse de maniére & conserver qu’un ensemble
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(a;q) de parameétres, s’étendant le long d’une droite affine passant par l'origine appelée la ligne de masse.
Si pendant un moment nous supposons que les parameétres e, w, 1o, U et V sont fixes, alors la ligne de
masse devient une droite qui contient les masses des particules, telles que les ions les plus légers se situent
au sein de sa partie supérieure droite, puisque m est inversement proportionnel a a et ¢. La figure 4.6
présente une région du diagramme de stabilité 4.5 ot les ions pour une masse donnée sont stables dans
le plan (x,y) (Il s’agit de la moitié supérieure de aire jaune, dans la figure 4.5.). La pointe supérieure de
cette aire pouvant étre utilisée pour créer un filtre de masse précis. Juste en ajustant le ratio U/V, il est
possible de controler la pente de la ligne de masse de telle sorte que seulement une seule masse ne puisse
passer au travers de la structure de l’électrode. Par conséquent, en gardant le ratio U/V constant et
augmentant simultanément les amplitudes de U et V, il est possible de faire translater 'aire de stabilité
vers la droite et le haut de la ligne de masse, ce qui permet de scanner différentes masses et de toujours

rester dans des conditions optimales de filtration (Fig.4.7).

.25
.20

15

.05

.00

00 02 04 06 08
_ 2V
4= 2z

FIGURE 4.6 — Diagramme de stabilité dans le systéme de coordonnées (a., q.) : La région en
dégradé représente les couples (a., q.) correspondant aux solutions stables du systéme d’équations différen-
tielles de Mathieu. En A : ligne de scan pour un filtre de masse passe-bande, le coefficient directeur 2U/V
est positionné pour que seule la masse sur charge = m+1 soit prise en compte. En B : la bande passante du
filtre est plus large, les ions filtrés sont m+1 et m+2. Adapté de [132].
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FIGURE 4.7 — Diagramme de stabilité dans le systéme de coordonnées (a., q.) : Le ratio 2U/V
fixe le degré de filtration du quadrupdle, en faisant évoluer de concert U et V, il est possible de scanner
Pensemble des masses situées sur la ligne de masse. Adapté de [132].

Application au montage expérimental : Une représentation schématisée du spectromeétre de masse
en tandem est illustrée au sein de la partie inférieure droite de figure 4.8. Ce dernier se compose de
chambres (I, II, III, IV), disposées en «Us de telles sortes que seule la chambre III soit complétement
exposée & un éventuel rayonnement laser. Toutes sont soumises & un vide poussé, allant de 107 4 10~°
mbar.

Les ions générés au sein de la source sont sélectionnés a l'entrée de I par un skimmer conique de telle
sorte que les composantes transverses de leur vitesse soient faibles. Au sein de la premiére chambre, ils
traversent le décapole Qq, dont le but est & la fois de guider mais aussi de créer un faisceau moléculaire
plus compact spatialement et plus homogéne cinétiquement, au travers de collisions avec un gaz neutre
(hélium ou argon) injecté au sein de Qg a faible atmosphére (10~3 mbar).

Le faisceau moléculaire est ensuite redirigé & 90° par un déflecteur quadrupolaire (Dg), dont le mode
de fonctionnement est identique a celui exposé au sein du paragraphe précédent, mais avec Papplication
d’un unique potentiel électrostatique. L’orientation & 90° des électrodes et le fait que les ions se déplacent
cette fois selon le plan (x,y) du quadrupole expliquent le changement de trajectoire a destination du
premier filtre de masse quadrupolaire (Q1). Q1 peut étre configuré de telle sorte qu’il analyse I’ensemble
des différentes espéces contenues dans le faisceau, ou tout simplement filtrer la molécule de rapport m/z
désireé.

Si cette solution est retenue, 'ion parental est ensuite dirigé, toujours au travers d’un déflecteur Dy
vers le piége a ion (Q2). Ce dernier consiste en 16 électrodes disposées circulairement, entourées de part
et d’autre par deux lentilles électrostatiques. Le fonctionnement du piége est présenté au sein de la figure
4.9. Le piege est rempli d’Helium ultra-pur (6.0) a une pression de 0.2 mbar. Le potentiel de la premiére
lentille électrostatique est ajusté de maniére & ce que l’énergie cinétique des ions incidents soit juste

suffisante pour que ces derniers la franchisse.
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Multipass fs-Amplifier: Amplified Output:
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N | = N
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FIGURE 4.8 — Présentation du montage expérimental dans sa globalité.
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Lorsque les molécules chargées pénétrent au sein de ’hexadecapole, elles entrent en collision avec les
molécules d’hélium. Les successions de chocs inélastiques font perdre a la fois de I’énergie cinétique aux
molécules et de ’énergie interne, lorsque ces derniéres fragmentent. Le potentiel de la lentille en sortie est
toujours positionné plus haut que celui d’entrée. En perdant de I’énergie, les ions ne sont plus capables
de sortir au travers de la barriére initiale de potentiel.

En raison de la taille du peptide étudié, le temps de remplissage du piége s’avére relativement long,
de l'ordre de 0.5 & 3 ms, afin d’effectuer une thermalisation du systéme. Le potentiel de la lentille
électrostatique de sortie est ensuite amené & une valeur faible de maniére & ce que les nouvelles espéces
présentes dans le piége puissent étre analysées. Dans la chambre IV, Les fragments ainsi que le pic mére
sont déviées par Do vers un nouvel analyseur quadrupolaire Q2. En fonction du ratio U/V choisi, les

espéces filtrées peuvent ensuite étre détectées par le tube électromultiplicateur.

entrance exit
lens ) B lens
(TEnL) Helium-filled (TExL)

I RF guiding hexadecapole I
|

ion trajectory
- Helium

electrostatic potential

Fi1GURE 4.9 — Fonctionnement d’un piége ionique multipolaire : La partie supérieure représente
le piege entouré de ses deux lentilles électrostatiques (entrée et sortie). La partie inférieure décrit la perte
d’énergie cinétique des espéces chargées par collision avec | ?7atmosphére d’Hélium. Il en résulte une perte
d’énergie cinétique résultant en un confinement des molécules aprés thermalisation. Issu du travail de thése
de Eva Cristina Kaposta, Gas Phase Infrared Photodissociation Spectroscopy Mass Selected Cluster Ions, FU
Berlin, 2005, p.22.

4.1.2 Caractéristiques du systéme laser
4.1.2.1 Le Systéme amplificateur

Les impulsions laser, nécessaires & l'activation photo-induite des molécules piégées, sont générées en
tout premier lieu par un oscillateur couplé a un milieu amplificateur (représenté en paralléle du spec-
tromeétre de masse sur la figure 4.8). L’oscillateur se compose d’un cristal Ti :Saphir, pompé optiquement
a 532 nm par une diode Laser ( Verdi, Coherent), & une puissance de 5W. Les 85 nm de largeur de bande

d’émission du cristal permettent, lorsqu’une relation de phase entre les différents modes est induite, de
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générer des impulsions d’environ 12 fs; centrées & 800 nm, & une fréquence de 87 Mhz et une puissance
créte de 6 nJ. Ces derniéres ont donc besoin d’étre amplifiées, ce qui est permis par un systéme am-
plificateur a dérive de fréquence (CPA) par passages multiples (Odin, Quantronix). Les impulsions en
sortie d’oscillateur sont étirées par un réseau jusqu’a une largeur de 50 ps, puis amplifiées en passant 8
fois au travers d’un deuxiéme cristal Ti :saphir pompé a 527 nm par un Laser pulsé de type Nd :YLF
(Quantronix) & 1kHz. Aprés recompression par un réseau disposé symétriquement par rapport au premier,
le systéme peut donc délivrer des impulsions de 35 fs, d’une énergie de 1.2 mJ, centrées & 800 nm et avec
un taux de répétition de 1 kHz. Ce faisceau sera ensuite triplé (par génération de troisiéme harmonique)

afin d’obtenir une pompe a 266 nm, de puissance égale a 160 mW.

4.2 Fragmentation des peptides

De maniére générale, on peut distinguer deux types de dissociations possibles des peptides : une frag-
mentation par excitation vibrationnelle & I’état fondamental ou par promotion vers un état électronique
excité.

Les dissociations induites par excitation multi-photonique dans infra-rouge (infrared multiphoton
dissociation ou IRMPD) ou par collision & basse énergie (collision induced dissociation ou CID. sont
typiquement des méthodes d’activation de type vibrationnel [133]. Dans le cas du CID, les ions créés
par ’électrospray atteignent le piége ionique avec une certaine énergie cinétique E.. Sous l'effet de chocs
inélastiques avec un gaz neutre, une fraction de FE,. est convertie en énergie interne telle que Ey =

Ey,,.. + Ef; grace a un transfert d’énergie au centre de masse E.p, :
Ecp, = Ec[M./(M. + M,;)) (4.15)

Avec M. la masse de la cible et M;, celle de l'ion incident. Remarquons dans un premier temps que plus
I’ion posséde une masse élevée, moins efficace est la collision pour une énergie cinétique donnée. De plus,
la part d’énergie interne accumulée au cours d’une collision (Ej;) n’est qu'une faible proportion de E.,,.
En 1952, deux théories (RRKM [134] et du quasi-équilibre [135]) apparaissent pour expliquer les étapes
aprés absorption de Ej;. Concrétement, elle se dépose statistiquement sur ’ensemble des degrés de liberté
de la molécule et s’effectue plus rapidement que la dissociation & proprement parler. En multipliant les
probabilités de collision pendant le piégeage des molécules, on chauffe progressivement I’ion par le fond du
puits de potentiel a I’état fondamental. Dés que I’énergie suffisante est apportée, il est possible d’accéder a
un potentiel de dissociation électroniquement plus faible que le précédent, et la molécule fragmente selon
ses liaisons les plus fragiles. Contrairement & ce que I’on pourrait penser, ces derniéres sont trés spécifiques.
Elles suivent un schéma précis, caractérisé par un modéle empirique qualifié de «proton mobile» [2]. Ce
dernier est le fruit de constatations conjointes issues de différentes équipes, parmi lesquelles celles de

Wysocki [136], Harrisson [137], Gaskell [138] et de Boyd [139]. Pour des collisions de faibles énergies, il
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part du principe qu’une charge positive, provenant d’un proton issu d’un site basique de la protéine, peut
étre directement transférée sur les fonctions amides des liaisons peptidiques, engendrant des fragments
provenant du clivage de cette derniére et des deux liaisons avoisinantes. Comme le montre la figure 4.10,
les fragments se répartissent en deux groupes, ceux du coté N-terminal sont dénommeés a,b,c et x,y,z pour
ceux du coté C-terminal. Les fragments au sein de chaque groupe se différencient selon qu’ils contiennent
0,1 ou 2 des groupements de la liaison peptidique (groupement acyle CO, et/ou amine secondaire NH).
Si ion posseéde une charge, 'un des fragments sera chargé et 'autre neutre. Pour les ions multichargés,
il est possible d’observer une répartition de ces derniers si les charges sont situées de part et d’autre de
la liaison rompue. Le clivage de deux liaisons au sein du squelette conduit a la formation de fragments
internes, parmi lesquels I’ion immonium, qui ne contient qu’un seul radical dans sa structure. D’autres
formes de dissociation existent, parmi lesquelles la perte de neutre, sous la forme de groupement HoO ou
NHs, issus des extrémités terminales otiu des groupes fonctionnels contenant des amines primaires ou des
alcools. Les masses de 'ensemble des fragments possibles a partir de la séquence ont été calculées par le
logiciel massXpert [140]. La méthode de calcul des masses molaires est expliquée en bas de la figure 4.10.

En revanche, des techniques de dissociation induites par capture d’électron (electron-capture disoci-
ation ou ECD) ou par laser UV (laser-induced dissociation ou LID sont & méme de générer une frag-
mentation « non ergodique», & savoir que la rupture de liaison est plus rapide que la redistribution de
I’énergie sur ’ensemble des modes normaux de la molécule. Les nouveaux fragments observés sont alors
le plus souvent spécifiques du mode d’excitation sous-jacent a la technique. En ECD, un électron ther-
mique neutralise un proton porté par le peptide. Il en résulte une structure hypervalente se traduisant
par un excés d’énergie au sein de la molécule. Un hydrogéne radicalaire est alors éjecté du systéme et
transféré sur le groupement carbonyle CO le plus proche. Il en résulte un mécanisme de réarrangement
radicalaire entrainant une rupture au niveau d’un carbone C\ et la génération de fragments de type
c-z. Une fragmentation induite par LID implique dans un premier temps l'absorption d’un photon UV
entrant en résonance avec un chromophore porté le peptide. A cet instant précis, il se créé une com-
pétition entre une relaxation radiative vers I’état fondamental (la re-déposition statistique de 1’énergie
dans les modes normaux fondamentaux engendrant des fragments similaires a ceux observés en CID) et
une dissociation induite par un transfert de charge vers un état dissociatif électroniquement excité. Les
canaux observés dépendent de parameétres tels que le chromophore en question, I’énergie déposée (donc

du spectre d’excitation du chromophore), ou la proximité du site de transfert de charge.
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Méthode de calcul des difféents fragments :
m(a) = [Zl m(monomérej} -CO+H m(z) = [Z m(monomere b -NH + OH
= i=n
m(ky) = [Z1 m(monomeére ib +H m(y;) = [Z m(monomeére ib +H, + OH
= j=n

m(g) = [Zl m(monomére J) + NHz + H m(x) = [ 2 m(monomere ) + CO + OH
= j=n

FI1GURE 4.10 — Présentation des fragments les plus probables du squelette peptidique : Illustra-
tion de la position de la rupture pour chaque type de fragments . La méthode de calcul de chaque fragment
est indiquée, partant de hypothése d’ions monochargés. Extrait du manuel du logiciel massXpert [140].
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4.3 Reésultats

4.3.1 Spectre de masse (); : identification et sélection des ions parents a
disposition

Afin de pouvoir caractériser qualitativement 1’ensemble des espéces présentes en solution et générées
au cours de l'ionisation par électrospray, nous avons pulvérisé notre échantillon dans des conditions «non-
dénaturantes» [141] en activant uniquement ’analyseur de masse Q1. L’appareil fonctionne alors comme
un spectromeétre de masse classique. A partir des explications fournies au sein du paragraphe 4.1.1.1,
les modalités de mise en spray signifient ne pas ajouter d’acide, normalement utilisé afin d’amplifier
la quantité de charges dans ’échantillon, et donc de faciliter la formation de gouttelettes. En effet, la
diminution drastique du pH engendrerait une oxydation des cystéines (empéchant le Zinc de se lier au
motif CCHC), ainsi qu’une rupture prématurée de certaines liaisons peptidiques. Ainsi, la préparation
d’un échantillon doit remplir deux conditions principales :

— Etre compatible avec un procédé ESI, & savoir qu’il est recommandé d’employer des solvants volatiles

pour favoriser la génération d’explosions coulombiennes.

— L’intégrité des liaisons non-covalentes doit étre préservée.

Nous avons empiriquement trouvé qu’un mélange Eau-Methanol (70%/30%) tamponné a pH 7 par 'ajout

de 100 xM de tampon acétate d’ammonium cadrait le mieux nos pré-requis.

Le spectre de masse suivant (Fig.4.11) a été obtenu grace a la mise en spray d’une solution de 25
uM de [35-50] NCp7 en compagnie de 50 uM de sulfate de zinc. L’échelle dynamique des analyseurs
quadrupolaires utilisés s’étend de 0 & 1000 m/z. De ce fait, au vu de la masse importante de nos peptides,
nous n’avons pu étudier que les ions présentant 3 charges +. Au vu de la composition du peptide (Fig.1.7),
il semble légitime de s’intéresser aux sites potentiels porteurs de charges. La présence de 3 lysines, d’une
histidine, d’un acide aspartique et d’un acide glutamique suggérerait une charge maximale égale & +3,
& condition que ’environnement local de I’histidine permette un pH inférieur au pKa de I'imidazole au
sein du squelette carboné. L’avantage d’un état & charge 3+ pour [35-50] NCp7 nue est d’étre certain de
la localisation des dites charges sur le peptide a I’état fondamental. Nous observons cet ion pour le pic

situé a 604.4 m/z.

4.3.2 Spectres CID et LID de [(35-50) NCp7], 3H*

La fragmentation d’un peptide aussi imposant que [35-50] NCp7|,3H ™" est riche et variée. Pour plus
de clarté, les spectres de collision et de photo-dissociation seront «découpés» en trois zones dépendant du
ratio m/z, allant de faible (0 & 300 m/z) jusqu’a élevé (650-990 m/z) en passant par une région charniére.

Etant donné la quantité d’informations présentes pour chaque spectre, nous avons été obligé de suivre
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FI1GURE 4.11 — Analyse de la composition de la solution pulvérisée : Spectres de masse Q1 d’une
solution de 25 M de (35-50)NCp7 + 50 uM de Zn, dans 1 mL de solution HoO/MeOH (70%/30%) contenant
100 M de tampon acetate d’ammonium, pH7. Les pointillés rouges correspondent au suivi de l'intensité du
pic mére pendant le déroulement du scan.

une stratégie de lecture particuliére. Cette derniére n’est pas exhaustive, laisse de nombreuses étapes
non-résolues, mais permet de dégager quelques points essentiels. Etant donné que la fragmentation du
peptide nu sous CID est assez triviale, nous avons dans un premier temps tenté d’effectuer une attribution
la plus exhaustive de ces derniers. A l'exception de la figure 4.14, chaque spectre de fragmentation par
collision est représenté par un tracé noir, auquel nous avons superposé sous la forme de barres rouges les
différents pics assignés.

Pour les 3 zones du spectre de masse, cette désignation sert de socle pour une comparaison directe
avec les spectres de photo-dissociation. Expérimentalement parlant, ils résultent d’une acquisition dans
des conditions strictement identiques & la CID, a ’exception de l'introduction du faisceau UV dans le
piége. Nous avons par conséquent choisi d’afficher chaque graphique traitant de la LID juste en dessous
des spectres CID. Cependant, ils sont représentés de la maniére suivante :

— En bleu, la différence entre les spectres LID et CID, normalisés par rapport a 'intensité du pic mére,

permet de tracer la force de Deffet par rapport & I’ensemble des autres canaux de dissociation.

— En rouge, sous la forme d’un histogramme, sont superposés les pourcentages d’évolution du pic LID

par rapport au pic CID ou :

Ipic LID normalisé — 4pic CID normalisé
(4.16)

Ipic CID normalisé
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Masses Mono-isotopiques : Masses Monoisotopiques Données expérimentales
[(35-50)NCp7] : 1809,74 amu Charge 3+

Zn : 65.38 amu

Ag : 107.87 amu

[(35-50)NCp7], 3H™" 604,25 m/z 604,4 m/z
[(35-50)NCp7 + Zn|, 3H ™" 626,04 m/z 626 m/z
[(35-50)NCp7 + 2 Zn], 3H™ 647,83 m/z 646,8 m/z

TABLE 4.1 — Spectre de masse 4.11 : Comparaison entre les masses théoriques et les fragments
assignés

4.3.2.1 Région de faible rapport m/z : de 100 a 300 m/z (Fig.4.12(a) et 4.12(b))

Fragments observés : Cette fenétre de détection présente un intérét tout particulier car c’est a cet
endroit qu’apparaissent les pics liés & la perte du radical des acides aminés, ou tout simplement les frag-
ments issus des extrémités du peptide. La figure 4.12(a) correspond au spectre CID alors que 4.12(b) est

la version LID de la méme région, décrite selon les commentaires du paragraphe précédent.

Les pics CID de 4.12(a) peuvent étre répartis en trois catégories :

1. Une fragmentation issue des clivages au niveau des liaisons peptidiques, pour des positions situées

aux extrémités du squelette :

Fragments Ratio m/z observé
yi (1) 120
by (GC) 161
vy (CT) 224

TABLE 4.2 — Fragments b, y observés, issus du clivage des extrémités du peptide

On remarquera que le fragment b] (G), situé 4 58 m/z, n’a pas été mesuré. Sans doute par un

défaut de sensibilité de ’analyseur pour des valeurs m/z proches des extrema de scan.

2. Une série de fragments révélant la signature de canaux spécifiques de dissociation du Tryptophane :

sur la figure 4.12(a), les ratios m/z correspondant sont spécialement encadrés en vert :

Fragments Ratio m/z observé
W : Ion Immonium 159.5 (a)
W : Fragmentation avec une perte de NHj 187.5 (b)

W : fragmentation avec une perte de NHoCHCOOH 130,131,132 (c)

TABLE 4.3 — Fragments spécifiques dérivant du Tryptophane
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FIGURE 4.12 — Spectres CID et LID différentiel de ((35-50)NCp7)>* :

Evolution par rapport au CID (%)

zoom sur la région de faible m/z (a)- Spectre CID de ((35-50)NCp7)3T,

zone de fragmentation des extrémités du squelette peptidique et des chaines latérales de W et K, en partie expliqués par le mécanisme 4.15. (b), spectre
différentiel LID-CID (en bleu), les barres rouges représentent le pourcentage d’induction de la lumiére par rapport au CID. Création d’un nouvel état
dissociatif par la lumiére (144-148 m/z) entrant en compétition avec les canaux du meécanisme 4.15.
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OH CHz
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3. Un fragment a 129 m/z, issu de la chaine latérale de Lysine. Ce fragment a été particuliérement
étudié par Yalcin et al. [142] en 1996, aupres de dérivés acétylés de Lysine et dans des structures

de type H-Lys-Gly-OH.

Parmi les variations intéressantes que I'on constate suite & 'excitation & 266 nm (Fig.4.12(b)), on

distingue essentiellement :

1. Une diminution conjointe d’intensité des fragments issus des tables 4.2 et 4.3, avec des valeurs

comprises entre -20 et -45 %.

2. La création d’une région complétement induite par la lumiére, entre 144 et 148 m/z.

Discussion sur les canaux attribués au Tryptophane et a la Lysine, en CID :
L’attribution des pics de la table 4.3 a été facilitée par diverses études impliquant le tryptophane
protoné (TrpH+, m/z = 205) comme ion parent. Ce dernier fut excité par CID en 2004 par El aribi

[3], dans des expériences de MS™ avec échange hydrogéne/deutérium. Les mécanismes de fragmentation

ainsi répertoriés furent

fondamental de TrpH™.

communément admis comme étant issus d’un chauffage vibrationnel de 1’état

Le tableau suivant en résume les principales étapes :

Voie(s) de Pertes :
fragmentation :
205 — 188 —NH3
205 — 188 — 146 —NHs & -CH20
205 — 188 — 144 —NH; & -CO2
205 — 159 -(H20 + CO)
205 — 159 — 132 -(H20 + CO) & -HCN

TABLE 4.4 — Principales voies de fragmentation de TrpH™ par CID, d’aprés [3]

On constate donc & premiére vue que :

— Les produits finaux de dissociation de TrpH™' sont remarquablement en accord avec ce que I’on
pense étre de la signature de fragmentation du résidu tryptophane, au sein de notre peptide.

— Deux voies de dissociation différentes sont possibles & partir du TrpH™ en fonction que le premier

pas réactionnel soit lié & la perte du groupement amine ou a la perte de CO+H-O. Il semblerait
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toutefois que la voie conduisant d’abord au fragment [Trp + H -NH3|" (188 m/z) soit la plus fa-
vorable [143].

De maniére intéressante, cette derniére tendance n’est pas suivie au sein de [35-50] NCp735+. Tout
en étant conscient de I'extréme différence entre les micro-environnements impliquant le TrpH™ et celui
du Trp dans le squelette peptidique de notre molécule, la présence en majorité des ions 159 et 132 m/z

implique plutot une fragmentation orientée initialement vers la perte de CO.

L’un des éléments susceptible d’induire une telle différence pourrait étre la présence, parmi les acides
aminés entourant le tryptophane, d’une Lysine en position C-terminale (Pour rappel, les 6 premiers acides

aminés de [35-50] NCp7 sont disposés selon la séquence suivante : GCWKCG...).

Les peptides contenant uniquement une Lysine comme acide aminé basique sont majoritairement pro-
tonés sur son groupe amine ¢ (Fig.4.13.A) [144]. Lorsque la Lysine est interne au peptide, ils fragmentent
abondamment au niveau de la liaison amide C-terminale (Lys-Xxx), comme il I’a été démontré par Kish
et Wesdemiotis [145] dans des modeéles de type [GGKAA + cat]t, ou cat correspond a un cation mono-
valent (HT, KT, Ag™, Lit, Na™). Le mécanisme généralement invoqué est un transfert de proton depuis
la chaine latérale vers le groupement amide Lys-Xxx , entrainant une cyclisation du groupe e-amino
(Fig.4.13.B) et la formation d’un complexe lié par le proton (Fig.4.13.C) [146]. En fonction de laffinité
protonique des deux entités formant le complexe, ce dernier peut évoluer pour former soit un ion de
type coprolactame, isomére d'un fragment de type b; (Fig.4.13.D), soit un ion de type y,,—; (Fig.4.13.E),
accompagnés de leur neutre respectif.

Le dérivé b; coprolactame peut évoluer en un complexe similaire au précédent, au sein duquel la perte
d’un groupement CO est favorisée (Fig.4.13.F). Il s’agit d’un mécanisme de type b; — a;—1 [2], conduisant
soit a l'ion a;—1 (Fig.4.13.G), soit au fragment c-amino-e-coprolactame a 129 m/z (Fig.4.13.H). Notons
que par le biais de la spectrométrie de masse & plusieurs étapes (MS™) Kish et Wesdemiotis [145] confir-

ment que le passage bs vers ag pour GGKAA s’effectue bien par libération du fragment 129 m/z.

En complément, signalons que ’étude de dissociations produites par conversion internes sur les di-
peptides [WK + H|" et [KW+H]|" par le groupe de Jouvet a révélé 'absence de perte initiale de NH,
ainsi qu’une majorité de fragments dérivés de la Lysine. Ceci est du a la plus forte affinité protonique de
la Lysine (995 kJ.mol™!) par rapport au Tryptophane (923 kJ.mol™!). Les mécanismes de dissociation
sont toujours similaires a la figure 4.13, mais avec n=2.

— Pour |[KW+H]|", Ry représente la chaine latérale de la Lysine et Ra le noyau indole du Tryptophane.

Le mécanisme 4.13 s’arréte en D, avec uniquement production de ’ion 129 m/z en une seule étape

[142].
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FIGURE 4.13 — Mécanisme séquentiel de production de I'ion 129 m/z, d’aprés les étapes esquissées dans

(2]

— Pour [WK + H|™T, les radicaux sont inversés, et on observe la présence de 'ion 159 m/z en plus du

129 m/z. Ici, le mécanisme est séquentiel et identique a 4.13 (avec y,,—; = H20).

Etant donné que [35-50] NCp73* contient 3 lysines, il y a de fortes chances que ces résidus soient
protonés a l’état fondamental. Ces 3 acides aminés auront donc tendance & séquestrer les 3 protons
mobiles, et les liaisons les plus fragiles doivent étre du type Lys- Xxx. Autrement dit, pour une énergie
d’activation inférieure, les fragments reliés aux Lysines doivent apparaitre en premier. Au sein de la
figure 4.14, deux expériences de CID ont été réalisées sur [35-50] NCp73t, telles que la pression d’helium
au sein de QO est passée de 1,12-107% & 1,47 - 10~* mbar. L’énergie cinétique des ions arrivant dans
I’hexadecapole s’en trouve diminuée.

Dans les deux cas, les ions a 129 m/z sont présents. Alors qu’ils sont majoritaires a faible énergie
cinétique (Fig.4.14, spectres bleus, graphique du bas), des fragments supplémentaires apparaissent lorsque
I’énergie augmente. La présence de Lysine protonées a 1’état fondamental est donc bien mise en évidence.
S’il est difficile de savoir si ’ensemble des Lysines sont chargées, la présence du fragment 159 m/z permet
de lever le doute en ce qui concerne Lys39. Appliqué a notre peptide, et afin d’expliquer en partie les
fragments observés dans la zone de faible masse sur charge, nous suggérons un mécanisme ot le point de
départ serait la protonation des 3 lysines a I’état fondamental pour le pic meére [35-50] NCp73* (Fig.4.15),
ce qui a pour avantage de considérer le squelette peptidique autour du Trp avec le méme nombre de
charges qu’au sein de [W-K]|*. En fonction de 'affinité protonique des différentes espéces mises en jeu, ce
mécanisme pourra aboutir a la formation d’ions y?4 ainsi que des ions a-amino-e-coprolactam (129 m/z)

et de I'ion immonium tryptophane (159 m/z) & partir d’un dérivé bj{ coprolactame et de deux pertes de
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FIGURE 4.14 — Spectres CID de (35-50)NCp7 a différentes énergies cinétiques : En haut, spectre
CID a énergie cinétique élevée, correspondant a une pression dans Q0 de mbar. En bas, & énergie cinétique
plus faible, pour une pression de mbar. En comparaison, ce dernier se dissocie relativement mal, mais on

peut remarquer l'existence des fragments a 129 m/z et 159 m/z dans les deux cas (zoom sur la partie de
faible m/z).

CO. Ce modeéle a I'avantage de conforter celui du proton mobile dans ’explication des cinétiques mises
en jeu : les effets lysine, passage de b,, vers a,,—1 et a,,—1 vers a,—o ayant déja été maintes fois commentés

[2]. Remarquons que ce mécanisme est valable pour un état de charge initial donné.

Discussion sur les fragments nouvellement générés par photodissociation :

L’effet le plus marquant de la LID dans cette région est la génération de nouveaux canaux de dissoci-
ation autour de 144-148 m/z. Afin de mieux appréhender ce résultat, il semble judicieux de s’intéresser
a ce qui a déja été fait en matiére de photo-fragmentation autour de I’indole protoné, que ce soit TrpH™

ou inclus dans un environnement peptidique.

Suite aux résultats issus de CID, TrpH™ fut rapidement examiné par LID (Talbot et Al. [147]), lors
d’une expérience de photodissociation du TrpH* & 266 nm avec un montage de type «pseudo-MS>». Ces
derniers ont soulignés la trés forte analogie entre les pics observés par CID et LID. Un fragment & 204
m/z correspondant & Trp®™ (issu de la perte d’un radical H®) a été mis en évidence. Une fois piégé, Trp®+

peut secondairement se fragmenter pour générer un ion de masse 130 m/z , attribué a une rupture de
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la liaison C,-Cg. [148]. Méme si 130 m/z peut étre obtenu en tant que fragment secondaire & partir du
159 m/z par collision, il a été rapidement qualifié de seul canal de dissociation spécifique en LID par
rapport au CID. En 2010, Joshua & al.[149] prouveront que ce canal peut aussi étre activé par LID a

haute énergie (keV régime).

Kang et Al., & partir de travaux sur la tryptamine protonée [150], ont suggéré que H® serait issu de
I’amine primaire NH;, et proviendrait d’un transfert de charge entre I’état excité = — 7* de l'indole vers
un état Rydberg m — o*, le long d’une coordonnée NH. Un réarrangement de Trp®T aboutirait & la libéra-
tion du fragment 130 m/z. La photo-dissociation pompe-sonde (pump probe photo-induced dissociation
ou PID, pompe & 266 nm, sonde 4 800 nm) du pic 130 m/z suggeére que ce couplage est rapide (le passage

de TrpH™ a Trp*®* se ferait en moins de 400 fs) [151].

Les sites de transfert de ’électron aprés photo-excitation ont fait I’objet de calculs ab-initio [152]. Au
nombre de 3, ils semblent étre énergétiquement proches les un des autres. Outre la confirmation du site
m—o*, 'électron peut aussi étre transféré sur le site 7 — 7% du groupement CO, ou bien rester confiner au
sein de l'indole (excitation 7 —7*). En 2007, Lepére et al. [153], en partant de ces sites, ont pu caractériser
de maniére «compréhensible» ’ensemble des canaux de dissociation. Ils ont pour cela utilisé un systéme
de détection original permettant de d’observer conjointement des fragments neutres et chargés. Le modéle
de dissociation qu’ils en ont déduit est présenté au sein du tableau 4.5.

Ultérieurement, certaines remarques ont complété cette étude. Ainsi, le couplage entre ’état m-7* photo-
induit de I'indole et 'état m-7* du groupement carbonyle peut engendrer un transfert de proton du NH;‘
vers CO, également & méme d’initier une rupture C,-Cg, et donc la production d’un second canal de
fragmentation photo-induit du 130 m/z. Contrairement & celui évoqué précédemment, ce processus serait
rapide ( < 100 ns). De méme, la formation du fragment 144-146 m/z fut remise en question par des
expériences complétées avec des calculs sur la Tryptamine complexées avec de l'ether couronne [154].
Ainsi, la perte de NH3 inhérente a la création de ce fragment pourrait étre due & un transfert d’électron
sur une orbitale anti-liante m-0* située entre le C,, et ’amine primaire, plutot que par un mécanisme de

conversion interne.

En paralléle au modéle simple de ’acide aminé protoné, des études prenant en compte le Tryptophane
dans un contexte peptidique ont également été menées. Par exemple, en 2006, Antoine et Al. [155] ont
comparé par CID, LID et ECD, la dissociation d’un pentapeptide AGWLK (Ala-Gly-Trp-Leu-Lys). Outre
le fait que le Trp soit inclus au centre du squelette peptidique, la présence d’une lysine autorise ’étude
du peptide a I’état simple ou double charge. Dans les deux cas, les spectres CID présentent les habituels
fragments classiques a, b, y. La LID du peptide simplement protoné a permis la mise en évidence de

fragments bz, by et 130 m/z & 260 nm. Excité a 220 nm, le méme peptide présente des fragments issus
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Site de transfert de Voie(s) de Mécanisme Vuen :
I’électron excité de fragmentation
I'indole (266nm)

A 7 : noyau indole || 205 — 131,132 Rupture C,-Cg par CID & LID
transfert de proton
sur le groupe amine
du noyau indole

B :wo* : NHg 205 — 204 — 130 Rupture C,-Cg par LID
perte du proton HT
de la fonction amine
suite a un transfert
de charge avec un
radical porté par le
cycle

205 — 188 — 146 Perte consécutive de CID & LID
NHj3 et CO2 au cours
d’une relaxation par
conversion interne

C i : CO3 205 — 130 Transfert d’électron CID & LID
205 — 187 — 159 sur mxco de lacide
carboxylique, fa-

vorisant un transfert
de proton de la
fonction amine vers
I’acide.

TaBLE 4.5 — Description des canaux de dissociation du TrpH™, en fonction du site de transfert
de I’électron photo-induit par excitation de ’indole a 266 nm

de pertes radicalaires (-1 Da et -130 Da). En revanche, la LID du peptide doublement protoné présente
une efficacité de fragmentation prés de 50 fois plus petite. La séquence du peptide suggére que la tran-
sition vers l’état excité est essentiellement due & un état @ — 7* de l'indole. Une variation de la section
efficace d’absorption peut étre écartée, étant donné que le Trp, TrpH™, oi1 les peptides contenant un
Trp en phase gazeuse comme aqueuse absorbent tous dans la méme région d’énergie. A 'aide de sim-
ulation de type monte-carlo, les auteurs suggérent que les différences de fragmentation sont liées a des
géométries différentes & I’état fondamental. La proximité de NH; et de I'indole favoriserait le couplage
entre m — " et m — o*. Le peptide passerait d’une forme globulaire en charge +1 & une forme plus étirée

en charge 42, due a la répulsion électrostatique des deux charges, ce qui éloignerait les deux groupements.

Jouvet et Al réitérérent en 2010 'expérience de détection conjointe des neutres et des particules
chargées, mais cette fois sur des di et tri-peptides de type [XW]HT, [WX]JHT et [GWG]JHT, avec X =
Glycine (G) ou Leucine (L) [156]. Bien que les résultats mettent en avant des voies de dissociation sim-
ilaires a celles de la table 4.5, le role de la proximité de la fonction amine est largement mis en valeur.

Ainsi, 144-146 m/z ne sont observés que lorsque le Tryptophane est en position Nierp,. De méme, le
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fragment 132 m/z, devenu principale voie de dissociation de type C,-Cg, sera créé en une seule étape
conjointement avec une fragmentation de type «a», si W est en position N, Eloigné de I'amine pri-

maire, cette rupture est permise par un processus en deux étapes non totalement expliqué.

Notons que des différences majeures apparaissent entre notre signature du tryptophane photo-induit
et celles proposées plus haut. En effet, la figure 4.12(b) nous montre que le seul canal entiérement induit
par la lumiére correspond a celui du fragment 146-148 m/z. Par rapport aux fragments issus du CID,
nous n’observons pas d’induction liée a la lumiére. Au contraire, une diminution flagrante des ions 129,
130, 159, 161 et 188 m/z (comprise entre -20 et -40 %) suggeére l'existence d’'un mécanisme entrant en
compétition avec une fragmentation par conversion interne due a un effet lysine. Il semble & peu preés clair
que la génération d’ions & 144-146 m/z nécessite la perte d’une fonction amine primaire directement en
N-terminal du groupement Tryptophane. Ce qui ne peut avoir lieu que par le biais d’une fragmentation
préalable de type bae-y14. Remarquons que selon le modéle 4.15, cela signifierait priver 'extrémité C-Term

de b d’un éventuel proton mobile pour générer les fragments CID sus-mentionnés.

La question de savoir si I’ensemble du mécanisme se fait de concert ou par processus multi-étape est
épineuse. Le véritable probléme sous-jacent étant de savoir si 'excitation s’effectue sur le pic mére ou bien
sur un produit de fragmention yi4. Pour tenter d’y répondre, nous avons effectué un «storage-scany, sur 3
secondes avec un pas de 50 ms (Fig4.16). Cela consiste & effectuer une mesure d’intensité de fragments en
fonction du temps de piégeage des molécules mére dans '’hexadecapole. En théorie, les ions provenant de
collisions doivent présenter une saturation correspondant au temps de thermalisation des molécules dans
le piége. Il en est de méme pour les photo-fragments provenant d’excitation d’ions collisionnels. Pendant
le temps de mesure imparti, le fragment & 146 m/z adopte une évolution linéaire, signe d’une excitation
issue de l'ion parent. Le fragment m/z, pris en tant que témoin, reste & une valeur stable, et ce jusqu’a

au moins 10 secondes.

Nous suggérons donc un mécanisme ou la fragmentation ba-yi4, 'élimination de NHjs ainsi qu’un
réarrangement radicalaire en une seule étape a partir de 'excitation de l'indole contenu dans le pic mére.
Ce processus séquestrerait le proton mobile ce qui 'empécherait de servir & la génération des fragments

«empruntesy issus d’une éventuelle conversion interne.

4.3.2.2 Région de rapport m/z central : de 300 & 630 m/z (Fig.4.17 et 4.18)

Cette partie du spectre est dominée par la présence de pics de fragmentation b, y provenant de
I’ensemble du squelette peptidique. Le tableau suivant permet de faire un récapitulatif des fragments
assignés au sein de la figure 4.17. On y retrouve également les canaux de dissociation issus de la perte de

neutres, ces derniers pouvant correspondre a la fois & une perte de HoO ou de NHs.
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FIGURE 4.16 — Storage-scan des ions 129 et 146 m/z

Fragments Ratio m/z observé
[(35-50)NCp7 - 1 neutre],3H" 597.5
[(35-50)NCp7 - 2 neutres|,3H* 992
bis-neutral ;Z3 558

Contrairement a la section précédente, nous n’avons pas observés de pics générés par la lumiére. En
revanche, ’excitation & 266 nm est a ’origine de quelques modulations au sein des ratios de fragmentation,
principalement localisés autour du pic meére (Fig4.18).

— Le spectre LID de la figure 4.18 montre une large augmentation du nombre de protons perdus a
partir du pic mére (600.5 & 602.5 m/z). Ceci n’est pas sans rappeler la loi formulée par Tabarin et
al.[157] : lorsqu’une quantité significative d’énergie ( UV) est introduite de maniére localisée dans
un ton possédant un grand nombre d’hydrogénes, une partie de ces hydrogéne est expulsée, tout en
relativisant sur le fait que ce phénomeéne est dans notre cas également observé pour les CID, mais
en moindre mesure.

— Les pics résultant d’une perte de neutre sont assez bien exaltés, allant d’une induction de 24 a
60%. La perte de neutre est trés documentée au sein de la littérature dédiée a la fragmentation
de peptide. Les pertes de molécules d’eau (-18 Da en charge +1) peuvent provenir des acides
carboxyliques issus de D'extrémité C-term, ou bien des acides Aspartiques et Glutamiques. Une
déshydratation des chaines latérales de Sérines ou Thréonines peut également survenir [158]. De
méme, des pertes de NHs (-17 Da) peuvent survenir, majoritairement issues des chaines latérales
de Lysine, Glutamine et Arginine. En charge 3+ et avec notre résolution, il est tout simplement

impossible de les différencier (cf : Fig.4.18).
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FIGURE 4.17 — Spectres CID et LID différentiel de ((35-50)NCp7)" : zoom sur la région entre
300 et 600 m/z : Il s’agit de la région susceptible de donner le plus d'information sur la composition
du squelette, on y retrouve les principaux fragments «b» et «y» issus d’une CID & basse énergie. Pas de
fragments induits par la lumiére, forte induction de bs™(578.5 m/z) et de y23 (589 m/z).
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Fragments Ratio m/z observé
by (GCW) 348
b (GCWK) 475
b¥ (GCWKC) 578.5
bt (GCWKCG) 318
bs" (GOWKCGKE) 447
baT (GOWKCGKEG) 475
bid (GOWKCGKEGH) 543
b (GCWKCGKEGHQMKD) 529.5
b (GCWKCGKEGHQMKDC) 564
yi (KDCT) 466
y3 (MKDCT) 597.5
y; " (HQMKDCT) 4315
ya" (GHQMKDCT) 460
yo" (EGHQMKDCT) 524.5
yid (KEGHQMKDCT) 589
y34 (KCGKEGHQMKDCT) 488
yiT (WKCGKEGHQMKDCT) 550
yid (CWKCGKEGHQMKDCT) 586

— Les canaux b;r, yf;{ ont une intensité multipliée par deux par photo-dissociation.

4.3.2.3 Région de rapport m/z élevé : de 650 a 1000 m/z (Fig.4.19)

Il s’agit de la zone se situant au deld du pic meére, on y retrouve principalement des pics issus d’une

fragmentation «classique» du squelette contenant une ou deux charges.

Fragments Ratio m/z observé
biy 674.5
biy 739
ya " 725.5
vi3 668
vy 733.5

Il semble évident d’insister sur la large intensité du pic yfj , promptement visible en CID et augmenté
de prés de 71 % sous LID. On peut y voir la réciproque de effet lysine, avec une certaine affinité orienté
vers la production d’ions y. Le fragment b complémentaire est 34 % plus dissocié sous LID : leffet de la

lumiére peut aller dans le sens de affinité du proton au sein du mécanisme de dissociation bs-yo.

4.3.3 Effet du Zinc sur les spectres CID et LID de [(35-50)NCp7|, 3H"

Aprés avoir amplement décrit les fragments de la protéine nue, nous disposons donc d’'un témoin
sur lequel appuyer la prochaine discussion. Cette partie tente de créer un lien entre les changements de
structure et de charge globale impliqués lors de la complexation du squelette protéique avec le zinc, et

la répartition de I’énergie déposée au sein du peptide. Les spectres qui vont suivre ont été réalisés dans
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FIGURE 4.18 — Spectres CID et LID différentiel de ((35-50)NCp7)*" : zoom sur la région autour
de 600 m/z : On y distingue la perte de neutres, fortement induite par la lumiére. L’épaulement & gauche
de 603.5 m/z sur le spectre LID différentiel correspond a la déprotonation successive de ce dernier.

les méme conditions expérimentales que le paragraphe précédent, et la maniére de les présenter suit a
peu prés le méme code. Au sein des spectres CIDs, sont superposés en bleu (trait plein) le spectre CID
avec Zinc et en noir le spectre CID sans Zinc, normalisé a la valeur maximum du précédent. La quantité
d’ions complexés générés étant sensiblement plus faible que ceux issus de la protéine nue, 'intensité de
ces derniers s’en trouve linéairement réduite. En estimant le bruit de mesure (pris dans une zone ou
aucun fragment n’est attendu) a 0.2-0.5 unité, on en conclu que chaque signal supérieur a cette valeur
correspond & la présence d’un ion. Les points colorés indiquent la position des pics dont le ratio m/z
est équivalent & ceux attribués pour la protéine nue. La couleur verte refléte 'intensité de ces pics en
présence de Zinc, les points rouges en ’absence de zinc. En violet, sont présentés quelques pics supposés

correspondre au ratio m/z d’un fragment complexé avec le zinc.

D’un point de vue global, il existe bel et bien un effet di & la présence du Zinc : une augmentation du
rendement global de fragmentation. Les figures 4.20, 4.23, 4.25 présentent toutes une intensité de frag-
mentation supérieure pour le spectre de la protéine complexée (courbes bleues au dessus des noires.) La
comparaison avec les spectres de la protéine nue est instructive, car 14 ot on observait une tendance épou-
sant la formation des fragments b et y, cette structuration du spectre apparait beaucoup moins évidente
en présence de Zinc. Cela est amplement visible au sien de la figure 4.23, entre 300 et 550 m/z, ou une

foret diffuse de pics globalement amplifiés remplace ce que ’on qualifiait auparavant de zone informative
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FIGURE 4.19 — Spectres CID et LID différentiel de ((35-50)NCp7)°" : zoom sur la région de
rapport m/z élevé : Evénement majeur étant la présence proéminente du pic y>5, allant dans le sens de
I’hypothése formulée par le mécanisme 4.15.

sur la fragmentation classique du squelette peptidique. On remarque également la diminution du pic a
668 m/z, maintenant comparable aux pics adjacents. Un éventuel shift du spectre di & ’ajout du zinc est
a exclure. S’il est possible de distinguer certains fragments complexés avec le zinc, ces derniers ne sont

cependant pas plus intenses.

1l existe pourtant deux régions qui contredisent légérement cet état de fait. La région de faible masse
sur charge conserve globalement la méme structuration que la protéine sans Zinc, tout en voyant son
rendement de fragmentation augmenter de maniére globale. (Voir Figure 4.22(a) a 4.21(e)). Au sein de
la région de 590 & 650 m/z (Fig.4.24), on observe également toujours une perte de neutres, issue du pic
meére, mais aussi une perte de Zinc & 603 m/z également suivie par élimination de neutres. Seule la perte
de ces derniers est d’ailleurs induite par la lumiére, comme observé dans le cas de la protéine nue. Notons
qu’en parvenant & générer un complexe [(35-55)NCp7+Zn|>*, ce dernier présente une distribution de
charges forcément trés différente de celle de la protéine nue. Le zinc chelaté aux histidines conserve sa
charge +2, il ne reste plus qu’une charge disponible sur le squelette peptidique. Au vu de la structuration
de la zone a faible masse sur charge, presque identique a celle de la protéine nue, nous pouvons penser
que celle-ci pourrait étre fortement localisée sur le squelette de la lysine. La faible fragmentation de yﬁ
pouvant tout simplement s’expliquer par une neutralisation de celui-ci, si la charge résiduelle est portée

par by coprolactame et qu’une expulsion du Zinc se fasse au méme moment. Etant donné I’impossibilité
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Approche B 4.4 - Résumé et perspectives

d’estimer la position du fragment de Zinc sur le squelette, on ne peut que se référer a ’affinité du motif
CCHC pour ce dernier [26], [159]. Remarquons que l'exaltation de la fragmentation est en accord avec

une étude basée sur un complexe Oxytocine-copper [16].

4.4 Résumé et perspectives

L’état de charge du peptide fait que ces derniéres (positives!) sont localisées sur les chaines latérales
fortement basiques des Lysines, en plus de la fonction amine primaire N-terminale. La majeure partie des

pics observés en CID a faible énergie peut étre expliquée par le modeéle du proton mobile.

La fenétre de faible masse sur charge est trés informative sur la fragmentation du Tryptophane. De
nature trés variée et intense, elle est probablement due a la présence d’une Lysine voisine en C-terminal.
L’interaction du proton porté par cette derniére avec la fonction amide primaire en C-term (effet de
charge localisé) pourrait a l'origine d’un modéle séquentiel de fragmentation (Fig.4.15), expliquant la
tendance du Trp & fragmenter du coté CO, au lieu du coté NHs habituellement observé pour le méme

acide aminé a I’état libre mais protoné.

La totalité des fragments issus du Trp trouvent donc une explication logique, la redistribution d’én-

ergie vibrationnelle acquise au cours des collisions puise son sens dans la proximité de cette Lysine.

L’action de la LID sur le peptide est extrémement faible. On devrait s’attendre & une amplification
des fragments localisés comme étant autour du Tryptophane, lorsqu’on observe uniquement la génération
d’un seul pic & 148 m/z au détriments des autres pics issus de LID. Cette faiblesse s’explique par I’absence
initiale de centre réactif & proximité de 'indole optiquement excité. Ce centre réactif est essentiellement
identifié comme étant un transfert de charge vers les orbitales non liantes de type m-c* entourant la fonc-
tion amine primaire protonée. Cette distance peut s’expliquer de prime abord par la séquence mais aussi
par la distribution de charges le long du squelette, favorisant un éventuel alignement. Nous supposons
que l’action de ’excitation & 266 nm agisse sur la fragmentation bs-y14, donc en N-term de Trp, dans
un mécanisme de dissociation directe, ou les intermédiaires réactionnels (ion yi’j, la perte de NHs, et

redistribution radicalaire vers 146 m/z) ont une durée de vie extrémement courte.

Lorsque la protéine est complexée au Zinc, 'effet le plus surprenant est une augmentation de la
fragmentation. Cette augmentation se situe d’une part sur l'intensité des pics en communs avec NCp7
nue (essentiellement dans la région de faible masse sur charge) et d’autre part par la génération d’une
multitude d’autre fragments plus difficiles & déterminer. Remarquons que le Zinc en lui méme dispose de

deux charges positives supplémentaires, ce qui doit complétement bouleverser la répartition des charges au
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sein du complexes chargé +3. La ressemblance frappante des deux zones de fragmentation & faible masse
sur charge pourrait sous-entendre au moins une répartition des charges analogues autour du tryptophane.
Le rendement global plus élevé des fragments peut s’expliquer par une structure plus globulaire du
squelette, favorisant les transferts de charges.

Il reste toutefois de nombreuses questions que ’on peut soulever. Une simple étude mieux résolue des
fragments autour du Tryptophane pourrait donner plus de poids & notre argumentation. Des expériences
de pompe sonde résolue en temps UV-proche IR permettraient de définir un temps de relaxation du site

m-m* de l'indole, en monitorant 1’évolution fragment 146 m/z

22.10.2012 T.Gelot 111



¢102°'01T°¢C

10PH'L

48}

LID normalisé - CID normalisé

131

198
130

132
118,5-120 ‘3

FIGURE 4.20 — Spectres CID et LID différentiel de ((35-50)NCp7-+Zn)’+ : zoom sur la région de faible m/z :

Evolution par rapport au CID (%)

g ayooaddy

soA1300ds1ad 30 owInSYY - F'F
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W : fragmentation du résidu 131 m/z

W : fragmentation du résidu 131 m/z
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FIGURE 4.21 — Histogramme des fragments dérivés du tryptophane :
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Chapitre 5

Conclusion

L’objectif de cette thése était de pouvoir caractériser la flexibilité de deux partenaires biologiques
intervenant dans 1’étape de second saut de brin de la transcription inverse du VIH, a savoir la tige
boucle A(-)PBS et la protéine NCp7. Deux approches différentes ont été mises en place, nécessitant deux
montages expérimentaux bien distincts.

La premiére approche, ie, I’étude de la dynamique structurale de la boucle de PBS, a nécessité la
conception et la mise en oeuvre d’un nouveau systéme permettant la caractérisation de la fluorescence
résolue en temps de composés biologiques, & savoir la Down-Conversion de Fluorescence. Les avantages
de ce setup sont nombreux : disposer d’un rapport signal & bruit ameélioré, d’'une résolution temporelle
sub-picoseconde (300 fs), et d’une détection polychromatique. Par rapport aux montages plus conven-
tionnels, la combinaison de ces atouts tend a réduire le nombre d’acquisitions nécessaires pour avoir des
résultats satisfaisants, ce qui permet de réduire ’exposition de la molécule d’intérét. Des améliorations
potentielles sont & pourvoir, comme le fait d’utiliser une impulsion gate décalée dans linfrarouge, afin
que la diffusion de cette derniére ne vienne pas parasiter le signal converti. Il reste que pour des molécules
a faible coefficient d’absorption molaire, les concentrations nécessaires sont trés importantes, de ’ordre
du mM, ce qui nécessite des cotits trés importants en termes de production d’échantillon. Ce défaut,
inhérent & ’ensemble des dispositifs similaires, fait qu’elles ne peuvent étre utilisées qu’au dernier stade
de caractérisation de systémes biologiques.

La mise en pratique de ce systéme s’est donc effectuée sur I’étude A(-)PBS. Afin de pouvoir disposer
d’informations locales au sein de la boucle, la fluorescence d’une sonde extrinséque, la 2Ap a été étudiée
en position 6, 8 et 10. Les cinétiques multi-exponentielles des déclins de fluorescence nous ont apporté
des informations précises et locales sur I’environnement de notre sonde structurelle. Jusqu’a quatre temps
de vie ont pu étre établis, allant de la pico-seconde (0.8 - 3.7 ps) a la nano-seconde (1.9 - 3.1 ns). Non
seulement les espéces «sombresy pour d’autres setups ont pu étre résolues, mais la totalité des différents

sous-états conformationnels ont été mis en évidence. Ces derniers sont de plus spécifiques au site de
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mutation ponctuelle. Le Quenching par CT est trés efficace en position 10 (+ de 80% d’amplitude au
cours des 5 premiéres ps), ce qui corrobore les QY obtenus par fluorescence statique, et est en accord
avec de précédentes études structurales par RMN, ot la 2Ap est & méme d’interagir par empilement avec
G(10). Les deux premiers temps ont été attribués a des conformations efficacement empilées, ot les temps
de vie mesurés reflétent un Quenching par CT, de type «statique apparenty. Ils reflétent des structures
apparaissant comme figées par rapport au temps de vie de relaxation de la 2Ap, ne dépendant pas de
la diffusion. Les temps de vie les plus longs ont été attribués a des sous- états conformationnels plus
labiles, ou la 2Ap entre en collision avec ces partenaires dans des mouvements limités par la diffusion.
Ces assertions ont été validées par une étude de ’anisotropie de fluorescence de ces composés, ol nous
mettons en évidence les temps minimum de correlation possibles, qui sont de 130 ps pour une rotation
locale de la 2Ap au sein de la boucle, et de 750 ps pour des mouvements segmentaires de cette derniére.
Les résultats basés sur un changement de viscosité du milieu, ont plutdt mis en évidence une interaction
spécifique de la 2Ap avec le glycerol, ce qui explique a la fois la perte du caractére site-spécifique du
quenching, ainsi que le déplacement des amplitudes des temps de vie courts vers les temps de vie long.

La seconde approche visait a étudier la possibilité de mettre en phase gazeuse une méme protéine, a
la fois & l’état random coiled et & 1’état replié. La fragmentation de NCp7 a donc été étudiée par CID
et LID, selon deux états : nue et repliée autour de son atome de zinc. L’étude par CID de la protéine
nue nous est apparue riche et instructive, de part la présence de pics bien définis, aisément attribuables
selon le modéle du proton mobile. Au sein de la fenétre de faible masse sur charge, une description
détaillée de la fragmentation du Trp a pu étre mise en évidence, ou les particularismes sont expliqués
par la proximité d’une lysine. La faiblesse de I'action du laser sur la protéine s’explique en partie par
I’état de charge de cette derniére, favorisant un alignement qui va & ’encontre d’un transfert de charge
de l'indole vers les sites accepteurs. Seul un pic & 148 m/z est optiquement induit, aux détriments des
autres fragments. L’effet principal de la complexation avec le zinc est une augmentation générale de la
fragmentation accompagnée d’une perte du caractére défini de type proton mobile. La répartition des
charges au sein du squelette doit étre bouleversée, et est probablement & ’origine d’une conformation
de type globulaire favorisant les CT. Il ressort de cette expérience le fait que la spectrométrie de masse
est tout a fait & méme de pouvoir étudier des molécules biologiques en fonction de leur conformation, si
cette derniére est due majoritairement a des liaisons non covalentes. Il est clair que la structuration de
la protéine change la répartition et l'intensité des pics de fragmentation ou les radicaux sont impliqués
dans la complexation. Cependant, exploiter d’aussi grosses protéines présente plusieurs inconvénients : la
quantité d’informations générées est importante, ce qui noie I’essentiel. L’étude de la protéine en charge
3+ empéche une fragmentation par LID efficace. Dans ce travail, de nombreuses hypothéses sont mises
en avant, et nécessitent pour étre pleinement considérées un important travail d’analyse sur les points
essentiels qui ont été dégagés, spécialement autour de la fragmentation du Trp (Cf : 4.4).

En ce qui concerne 'aspect fondamental du projet, les informations recueillies mettent en avant
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le potentiel de la phase gazeuse pour étudier intrinséquement la conformation d’un peptide autour de
liaisons non covalentes, informations essentielles pour modéliser théoriquement de telles structures. En
ce qui concerne le contexte général de I’étude, les informations engrangées par la down-conversion sont
essentielles. Le Quenching local de la 2Ap fourni de précieuses données sur la dynamique structurelle de
la boucle. Ces informations pourront étre utilisées pour modéliser avec plus de précision la tige boucle,
en prenant également en compte la flexibilité de cette derniére. D’autre part, elles serviront de socle
comparatif avec une futur étude impliquant la complexation de NCp7. Les résultats obtenus seront
essentiels et donneront de plus amples informations locales et dynamiques sur Uinitiation de la formation
des complexes boucles-boucles, induits par NCp7. La connaissance détaillée de ces mécanismes pourrait
tendre vers une conception rationnelle de médicaments inhibant l'interaction par compétition. L’idéal
sur ce plan, étant de combiner les précieuses données issues de criblage & haut débit & une approche

compréhensive de l'interaction afin de tendre vers des médicaments plus spécifiques et plus efficaces.
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