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Introdution GénéraleLes moléules biologiques se omposent d'un assemblage d'éléments plus ou moins réatifs himiquementparlant. Il est de notoriété ommune que e qui fait la spéi�ité de es �building bloks� réside dansl'adoption de strutures seondaires et tertiaires, permettant, par exemple, l'émergene de sites atifspour la reonnaissane d'éventuels substrats d'intérêts. Au modèle lassique rigide de type �lé-serrure�,introduit par Fisher en 1894 [4℄, s'est progressivement insinué des visions tenant ompte d'une dynamiquestruturelle, omme la notion �d'ajustement induit�, soulignée par Koshland en 1958 [5℄ ou par exemplel'allostérie. Les bio-moléules sont en e�et �exibles et dans l'évolution de leur onformation réside unepartie de la spéi�ité et de l'e�aité de la réation himique.La problématique de la �exibilité des bio-moléules prend tout son sens lorsque l'on s'intéresse auxméanismes d'interations entre protéines et aides nuléiques. Ces derniers forment tout un pan de labiologie moléulaire ar ils onernent, par exemple, des proessus aussi importants que la répliation, latransription ou le stokage de l'ADN dans les ellules, soit autant de phénomènes qui néessitent à lafois une spéi�ité de reonnaissane, une liaison, une déstruturation, et une libération du substrat, letout ave un parfait minutage. S'il est lair que la proximité des enzymes peut in�uer sur la onformationdes oligonuléotides (ODNs) d'intérêt [6℄, la séquene intrinsèque de es derniers joue également un r�ledans la manière dont les bases seront présentées à l'environnement [7℄. Cela onerne bien entendu lesnuléotides simples brins (ARN/ADNs) mais également doubles brins. De e fait, on ne peut parfaite-ment appréhender une interation proteine-ODN sans également envisager l'étude des aratéristiquesstruturales et dynamiques intrinsèques des di�érents protagonistes de la réation. Parmi les outils àdisposition de l'expérimentateur, la ristallographie aux rayons X ainsi que la spetrosopie RMN ontlongtemps été des appareillages de hoix pour étudier la struture des moléules. Cependant, la premièrene fournit que peu d'informations sur la dynamique des omposés examinés, alors que la seonde donneprinipalement aès à des informations loales, mais peine à dé�nir des omportements globaux, telle laourbure des ODNs ou leurs méanismes segmentaires.Par �exibilité, nous entendons la apaité inhérente d'une moléule à posséder un paysage énergétiqueonformationnel omplexe. On peut vouloir dès lors étudier le degré de population et / ou les inétiquesd'inter-onversion entre di�érents minimum loaux. Ce genre de tâhe est onfrontée à deux obstalesmajeurs, à savoir l'éhelle temporelle des mouvements moléulaires (pouvant s'étendre de la milliseondejusqu'à la dizaine de pioseondes, rendant les tehniques sus-mentionnées omplètement obsolètes pourapter les phénomènes ultraourts) ainsi que la séparation entre les propriétés dues aux interationsintermoléulaires et elles issues des aratéristiques intrinsèques du sujet d'investigation.Lorsque l'on peut se permettre de travailler en phase ondensée, les spetrosopies d'absorption etde �uoresene résolues en temps se sont avérées de fantastiques outils pour apter les dynamiques



moléulaires les plus ourtes [8, 9℄. Dans e genre d'expérienes, un laser femtoseonde exite un hro-mophore �uoresent, soit naturellement présent au sein de la moléule, soit arti�iellement inorporé.Les interations entre e dernier et son environnement loal a�etent la durée de vie de l'état exitédu hromophore : si la maro-moléule au sein duquel est implémentée la sonde �uoresente est sujetteà une hétérogénéité onformationnelle, alors le �uorophore va expérimenter des environnements loauxdi�érents qui se traduiront par des inétiques de relaxation de type multi-exponentielles [10℄. Résoudrees inétiques de la manière la plus préise possible tout en attribuant les aratéristiques des délinsà des données de dynamiques struturelles représentent les enjeux prinipaux de e type d'expérienes[11, 12℄.Lorsque l'on désire aéder uniquement aux propriétés propres de la moléule, parfois dans un butde prédition, alors la spetrosopie en phase gazeuse apporte vraisemblablement les meilleures données,permettant une omparaison ave la théorie [13℄. Le problème du transfert de protéines ou d'aidesaminés de grandes tailles en phase gazeuse a été résolu ave l'implémentation de soures telles quel'életrospray (ESI [14℄) ou le MALDI [15℄. La prinipale méthode d'analyse utilisée en phase gazeuseest la fragmentation. L'ativation peut se faire par hau�age vibrationnel, notamment sous la formede ollisions ave un gaz neutre, ou par exitation életronique, telle l'absorption d'un photon UV. Enfontion de la longueur d'onde du faiseau, di�érentes transitions sont aessibles, allant des liaisonspeptidiques en dessous de 200 nm, aux életrons ontenus dans les yles aromatiques dans le domaineUV-visible. Des moléules plus ou moins ontraintes par des ions peuvent présenter spetres de photo-fragmentation relativement di�érents. Il a été invoqué que l'augmentation de la rigidité du systèmepouvait a�eter la position et l'intersetion des surfaes de potentiel des di�érents états életroniques, etdon les dynamiques de relaxation auxquelles sont sensibles es méthodes [16℄.Le travail faisant l'objet de e manusrit met en avant l'utilisation de es deux méthodes dans unontexte biologique bien préis : elui de la rétro-transription du Virus de l'Immunodé�iene Humaine(VIH). Le passage d'un ARN simple brin vers un ADN viral biaténaire, prêt à être inséré dans legénome de la ellule h�te, fait intervenir des méanismes d'interations protéines-aides nuléiques àde nombreuses reprises. L'une d'elle, appelée seond saut de brin, néessite l'assoiation d'une protéineà doigt de zin appelée Nuleoapside 7 (NCp7 ) du VIH ave une séquene ADN de type tige-boulenommée Primer Binding Site (PBS). D'un oté, une nouvelle expériene de �uoresene résolue en temps,en utilisant le prinipe de la génération de fréquene di�érene DFG, a été mise en plae. Elle est adaptéeà l'étude de inétiques de délin de omposés biologiques, exités et émettant dans l'UV, et sera mise àontribution pour tenter de mieux aratériser, à l'éhelle sub-pioseonde, les dynamiques loales de laboule. D'un autre oté, nous utiliserons les tehniques de Dissoiations Induites par Collisions et Induitespar Laser ( CID et LID) en phase gazeuse, a�n d'évaluer les e�ets que peuvent avoir le repliement deNCp7 sur les anaux de fragmentation de la moléule.Le premier hapitre évoque un rappel sur le ontexte biologique de la thèse, néessaire a�n de mieux22.10.2012 T.Gelot 2



appréhender les problématiques du sujet. Un bref état de l'art sera ensuite proposé pour les deux ap-prohes. Le seond hapitre est uniquement dédié à la présentation du montage de �uoresene résolueen temps de type down onversion. Sa mise en plae ayant en ompté pour une bonne partie de e travailde thèse, son fontionnement sera don expliqué en détails. Le troisième hapitre reprend les résultats de�uoresene résolue en temps obtenus sur PBS. En�n, le quatrième traite de manière indépendante del'étude du repliement de NCp7 en phase gazeuse. Une desription détaillée du montage sera établie dansun premier temps, suivie d'une analyse des spetres de fragmentation obtenus.
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État de l'art du projet 1.1 - Contexte biologiqueLe but de e hapitre introdutif est triple. Dans un premier temps, il s'agit d'e�etuer un tour d'hori-zon rapide du ontexte biologique de la thèse. Le leteur intéressé par plus de détails pourra s'orientervers des ouvrages de référenes en mirobiologie [17℄, ou spéialisés en virologie [18℄. Un point de vuegraduellement tourné vers le mirosopique sera adopté : à partir d'une très brève desription externedu virus, nous nous intéresserons à une étape partiulière du yle viral appelé transription inverse(RT, pour ensuite se foaliser sur l'interation de la protéine NCp7 ave la séquene PBS du brind'ADN(-) au ours du seond saut de brin de la RT. Nous tenterons ensuite d'aborder les probléma-tiques relatives au travail de thèse pour �nir par une desription rapide des di�érentes approhes misesen plae.1.1 Contexte biologiqueLe VIH-1, ou Virus de l'Immunodé�iene Humaine 1, appartient à la lasse des Retroviridae, sous-famille des Orthoretrovirinae, et au genre des Lentivirus. Il possède don une enveloppe, entourant unfeuillet protéique que l'on appelle matrie, elle même ontenant en son entre une apside protéique. Al'intérieur de ette dernière se situe son génome, omposé d'ARN monoaténaire, diploïde et à polaritépositive. Ce dernier est reouvert et protégé par environ 1500 à 2000 unités de protéines de nuléoapside(NCp7). On dé�ni la nuléoapside omme étant l'ensemble formé par la apside et du génome viral. Ellerenferme, entre autres, des enzymes virales indispensables à la répliation du virus, omme la rétrotran-sriptase, la protéase et l'integrase, ainsi que des protéines et ARNt d'origines ellulaire.En tant que virus, le VIH-1 a besoin d'une ellule h�te dont il utilise les onstituants pour se mul-tiplier. La �gure 1.1 représente son yle viral, à savoir les di�érents stades permettant, à partir d'unepartiule infetieuse et d'une ellule h�te, d'engendrer la prodution de nouveaux virions matures [19℄.Cette stratégie implique à la fois la pénétration du virion dans le ytoplasme de la ellule, puis la syn-thèse d'un ADN omplémentaire (ADN) proviral à partir de la matrie d'ARN génomique (ARNg), auours d'un proessus appelé Transription Inverse ou Rétrotransription (RT). Le rétro-transrit ADNproviral sera ensuite intégré au sein de l'ADN ellulaire. La phase post-intégrative omprend à la fois latransription de l'ADN intégré en ARNm, la synthèse de protéines virales par la mahinerie ellulaire,l'assemblage et le bourgeonnement de nouvelles partiules virales.Au oeur du yle viral se situe don la RT. C'est un proessus omplexe, segmenté en di�érents stades(f Fig.1.2), atalysé par une enzyme appelée rétrotransriptase (RTase) et failité par la NCp7 [20℄. Laonversion de l'ARNg en ADN proviral néessite deux transferts de brins. Le ontexte biologique denotre thèse s'artiule essentiellement autour du seond : a�n de permettre l'élongation omplète du brind'ADN (+) et d'obtenir un ADN proviral biaténaire, les brins (-) et (+) doivent s'hybrider au niveaude leur séquene PBS respetive. NCp7, de par son ativité haperonne d'aides nuléiques (ANs), est22.10.2012 T.Gelot 2



État de l'art du projet 1.1 - Contexte biologiquesensée stimuler l'hybridation des deux séquenes.

Figure 1.1 � Illustration du yle viral1.1.1 La protéine de Nuléoapside 7 du virus HIV1.1.1.1 Struture de la NCp7La NCp7 est issue de la maturation du préurseur polyprotéique Pr55 odé par le gène Gag [22℄.Elle est omposée de 55 aides aminés [23, 24℄. NCp7 est une protéine dont les domaines Nterm et Ctermsont fortement basiques et est aratérisée par la présene de deux doigts de Zin de séquene : -Cys-X2-Cys-X4-His-X4-Cys- également appelés motifs CCHC (Fig.1.3). Ii, X signi�e la présene d'autres aidesaminés à l'exeption de eux déjà mentionnés dans la séquene. Cette struture permet de oordonner defaçon tétraèdrique un atome de zin (via les groupements thiols des ystéines et amino de l'histidine) aveune a�nité élevée (10−13 M) [25, 26, 27℄, selon un méanisme présentant plusieurs états intermédiaires[28℄. La région "linker" entre les deux CCHC, de séquene RAPRKKG est également très basique. Demanière paradoxale, le linker ainsi que les régions Nterm et Cterm sont supposés présenter un aratèredésordonné [29℄, alors que la liaison ave le zin engendre une onformation des doigts bien dé�nie [30℄.Linker et motifs CCHC sont très onservés au sein des NCs de di�érents rétrovirus [31, 32℄. Lorsquel'on étudie e motif en y ajoutant des mutations pontuelles, notamment en remplaçant une histidinepar une ystéine, l'a�nité de NCp7 pour l'ARNg et pour l'ARNLys3
t s'en trouve grandement diminuéeaboutissant à la formation de partiules non infetieuses [33, 24℄. Le résidu Pro31 au sein du "linker"semble jouer un r�le ritique dans le rapprohement des deux doigts de zin [34℄. Ces derniers peuventse replier de telle sorte qu'un plateau hydrophobe soit généré à la surfae des deux doigts, impliquant lesrésidus Val13, Phe16, Thr24, Ala25 pour le doigt proximal, et Trp37, Gln45 et Met46 pour le doigt distal.22.10.2012 T.Gelot 3



État de l'art du projet 1.1 - Contexte biologique

Figure 1.2 � Les 8 prinipales étapes de la Transription Inverse - Shéma issu de [21℄.1. Hybridation de la séquene PBS (Primer Binding Site) ave un ARNtLys,3 d'origine ellulaire.2. Assoiation de la Retro-Transriptase virale (RTase) au omplexe ARN/ARN et initiation de la synthèsedu brin (-) de l'ADN, depuis la séquene PBS jusqu'à l'extrémité 5'. Le brin d'ADN(-) rétro-transritest appelé ADN(-) strong stop ((-)ADN-ss). Dégradation de la matrie ARN orrespondante par laRTase, grâe à son ativité ribonuléase H (RNase H).3. Transfert du brin d'ADN néo-synthétisé vers l'extrémité 3' du génome viral, nouvel appariement àl'ARN(+) via leur séquene R omplémentaires. Cette étape est appelée premier saut de brin, outransfert du brin (-).4. Élongation du brin transféré et dégradation de la matrie ARN par la Rtase. A la �n de ette phase, lamatrie ARN est omplètement hydrolysée, à l'exeption d'une région appelée PPT, rihe en purines.5. PPT sert d'amore à la synthèse du brin ADN(+), ontenant les odons (+)U3, R, (+)U5 et (+)PBS.6. Hydrolyse de L'ARNtLys,3, e qui permet un appariement de l'ADN(+) vers l'extrémité 3' de l'ADN(-) via la omplémentarité de leur séquene PBS. Il s'agit du seond saut de brin, ou transfert du brin (+).7. Les deux séquenes vont ensuite être omplétées : de (-)PBS jusqu'à (-)U3 pour le brin (-) et de (+)PBSjusqu'à (+)U3 pour le brin (+).8. Le résultat �nal est don la présene d'un ADN biaténaire, ave à haque extrémité une séquenerépétée type U5-R-U3 de 5' vers 3' pour l'ADN (-) et U3-R-U5 de 5' vers 3' pour l'ADN(+).22.10.2012 T.Gelot 4



État de l'art du projet 1.1 - Contexte biologiqueParmi es résidus, Phe16 et Trp37 peuvent interagir par interations d'empilement ave des guanines (Gs)[35, 36℄. Une mutation de es résidus provoque la formation de partiules virales non infetieuses [37℄.

Figure 1.3 � Composition de la protéine de Nuléoapside 71.1.1.2 NCp7 : Une protéine haperonne d'aides nuléiquesNCp7 appartient à la famille des protéines à ativité haperonne. Ces dernières possèdent la par-tiularité de permettre à des systèmes possédant des on�gurations métastables de se réarranger pouratteindre les onformations thermodynamiquement les plus favorables [38℄. De nombreux ANs, notam-ment les ARNs dits "fontionnels", ont une ativité biologique qui dépend de leur on�guration seondairevoire tertiaire. En e�et, du fait de leur struture monoaténaire, es derniers peuvent se struturer spon-tanément par le biais d'hybridations intramoléulaires. La plupart du temps, e repliement aboutit à laformation de on�gurations énergétiques intermédiaires, ie, des onformations alternatives prohes de lastruture native, mais dénuées de fontion biologique. Dans la nomenlature des paysages énergétiques, esont autant de minima loaux, véritables pièges énergétiques, néessitant le franhissement d'une barrièreinétique pour se replier orretement [39, 40℄. Conrètement, l'ativité haperonne d'ANs se traduit parla apaité de la moléule à se lier spéi�quement ou non à des strutures d'ANs variées, à déstruturerles on�gurations liées aux minima loaux énergétiques, puis à failiter l'hybridation de strutures na-tivement omplémentaires.La liaison de NCp7 sur les ANs peut se faire de manière non-spéi�que ou spéi�que. La premièreest prinipalement assurée grâe aux domaines basiques de NCp7, via des liaisons életrostatiques aveles ANs, fortement dépendantes des onditions salines [41, 42℄. En revanhe, la seonde est prinipale-ment permise via les AAs Phe16 et Trp37 du plateau hydrophobe. Les motifs de liaisons site spéi�quessont la plupart du temps des séquenes rihes en UG, TG au sein de strutures simple brins, ou bienrihes en GXG au sein de boules simple brins. [43, 44, 45, 46, 47, 48℄. Dans la majorité des as, le résiduTrp37 semble avoir un r�le prépondérant en s'empilant préférentiellement ave les guanines des motifs [29℄.22.10.2012 T.Gelot 5



État de l'art du projet 1.1 - Contexte biologiqueL'ativité de déstabilisation de NCp7 est portée par les doigts de zin de la protéine [49℄. Cettedernière, somme toute très modeste, est reliée à la stabilité intrinsèque des ANs ibles, puisque NCp7déstruture prinipalement les séquenes ontenant des "bulges" où des mésappariements ([50, 51℄) etrelativement peu les états stables. Cei à pour onséquenes un lissage du paysage énergétique, ne on-tenant plus qu'un seul puits de potentiel a�lié au repliement optimal. Le modèle de déstabilisation quisemble prévaloir atuellement est un modèle qui ne dépend pas de l'ATP. Il se baserait sur un méan-isme d'éhange d'entropie [52℄ entre une protéine haperonne initialement désordonnée et la moléuleible d'ARN , struturellement ordonnée, même sous une forme non-native. La liaison entre es deuxpartenaires favoriserait un éhange réiproque d'entropie aboutissant à une transition désordonnée →ordonnée pour la protéine AN haperonne, et inversement pour la moléule d'ARN. Chaque yle deliaison / libération de NCp7 permettrait à l'AN de se déplaer le long de son espae onformationnel etainsi de s'approher de son état struturel natif.NCp7 (prinipalement via les aides aminés basiques de sa queue Nterm) peut agréger de manière nonspéi�que les aides aminés préalablement déstruturés et favoriser leur appariement.� La onentration des aides nuléiques est possible ar NCp7 peut éranter e�aement les harges
+ portées par les phosphates des ANs et ainsi minimiser leur répulsion [53℄.� L'hybridation des séquenes omplémentaires dépend de la onentration de NCp7 et est optimaleà un degré d'oupation allant de (1 : 15 nt) à (1 :7 nt) [29℄. Lorsque e ratio est plus faible, NCp7interagit ave les ANs de manière spéi�que et ne présente pas d'ativité d'hybridation. LorsqueNCp7 est très saturante (1 :5 à 1 :1 nt), elle entoure et ompate omplètement les ANs, e qui lesprotège et les �ge. Dans e as, l'appariement de base est très limité [54℄.L'ativité haperone d'aide nuléique se aratérise don par la formation de omplexes nuleo-protéiquesde haut poids moléulaires à forte mobilité intrinsèque. Les inétiques rapides de liaison/libération desomplexes NCp7-ANs, ainsi que la modulation de la onentration des partenaires réationnels sont au-tant de phénomènes pouvant failiter les interations natives d'hybridation [55, 56℄.Via son ativité haperone, NCp7 oupe de nombreux r�les au sein du yle ellulaire : elle partiipenotamment à la séletion, dimérisation puis à l'enapsidation du génome viral, et intervient au ours dela rétrotransription à di�érentes étapes (initiation et appariement de l' ARNtLys,3, premier et seondsaut de brin, �n de la RT en intervenant sur la formation de l'ADN entral �ap) [57℄. La multipliitéde es r�les est à la fois liée à sa apaité d'interagir de manière spéi�que ou non ave les séquenesd'ANs, mais aussi à la nature et du repliement de es dernières. Ce sont des paramètres intrinsèquementdynamiques qui font que les onstantes d'a�nités de NCp7 sont spéi�ques du ontexte dans laquelle elle22.10.2012 T.Gelot 6



État de l'art du projet 1.1 - Contexte biologiqueest employée, et peuvent varier de plusieurs degrés d'amplitude.1.1.1.3 Exemple de r�le : Impliation de NCp7 dans le transfert de brin (+) de la tran-sription inverseLors du seond saut de brin de la RT (Cf : Fig.1.2, étape 6), l'hydrolyse de l'amore ARNtLys,3 dé-lenhe l'appariement de (-)PBS à (+)PBS. Ce dernier est stimulé par l'ativité haperonne de NCp7,qui, omme nous l'avons vu préédemment, onsiste préalablement à lier puis déstruturer l'AN. Il a étédémontré que la liaison de NCp7 sur PBS est spéi�que et que les hangements de onformations induitspar la haperonne sont à l'origine d'un mode partiulier d'hybridation entre les deux PBS.La séquene PBS se ompose de 18 aides aminés et présente, sous sa forme ARN ou ADN simplebrin une struture seondaire en forme de tige-boule aompagnée d'une extension simple brin en 3'.La tige ontient 4 paires G-C, la boule est formée par 5 nuléotides tandis que 4 onstituent la queue3' (Fig.1.4). Notre étude se foalise sur un variant de PBS appelé ∆(-)PBS (Fig.1.4). Ce dernier estidentique à l'original, si e n'est l'absene de la partie protubérante -GCCA- en 3'.

Figure 1.4 � Strutures seondaires des tiges-boules (-)PBS et ∆(-)PBSIn vitro, (+)PBS peut spontanément se lier à (-)PBS par l'intermédiaire de leur tiges respetives[38℄. Simplement, NCp7 peut augmenter de près de 60 X le rendement d'assoiation des deux séquenesomplémentaires [58℄. Il a été montré que NCp7 haperonne l'assoiation des deux PBS au travers desboules, sous la forme de �kissing-omplexes� de type boule-boule. NCp7 possède deux sites de liaisonsur ∆(-)PBS, l'un situé en 5' de la boule, dans la partie haute de la tige, le seond loalisé au niveau10-CGG-12 (ontre 3 sites pour PBS, le dernier étant justement situé sur 5'-G(15)CCA(18)-3'). NCp7interagit prinipalement ave le premier via deux aides aminés de son plateau hydrophobique, à savoirPhe16 et Trp37. La struture du omplexe NCp7-∆(-)PBS a été résolue par RMN [21℄, où il a été mis enévidene que les deux aides aminés préédemment mentionnés s'insèrent entre T6 et G7, dans une stru-ture où G7 est fortement empilée ave Trp37. Cela aurait pour onséquenes à la fois un retournement deT6 et G7 vers l'extérieur de la boule, un étirement de ette dernière, une amélioration de l'aessibilité de22.10.2012 T.Gelot 7



État de l'art du projet 1.2 - Motivations de la thèsela séquene 8-TTC-10 et une déstabilisation de la paire de base 5C-G11 à proximité de la boule (Fig.1.5).

Figure 1.5 � Comparaison des strutures de ∆(-)PBS : (a) sous forme libre, (b) omplexéeave (12-55) NCp7 - Obtenues à partir d'expérienes RMN-1H [21℄. Les nuléotides représentatifs de laboule sont olorés en vert, ave mise en valeur (vert foné) des bases T6 et G7. Les paires de bases de latige sont en bleu (de C3 à C5 et de G11 à G14) et en jaune (G1 et C14).D'un point de vue dynamique, on onstate une restrition drastique de la mobilité loale des bases ausein de la boule [1℄. De manière intéressante, la restrition de mobilité de la boule dans une onformationdéstruturée est omplètement orrélées ave la apaité de NCp7 à orienter l'appariement via les boules(Fig.1.6). Une mutation pontuelle de NCp7 a�etant l'intégrité du plateau hydrophobique empêheral'appariement des deux PBSS par les boules, mais NCp7 pourra tout de même aélérer l'appariement,mais de manière non spéi�que, via les tiges [59℄ ; De façon surprenante, in vivo, ela onduit à laformation de partiules virales non infetieuses [37℄. La baisse de l'ativité virale n'est pas liée à l'absenede synthèse d'ADN viral, mais plut�t à un mauvais ontr�le du timing du proessus de RT au sein duyle viral, engendré par la perte de la spéi�ité de l'appariement des deux PBSs. NCp7 agit don ommeun alternateur de méanismes, en empêhant la formation de dimères non spéi�ques. La spéi�ité del'appariement sous forme d'embrassement des boules permet à la RT de se �nir et d'aboutir à la synthèsed'un ADN biaténaire viral valide, bien intégré dans le déroulement du yle viral.1.2 Motivations de la thèseL'objetif de la thèse se plae lairement dans le adre expérimental énoné dans le hapitre préédent.Il est ertain que l'ation déstruturante de NCp7 et la diminution de la dynamique de la boule PBS sebase avant tout sur des propriétés intrinsèques des deux partiipants. En se plaçant volontairement enamont de l'interation NCp7-PBS, nous souhaitons aborder la thématique de l'étude de la �exibilité dees deux strutures, au travers de deux tehniques d'analyse de pointe.Ces tehniques ont pour point ommun un méanisme similaire d'ativation des moléules, l'absorp-22.10.2012 T.Gelot 8



État de l'art du projet 1.2 - Motivations de la thèse

Figure 1.6 � Méanismes proposés par Godet & Al. [1℄ pour l'appariement des strutures(-)/(+)PBS - En l'absene de NCp7 (parourt du haut), les bases azotées restent on�nées à l'intérieur dela boule et ne sont pas aessibles pour l'appariement. Ce dernier se fait probablement par l'intermédiairede la tige, et notamment via les bases (en rouge) exposées (parties protubérantes) à la base de la tige. Parson ativité haperonne, NCp7 se lie à la boule, déstabilise les bases, et ontraint probablement la bouledans ette onformation, e qui est à l'origine du parourt de type loop-loop kissing (en bas).tion d'un photon UV, mais se di�érenient par l'étude des proessus de relaxation des états exités. Ellesnéessitent également l'utilisation de deux �uorophores. Idéalement, es derniers sont natifs du systèmeque l'on veut perturber, on parle alors de �uorophores intrinsèques. Lorsqu'ils sont gre�és ou substituésdans la moléule d'intérêts, on parle de �uorophores extrinsèques.Au sein de la première approhe, nous utiliserons un �uorophore extrinsèque, nommé 2-aminopurine(2Ap), en tant que sonde loale, appliquée en position 6, 8 et 10 de la boule de ∆(-)PBS. La �uoresenede 2Ap est fortement quenhée par les bases avoisinantes, et de e fait, les inétiques de délins multi-exponentielles qui en résultent doivent permettre de mieux identi�er les sous-états onformationnelspossibles de la boule. Appliquée à di�érentes positions, les données olletées doivent permettre dedérire globalement la �exibilité de la boule. La nouveauté étant de pouvoir disposer d'un rapportsignal à bruit et d'une résolution temporelle tels que l'intégralité des omposantes de la dynamique de�uoresene puissent être résolues.Au sein de la seonde approhe, nous utiliserons les apaités de détetion de la spetrométrie demasse, ouplée à une méthode d'ativation par ollisions ave des atomes froids ou par absorption dephoton UV pour interpréter les di�érenes de fragmentations entre NCp7 libre ou repliée autour du Zin.L'étude de ette protéine en phase gazeuse o�re une exellente opportunité de omprendre l'e�et du22.10.2012 T.Gelot 9



État de l'art du projet 1.3 - Approhe A : Dynamique struturelle de ∆(-)PBS-2Ap(6, 8 et 10)repliement sur la répartition de l'énergie d'ativation au sein d'un squelette peptidique, lorsque elui estontraint ou non.1.3 Approhe A : Dynamique struturelle de ∆(-)PBS-2Ap(6, 8et 10)1.3.1 Utilisation d'une sonde extrinsèque de �uoresene : la 2ApLa 2-aminopurine (2Ap) est un analogue �uoresent de l'adénine (6-amino-purine). Elles di�èrentdon par la position de leur amine primaire respetive. 2Ap pourrait de e fait être quali�ée de sonde�semi-extrinsèque�. A l'instar de son équivalent naturel, elle peut former deux liaisons hydrogènes avela thymine, et s'empile don très bien dans un duplexe d'ADN, en perturbant peu la struture initiale dee dernier [60, 61℄. La 2Ap peut être séletivement exitée à 305 nm, e qui orrespond à une absorptiondéalée vers les longueurs d'onde rouges par rapport aux bases azotées naturelles (260 nm), et présenteune émission entrée à 370 nm. Son rendement quantique de �uoresene est assez élevé (QY = 0.68en solution) et varie en fontion son environnement prohe. Ainsi, l'inorporation de la 2Ap au seinde duplexes d'ADN provoque une diminution de QY, selon un proessus quali�é de �quenhing� de�uoresene.1.3.2 Le quenhing de �uoresene de la 2ApLes auses de e quenhing ont rapidement été attribuées à un état empilement de la 2Ap ave sesbases voisines, e qui a permis son utilisation en tant que sonde pour étudier la dynamique de fusiond'oligonuleotides [62℄. Alors que la 2Ap seule présente un unique temps de vie de �uoresene de 10 nsen solution, son délin devient fortement hétérogène une fois inorporée dans un environnement oligo-nuléotidique [63℄, hétérogénéité attribuée à divers degrés d'empilement.Les possibilités remarquables de la 2Ap en tant que possible sonde struturelle loale ont don en-gendrées un nombre onséquent d'études ayant pour but de aratériser les méanismes de quenhing de�uoresene entre la 2Ap et les bases avoisinantes. Étant donné l'impossibilité d'un transfert d'énergieentre la 2Ap exitée et les autres bases, le quenhing de �uoresene a été attribué à un transfert deharge (CT). En se basant sur les potentiels d'oxydation des bases naturelles (G = 1.29 V < A = 1.42V < C = 1.6 V < T 1.7 Volt par rapport à l'életrode à hydrogène normal (NHE)) [64℄ et de elle de la2Ap (1.5 V vs NHE), un méanisme de transfert de trou de la 2Ap* vers les guanines à premièrement étéinvoqué [65, 66℄. Zewail et al. étudièrent de manière exhaustive la dépendane du méanisme de CT sur laposition de la 2Ap dans divers dinuléotides par spetrosopie d'absorption et de �uoresene transitoirefemtoseonde (pompe-sonde et uponversion), pour suggérer une relaxation par transfert de trou lorsquela 2Ap est en ontat ave des purines (A,G), et par transfert d'életron ave des pyrimidines (C,T) [67℄.22.10.2012 T.Gelot 10



État de l'art du projet 1.3 - Approhe A : Dynamique struturelle de ∆(-)PBS-2Ap(6, 8 et 10)Cette assertion a peu après été en partie on�rmée par des aluls théoriques TDDFT (Théorie de laFontionnelle de la Densité Dépendante du Temps) menés par Jean et Hall [68℄ sur des di-nuléotidesempilés sous forme B (onformation naturelle des deux brins d'ADN), de séquenes (5')-2Ap-X-(3') ou(5')-X-2Ap-(3') . Lorsque X orrespond à une base pyrimidique, la transition vertiale d'exitation sefait prinipalement vers un état S2 de répartition életronique similaire à 2Ap*. Un état sombre us-jaent S1 ave un fort aratère CT a également été mis en évidene. Le quenhing s'e�etuerait demanière dynamique, via onversion interne rapide de S2 vers S1. En revanhe, lorsque X est une purine,les di-nuléotides présenteraient une déloalisation életronique partielle en S0, à l'origine de transitionsd'exitations à plus faibles fores d'osillateur, typiquement renontrées pour des proessus de quenhingstatique. En étendant leur étude à une onformation type tri-nuléotides (5')-X-2Ap-X-(3'), es derniersréa�rment �nalement que es deux proessus ont lieu simultanément pour l'ensemble des séquenes. Laforme du CT (HT ou ET) dépendant des potentiels redox des bases avoisinantes [69℄.3 ans plus tard, Wan et al. ont suggéré l'existene d'un nouveau anal de quenhing, toujours partransfert de harge mais ayant lieu avant relaxation vers l'état vibrationnel le plus bas de l'état exité. Ilsont pour ela omparé les durées de vie ultraourtes de omplexes ovalents et non-ovalents ontenantla 2Ap et divers ODN (A, G, Deazaguanine) ou du tryptophane, dans des expérienes d'absorptiontransitoire ou de �uoresene résolues en temps. En e�et, la Up-onversion est uniquement sensible àla relaxation de l'état exité, alors que l'absorption transitoire permet en plus de mettre en évidenel'existene d'autres états sombres. Le fait que les inétiques déonvoluées de la fontion de réponseinstrumentale présentent à la fois une dépendane à ∆G ainsi qu'une intensité initiale plus faible quela 2Ap libre est à l'origine de leur onlusion sur le aratère �non-équilibré� du transfert. Pour �nir,notons que les notions de CT et de quenhing statique/dynamique seront abordées plus en détails au seindu Chapitre III.1.3.3 Informations potentielles apportées par le quenhing de �uoreseneLa 2Ap a déjà été utilisée pour sonder la �exibilité de la boule ∆(−)PBS, par mutations pontuellesen position 6, 8 et 10 [1℄. L'étude statique de la �uoresene a révélée une rédution du QY par rapportà la 2Ap libre en solution aqueuse, signalant un quenhing de la 2Ap par les bases voisines. Ce dernierest site-spéi�que et est plus prononé pour PBS-2Ap(10), e qui va de paire ave la proximité d'uneguanine en G11, ie supposé le meilleur quenher [21℄. L'orientation est telle que le méanisme de quenhings'e�etue de manière très e�ae, e qui n'est pas le as en position 6 et 8, par rapport à G7. L'étudede la �uoresene résolue en temps, réalisée par TCSPC, a révélée des inétiques de délin hétérogènes,signatures de �utuations de la boule pendant le temps de vie de l'état exité, et probablement de CTintervenant dans des onformations restreintes. Entre 80 et 90% de l'information n'a pas été résolue, arse déroulant sur une éhelle de temps inférieure à la résolution temporelle de l'appareil. Le problème22.10.2012 T.Gelot 11



État de l'art du projet 1.4 - Approhe B : CID - LID de NCp7 [35-50℄ sous forme libre ou repliéeétant que e sont es populations non résolues qui ontribuent à l'information site-spéi�que dans laboule. Autrement dit, on sait qu'il y a des variations loales, mais on ne sait pas ombien d'étatsonformationnels évoluent sur ette dynamique ni leurs amplitudes respetives. La limite d'attributiondu phénomène d'empilement est d'ailleurs très �oue, omme la notion de degré de ontrainte de la boule.Seule une résolution omplète des temps de vie ainsi que des amplitudes assoiées permettra d'avoir unavis préis le degré de struturation de la boule . Il faut également pour ela être apable de délimiterle seuil inétique au delà duquel un temps de vie sera attribué omme statique et un autre dynamique.Ce seuil peut être appréhendé en étudiant l'anisotropie loale des 2Aps au sein des boules. Godet & Al.ont mesuré des inétiques de délin anisotropique également hétérogènes, signes que la 2Ap expérimentedi�érents degrés de rotation (globale, segmentaire, loale). Notre résolution temporelle plus élevé etnotre rapport S/N devrait pouvoir nous indiquer s'il existe d'autres dynamiques orientationnelles plusourtes ou non. Des projets similaires, mais sur d'autres moléules biologiques, ont déjà été menés par lesgroupes de Zewail et Xia [6, 70, 71, 7, 72℄, attestant de l'utilité et de la validité de transposer le projetpréédemment dérit à l'éhelle ultra-rapide.1.4 Approhe B : CID - LID de NCp7 [35-50℄ sous forme libre ourepliée1.4.1 Quelle tehnique ?La spetrométrie de masse en tandem (MS/MS) est un outil permettant à la fois la réation, laséletion, l'ativation et la détetion d'ions moléulaires en phase gazeuse. Elle néessite l'utilisation dedeux analyseurs entre lesquels est disposé un piège ionique. Alors que le premier analyseur de massepermet de �ltrer l'ion parent désiré, son ativation énergétique s'e�etue au sein du piège. Le résultatde e proessus est ensuite examiné par le seond analyseur. Le développement de ette tehnique s'este�etué en parallèle à l'essor des méthodes d'ionisation dites doues omme la �désorption-ionisationlaser assistée par matrie (MALDI)�[73℄ ou �l'ionisation par életrospray (ESI)�[74℄, durant les années80.Collision Indued Dissoiation et/ou Laser Indued Dissoiation : Une fois pris au piège,l'exitation de l'ion préurseur peut être e�etuée par divers méanismes, entre autres en e�etuant desollisions ave un gaz neutre (CID pour Collision Indued Dissoiation) ou par des méthodes optiques (LIDpour Light Indued Dissoiation). La dernière méthode ayant pour avantage, à ondition que le peptidedispose de strutures entrant en résonane ave la longueur d'onde du laser, d'exiter une transitionéletronique ave une énergie quanti�ée, et surtout d'induire une possible fragmentation loalisée.
22.10.2012 T.Gelot 12



État de l'art du projet 1.4 - Approhe B : CID - LID de NCp7 [35-50℄ sous forme libre ou repliée
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État de l'art du projet 1.4 - Approhe B : CID - LID de NCp7 [35-50℄ sous forme libre ou repliée1.4.2 Intérêt d'une fragmentation en phase gazeuseIdenti�er un peptide En biologie, la spetrométrie de masse est un outil sans pareil pour e quionerne l'identi�ation d'un peptide inonnu. Deux approhes existent : l'une quali�ée de Bottom-Up,onsiste en fragmenter le protéine par digestion enzymatique et identi�er la masse des peptides obtenus ;alors que l'approhe type Top-Down utilise les apaités pleinement de fragmentation de n'importe quelspetromètre de masse tandem.Le shéma de fragmentation est représentatif de la omposition en aide aminé de la moléule, et dee fait peut être utilisé en omparaison ave des spetres issus de banques de données où générés in-siliopar des algorithmes préditifs. Ces derniers, malheureusement, ont tendane à se baser uniquement surla omposition m/z des spetres et négligent fortement les données issues de l'intensité des pis, alorsqu'ils peuvent apporter, en supplément de la omposition de la moléule, des informations struturellesnon négligeables [75℄.Caratériser intrinsèquement un peptide : Lors d'un proessus de dissoiation, les onstantesréationnelles traduisant la faisabilité d'une fragmentation dépendent, en plus de l'énergie interne dusystème, à la fois de l'énergie ritique d'ativation du omposé métastable, de la température du système,ainsi que du nombre de mode normaux vibrationnels et rotationnels de la moléule [76℄. De e fait,les expérienes en phase gazeuse permettent d'étudier des méanismes de redistribution d'énergie ausein d'une moléule et de s'a�ranhir de l'e�et du solvant. Ce sont autant de données expérimentalesappréiables en modélisation moléulaire.1.4.3 Pourquoi NCp7 ?Si e n'est de par sa taille, qui en fait un hallenge expérimental en lui même, le variant �simpledoigt de zin� [35-50℄ NCp7 (Fig.1.7) nous est apparu omme un modèle intéressant. En e�et, outre sonintérêt biologique indéniable, la diversité de son ontenu en aide aminés, notamment basiques, permetamplement d'examiner les e�ets de déplaement de harges le long du squelette peptidique. Contenantun seul tryptophane en position 37, [35-50℄ NCp7 peut être séletivement exitée à 266 nm par unfaiseau laser, apportant une énergie supplémentaire au système. Cela peut révéler de nouveaux anauxde dissoiation ou ontrebalaner eux issus de CID. En�n, ontenant un seul motif CCHC, il est possiblede prendre en ompte le repliement de la protéine autour du Zin sur la fragmentation du peptide.Ainsi, par le biais de e modèle, nous souhaitons alimenter la question de l'in�uene des interations nonovalentes struturantes sur la relaxation des peptides en phase gazeuse, et don, naturellement, sur laformation des spetres de masse.
22.10.2012 T.Gelot 14
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Approhe A : Montage expérimental 2.1 - Choix du montageLa oneption, mise en plae et validation du montage utilisé au sein de l'approhe A (1.3) ayantompté pour une bonne partie de e travail de thèse, il nous est apparu justi�é de onsarer unhapitre entier à sa desription. Nous présentons don un nouveau proédé de spetrosopie ultra-rapide de �uoresene résolue en temps, basé sur la génération d'une di�érene de fréquene de typeII (Type II DFG), permettant ainsi d'éhantillonner temporellement une �uoresene moléulaire�down-onvertie� (DC). Ce �setup� a fait l'objet d'une publiation [77℄. Il est le fruit d'une déjàlongue tradition de dispositifs expérimentaux, mais adapté au ontexte de l'étude de �uorophoresbiologiques. Nous détaillerons le point entral du montage, à savoir les onditions d'aord de phasenéessaires pour obtenir une telle onversion, ainsi que les di�érents fateurs pouvant améliorer oudétériorer la forme du signal. Ce dernier ayant omme ontrainte d'être le plus résolu d'un point de vutemporel et le plus large spetralement, toujours dans le adre du matériel mis à disposition au sein dulaboratoire. Puisque haque design est propre à l'équipe qui le onçoit, nous détaillerons suintementles di�érents éléments qui le omposent et leur mise en oeuvre. En�n, les performanes du montageseront exposées dans le adre d'une étude témoin sur le 2,5-Diphenyloxazole (PPO).2.1 Choix du montage2.1.1 Motivation généraleNous avons introduit, au sein du hapitre 1.3.1, la problématique reliée à l'utilisation de la 2-Aminopurine (2Ap) en tant que sonde onformationnelle. La mise en plae de notre montage a étémotivée par le besoin d'y répondre de la manière la plus adaptée possible. A�n de pouvoir aratériser leplus �nement possible la dynamique de quenhing de �uoresene de omposés biologiques, qui absorbentet émettent dans l'UV, l'appareil de mesure doit disposer d'une résolution temporelle sub-pioseondetout en présentant un rapport signal sur bruit (S/N) intéressant, d'une détetion polyhromatique résolueen temps, et doit s'adapter le plus possible aux outils de détetion déjà installés au sein du laboratoire.Fae à e ahier des harges relativement préis, l'expérimentateur se trouve onfronté à un nombreertain de tehniques permettant de résoudre ette problématique [78℄. Toutes es tehniques reposentsur le même prinipe, à savoir perturber le milieu par une impulsion ultra brève, dé�nissant un temps 0 àpartir duquel la �uoresene est formée, puis ensuite déterminer l'évolution temporelle de la �uoresene.C'est sur ette dernière étape que les distintions majeures apparaissent. Il existe des méthodes quali�éesde � onventionnelles � pour lesquelles l'évolution temporelle de la �uoresene est dé�nie par des moyenspartiellement optiques et partiellement életroniques, et d'autres méthodes quali�ées de � tout optique�. Certes plus failes à mettre en oeuvre, le défaut prinipal des tehniques � onventionnelles � est leurrésolution temporelle, au mieux avoisinant quelques ps [79℄, une résolution trop faible pour aratériserpleinement les phénomènes qui nous intéressent.Il est possible d'a�ner nos ritères de hoix en prenant en ompte, au sein de haque atégorie, si22.10.2012 T.Gelot 16



Approhe A : Montage expérimental 2.1 - Choix du montagela détetion s'e�etue de manière monohromatique (à l'aide de déteteurs PMT) ou polyhromatique(utilisant une amera CCD). Il est à noter que dans les deux as, des spetres d'émission résolus en temps(TRES) pourront être générés. Alors que l'utilisation de apteurs CCD o�re la possibilité d'enregistrerdes spetres de �uoresene au ours d'une seule expériene [80℄, impliquant un gain de temps évident,la détetion monohromatique néessite une reonstrution spetrale des inétiques sur une gamme delongueurs d'ondes à onsidérer. Ces TRES sont alors basés sur une renormalisation à partir du spetred'émission statique pris sur le même intervalle [81, 82℄. Une très bonne synthèse sur le sujet a été présentéepar Maronelli & al. [79℄ dans un ontexte relié à l'éhantillonnage par e�et Kerr Optique, et une versionadaptée de la Table I de l'artile est présentée si dessous :Éhantillonnage dela �uoresene Appareils Résolutiontemporelle Détetionmultianale despetres transients Systèmesreprésentat-ifsÉletronique /Optique TCSPC 20-30 ps non [83℄, [84℄Caméra à Balayagede fente 2-10 ps oui [85℄, [86℄Tout optique Kerr Gating 100-400 fs oui [87℄, [79℄Up-onversion 50-200 fs oui (sous ertainesonditions) [88℄, [89℄,[77℄Table 2.1 � Présentation des di�érents dispositifs de spetrosopie de �uoresene résolue entemps - Adapté de [79℄Le leteur intéressé par de plus amples détails inhérents à haque tehniques pourra se penher surles revues suivantes : [90℄ pour la partie � onventionnelle � et [91℄ en introdution sur les méthodes �tout optique �.Il semble évident que seules les aratéristiques des méthodes � tout optique � s'ajustent le mieuxà nos ritères. Ces deux tehniques utilisent une "porte optique" pour éhantillonner temporellement la�uoresene, générée par une impulsion laser ultraourte. Cette dernière traverse un milieu non linéairetout en se superposant spatialement et temporellement ave la �uoresene. L'e�et de l'éhantillonnagedépend de la tehnique onsidérée.Dans le as de l'e�et Kerr optique [92℄, le milieu non-linéaire est plaé entre deux polariseurs roisésde telle sorte que la �uoresene ne puisse traverser le seond analyseur. La porte optique induit unebiréfringene instantanée dans le milieu Kerr, e qui rend le système � transparent � vis à vis de la�uoresene durant le temps du trajet de l'impulsion � porte � dans le milieu.Le grand avantage de ette tehnique est que la fenêtre spetrale de �uoresene n'est théoriquement22.10.2012 T.Gelot 17



Approhe A : Montage expérimental 2.1 - Choix du montagelimitée que par la transmittane du système - Polariseur - Milieu Kerr - Analyseur - et le degré desensibilité du déteteur [87℄. Ainsi, le hoix du milieu Kerr est de prime importane, et dans l'idéal troisparamètres doivent être optimisés :� Pour améliorer la fontion de réponse instrumentale (IRF) de l'appareil, la polarisation induite doitêtre à dominante életronique plut�t qu'orientationnelle (privilégier un ristal au lieu d'un liquide)et l'indie linéaire de réfration doit être le plus faible possible (diminuer la dispersion des deuximpulsions).� Pour améliorer l'e�aité du proessus Kerr, l'indie de réfration non linéaire du milieu doit êtrele plus élevé possible.� Le milieu doit être transparent pour la gamme de longueur d'onde orrespondant au spetre de�uoresene qui nous intéresse (prohe UV) et au proessus à deux photons de la � porte � optique.L'e�aité Kerr et la transparene du milieu étant de natures ontraires [79℄ , le hoix du matériaus'avère être une a�aire de onessions. Cependant même parmi les meilleurs ompromis, peu d'entre euxsont e�aes et réellement transparents dans l'UV. Maronelli & Al. préonisent l'utilisation du benzèneliquide [93℄. Ce dernier présente l'intérêt de � moins � absorber dans l'UV (λmin = 278 nm), dé�nieomme étant la longueur d'onde pour laquelle la denstié optique (OD) n'exède pas l'unité dans 1 md'épaisseur). La IRF d'un tel montage avoisine tout de même 450 fs dans une uvette de 1 mm d'épaisseur.L'autre élément à prendre en ompte est le oe�ient d'extintion des polariseurs (noté ii ǫ = T⊥/T‖).En e�et, même orretement roisés, des photons de �uoresene passeront toujours au travers du systèmeet partiiperont à un bruit de fond d'émission. Ce dernier est à la fois proportionnel au temps de viede �uoresene et à ǫ. L'équation 2.1 nous montre qu'ave une extintion ǫ de 10−5, une e�aité detransmission Topen de 10−1 (en mode �ouvert�, tenant ompte des pertes dues au passage au travers despolariseurs + milieu Kerr et d'une rotation de polarisation inomplète dans e dernier), un temps de viede �uoresene τF de 1 ns et un temps d'obturation τop de 100 fs, le ratio (R) entre le signal du au bruitd'émission et le vrai signal est de 1 [94℄.
R =

ǫ

Topen
·

∫ +∞

0
e−t/τF dt

∫ +∞

0
e−t/τopdt

(2.1)Un rapport S/N �aeptable� néessite d'avoir un ouple polariseur-analyseur performant pour étudierdes omposés ave une durée de vie supérieure à la nanoseonde. Or, a�n d'éviter un surplus de disper-sion temporelle avant d'atteindre le milieu Kerr, l'épaisseur du premier polariseur doit également êtreminimisée. On onstate que e paramètre di�ilement onilient ave un ǫ faible.Notons que l'objetif de la thèse est de pouvoir utiliser la dynamique de quenhing de �uoresene22.10.2012 T.Gelot 18



Approhe A : Montage expérimental 2.1 - Choix du montageen tant que sonde struturelle. La qualité des informations que l'on obtient dépendent autant de larésolution temporelle du système que du rapport S/N. Il est lair que e dernier devient exellent lorsqueette expériene traite de �uorophores à temps de vie ourts. Dans notre as, quand bien même lefond d'émission non polarisé peut être minimisé par un quenhing e�ae de nos omposés, la faibletransparene de milieux Kerr réellement e�aes dans l'UV seront une soure de nuisane potentielle. Laonsidération de l'ensemble de es paramètres nous a onduit à envisager l'utilisation d'un éhantillonnagede la �uoresene par onversion de fréquenes.2.1.2 Conversion de fréquenesLa tehnique de Fluoresene Résolue en Temps par Conversion de Fréquenes repose sur la séquenesuivante (f Fig.2.18). Une impulsion pompe ultraourte porte l'éhantillon dans un état exité �uoresent.La �uoresene émise est olletée puis foalisée sur un ristal non linéaire. Une seonde impulsion � porte� intense est foalisée exatement à l'emplaement du spot de �uoresene dans le ristal. Ce dernierest orienté d'un angle approprié par rapport au faiseau pompe. Lorsque es dernières se superposenttemporellement et spatialement au sein du ristal et que les onditions d'aord de phase sont respetées,un proessus non linéaire de génération fréquene � somme � ou � di�érene � s'e�etue. L'intensitérésultante est à une fréquene orrespondant à une ombinaison des fréquenes des deux photons inidents,ii appelée IC(λC ,∆t). Elle est fontion de la orrélation temporelle entre la �uoresene IF et l'impulsionporte IG, séparées par un délais relatif ∆t.
IC(λC ,∆t) =

∫ +∞

−∞

IF (λF , t)IG(λG, t+∆t)dt (2.2)En hangeant le délais ∆t de l'impulsion porte, qui a une durée beauoup plus ourte (≃ 100 fs) quele temps de vie de �uoresene (τF ), il est alors possible de � déouper � la �uoresene en fontiondu temps (si on assimile grossièrement l'impulsion porte à une fontion delta par rapport à τF ) et dereonstruire une inétique de délin.L'une des premières expérienes physio-himique utilisant la tehnique a été réalisée par Mahr etHirsh [95℄. Treize années plus tard, Shah [96℄ en donna une desription très détaillée dans une revuefaisant enore référene aujourd'hui. D'énormes e�orts on été faits pour améliorer la bande passante deette tehnique, soit en jouant sur l'épaisseur du ristal et l'angle solide de olletion [97℄, soit en impri-mant une rotation ontinue du ristal pendant la mesure pour un délai donné [88℄, permettant de réaliserl'ensemble des aords de phases néessaires à la onversion du spetre entier de �uoresene.Notons tout de même que malgré les entaines d'artiles traitant du sujet, à notre onnaissane,l'extrême majorité utilisent un aord de phase respetant les onditions d'une somme de fréquene. Il en22.10.2012 T.Gelot 19



Approhe A : Montage expérimental 2.2 - Aord de phase en di�érene de fréquenerésulte que la lumière onvertie se trouve fortement déalée vers les longueurs d'onde bleues. Rappelonsque nous avons hoisi l'utilisation de ette tehnique pour ses qualités de résolution temporelle ainsi quepour ses possibilités de travail en mode multiannal et dans l'UV, au vu de la transmission des ristauxnon linéaires utilisés (le BBO présente une e�aité de transmission de 90% à 370 nm)[98℄.Le seul inonvénient est la faible e�aité de ré�exion du réseau de di�ration de notre spetromètre(Fig.2.1(b)) et la faible e�aité quantique de notre améra CCD(Fig.2.1(b)), pour le domaine de l'UVlointain. Le rapport S/N risquant d'en être fortement a�eté, il serait possible d'envisager plusieurs so-lutions, omme l'utilisation d'une pompe située dans l'IR moyen.Toutefois, la méthode que nous avons retenue, à la fois la moins onéreuse et surtout la plus innovante,a été d'e�etuer un aord de phase basé sur une di�érene de fréquene (DFG) [99℄. Ainsi, le signalde nos moléules biologiques se trouve onverti dans le visible, zone où l'e�aité quantique de notredéteteur est maximale.Au oeur de l'éhantillonnage, représenté par l'ation du produit de orrélation 2.2, se trouve donle proessus de DFG. La setion suivante fera un rappel suint sur les notions néessaires pour l'ap-préhender. En développant par la suite l'aord de phase dans un ristal de BBO, nous nous intéresseronsaux onditions de mise en plae de e proessus.2.2 Aord de phase en di�érene de fréquene2.2.1 Conditions d'aord de phaseLa génération de di�érene de fréquene (DFG) est un proessus non-linéaire de mélange à trois ondes,au ours duquel deux ondes inidentes génèrent dans un milieu non-linéaire une nouvelle onde dont lafréquene est égale à la di�érene de leurs fréquenes respetives. Nous onsidérerons ii l'interation d'unfaiseau de �uoresene F, d'un faiseau porte G et d'un faiseau di�érene DC telles que leurs fréquenesrespetives ̟f , ̟g et ̟dc respetent ̟g < ̟dc < ̟f . Comme pour tout proessus paramétrique duseond ordre, les faiseaux ne pourront interagir de manière e�ae qu'à la ondition de maintenirl'aord de phase entre les ondes en présene en haque point du ristal, e qui se traduit en pratiquepar la satisfation des équations de onservation de l'énergie et de l'impulsion qui s'érivent dans le aspartiulier de la DFG :






kf − kg − kdc = 0

̟f −̟g −̟dc = 0

(2.3)où ki =
̟ini (̟i)

c
ei est le veteur d'onde assoié au faiseau i se propageant dans la diretion du veteurunitaire ei et ni (̟i) est l'indie optique du milieu non-linéaire à la longueur d'onde onsidérée.22.10.2012 T.Gelot 20



Approhe A : Montage expérimental 2.2 - Aord de phase en di�érene de fréquene

(a)

(b)Figure 2.1 � Courbes d'e�aité de transmission des éléments liés à la détetion (a) Caméra CCD,Prineton Instrument (modèle : Spe 10, bak illuminated, ourbe verte en pointillés). (b) Réseau : JobinYvon (modèle : 510 18110)22.10.2012 T.Gelot 21



Approhe A : Montage expérimental 2.2 - Aord de phase en di�érene de fréqueneLa première équation orrespond à la ondition d'aord de phase, que l'on peut réérire sous laforme :
nf̟f ≤ ng̟g + ndc̟dc (2.4)l'égalité des deux membres étant obtenue en géométrie olinéaire. Les pulsations étant �xées par laonservation de l'énergie, le seul paramètre aessible pour obtenir l'aord de phase est don l'indie deréfration du matériau vu par haun des faiseaux. Nous avons vu que les pulsations des trois faiseauxsont telles que ̟g < ̟dc < ̟f , e qui signi�e que dans un milieu dispersif en régime de dispersionnormale, les indies de réfration véri�ent la double inégalité ng < ndc < nf . Il est don impossible desatisfaire l'inégalité 2.4 dans un milieu isotrope en dispersion normale.

Figure 2.2 � Indies de réfration ordinaire (noir) et extraordinaire (rouge) dans un ristalde BBO (uniaxe négatif) à la température de 20° pour θ = 29°.Parmi de nombreuses autres, une des méthodes les plus fréquemment usitées pour ontourner etobstale onsiste à exploiter la biréfringene de ertains ristaux massifs, qui présentent un indie deréfration dépendant de la polarisation du faiseau : en hoisissant pour le faiseau de pompe l'axe depolarisation permettant de minimiser l'indie de réfration, il devient éventuellement possible d'obtenirl'aord de phase.Considérons par exemple le as d'un ristal biréfringent uniaxe, le plus ourant au laboratoire. Lastruture ristalline d'un tel milieu est telle qu'il existe une diretion de propagation privilégiée, appeléeaxe optique, pour laquelle l'indie de réfration vu par un faiseau sera indépendant de sa polarisation.L'axe optique et le veteur d'onde du faiseau forment un plan nommé plan prinipal à partir duquel ondé�nit deux axes de polarisation : l'axe ordinaire (o) qui est orthogonal à e plan, et l'axe extraordinaire(e) ontenu dans le plan. Une onde polarisée ordinairement ou extraordinairement verra respetivementun indie de réfration no ou ne (Fig. 2.2). Si no < ne, on parle de ristal uniaxe positif, tandis que si
ne < no, le ristal est dit uniaxe négatif. Selon le type de ristal, il existe alors plusieurs ombinaisons depolarisations pour les trois faiseaux en interation permettant d'obtenir l'aord de phase (Tableau 2.2).22.10.2012 T.Gelot 22



Approhe A : Montage expérimental 2.2 - Aord de phase en di�érene de fréqueneOn les distingue selon que le signal et l'idler partagent la même polarisation (type I ) ou bien sont polarisésorthogonalement l'un par rapport à l'autre (type II ).Uniaxe positif Uniaxe négatifType I nof̟f = neg̟g + nedc̟dc nef̟f = nog̟g + nodc̟dc

nof̟f = nog̟g + nedc̟dc nef̟f = nog̟g + nedc̟dcType II ou ou
nof̟f = neg̟g + nodc̟dc nef̟f = neg̟g + nodc̟dcTable 2.2 � Polarisations des faiseaux pour l'aord de phase dans un ristal uniaxe.Une fois les polarisations �xées, il est néessaire d'ajuster très préisément les indies optiques vuspar haun des faiseaux pour satisfaire la ondition d'aord de phase. L'indie ordinaire est onstantquelle que soit la diretion de propagation du faiseau, ontrairement à l'indie extraordinaire. Cettepropriété nous indique la méthode à mettre en oeuvre pour ajuster l'aord de phase : il est possibled'aorder la longueur d'onde ampli�ée en modi�ant l'orientation relative par rapport au ristal desfaiseaux se propageant selon l'axe extraordinaire, e que l'on réalise en pratique en ajustant l'angled'aord de phase θ formé par le veteur d'onde des faiseaux polarisés extraordinairement et l'axeoptique du ristal (Fig. 2.3). La dépendane angulaire de l'indie extraordinaire s'exprime par l'équationde la surfae des indies :

ne(θ) = no

√

1 + tan2(θ)

1 + no

ne
tan2(θ)

(2.5)où ne = ne

(
θ = π

2

) est l'indie extraordinaire prinipal. On remarquera que les valeurs de no et ne à lalongueur d'onde onsidérée sont tirées des formules de Sellmeier dont les oe�ients propres au matériauhoisi peuvent être trouvés dans la littérature.2.2.2 Expression de l'angle d'aord de phase en type IINous dérirons ii le alul de l'angle d'aord de phase dans le adre d'une interation de type IItelle que kef = keg +kodc. L'usage du type II est intéressant d'un point de vue expérimental au vu de lapossibilité de �ltrer le signal de di�érene de fréquene par un simple polariseur.Soit θ l'angle d'aord de phase dé�ni omme l'angle séparant le veteur d'onde �uoresene de l'axeoptique, α l'angle de non-olinéarité tel que α = θf − θg et β l'angle sous lequel est émis le signal dedi�érene tel que β = θdc − θf (Fig. 2.4). En projetant l'équation de onservation de l'impulsion selonl'axe de propagation de la �uoresene, la ondition d'aord de phase s'érit sous la forme d'un système22.10.2012 T.Gelot 23



Approhe A : Montage expérimental 2.2 - Aord de phase en di�érene de fréquene

Figure 2.3 � Dé�nition des angles d'aord de phase.

Figure 2.4 � Représentation vetorielle de l'aord de phase - Dans le as de la DFG, selon lesnotations du texte.de deux équations ouplées :






kf = kg cosα+ kdc cosβ

0 = kg sinα+ kdc sinβ

(2.6)soit en tenant ompte de la polarisation respetive des faiseaux :






ne(λf ,θ)
λf

=
ne(λg ,θ−α)

λg
cosα+ no(λdc)

λdc
cosβ

0 =
ne(λg ,θ−α)

λg
sinα+ no(λdc)

λdc
sinβ

(2.7)L'angle d'aord de phase peut alors être obtenu à partir de :
ne (λ, θ) =

λf

λg
ne (λg, θ − α) cosα+ λf

√
(

no(λdc)
λdc

)2

−
(

ne(λg ,θ−α)
λg

)2

sin2 α (2.8)Cette équation ne peut être résolue que de manière numérique, ave α �xé, et en utilisant les équationsde Sellmeier du matériau non-linéaire onsidéré pour le alul des indies ordinaires et extraordinaires.22.10.2012 T.Gelot 24



Approhe A : Montage expérimental 2.3 - Aeptane spetraleL'évolution de la ourbe d'aord de phase en fontion de l'angle de non-olinéarité α dans un ristalde BBO type II est présentée pour un faiseau porte entré à 800 nm Fig. 2.5. Les ourbes d'aordde phase présentent toutes une struture pseudo-parabolique. En hoisissant l'angle d'aord de phasede façon à aorder les longueurs d'onde prohes du sommet de la parabole, on peut ainsi réaliser unaord de phase large bande. De plus, on remarque que la longueur d'onde de �uoresene orrespondantau sommet de la parabole d'aord de phase se déale vers l'UV lorsque l'angle de non-olinéarité αaugmente. Si l'on souhaite travailler systématiquement ave une aeptane spetrale maximale, 'est-à-dire à proximité du sommet de la parabole, alors il onviendra de hoisir l'angle α approprié de façon àentrer la parabole d'aord de phase par rapport au spetre de �uoresene que l'on souhaite onvertir.C'est don l'ajustement de l'angle α qui permet l'aordabilité du onvertisseur de fréquenes, l'angle θétant �xé par ailleurs par la néessité d'un aord de phase large bande.
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Longueur d'onde de fluorescence (µm)Figure 2.5 � Courbes d'aord de phase pour la DFG de type II dans un ristal de BBO enfontion de l'angle α pour un faiseau porte à 800 nm. - Les angles onsidérés sont internes au ristal.2.3 Aeptane spetrale2.3.1 E�aité de onversion en DFGConsidérons trois ondes planes, monohromatiques, d'extension transverse in�nie, polarisées retiligne-ment, se propageant non-olinéairement (dans la limite d'une interation paraxiale, 'est-à-dire ave αpetit) selon l'axe z dans un milieu non-linéaire d'ordre deux. Sous l'hypothèse que le temps de réponsede la suseptibilité non-linéaire est très rapide devant l'évolution temporelle de l'enveloppe des hamps
A(z, t) , et que es mêmes enveloppes varient lentement sur une distane de propagation de l'ordre de lalongueur d'onde, on peut alors déduire des équations de Maxwell un système de trois équations ouplées
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Approhe A : Montage expérimental 2.3 - Aeptane spetralerégissant l'évolution de l'enveloppe des hamps en présene :






dAdc

dz = −i
̟dcdeff

ndcc
A∗

gAfe
−i∆kz

dAg

dz = −i
̟gdeff

ngc
A∗

dcAf e
−i∆kz

dAf

dz = −i
̟fdeff

nf c
AdcAge

i∆kz

(2.9)où deff = 1
2uf : χ(2) : ug : udc est la suseptibilité non-linéaire e�etive dérivant l'e�aité du ouplageentre les trois ondes. En appliquant les onditions aux limites appropriées (faible e�aité de onversionet intensité du faiseau di�érene de fréquene nulle à l'origine), on peut déduire du système préédentl'équation régissant l'évolution de l'intensité du faiseau di�érene de fréquene au ours de sa propagationdans le ristal :

Idc (z) =
1

2

z2
∣
∣χ(2)

∣
∣
2
̟2

dc

2nfngndcε0c30
sin c2

(
∆kz

2

)

IfIg (2.10)Si on note L l'épaisseur du ristal non-linéaire employé, on peut alors dé�nir l'e�aité relative del'interation omme :
η ≡ sin c2

(
∆kL

2

) (2.11)où l'on onstate que le désaord de phase ∆k doit absolument être minimisé a�n d'obtenir un proes-sus de onversion e�ae. L'expression du désaord de phase peut être extraite de la projetion desveteurs d'ondes selon l'axe de propagation moyen hoisi omme la diretion du veteur d'onde �uores-ene (Equ. 2.6) :
∆k = kf − kg cosα− kdc cos

[

arcsin

(
kg sinα

kdc

)] (2.12)On peut ainsi aluler le rendement de onversion relatif ('est-à-dire par rapport à un aord de phaseparfait) en fontion de la longueur d'onde de �uoresene, ei pour une géométrie d'interation donnéedon ave les des paramètres α, θ et L �xés. La bande d'aeptane spetrale sera alors dé�nie ommela largeur à mi-hauteur de la ourbe d'e�aité de onversion relative.2.3.2 E�et des di�érents paramètres d'interation sur l'aeptane spetralePour un angle gate-�uoresene α et une épaisseur de ristal L �xés, la ourbe d'e�aité de onver-sion relative présente au voisinage du sommet d'une parabole d'aord de phase une struture typiqueà deux lobes symétriques, les deux sommets orrespondant aux deux longueurs d'ondes parfaitementaordées en phase (Fig 2.6). En éartant l'angle d'aord de phase θ du sommet de la parabole d'aordde phase, on peut élargir substantiellement la bande spetrale onvertie, en éartant les deux longueursd'ondes aordées en phase, au détriment de l'e�aité de onversion pour les longueurs d'ondes om-prises entre es deux lobes. Lorsque θ est hoisi trop grand, on abouti au as limite où les deux lobessont totalement séparés, par exemple pour θ > 47° dans le as présenté Fig 2.6. Un ompromis doit don22.10.2012 T.Gelot 26



Approhe A : Montage expérimental 2.4 - Fateurs a�etant la résolution temporelleêtre trouvé entre une relative homogénéité de l'e�aité de onversion sur toute la bande et la largeurde l'aeptane spetrale souhaitée. Dans les onditions de la Fig 2.6, l'aeptane spetrale demeureependant relativement large dans tous les as, passant de 160 nm FWHM pour θ = 40° à 260 nm pour
θ = 44° ave une profondeur de modulation de 50%.Pour une géométrie d'interation donnée, 'est-à-dire α et θ �xés, augmenter l'épaisseur du ristalaura pour onséquene d'aroître l'e�aité de onversion absolue qui varie omme L2 d'après l'équa-tion 2.10, au détriment de l'aeptane spetrale omme le montre la Fig. 2.7. Dans les onditions de ette�gure, on observe un fort rétréissement du spetre de �uoresene onverti lorsque l'épaisseur augmente,passant de 230 nm FWHM pour L=200 µm à 50 nm pour L=2mm. Ii enore, un ompromis devra êtrefait entre le rendement de DFG et l'aeptane spetrale.L'e�et de l'angle α sur l'aeptane spetrale est plus déliat à estimer, attendu que la variation de αagit d'abord sur la longueur d'onde entrale aordée en phase, omme nous l'avons montré au paragraphepréédent. Étudier l'e�et d'une variation de α néessite don de modi�er simultanément l'angle d'aordde phase θ, ave L �xé, ouplant ainsi deux e�ets. On peut ependant obtenir une bonne estimationde son impat en onvenant de hoisir θ tel que la profondeur de modulation de la ourbe d'e�aitérelative soit onstante quelle que soit la valeur de α hoisie. C'est e que nous avons tenté de reproduireau sein de la Fig. 2.8, en hoisissant arbitrairement de �xer la profondeur de modulation tolérable à 10%.On observe lairement que le déalage de la longueur d'onde entrale de la bande onvertie vers l'UVs'aompagne d'une rédution de l'aeptane spetrale, qui passe de 240 nm FWHM pour λf0 = 500 nmà 120 nm pour λf0 = 350 nm.Le dernier paramètre in�uant l'aeptane spetrale est la longueur d'onde du faiseau porte. LaFig 2.9 présente l'évolution de l'e�aité de onversion relative pour les longueurs d'onde de gate 800 et1300 nm, dans la as d'une longueur d'onde entrale de �uoresene �xée à 350 ou à 500 nm et en hoisis-sant des onditions d'aord de phase omparables (profondeur de modulation de 10%). En hangeant lalongueur d'onde de porte de 800 nm à 1300 nm, l'aeptane spetrale passe de 120 nm FWHM à 140 nmpour λf0 = 350 nm et de 240 nm à 280 nm pour λf0 = 500 nm. Le gain reste don relativement modestedans l'UV mais on remarque une dissymétrie, l'élargissement étant plus sensible pour les longueurs d'ondede �uoresene situées du �té rouge du spetre.2.4 Fateurs a�etant la résolution temporelleLes di�érents faiseaux en présene sont soumis à plusieurs e�ets parasites qui onourent à dégraderla résolution temporelle de l'expériene. L'un est intrinsèque à la propagation d'un faiseau ultra-bref22.10.2012 T.Gelot 27



Approhe A : Montage expérimental 2.4 - Fateurs a�etant la résolution temporelle
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Longueur d'onde de fluorescence (nm)Figure 2.6 � E�aité de onversion relative pourdi�érents angles d'aord de phase ave λG=800 nm,
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Longueur d'onde de fluorescence (nm)Figure 2.7 � E�aité de onversion relative pourdi�érentes épaisseurs de ristal ave λG = 800 nm,
α = 4° et θ = 40°.
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Longueur d'onde de fluorescence (nm)Figure 2.8 � E�aité de onversion relative pourdi�érents angles de non-olinéarité et à profondeurde modulation onstante ave λG = 800 nm 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
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Longueur d'onde de fluorescence (nm)Figure 2.9 � E�aité de onversion relative pourune gate à 800 ou 1300 nm et à profondeur de mod-ulation onstante.Figure 2.10 � E�et de la géométrie d'interation sur l'e�aité de onversion relative dansun ristal de BBO type II.dans un milieu matériel, 'est la dispersion de vitesse de groupe (GVD), l'autre est lié au mélange defréquene dans un ristal non-linéaire, 'est le as du désaord de vitesse de groupe (GVM,et le dernierest réé par la géométrie non-olinéaire de l'interation, il s'agit du désaord de front d'impulsion. Nousallons à présent nous attaher à dérire suintement l'origine physique de es e�ets, ainsi que les moyensd'en limiter l'impat lors du design de l'expériene.2.4.1 Dispersion de vitesse de groupe (GVD)Lors de sa propagation dans un milieu matériel dispersif, toute impulsion lumineuse ultra-brève,'est-à-dire assoiée à un spetre large, va voir ses omposantes spetrales dispersées du fait de la varia-tion hromatique de l'indie optique du matériau. L'impulsion subira don un allongement de sa durée,d'autant plus sévère que ette durée était originellement ourte et que le matériau traversé est épais.Considérons une impulsion gaussienne de durée initiale limitée par transformée de Fourier τ0 (FWHM).En développant autour de sa pulsation entrale la phase spetrale aumulée par l'impulsion au ours desa propagation dans un milieu d'indie n (λ) et de longueur , on peut montrer que la durée d'impulsion22.10.2012 T.Gelot 28



Approhe A : Montage expérimental 2.4 - Fateurs a�etant la résolution temporelle

Figure 2.11 � GVD pour quelques matériaux op-tiques usuels (doument Melles Griot).
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Figure 2.12 � Augmentation de la durée d'uneimpulsion de 40 fs au ours de sa propagation dansde la silie pour trois longueur d'onde di�érentes.
Figure 2.13 � E�et de la GVDsera allongée de sorte que :
τ (L) = τ0

√

1 +

(
4 ln 2Lβ′′ (λ)

τ20

)2 (2.13)où β′′ (λ) =
λ3

2πc2
d2n

dλ2
est la dispersion de vitesse de groupe par entimètre de matériau traversé (Fig 2.11).Ainsi, pour une impulsion gaussienne à la longueur d'onde de 400 nm d'une durée initiale de 40 fs, lapropagation dans un entimètre de silie engendre un élargissement temporel de 50 fs, alors qu'il estvoisin de 20 fs pour un faiseau de durée identique mais entré à 800 nm (Fig 2.12). Il onvient don enpratique de limiter au maximum la propagation de faiseaux à travers tout matériau optique, notammenten préférant l'usage d'optiques ré�etives plut�t que de lentilles pour la foalisation des faiseaux.2.4.2 Désaord de vitesse de groupe (GVM)Les dispositifs de mélange à trois ondes font intervenir des faiseaux entrés à des longueurs d'ondedi�érentes, et qui se propagent don à des vitesses de groupe inégales au ours de leur interation dansle ristal non-linéaire. Cette GVM introduit une séparation temporelle progressive des faiseaux au oursde leur propagation dans le ristal et don une dégradation de la résolution temporelle du montage
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Approhe A : Montage expérimental 2.4 - Fateurs a�etant la résolution temporelle
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Longueur d'onde de Fluorescence (nm)Figure 2.14 � Dégradation de la résolution temporelle sous l'e�et de la GVM - Dans un ristalde BBO type II ave λg = 800 nm pour deux épaisseurs du ristal.expérimental qui s'exprime dans le as d'une propagation olinéaire par :
∆τ = L

(
1

vgf
−

1

vgg

) (2.14)où vgi = c/

[

n (λi)− λi
∂n

∂λ

∣
∣
∣
∣
λ=λi

] est la vitesse de groupe de l'onde à la longueur d'onde λi. La �gure2.14 montre l'e�et de la GVM sur la dégradation de la résolution temporelle en fontion de l'épaisseur duristal pour le as partiulier d'une interation olinéaire. Si l'utilisation de ristaux �ns permet de limiterla dégradation de la résolution temporelle et d'optimiser l'aeptane spetrale omme nous l'avons vuau paragraphe préédent, elle implique en revanhe une rédution du rendement de onversion.L'e�et de la GVM peut ependant être onsidérablement réduit en adoptant une géométrie nonolinéaire [100℄, de manière similaire à e qui a été montré dans les as de l'ampli�ation paramétriquelarge bande [101℄ 1. Dans e as, 'est la projetion des vitesses de groupe sur l'axe moyen de propagationqui ompte (Fig 2.15), et on peut réérire l'aroissement de la résolution temporelle omme :
∆τ = L

(
1

vgf . (kf/kf )
−

1

vgg . (kf/kf)

)

= L

(
1

vgf .
−

1

vgg cosα

) (2.15)
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Approhe A : Montage expérimental 2.4 - Fateurs a�etant la résolution temporelle
Figure 2.15 � Evolution temporelle des faiseaux �uoresene et gate - Cas d'une interationolinéaire (a) et non-olinéaire (b)

Figure 2.16 � Représentation du désaord du front d'impulsion en géométrie non-olinéaire.2.4.3 Désaord du front d'impulsion (PFM)En géométrie non-olinéaire, les faiseaux gate et �uoresene s'intereptent dans le ristal non-linéaireselon un angle interne α, impliquant que les fronts d'onde des deux impulsions ne peuvent pas pleinementse superposer [102, 103℄. Le volume d'interation orrespondant se trouve inliné d'un angle α (Fig. 2.16).On est alors en présene d'un ouplage spatio-temporel, et les di�érentes parties de haque faiseauinteragissent à des temps di�érents. La dégradation de la résolution temporelle résultante, soit le délaisséparant les deux extrémités du pro�l spatial des faiseaux, s'exprime par :
δt =

d tan γ

c
(2.16)où d est le diamètre du faiseau et γ est l'angle externe entre la gate et la �uoresene. Dans les onditionsexpérimentales de l'étude de la �uoresene du PPO, la taille du faiseau de �uoresene est de 500 µmdans le ristal de DFG, e qui se traduit par une rédution de la résolution temporelle de 200 fs.Pour réduire et e�et, la solution la plus simple serait de réduire la taille du faiseau, e qui n'est pasforément possible expérimentalement, ou bien de réduire l'angle α, e qui n'est pas souhaitable omptetenu de son in�uene sur l'aeptane spetrale. On en revient don à un ompromis entre résolution1. Il faut ependant noter que dans le as de l'ampli�ation paramétrique, le ritère pertinent est la GVM entre le signalet l'idler. En spetrosopie de �uoresene résolue en temps, 'est en revanhe la GVM entre les deux faiseaux inidentsgate et �uoresene qui importe, puisque nous nous intéressons à limiter la ross-orrélation entre es deux faiseaux sansnous préouper de la durée des impulsions générées par somme ou di�érene de fréquene.22.10.2012 T.Gelot 31



Approhe A : Montage expérimental 2.5 - Éléments du montagetemporelle et aeptane spetrale. Pour ontourner ette di�ulté, une tehnique d'aord des frontsd'onde a été proposée, onsistant à inliner le front d'onde de la gate préalablement au mélange defréquenes de façon à l'ajuster exatement à l'inlinaison du front du faiseau de �uoresene. Les e�etsd'inlinaison du front d'onde et de dispersion angulaire étant similaires à e qui se passe lors de lapropagation d'un faiseau dans un prisme ou un réseau, le dispositif est basé sur l'insertion sur le trajetde la pompe d'un élément dispersif qui inline le front de la pompe, suivi d'un relais d'image inversantet multipliant l'angle d'inlinaison (Fig. 2.17). La oneption de e type de dispositif a été abondammentdoumentée, notamment dans le as de l'ampli�ation paramétrique [104℄ ou dans elui de la somme defréquene [89℄.
Figure 2.17 � Dispositif d'aord des fronts d'onde de gate et de �uoresene - Pour une DFGen géométrie non-olinéaire.2.5 Éléments du montageCette partie est destinée à présenter les di�érents omposants du montage de Down-onversion. Nousnous ontenterons de les dérire en suivants l'ordre énoné au sein de la �gure suivante (2.18), qui présenteune vue générale de l'appareil.2.5.1 Soure Laser (Fig.2.18.A et B)A l'origine du montage se trouve un osillateur femtoseonde Ti :Sapphire (Pulsar, Amplitude teh-nologies), produisant des impulsions d'une durée de 20 fs, adenées à une fréquene de 63 MHz, entréessur 800 nm. L'énergie par impulsion en sortie est de 1.625 nJ. L'osillateur est pompé à 532 nm par unlaser Nd :YAG (Opus 2W, Laser Quantum Ltd) doublé en fréquene, de type DPSS (lui même pompépar un laser à diode, dans le prohe IR).A�n de pouvoir aéder aux e�ets non-linéaires mentionnés dans les préédents paragraphes, il estnéessaire de produire des impulsions d'intensité plus élevées, e qui est le r�le du système ampli�ateur.Ce dernier est apable de produire des impulsions de 35-40 fs, à un taux de répétition de 5 kHz. L'énergiepar impulsion �nale est de l'ordre de 0.5 mJ. Ce système, également basé sur des milieux Ti :Sapphire,22.10.2012 T.Gelot 32



Approhe A : Montage expérimental 2.5 - Éléments du montage

Figure 2.18 � Shéma Global de l'expériene de Fluoresene Ultra-rapide Résolue en Tempspar Down-Conversion de Fréquenes - Chaque lettre orrespond à une partie quifera l'objet d'undéveloppement dans les paragraphes suivants.
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Approhe A : Montage expérimental 2.5 - Éléments du montageest appelé � Chirp Pulse Ampli�ation � (CPA) [105℄. Il se ompose d'un réseau optique, [106℄, d'unampli�ateur régénératif, [107℄, d'un ampli�ateur simple passage pompé par laser, et en�n d'un om-presseur [108, 109℄.Les impulsions ampli�ées sont ensuite aordées par le biais d'un NOPA doublé pour pouvoir exiternos hromophores biologiques dans leurs gammes d'absorption. L'ampli�ation paramétrique optique(OPA) se base sur le proessus de génération paramétrique (OPG), e�et non linéaire de deuxième ordresouvent quali�é � d'inverse de la fréquene somme �. En e�et, au sein d'un milieu non-entrosymétrique(typiquement un ristal BBO), un photon pompe d'énergie h̄ωp peut spontanément donner naissane àdeux photons d'énergies plus faibles : un photon signal h̄ωs et un photon idler h̄ωi tels que ωs = ωp −ωi,si les onditions d'aord de phase sont adéquates. Dans notre expériene, un faiseau pompe à 400 nm(issu du doublage du fondamental à 800 nm) va spontanément donner lieu à des photons visibles (signal)et infrarouge (idler). S'il se propage, en plus du faiseau pompe intense, un deuxième faiseau signal defaible intensité superposé temporellement et spatialement au faiseau pompe, le signal verra son intensitéaugmenter via l'interation non linéaire ave le faiseau pompe. Pour de plus amples détails relatifs aumode opératoire de la tehnique (onditions d'aord de phase, de gain, design et...), il est possible dese doumenter au sein de revues existantes sur le sujet (Ex :[101℄.)Dans la pratique, les faiseaux pompes et ontinuum sont obtenus en séparant l'impulsion délivréepar l'ampli�ateur. Une majeure partie de l'énergie est utilisée pour générer des impulsions pompe pardoublage de fréquene dans un BBO de 1 mm d'épaisseur. L'autre partie du faiseau est foalisée dansun ristal de saphir pour générer un ontinuum de lumière blanhe par auto-modulation de phase [110℄.Pour ompenser la GVD induite par la génération du ontinuum et par le passage au sein du BBO, unompresseur à prismes en silie fondue a été utilisé.Notre NOPA est apable de délivrer des impulsions à 620 nm de 60 fs (Fig.2.19), à une puissane del'ordre de 6 mW. Une fois doublée, nous obtenons un faiseau à 310 nm d'une puissane de l'ordre de 1mW maximum.2.5.2 Positionnement de l'éhantillon et olletion de la �uoresene (Fig.2.18.Cet D)L'éhantillon �uoresent irule au moyen d'une pompe péristaltique dans un apillaire en quartzde setion arrée de 0.5 mm de oté, e dernier étant transparent dans l'UV. Le apillaire est ferme-ment maintenu par un portoir fait maison, spéialement onçu pour l'expériene de down-onversion. Lesritères de oneption étaient de s'assurer du bon maintien du apillaire pendant le temps d'aquisition,et de volontairement limiter les degrés de liberté de e dernier (notamment les axes de rotation), a�n des'assurer de la reprodutibilité de l'expériene (Fig.2.20).22.10.2012 T.Gelot 34
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Retard (fs)(b)Figure 2.19 � Caratéristiques de l'impulsion délivrée par le NOPA - (a) Contenu spetral del'impulsion rée autour de 620 nm - (b) Autoorrélation en intensité obtenue. La ourbe rouge orrespond àun �t gaussien de FWHM égale à 60 fsUne fois la �uoresene émise après exitation, ette dernière est olletée par une paire de ré�eteursparaboliques "hors-axe", en aluminium. Ainsi, on s'a�ranhit à la fois des aberrations hromatiques(que l'on aurait, par exemple, ave des dioptres sphériques), géométriques (puisque la parabole est laonique permettant de faire onverger tous rayons parallèles en un point). L'utilisation de deux miroirs(ontrairement à un seul miroir elliptique onave [111℄) permet de disposer de foales objet et imagepotentiellement di�érentes, rendant leur intégration plus faile sur la table optique. Le stigmatisme desparaboles étant valable pour n'importe qu'elle setion de paraboles, la aratéristique "hors-axe" de esdernières permet de disposer de deux points foaux (soure et BBO) situés à des endroits di�érents. Anoter que d'autres setups peuvent se munir de ré�eteurs type "objetif de Shwarzhild" [89℄. Les deuxparaboles (JANOS tehnology) ont un diamètre identique de 76.2 mm. La première parabole (A8037-301, f1=5 m, déviation de 90°) ollete, ré�éhit et ollimate la �uoresene vers la seonde parabole(A8037-364, JANOS tehnology, f2 = 3 m, déviation 30°) qui la foalise de nouveau sur le BBO, aveun angle solide d'environ 0.048 sr.Il est alors néessaire de plaer l'éhantillon et le ristal exatement sur les points foaux des deuxparaboles (Fig.2.21). On remarque que l'aordabilité de la pompe signi�e également la présene d'aber-rations hromatiques qui peuvent longitudinalement faire dévier le fous de la pompe du point foal dupremier miroir. Ce réglage est don à e�etuer pour haque hangement drastique de la longueur d'onded'exitation. Cela est d'autant plus important qu'une fois le pinhole enlevé pour plaer l'éhantillon, seulle fous de la pompe permet de repérer le positionnement du point foal du premier miroir.
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Figure 2.20 � Positionnement de l'éhantillon dans le portoir- A gauhe, axes de liberté tolérés.A droite, sens de irulation de l'éhantillon. Le apillaire vient s'insérer dans une enohe permettant de lemaintenir droit de telle sorte que ses faes avant et arrière soient toujours perpendiulaires au faiseau pompe.A�n d'éviter de multiples ré�exions au sein du portoir, les faes internes de l'enohe ont été anodisées. Leportoir est relié à une platine mirométrique 3 axes (XYZ, Optosigma), dont un des axes est orienté le longde l'axe de propagation du faiseau pompe. Il est ainsi possible de déplaer le apillaire de haut en bas (lelong de son axe prinipal) sans altérer la position du fous dans le apillaire, e qui est utile pour hangerla zone d'exitation et onserver la reprodutibilité de l'expériene. La irulation de l'éhantillon dans leapillaire se fait toujours du haut vers le bas. Le sens inverse engendre une pression négative dans les tubeset une entrée d'air, à même de réer des bulles. Ces dernières sont une importante soure de bruit pouvantdi�user à la fois la pompe et la �uoresene. Le �ltre optique laissant passer la �uoresene aux dépendsde la pompe se plae au moyen d'enohes diretement après l'éhantillon. Son positionnement induit undéplaement du point foal qu'il est néessaire de orriger en déportant longitudinalement le apillaire.
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Approhe A : Montage expérimental 2.6 - Caratérisation du montage expérimental

Figure 2.21 � Alignement des point foaux des paraboles : Quatre éléments sont alors néessaires :une soure de lumière ohérente (diode laser), du papier alque, utilisé pour di�user ette lumière, un pinholede 20 µm et une pointe métallique pour marquer préisément la position des di�érents point foaux.La taille du spot de �uoresene à l'emplaement du BBO a été déterminée grâe à l'utilisation d'unewebam et de papier millimétré. Le diamètre est de 500 µm. Le grandissement des ré�eteurs paraboliquesétant de f2/f1 ≈ 6.43, on peut estimer que le diamètre de la pompe foalisée dans l'éhantillon avoisineles 85 µm.2.6 Caratérisation du montage expérimental : [77℄Nous allons illustrer les apaités du montage à l'aide d'une moléule témoin relativement bien onnue,le 2,5 Diphenyloxazol [112℄ plus ommunément appelée PPO. Sa omposition himique est présentée ausein de la �gure 2.23.A, aompagnée d'une vue d'ensemble 3D des résultats pouvant être obtenus surette moléule.Parmi les propriétés intéressantes de e �uorophore, on notera :� Son absorption dans l'UV (max : 302 nm) et son émission dans le prohe UV-visible (max : 355nm), plages de longueurs d'ondes orrespondant bien à nos moléules d'intérêt. (Fig.2.22)� Son oe�ient d'extintion molaire ε302nm de 35700 M−1m−1 et son rendement quantique prohede l'unité, paramètres qui en font un exellent �uorophore.2.6.1 Protoole expérimentalLes tests ont été réalisés ave une solution de PPO diluée dans de l'éthanol à une densité optiquede 0.5. Cette dernière est exitée par un faiseau pompe ayant une densité d'énergie de 0.8 mJ/m2,entré à 302 nm. Bien que notre objetif soit de maximiser le rapport S/N, les onditions d'exitation dela �uoresene ainsi que l'intensité du faiseau porte ( ≤ 35 µJ) sont su�samment faibles pour opérerà un régime linéaire de signal DFG. Cela permet de maintenir l'intégrité du BBO sur un usage à longterme. Son angle de phase mathing a été �xé à 9°a�n d'optimiser la onversion de la portion du spetrereprésenté dans la �gure 2.23.B. L'épaisseur du ristal BBO utilisé pour la onversion de fréquene est de22.10.2012 T.Gelot 37
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Energy (eV)Figure 2.22 � Superposition des aratéristiques spetrales du PPO ave elle du dispositifde DFG.400 µm. L'angle entre la gate et la �uoresene est de 7°, soit environ 4° internes. Le temps d'aquisitionde la améra a été �xé à 1 seonde pour haque pas temporel, la ligne à retard se déplaçant jusqu'à undélais de 3 ns, sous la forme de 190 pas temporels éhantillonnés selon une éhelle logarithmique. Chaquemesure a été enregistrée deux fois.2.6.2 Performanes (Fig.2.23) :� Le temps de mesure est de l'ordre de 20 minutes, parmi lesquelles 7 seulement sont allouées à l'a-quisition, le reste étant néessaire pour retranher la di�usion de la gate à haque déplaement dela ligne à retard.� Les �gures 2.22 et 2.23.B indiquent que la portion du spetre onvertie entoure le maximum d'émis-sion du PPO. Elle est entrée à 365 nm pour une largeur spetrale à mi-hauteur de 25 nm quandnos simulations indiquent une aeptane théorique beauoup plus large, de l'ordre de 70 nm.Cette di�érene peut s'expliquer par la méthode retenue pour le alul de l'aeptane. Nous avonsen e�et onsidéré uniquement les angles internes au ristal. Or, lorsque les faiseaux en jeu sontspetralement large, la réfration à l'interfae entre l'air et le ristal modi�e très nettement lesonditions d'aord de phase. En e�et, même en onservant l'hypothèse d'une gate monohroma-tique, le faiseau de �uoresene ontient un grand nombre de veteurs d'onde de normes di�érentesorrespondant à haque longueur d'onde ontenue dans le spetre de �uoresene. Lors de la réfra-tion à l'interfae, es veteurs d'onde vont hanger à la fois de norme et de diretion, induisant undésaord de phase supplémentaire non pris en ompte dans le alul simpli�é exposé plus haut, equi réduit don l'aeptane spetrale réelle [113, 114℄.
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Approhe A : Montage expérimental 2.6 - Caratérisation du montage expérimental� Ave une épaisseur de ristal BBO de 0.4 mm, nous obtenons une résolution temporelle de l'ordre de500 fs. Le délin de �uoresene mesuré Iλ(t) étant le produit de onvolution entre la loi théoriqued'émission de �uoresene de l'éhantillon i − λ(t) et de la Fontion de Réponse InstrumentaleIRFλ(t), ette dernière peut être estimée par déonvolution de l'ajustement ave une gaussienne(Fig.2.23.D). Il est également possible de la déterminer expérimentalement en résolvant temporelle-ment le mélange de fréquenes entre le faiseau pompe (di�usé par une solution de lait dilué) et lefaiseau porte.� Selon les onditions expérimentales préédemment énonées, le rapport S/N équivaut à environ1600 :1, omme on peut l'aperevoir sur la �gure 2.23.D. Le niveau de bruit de fond est dé�niomme étant la RMS du signal mesuré aux temps négatifs. L'éhelle dynamique mesurée est de5130 oups, tout en sahant que haque inétique est produite à partir d'un seul anal CCD. Cedernier orrespond à un "binning" horizontal de 10 pixels, de telle sorte que haque anal intègreenviron 3.5 nm du signal DFG. Un plus large "binning" ombiné à un nombre plus important demesures onduirait à une éhelle dynamique plus élevée.2.6.3 Résultats et DisussionLa �gure 2.24 présente un aperçu des résultats qualitatifs obtenus à partir des mesures réalisées avedu PPO. En (A) à gauhe, les 300 premiers fs montrent un important shift spetral vers les longueursd'onde bleues, du à une di�érene de vitesse de groupe (hirp) de la �uoresene, en raison des élémentsdispersifs inlus dans le setup en amont du proessus de DFG. Ensuite, le signal monte et se déalelégèrement vers les rouges au ours des 5 premières ps (Fig.2.24.A, entre), e qui est aratéristique desphénomènes de relaxation intramoléulaire ou de solvatation. Les traes inétiques exposées en (B) ontété enregistrées sur une gamme allant de 580 à 720 nm (signaux DFG), mettant en évidene le déalagerouge graduel. De e fait, les 5 à 10 premières ps apparaissent sous la forme d'un temps de montée pourles longueurs d'ondes supérieures à λmax et d'un temps de délin pour les longueurs d'ondes ourtes.Cette étape initiale est suivie par une déroissane monotone, sans déalage signi�atif (Fig.2.24.A, àdroite). En l'absene d'un parfait réglage de l'angle magique (f annexe 3.8), on s'attend à e que ettedéroissane présente à la fois une omposante anisotropique et une omposante liée à la durée de vie del'état exité.
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Figure 2.23 � Performanes du montage de down-onversion résumées autour d'une expéri-ene faite ave du 2,5 Diphényloxazole. A - Formule himique du PPO et résumé de l'ensemble desdonnées suseptibles d'être aquises au ours d'une expérimentation : Ifl = f(λ, t). B - Superposition duspetre d'émission et de l'aeptane spetrale (25nm), obtenue pour un phase-mathing tel que l'angle dela gate par rapport à la normale du ristal soit égal à 9°. C - Cinétique de délin temporel de �uoresenepour une longueur d'onde de 355 nm, zoom sur le temps 0. La IRF de ette expériene est aux alentours de500 fs, obtenue par déonvolution de l'ajustement (rouge) ave une gaussienne. En vert, sont représentés lesrésidus de l'ajustement. D - Zoom aux temps ourts, présentation de ertains paramètres qualitatifs de lamesure : rapport S/N de 1600 :1, pour une éhelle dynamique de 5130 oups.22.10.2012 T.Gelot 40
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Figure 2.24 � Analyse qualitative des signaux DFG de la �uoresene émise par le PPO. A- Spetres DFG résolus en temps obtenus autour du maximum de �uoresene du PPO. Les 3 panneauxillustrent di�érentes fourhettes de délins temporels, omme indiqué au sein des légendes. B - Séletions detraes inétiques pour le PPO, les signaux DFG sont présentés à partir de 580 nm (rouge, soit équivalent à336 nm après onversion) jusqu'à 720 nm (yan, soit équivalent à 378 nm après onversion).La �gure 2.25 témoigne de la qualité des données reueillies, permettant une détermination très préisedes temps de vie à partir d'un ajustement basé sur une somme disrète d'exponentielles. A gauhe, on dis-tingue une inétique de �uoresene mesurée à 370 nm et ajustée par 3 exponentielles, dont deux temps dedélin et un seul temps de monté. Il est pourtant évident, au vu des résidus de l'ajustement, que e tempsde montée dévie du as mono-exponentiel. La �délité de l'ajustement est signi�ativement améliorée (χ2réduit de 40 %, et résidus plus lisses) ave un ajustement inluant un seond temps de montée (�gure dedroite). Le fait que la montée du signal soit réellement bi-exponentielle, indiquant vraisemblablement deuxméanismes de relaxation di�érents, ou simplement non-exponentielle est hors de propos ii. Ce dernieronsiste plut�t à insister sur l'exellent rapport S/N des données de �uoresene résolues en temps, ainsique la apaité de pouvoir ra�ner une possible analyse quantitative jusqu'à inlure 4 onstantes de temps.
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Figure 2.25 � Cinétiques de �uoresene du PPO, mesurées à 370 nm.. Ajustement ave unesomme de 3 exponentielles (à gauhe) ou 4 exponentielles (à droite). Les résidus (en bleus, lignes du bas)ont été agrandis 5 fois, par soui de visualisation.Les résultats expérimentaux ont été extraits des inétiques par un ajustement basé sur une somme de 3exponentielles disrètes. Les informations pour 3 longueurs d'ondes (355, 370 et 380 nm) sont résumées ausein de la �gure 2.26. Au entre, en A, se trouve un histogramme regroupant les temps de vie en fontionde leur amplitudes. Les enadrés B, C, D orrespondent à un zoom sur les 3 temps disriminés, les barresd'erreurs étant elles données par l'ajustement. On distingue deux temps de vie de délins di�érents. lepremier, à 1.5 ns, orrespond au temps de vie radiatif de 1.4 ± 0.2 ns du PPO, lassiquement obtenudans la littérature [115℄. Le temps intermédiaire de 60 ps est attribué au temps de orrélation rotationneldu PPO. Les mesures n'ayant pas été e�etuées à angle magique, il n'est pas surprenant d'observer uneomposante d'anisotropie dans es gammes temporelles. Le temps le plus ourt, aux alentours de la ps,présente une amplitude négative dans les gammes montrées, mais ette dernière dépend fortement de lalongueur d'onde. Le temps de montée visible dans l'UV se transforme en un temps de délin ultraourtau fur et à mesure que l'on se dirige vers les longueurs d'onde rouges. Cela se traduit par un déalagespetral vers le rouge entre 0 et 5 ps probablement du à une relaxation vibrationnelle ou de solvatationdu système [77℄.
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Approhe A : Montage expérimental 2.7 - Conlusion2.7 ConlusionNous avons mis en plae un montage de �uoresene résolu en temps basé sur une di�érene defréquene de type II. Il permet de réaliser une down-onversion de signaux émis par des hromophoresbiologiques, à savoir absorbant et émettant dans le prohe UV. Les béné�es obtenus par la down-onversion ont été mesurés sur une expériene utilisant le PPO. L'avantage de e système est de pouvoiréhantillonner les inétiques de �uoresene dans le visible, zone où les e�aités quantiques de notredéteteur et ré�etives du spetromètre sont maximales. Une DFG de type II non-olinéaire permet demieux �ltrer le signal à l'entrée du spetromètre. 0n obtient ainsi des niveaux S/N rarement atteints avedes montages de résolution temporelle similaire (350-500 fs). Augmenter le rapport S/N est avantageux,a�n de mieux disriminer les temps de vie des inétiques et surtout de limiter le temps d'exposition du�uorophore, en diminuant le nombre d'aquisitions à moyenner (25 minutes d'enregistrement pour nosexpérienes sur le PPO, à relativiser ave son très haut oe�ient d'extintion molaire et son rendementquantique prohe de l'unité). La bande passante spetrale du système est de 25 nm. Cela ne permetpas de ouvrir l'ensemble du spetre d'émission de nos omposés. Cependant, lorsque elle-i est entréeautour du maximum d'émission, il est déjà possible d'observer des dynamiques de solvatation. De tellesdynamiques ne sont pas l'objet de notre étude, aussi nous n'avons pas pris la peine d'imprimer unerotation du ristal pendant le temps d'aquisition, e qui aurait permis d'obtenir des TRES plus larges.Bien que plus faible que elle des meilleurs montages, notre résolution temporelle reste toutefois su�santepour disriminer des temps de vies allant du domaines sub-ps à la nanoseonde, e qui semble à premièrevue su�sant pour les strutures mesurées dans e travail de thèse. L'inonvénient majeur d'utiliser unegate à 800 nm lorsque l'on down-onvertit des photons UV vers le visible est que es longueurs d'ondes sehevauhent. Même si un polariseur performant permet de �ltrer e�aement es derniers sur la base deleur orientation, des di�useurs pontuels de la gate, non polarisés, se retrouvent tout de même en boutde ourse. Pour palier à e problème, une gate déalée vers l'IR sera prohainement utilisée.
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Approhe A : Résultats 3.1 - ConeptsAu sein de e hapitre, nous allons présenter les premiers résultats issus de l'appliation direte dumontage de down-onversion. L'une des prinipales di�ultés de e type d'expériene est l'analyse etl'interprétation des inétiques obtenues. Nous allons don rapidement évoquer en quoi le quenhing de�uoresene peut être informatif d'un point de vue de la dynamique struturelle des omposés étudiés.Après une rapide desription des onditions expérimentales, nous présenterons les données issues dela �uoresene résolue en temps de la 2Ap au sein de ∆(-)PBS en position 6, 8 et 10. L'analyse del'attribution des di�érents temps de vie sera omplétée par une étude de l'anisotropie de �uoresenede es mêmes omposés. En�n, nous présenterons des inétiques de délins prises dans du glyerol, ense basant sur l'hypothèse initiale que l'augmentation de visosité du milieu pourrait aider à identi�erplus lairement les temps de vie issus d'un quenhing statique de eux provenant d'un quenhingdynamique.3.1 Conepts : Relations entre temps de vie de �uoresene etdynamique struturelleNous avions préédemment mentionné durant l'introdution que la �uoresene de la 2Ap pouvaitêtre quenhée sans expliiter lairement e que signi�ait e terme, ni expliquer en quoi l'étude de ettedernière pouvait nous permettre d'obtenir des données en terme de dynamique onformationnelle del'ODN sondé. L'objetif de e paragraphe est don de palier à e manque tout en faisant un rappel surla nomenlature faisant référene à es onepts, pouvant parfois être soure de onfusion.3.1.1 Temps de vie de �uoresene et rendement quantiqueD'un point de vue purement inétique réationnelle, on peut érire que la 2Ap à l'état exité (∗) peutrelaxer vers son état fondamental 2Ap soit en émettant un photon de �uoresene hvF , don de manièreradiative (susrit r) :
2Ap∗

kr−→ 2Ap+ hvF (3.1)Où kr représente le taux de dés-exitation radiatif de la moléule. De même, la 2Ap∗ peut relaxer versl'état fondamental de manière non radiative, par exemple via onversion interne (susrit nr) :
2Ap∗

knr−−→ 2Ap (3.2)L'évolution temporelle de l'état exité juste après l'exitation par une impulsion laser δ s'érit :
2Ap∗

dt
= −(kr + knr)[2Ap

∗] (3.3)
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Approhe A : Résultats 3.1 - ConeptsEt la onentration de moléules à l'état exité à un instant t est donnée par :
[2Ap∗](t) = [2Ap]0 · exp[−(kr + knr)t] (3.4)Ave [2Ap]0 la onentration de 2Ap à l'état fondamental avant l'exitation laser. On peut ainsi dé�nirun temps de vie en l'absene de quenher :

τnq =
1

kr + knr
(3.5)ainsi qu'un rendement quantique de �uoresene en l'absene de quenher (égal à 0.68 dans notre as !) :

QYnq = krτnq =
kr

kr + knr
(3.6)3.1.2 Quenhing statique et quenhing dynamiqueOn dé�nit le phénomène de quenhing omme étant tout proessus a�etant le temps de vie et/ou lerendement quantique de la �uoresene d'une moléule. Cette perturbation s'e�etue en présene d'uneautre moléule que l'on nomme quenher (Q). Ce quenhing peut se produire de manière statique oudynamique.Dans le formalisme de la inétique réationnelle, le quenhing statique pourrait se dé�nir par laformation de omplexes non �uoresent à l'état fondamental (Fig.3.1).

(a) (b)Figure 3.1 � Formation d'un omplexe non �uoresent entre la 2Ap et le quenher à l'état fon-damental -(a) Représentation shématique de l'état d'équilibre avant exitation. -(b) Équation d'équilibrestatique avant exitation.Après exitation par une impulsion laser δ, on se retrouve ave les mêmes proessus de relaxation que3.1 et 3.2, aompagnés de la formation non radiative du omplexe non �uoresent :






2Ap∗
kr−→ 2Ap+ hvF

2Ap∗
knr−−→ 2Ap

(2Ap . . .Q)

(3.7)22.10.2012 T.Gelot 47



Approhe A : Résultats 3.1 - ConeptsOù Keq =
[(2Ap . . .Q)]

[2Ap][Q]
représente la onstante d'équilibre de omplexation. En tenant ompte de laonservation des masses du système dé�ni plus haut, on a :

[2Ap]0 = [2Ap] + [(2Ap . . .Q)] (3.8)et omme l'intensité de �uoresene est proportionnelle aux onentrations, au sein d'un milieu dilué, lerapport entre les intensités en l'absene de quenher Inq et quenhée Iqstat
est de :

Inq
Iqstat

= 1 +Keq[Q] (3.9)Le quenhing dynamique se aratérise par un méanisme de relaxation non radiatif supplémentaire,entrant en ompétition ave la relaxation seule de la 2Ap, pendant le temps de vie de son état exité. Cequi fait qu'après exitation par une impulsion laser δ les équations de taux deviennent :






2Ap∗
kr−→ 2Ap+ hvF

2Ap∗
knr−−→ 2Ap

2Ap∗ +Q
kq

−→ 2Ap+Q∗

(3.10)Le temps de vie moyen en présene de quenher ainsi que le rendement quantique QYq se dé�nissentrespetivement par :
τq =

1

kr + knr + kq[Q]
QYq =

kr
kr + knr + kq[Q]

=
krτnq

1 + τnqkq[Q]
(3.11)et l'équation 3.9 devient :

Inq
Iqdyn

= 1 + τnqkq[Q] (3.12)Enore appelée équation de Stern-Volmer.Les méanismes à l'origine du quenhing dynamique peuvent être dus à :� Un transfert de harge (réation redox)� Un transfert de protons (rétion aide-base)� Un transfert d'énergie� Des ollisions ave dissipation alori�queSeul le premier as nous intéresse réellement. Ainsi, lorsqu'un photon exite une moléule, un életron estpromu d'une orbitale de l'état fondamental vers une orbitale d'énergie plus élevée, (Fig.3.2, en ne on-sidérant que les orbitales frontières HOMO et LUMO du �uorophore avant et après exitation lumineuse).
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Approhe A : Résultats 3.1 - Conepts
Figure 3.2 � Photoexitation de la 2Ap : intermédiaire de Frank-CondonSi la moléule photo-exitée se trouve être un �uorophore (F = 2Ap dans notre as), et que ettedernière est positionnée su�samment prohe d'un quenher, un CT peut s'e�etuer au travers de deuxproessus :� Si Q est un donneur d'életrons par rapport à la 2Ap∗, alors la photo-exitation peut être onsidéréeomme un méanisme réant un trou à l'état fondamental de la 2Ap, rempli par un életron del'état fondamental de Q. Il s'agit d'un méanisme de transfert de trou, proessus gouverné par lesorbitales HOMOs des deux espèes (Fig.3.3).

Figure 3.3 � Photoexitation de la 2Ap : méanisme de transfert de trou (oxydatif)Remarquons que l'enthalpie libre réationnelle ∆G0 doit être négative, don la fore diretrie dutransfert ne peut se faire que pour des purines ( G, A, Fig.3.5) dont le potentiel oxydo-réduteurest supposé plus faible que elui de la 2Ap (f 1.3.2) :
∆G0

r ≈ nF
(

E0
Q•+/Q∗ − E0

2AP∗/2AP•−

) ssi Q = G,A (3.13)� Si Q est un aepteur d'életrons par rapport à la 2Ap∗, alors la photo-exitation peut être onsidéréeomme un méanisme injetant un életron LUMO de la 2Ap vers une orbitale LUMO de Q. Ils'agit d'un méanisme de transfert d'életron, proessus gouverné par les orbitales LUMOs desdeux espèes (Fig.3.4).
Figure 3.4 � Photoexitation de la 2AP : méanisme de transfert d'életron (réduteur)22.10.2012 T.Gelot 49



Approhe A : Résultats 3.2 - Préparation & onditionnement des éhantillonsL�enthalpie libre réationnelle ∆G0 est telle que la fore diretrie du transfert ne peut se faire quepour des pyrimidines ( C, T, Fig.3.5) dont le potentiel oxydo-réduteur est supposé plus élevé queelui de la 2Ap (f 1.3.2) :
∆G0

r ≈ nF
(

E0
2AP•+/2AP∗ − E0

Q/Q•−

) ssi Q = C, T (3.14)3.1.3 Dynamique de quenhing et informations struturellesPour qu'un CT e�ae puisse avoir lieu, la distane F −Q entre le �uorophore et le quenher doit êtreonstante et surtout faible (2Å), e qui est le as, par exemple, d'un empilement de bases au sein d'ANs.Les bases empilées interagissent par la formation de omplexes π-π à l'état fondamental, non �uoresentsar ayant des taux de relaxation extrêmement rapides. Nous sommes dans le as d'une on�guration dequenhing statique.La distane F −Q peut parfois être modulée pendant le temps de vie de l'état exité de la moléule,e qui est le as, par exemple, d'ANs ayant un faible degré de struturation. Cette di�usion des deuxpartenaires sur des temps de relaxation omparativement plus longs est aratéristique d'un quenhingdynamique (également appelé ollisionnel).Ces deux méanismes forment deux lasses onformationnelles théoriques limites, et d'autres stru-tures pourront évoluées entre es deux bornes :� Un quenhing statique moins e�ae, signe d'une géométrie statique au sein de laquelle le �uo-rophore et le quenher sont moins bien empilés.� Des géométries plus ou moins ontraintes, alternant entre quenhing statique et ollisionnel pendantle temps de vie de l'état exité (quenhing dynamique ultra rapide).Ainsi, le nombre de lasses onformationnelles détetées, leurs inétiques respetives, mais égalementla répartition des moléules au sein de haque lasse permet d'évaluer de manière préise la �exibilitéloale de la maromoléule sondée.3.2 Préparation & onditionnement des éhantillonsLes oligonuléotides ∆(−) PBS marqués en position 6, 8 et 10 par la 2Ap sont présentés au sein dushéma 3.5 et seront dorénavant mentionnés sous le terme ∆(−)PBS-2Ap(X), où X est l'emplaementdu �uorophore. ∆(−)PBS est un variant de (−)PBS au sein duquel la zone simple brin en 3' (omposéedes nuléotides 5'-GCCA-3') est manquante. Étant donné qu'il a été montré l'existene d'un site deliaison sur ette partie parmi 3 autres pour NCp7 [116℄, l'utilisation de ∆(−)PBS permettra de diminuer22.10.2012 T.Gelot 50



Approhe A : Résultats 3.2 - Préparation & onditionnement des éhantillonsla taille des omplexes formés au sein d'études futures. Les éhantillons ont été ommandés hez IBAGmbH et utilisés tels quels au moment de leur réeption. Ils ont été dissouts dans une solution aqueuseontenant 50 mM de tampon aide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique (HEPES), et le pHa été maintenu de e fait onstant à 7.5. Les spetres d'absorption et de �uoresene statiques ont étée�etués respetivement sur un spetrophotomètre Perkin-Elmer Lambda 900 et un spetro�uoromètrede type PTI QuantaMaster.Pour la Down-Conversion, les éhantillons ont été ajustés à une densité optique de 0.4 à 310 nm, pourune longueur de uve de 0.5 mm, e qui revient à une onentration de 1.3 mM. Les volumes minimauxd'éhantillons préparés sont de l'ordre de 400 µL.
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Figure 3.5 � Rappel des di�érents omposés biohimiques utilisés - En haut à gauhe, on dis-tingue ∆(-)PBS, la 2Ap remplaçant une Thymine au sein de ∆(−)PBS-2Ap(6,8) et une ytosine pour
∆(−)PBS-2Ap(10), don sondant trois environnements di�érents pour la même boule. Remarquons lesappariements entre les nuléotides 1-G-C-14, 3,4,5-C-G-13,12,11 onstituant la �tige� de l'ensemble. Les nu-léotides A,G,T,C sont formés à partir de bases azotées dont les strutures et les noms sont représentés, pourplus de larté, dans la �gure de droite. Ces dernières sont séparées en deux lasses, les purines (moléulesazotées hétéroyliques onstituées d'un yle pyrimidine fusionné à un yle imidazole) et les pyrimidines(hétéroyliques azotés et aromatiques omportant deux atomes d'azote). En bas, est présentée la stru-ture himique de la 2Ap pour une omparaison direte ave son analogue, ie, l'Adénine (également nommée6-Aminopurine).Température d'aquisition et stabilité de ∆(-)PBS : Les mesures e�etuées au sein de notre lab-oratoire ont été réalisées à température ambiante (293K). Au vu de la struture de nos oligonuléotides22.10.2012 T.Gelot 51



Approhe A : Résultats 3.3 - Résultats préliminaires(ODNs), on peut légitimement s'interroger sur leurs stabilités vis à vis d'un tel onditionnement. Cesparamètres de stabilité thermodynamique peuvent être mesurés grâe à un thermoyleur ouplé à unspetromètre d'absorption. En e�et, l'augmentation graduelle de la température va dénaturer nos ODNsdoubles brins, e qui va se traduire par un e�et hypsohrome, à savoir une augmentation de l'absorptiondes bases dans l'UV. Un omportement transitoire de type biphasique (sigmoïdal) est alors observé, dontl'ajustement permet de déterminer les onstantes thermodynamiques du système [117℄. On peut, parexemple, en déduire la température de fusion (Tm), dé�nie omme étant la température pour laquelle 50% des ODNs sont enore sous forme de duplexes. La Tm du variant (-)PBS a été déterminée par Egelé& al.[116℄ à la fois empiriquement (60°) et théoriquement (50°), à l'aide d'un algorythme de prédition�uni�é�, mfold, basé sur la méthode du plus prohe voisin [118℄. C'est e dernier qui nous permet d'ex-trapoler ave on�ane une Tm de 50° pour ∆(-)PBS à partir de paramètres struturaux (probabilitésd'appariement de bases) obtenus lors d'expérienes RMN-1H réalisées par Bourbigot & al. [21℄. Outrel'appariement de type Watson-Crik entre les bases C3, C4, C5 et G13, G12, G11, à l'origine de la tige,l'absene de signaux pour les protons G1-imino et C14-amino suggère que ette dernière paire est insta-ble, déséquilibre aentué par la protrusion de T2. De manière intéressante, en forçant l'appariement deG1-C14 dans le logiiel, e dernier nous retourne une Tm de 18°, e qui on�rme la faible probabilitéd'ourrene d'une telle struture.3.3 Résultats préliminairesCe protoole expérimental avait déjà été mis en plae au sein de l'équipe du Pr. Yves Mely (laboratoirede Biophotonique et Pharmaologie, UMR 7213 CNRS, Université de Strasbourg), et les mesures de�uoresene résolues en temps e�etuées par spetrosopie TCSPC [1℄. Par soui de pragmatisme, seulsles délins de �uoresene (Table 3.1) et d'anisotropie (Table 3.2) aquis sur ∆(−)PBS-2Ap(6, 8 et 10)sont exposés. Notons que l'artile [1℄ propose également des mesures onduites en présene de NCp7 etde divers mutants, à un ratio de 3 protéines par moléule d'AN.QY α0 τ1 α1 τ2 α2 τ3 α3 τ4 α4 〈τ〉2-Aminopurine 0.68 - - - - - - - 10.2 1.00 10.2
∆(-)PBS-2Ap(6) 0.024 0.80 0.10 0.13 0.7 0.02 3.6 0.02 8 0.03 1.8
∆(-)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
∆(-)PBS-2Ap(10) 0.006 0.94 0.13 0.03 0.8 0.01 3.5 0.01 8.2 0.01 2.1Table 3.1 � Paramètres de �uoresene statique et résolue en temps pour 2-Ap et ∆(-)PBS-2Ap(6, 8 et 10) - Les populations α0 �non résolues� ont été estimées par : 1− τ2Ap/(〈τ 〉 · Rm), ave Rm= QY2Ap/QYPBS . Les temps de délin τi sont en ns, les amplitudes sont notées αi.A partir de es résultats, plusieurs remarques ont pu être onlues :22.10.2012 T.Gelot 52



Approhe A : Résultats 3.3 - Résultats préliminaires
Φ1 β1 Φ2 β2 Φ3 β3 S θ02-Aminopurine 0.08 1.00 - - - - 0.00 90

∆(-)PBS-2Ap(6) 0.17 0.38 0.7 0.34 2.2 0.28 0.79 32
∆(-)PBS-2Ap(8) 0.22 0.36 0.7 0.11 2.1 0.53 0.79 31
∆(-)PBS-2Ap(10) 0.18 0.46 0.9 0.27 2.6 0.27 0.73 36Table 3.2 � Paramètres de d'anisotropie �uoresene pour 2-Ap et ∆(-)PBS-2Ap(6, 8 et 10)- φi (ns) sont les temps de orrélation rotationnels, βi leurs amplitudes, S est le paramètre d'ordre généraliséet θi (en degré) est le �ne de demi angle assoié au mouvement loal de la 2-Ap [1℄.� Le rendement quantique de la 2Ap est 24 à 113 fois plus élevé sous forme libre qu'intégrée au sein de

∆(-)PBS. Ce quenhing de la 2Ap ave les bases voisines est spéi�que du site d'insertion, et est 4 à5 fois plus important au sein de ∆(-)PBS-2Ap(10). Cette remarque est ohérente ave l'empilementde C10 et de G11 démontré par RMN [21℄.� Jusqu'à 4 temps de vie de �uoresene ont été mesurés (Table 3.1), indiquant au moins 4 sous-étatsonformationnels, s'étendant de 0.1 à 9 ns. Le aratère ultrarapide du quenhing est souligné par lefait que plus de 90 % du signal se situe dans les 100 premières ps, e qui sous-entend probablementla présene d'un quenhing statique de la 2Ap (via CT). Les fortes disparités entre les ratios de QYet de 〈τ〉 de la 2Ap libre par rapport à ∆(-)PBS nous indiquent que les inétiques n'ont pu êtreentièrement résolues.� 3 temps de vie d'anisotropie ont été mesurés, le plus long (2.1 ns) a été attribué à la basule de lamaromoléule ∆(-)PBS, le temps moyen (700 à 900 ps) orrespond aux mouvements segmentairesde la boule, et le plus ourt (170 à 200 ps) pourrait être relié à rotation loale de la 2Ap dans
∆(-)PBS.� Plusieurs indies sous entendent que la boule PBS serait loalement plus struturée que des équiv-alents d'ADNs simples brins : les QYs de ∆(-)PBS-2Ap(6 et 8) y sont 2 à 3 fois plus élevés, etles �nes de demi-angle de la 2Ap en moyenne inférieurs de 10°, e qui pourrait se traduire par unquenhing ollisionnel plus faible dans les boules que dans les ADNs monoaténaires de séquenessimilaires [46, 47℄.Ainsi, lorsque la 2Ap est insérée dans une séquene nuléotidique, la �uoresene de ette dernièrese trouve systématiquement quenhée. Cependant, il semblerait que la nature du quenhing dépendefortement des bases avoisinantes (présene de G ou non) ainsi que de la struture de l'AN étudié. S'il estlair qu'elle entre en ollision ave son environnement prohe lorsque l'AN est monoaténaire, il semblequ'elle puisse également s'empiler ave les Gs alentours sous une forme de quenhing plus statique [46, 47℄.22.10.2012 T.Gelot 53



Approhe A : Résultats 3.3 - Résultats préliminairesLa dynamique de 2Ap est enore plus ontrainte au sein de la boule PBS, signe d'un enombrementstérique plus important. A�n d' identi�er pleinement e qui relève du quenhing statique et du quenhingdynamique, il est néessaire de pouvoir résoudre omplètement la dynamique de dés-exitation de 2Apau sein de la boule ∆(-)PBS. Nous allons montrer que notre montage DFG dispose de la résolutiontemporelle néessaire pour nous apporter e type de données.
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Approhe A : Résultats 3.4 - Cinétiques de quenhing3.4 Cinétiques de quenhing ultrarapide de ∆(−)PBS-2Ap(X) ensolution aqueuseLes résultats de ette setion ont été publiés au sein de l'artile i-joint : [10℄. Le montageutilisé est dérit au sein du hapitre 4.1.1.2. Les aspets lefs des résultats expérimentauxpeuvent être résumés de la manière suivante :� Le bon aord entre les ratios τ2Ap/τ∆(−)PBS−2Ap(X) obtenus au maximum d'émission(368 nm) (Cf : Table 1) et les fateurs de normalisation d'intensité des spetres d'émissionstatiques I2Ap/I∆(−)PBS−2Ap(X) (Fig. 1-b) prouve que l'on a résolu l'intégralité desdynamiques de quenhing des ODNs marqués.� Les inétiques de délin de �uoresene de ∆(−)PBS-2Ap(X) sont fortement hétérogènes : 4temps de vie ont été identi�és, e qui représente au minimum 4 lasses onformationnelles,réparties sur une gamme de 0.8-5 ps, 10-40 ps, 90-130 ps, et 2 à 3 ns (Cf : Table 1). Lesomposantes longues (τ4) sont probablement dues à un quenhing ollisionnel de la 2Apave ses bases voisines dans des strutures plus lâhes. Les omposantes ourtes (τ0, τ1)sont attribuées à des strutures statiques et ontraintes, où le CT se fait de manière e�aevia interations d'empilement entre la 2Ap et les nuléotides voisins.� Le aratère site-spéi�que mis en évidene par Godet & Al. [1℄ est on�rmé : 65 % desparamètres d'amplitudes de ∆(-)PBS-2Ap(6, 8) sont répartis sur les 40 premières ps, ontre96 % pour ∆(-)PBS-2Ap(10). Chez e dernier, le temps le plus ourt, ie τ0, onentre 80%de l'information struturelle, alors que elle-i est répartie plus équitablement sur les deuxpremiers temps (τ1 et τ2) pour ∆(-)PBS-2Ap(6, 8), ave tout de même 40% d'amplitude sur
τ2. De manière générale, les boules sont ontraintes (les quenhing statiques et dynamiquesultra-rapides dominent), et d'un point de vu loal, les di�érenes observées sont liées auxdegrés d'empilement de la 2Ap ave les Gs voisines, bien plus e�aes en position 10 [21℄.Même si les temps intermédiaires (τ2 et τ3) sont bien évalués, leur interprétation laisse libreours à la spéulation. Il existe enore une ambiguïté au sujet du seuil inétique à partir duquelon peut quali�er un quenhing de �statique� ou de �dynamique�. Les setions suivantes aurontpour but de la lever.
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Approhe A : Résultats 3.4 - Cinétiques de quenhing
Ultrafast Site-Specific Fluorescence Quenching of 2-Aminopurine in a
DNA Hairpin Studied by Femtosecond Down-Conversion

Thomas Gelot, Patricia Touroń-Touceda, Olivier Creǵut, Jeŕeḿie Leónard, and Stefan Haacke*

Institut de Physique et Chimie des Mateŕiaux de Strasbourg, Universite ́ de Strasbourg CNRS, 67034 Strasbourg, France

ABSTRACT: The ΔP(-)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 ΔP(-)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 ΔP(-)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.

■ 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.1 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.2,3

On the other hand, because the time scales associated with the
relevant molecular motions range from tens of picoseconds to
milliseconds,4,5 ultrafast fluorescence and transient absorption
spectroscopies6,7 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,8−11 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.12−14 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

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,15

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 transfer17 or relaxation into a low-lying nonemissive
electronic state18 is still an open question.19,20 Besides, a 4-ps
exciplex formation was recently reported to occur between two
adjacent 2-AP’s in a tripeptide.21 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,17,22 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 ΔP(-)PBS. It is a
structural analog of the 5′-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.
ΔP(-)PBS lacks the 3′-GCCA overhang of the full (-)PBS.
The NMR structure of ΔP(-)PBS was determined,23 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 ΔP(-)PBS labeled at position 6, 8, and 10

are shown in Scheme 1 and are hereafter referred to as PBS-6

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,24 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 550−730-nm range.25 Broad-band fluores-
cence has the advantage of recording of many kinetic traces in
parallel and of recording time-resolved spectra.26,27 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,28 and leading to faster
static and dynamic quenching of 2-AP.

■ EXPERIMENTAL DETAILS

The 2-AP-labeled ΔP(-)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 × 0.5 mm2 using a peristaltic pump. The UV
fluorescence is excited at 5-kHz, by sub-100-fs, 310-nm pump

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

Figure 1. (a) Absorption spectra of unlabeled and labeled ΔP(-)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 ΔP(-)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/cm2 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

5 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-μJ 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 ⃗D
(o) = k ⃗fluo

(e)
− k ⃗gate

(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
DFG 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.25 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 τi and
convolved by the instrument response function described by a
Gaussian with standard deviation σ, centered at t0 = 0:
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−
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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.

■ RESULTS

The ground-state absorption spectra of the 2-AP-labeled
oligonucleotides are displayed together with the one of free
2-AP in H2O at pH = 7 in Figure 1a. The comparison with
unlabeled ΔP(-)PBS shows that the low-energy shoulder in the
310−340-nm region is due to the 2-AP labels, significantly red-
shifted by 5−8 nm with respect to the 305-nm maximum for
free 2-AP. As already pointed out by others,15 this is due to
dipole−dipole interactions between 2-AP and its nearest

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 ΔP(-)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 η 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.24

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

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 ΔP(-)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

Figure 2. Normalized kinetic traces of free 2-aminopurine (squares),
ΔP(-)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 50 ps. Anisotropy decay dynamics
are eliminated through magic-angle excitation.
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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

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 ΔP(-)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

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 ΔP(-
)PBS labeled at positions 6, 8, and 10. Four decay times were
also identified recently for 2-AP in RNA trimers.29 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 5, 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

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 ⟨τ⟩a

τ0 (ps)/A1 τ1 (ps)/A1 τ2 (ps)/A2 τ3 (ps)/A3 τ4 (ns)/A4 ⟨τ⟩ (ns)

ΔP(-)PBS-6 3.7 ± 0.2/0.26 22 ± 3/0.39 130 ± 20/0.17 3.1 ± 0.3/0.17 0.55

ΔP(-)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

ΔP(-)PBS-10 0.8 ± 0.2/0.42 5.2 ± 0.5/0.38 37 ± 3/0.16 1.9 ± 0.5/0.04 0.08
aError bars represent the limits of reproducibility deduced from consecutive experimental runs

Figure 3. Early part of the fluorescence decay kinetics. (A) Isolated 2-
AP in aqueous solution at pH = 7.5. (B) ΔP(-)PBS labeled at position
8, at the top of the loop.

Figure 4. Kinetic trace of ΔP(-)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.
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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 5 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 τ0 is
observed with an amplitude A0 almost twice as large as A1 in the
other oligonucleotides.

■ 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 ΔP(-)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
τ2 and τ3. Note that τ0 is smaller than the fastest 2-AP/G
quenching times reported before. Subpicosecond 2-AP
quenching was reported for stacking interactions with 7-
deazaguanine only6,14 or was attributed to intramolecular
relaxation in a 2-AP oligonucleotide with a surprisingly red-
shifted emission spectrum.30

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.6 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.30

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.5,13,24,30−33 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.5 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.7 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

Figure 5. Kinetic traces of ΔP(-)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.
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their relative abundance being naturally a function of the
labeling position.
Following the above time scale arguments, the shortest τ0 =

0.8 ps and τ1 = 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 τ0 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 ΔP(-)PBS.23 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 τ0 and τ1 components are due to strong 2-AP/G
interactions. This is consistent with the ground-state absorption
spectrum of PBS-10 (Figure 1a), 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,34 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 τ2 and τ3 is

more speculative. It is possible that the 10−40-ps component
(τ2) 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 (τ3), 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.13,29,24

Increasing fluorescence lifetimes observed upon addition of
glycerol are usually taken as a signature of dynamical quenching
hindered by higher solvent viscosity,13,35 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.

■ CONCLUSIONS

Fluorescence down-conversion experiments with 0.3-ps time
resolution are reported for ΔP(-)PBS labeled at positions 6, 8,
and 10 and for free 2-AP in H2O buffered at pH = 7.5. The
kinetic traces of the three ΔP(-)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-5-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 ΔP(-)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.23,24,36
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Approhe A : Résultats 3.5 - Anisotropie de �uoresene3.5 Anisotropie de �uoreseneL'objetif de ette partie est de on�rmer, par le biais de l'étude de l'anisotropie de �uoresene denos omposés, l'attribution de nos temps de vie intermédiaires. Nous allons pour ela dérire brièvementle prinipe de l'anisotropie générale avant d'appliquer la tehnique sur nos éhantillons.3.5.1 PrinipeSupposons que l'on exite une solution parfaitement homogène et isotrope de hromophores ave unelumière polarisée retiligne. La probabilité d'exitation des �uorophores sera proportionnelle au osinusarré de l'angle θA formé entre leur moment dipolaire de transition d'absorption µA et le veteur hampéletrique E inident : il s'agit du phénomène de photo-séletion. La �uoresene est ensuite réémise selonla diretion du moment dipolaire de transition d'émission µE (Annexe 3.8).L'anisotropie totale de notre système peut s'exprimer omme étant le produit de l'anisotropie fonda-mentale r0 de l'éhantillon et de ses fateurs de dépolarisation [119℄ :
r(t) =

2

5
·
3 < cos2 α > −1

2
︸ ︷︷ ︸Anisotropie fondamentale = r0 · n∏

i=2

3 < cos2 ωi(t) > −1

2
︸ ︷︷ ︸Fateurs de dépolarisation = A.f · n∏

i=2

F.di (3.15)L'anisotropie fondamentale r0 provient à la fois de la polarisation induite par l'orientation moyennedes moléules exitées à t0 (photo-séletion), et de l'orientation respetive de µA par rapport µE. Ainsi,pour un �uorophore donné, l'angle α formé entre les deux moments dipolaires peut prendre une valeur�xe omprise entre 0°(r0 = 0.4) et 90°(r0 = -0.2) (Annexe 3.8).Les auses liées à la dépolarisation sont nombreuses [119℄ et résident essentiellement dans le fait que lessystèmes étudiés ne sont pas �gés dans le temps. On peut, par exemple, prendre en ompte les mouvementsbrowniens d'une solution, impliquant une di�usion rotationnelle des moléules. Si les mouvements dela maromoléule sont de l'ordre de grandeur du temps de vie de l'état exité, la �uoresene émisesera totalement ou partiellement dépolarisée. Le premier as orrespondra à une rotation libre de lamoléule aboutissant à une répartition aléatoire des moléules photo-séletionnées pendant le tempsde vie de �uoresene. Le seond as peut s'appliquer à des rotations non omplétées, par exemple, àause de ontraintes stéariques, ou bien résultant d'une visosité importante du milieu, ou enore d'un�uorophore inlus au sein d'une maromoléule de taille respetable. Dans la pratique, et e�et de rotationse aratérise par une valeur d'anisotropie qui s'inspire de 3.15 et don de la règle de multipliation desfateurs de dépolarisation [119℄ :
r(t) = r0 ·

3 < cos2 ω(t) > −1

2
(3.16)22.10.2012 T.Gelot 63



Approhe A : Résultats 3.5 - Anisotropie de �uoreseneOù le dernier terme représente la fontion d'autoorrélation d'orientation, 'est à dire la probabilitéqu'une moléule ayant une ertaine orientation pour t = 0 apparaisse au niveau de la oordonnée ω autemps t.3.5.2 Mesure d'anisotropie résolue en tempsUne mesure d'anisotropie peut soit se réaliser en �xant le polariseur d'exitation et en imprimantune rotation au polariseur d'émission, soit en e�etuant la réiproque. Les onditions d'aord de phase(Chapitre II, setion 2.2.1) agissent déjà omme un élément polariseur d'émission ; la rotation de l'axe depolarisation de la pompe est permise par l'ajout d'un ompensateur de Berek (5540, New-Fous), utiliséen tant que lame λ/2 optimisée à la longueur d'onde d'exitation. Les délins d'anisotropie résolus entemps sont analysés selon l'équation suivante :
r(t) =

I‖(t)− I⊥(t)

I‖(t) + 2I⊥(t)
=

I‖(t)− I⊥(t)

IT (t)
= r0 ·

N∑

i=1

βi · e

−t

Φi (3.17)Au sein de notre montage, les dénominations �parallèles� ou �perpendiulaires� n'ont de sens qu'enfontion de l'axe extraordinaire du BBO. Ainsi, I‖(t) est observée lorsque l'axe de l'axe du polariseurd'émission est orienté parallèlement à l'axe extraordinaire du BBO, et I⊥(t) lorsque e dernier est tournéde 90°. A�n de s'a�ranhir des éventuelles ompliations liées au trajet optique, l'axe du référentiel estobtenu empiriquement à partir de la reherhe de �l'angle magique�, angle de rotation du Berek oùl'anisotropie est éteinte (Annexe 3.8) . Il su�t de tourner la lame λ/2 de 27.3 degrés dans un sens oudans l'autre et d'observer l'amplitude maximum du signal, signe que l'on s'est positionné parallèlementà l'axe extraordinaire du BBO.La loi d'additivité de l'anisotropie impose que l'anisotropie d'un mélange soit égale à la somme desanisotropies individuelles des omposés du mélange, pondérées par leur �uoresene relative. La formeque prend le délin r(t) dépend à la fois de la mobilité, taille, forme et �exibilité des moléules, e quise traduit généralement par un délin multi-exponentiel. Ainsi, des mouvements loaux (de la sonde visà vis de la maromoléule à laquelle elle est liée) ou segmentaires ajoutent de nouvelles omposantes aumouvement de basule général (Annexe 3.8).En�n, notons que les omposantes d'intensités polarisées peuvent haune être dérites indépendam-ment :
I‖(t) =

IT (t)

3
[1 + 2r(t)] (3.18)

I⊥(t) =
IT (t)

3
[1− r(t)] (3.19)
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Approhe A : Résultats 3.5 - Anisotropie de �uoresene3.5.3 Traitement des donnéesPour haque ODN ainsi que 2Ap libre, les ourbes de délins orrespondant à I‖ et I⊥ ont été enreg-istrées durant deux pools de mesures distints et suessifs. Chaque pool est le résultat d'une moyennede inq sans, haque pas temporel étant enregistré pendant un temps d'ouverture de la améra de 1seonde. A�n de s'a�ranhir des �utuations de signal liées aux variations de la pompe, la puissane deette dernière a été également mesurée pour haque pas temporel. Chaque san a d'abord été normalisépar sa puissane d'exitation respetive, puis moyenné ave les quatre autres du pool pour former lainétique orrespondante. Ces ourbes ont ensuite été ajustées par une somme d'exponentielles dérois-santes onvoluées ave la fontion de réponse, a�n de déterminer ave préision l'emplaement du temps0. Une fois e paramètre onnu, haque ourbe a ensuite éte extrapolée autour de e point, a�n de pouvoirreadrer haque paire (I‖,I⊥) sur leur 0 respetif avant de les ré-éhantillonner. Il devient ensuite possibled'appliquer 3.17 pour en extraire r(t).Notons que la totalité des inétiques qui seront présentées par la suite proviennent du maximumd'émission : 368 nm.3.5.4 Résultats3.5.4.1 2Ap libreNous avons ommené par mesurer l'anisotropie de notre solution témoin, à savoir la 2Ap à l'étatlibre dans de l'eau tamponnée à pH 7.5. La inétique résolue en temps est présentée au sein de la �gure3.6.Cette dernière se aratérise par une déroissane mono-exponentielle rapide, omplètement dépolar-isée durant notre fenêtre temporelle d'aquisition. En assimilant notre moléule à une sphère (f 3.31),son temps de orrélation rotationnel (Φ) est de 28.5 ps, pour une amplitude r0 estimée à 0.3.La valeur Φ mesurée est prohe des 25 ps estimés par Gustavsson et Al. [120℄ pour l'Adénine. Holménet Al. [121℄, en mesurant l�anisotropie de �uoresene d'exitation sur de la 2Ap prise dans des �lms depoly(vinyl alohol) étendus à 310 nm, évoquent une r0 de 0.37. En onséquene, les µA et µE de la 2Apà ette longueur d'onde d'exitation devraient être quasi-olinéaires. Notre r0 de 0.3 di�ère sensiblementde ette valeur théorique, mais est en parfaite adéquation ave les paramètres mesurés par Larsen & Al.dans un environnement similaire au notre [66℄. Ces derniers justi�ent et éart par une relaxation liée ausolvant.3.5.4.2 2Ap inorporée dans ∆(-)PBSLa �gure 3.7 superpose les inétiques d'anisotropie de ∆(−)PBS-2Ap(6, 8 et 10), normalisées à t=0a�n d'ampli�er les di�érenes de délins au temps ourts. Comme prévu, le délin total de l'anisotropie22.10.2012 T.Gelot 65



Approhe A : Résultats 3.5 - Anisotropie de �uoresene
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Figure 3.6 � Cinétique de délin d'anisotropie de �uoresene pour la 2 Ap à l'état libre : Lesdonnées expérimentales sont représentées par la ourbe noire, ajustée par une ourbe mono-exponentielledéroissante (ourbe rouge). Le temps de orrélation est de 28.5 ps pour une anisotropie fondamentale évaluéeà 0.3. En bleu, sont représentés les résidus de l'ajustement. L'enadré montre le traé exponentiel, mais aveune éhelle logarithmique.est bien plus lent que pour la 2Ap seule : au bout de 1 ns, les inétiques ne redesendent pas omplètementà l'origine. Notons que les ourbes semblent très similaires les unes par rapport aux autres, suggérant desdynamiques orientationnelles prohes.La �gure 3.8 présente séparément les inétiques d'anisotropie de �uoresene pour haque ODNsmarqué. Elles ont été adéquatement ajustées par le modèle suivant :
r(t) = (r0 − r∞) ·

2∑

i=1

βi · exp

(
−t

Φi

)

+ r∞ (3.20)Il s'agit d'un modèle ontenant 2 exponentielles, mettant en évidene une dynamique orientationnelle s'é-talant sur au moins deux éhelles de temps. La faible quantité de signal aux alentours de la nanoseondeainsi que notre ligne à retard limitée à 3 ns nous empêhe de aratériser un éventuel troisième tempsd'anisotropie, e dernier est présenté sous la forme de l'o�set r∞ = β3 · r0 (Table 3.3).Sur nos ODNs marqués, la omposante temporelle rapide (φ1) est de 90-130 ps, et la omposante22.10.2012 T.Gelot 66



Approhe A : Résultats 3.5 - Anisotropie de �uoresene
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Figure 3.7 � Comparaison des inétiques de délin d'anisotropie de la 2AP libre et introduiteau sein de ∆(-)PBS, en position 6 (rouge), 8 (bleue) et 10 (verte).moyenne (Φ2) omprise entre 0.7-0.8 ns. Les seondes sont en aord ave elles mesurés par Godet &Al. [1℄, alors que nos valeurs de Φ1 sont en moyenne plus ourtes de 42 % (± 15 %). On peut attribueret éart à une meilleure préision de mesure grâe à notre résolution temporelle plus élevée. En tenantompte de l'o�set, nous mesurons don bien 3 temps de délin, dont les signi�ations sont similaires àelles invoquées par Godet & Al (f paragraphe 3.3 et [1℄).La préision de nos mesures aux temps ourts permet de mettre en évidene le aratère site-spéi�quede l'anisotropie. Les temps de orrélation assoiés aux rotations loales (Φ1) sont plus ourts en position8 et 10 (90 et 100 ps) qu'en position 6 (130 ps), mais eux assoiés aux mouvements segmentaires de laboule (Φ2) sont plus longs en position 8 (800 ps) qu'en position 6 et 10 (environ 700 ps). En omplé-ment, l'anisotropie fondamentale mesurée en position 6 et 10, égale à 0.37, est prohe de elle estimée parHolmén et Al. [121℄, alors que la position 8 présente la même valeur de r0 que la 2Ap libre dans notresolvant.Ainsi :� La 2Ap en position 6 est moins enombrée qu'en position 8 et 10, mais tout de même tournée versl'intérieur de la boule.22.10.2012 T.Gelot 67



Approhe A : Résultats 3.6 - ∆(-)PBS et glyerol� La boule en position 8 présente une �exibilité plus importante qu'en position 6 et 10 et est plusexposée au solvant.� La position 10 est elle présentant les ontraintes géométriques les plus importantes en termes d'en-ombrement et de �exibilité, e qui va de paire ave un empilement plus important et enfoui ausein de la boule.Ces données semblent en aord ave les strutures de ∆(-)PBS obtenues par Bourbigot & Al. [21℄ .Environ 30 % à 45 % des amplitudes sont réparties sur Φ1, le reste étant redistribué sur les deuxautres temps. Pour les temps longs, les disparités d'amplitudes entre nos valeurs et elles de Godet & Al.peuvent être expliquées par le quenhing très important de la 2Ap aux temps ourts et l'inertitude denotre o�set, e qui empêhe toute forme d'analyse pertinente.Le dernier point important est que nos données on�rment qu'il n'existe pas de temps de orrélationplus ourt que elui déjà évalué par Godet & Al. Le temps attribué à la rotation loale de la 2Ap ausein de PBS orrespond don au seuil inétique en dessous duquel tout phénomène de quenhing peutêtre quali�é de statique. De e fait, en se référant aux résultats des inétiques de quenhing résolues entemps du paragraphe 3.3, le temps τ2 (< à 40 ps) orrespond lairement à du quenhing statique, au seinduquel la géométrie d'empilement est moins e�ae, alors que le temps τ3 (entre 90 et 130 ps) pourraitorrespondre à des onformations intermédiaires, où l'empilement inter-onverti ave une géométrie pluslâhe ( aratéristique d' un quenhing dynamique) pendant le temps de vie de l'état exité.3.6 ∆(-)PBS et glyerolSeul le quenhing ollisionnel est réellement a�eté par la visosité du milieu. Ainsi, l'augmentationdu QY de �uoresene due à l'addition de glyerol suggère que ette méthode peut servir de signaturepour disriminer les strutures empilées dans des onformations statiques (non a�etées) des struturesdynamiques. [46℄Au vu des similitudes observées entre ∆(-)PBS-2Ap(6 et 8), nous avons déidé de ne retenir quee dernier pour le omparer ave son homologue en position 10. Les expérienes ont été réalisées dansdes onditions identiques d'expérimentation, à l'exeption du solvant, maintenant omposé de 70% deglyerol et 30% de solvant aqueux (HEPES).La �gure 3.9 superpose les inétiques de délin de la 2Ap libre et de ∆(-)PBS-2Ap(8 et 10) dans22.10.2012 T.Gelot 68



Approhe A : Résultats 3.6 - ∆(-)PBS et glyerol
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Temps (ps)()Figure 3.8 � Résultats de la mesure d'anisotropie résolue en temps-En (a)-(b)-(), sont respe-tivement représentées les données pour ∆(-)PBS 2AP(6, 8 et 10). Les odes ouleurs ainsi que les donnéesillustrées sont identiques à elles de la �gure 3.6.
Φ1 β1 Φ2 β2 Φ3 β3 r02-Aminopurine 0.028 1.00 - - - - 0.30.08 1.00 - - - - ?

∆(-)PBS-2Ap(6) 0.13 0.35 0.70 0.45 ∞ 0.2 0.375) 0.17 0.38 0.70 0.34 2.2 0.28 ?
∆(-)PBS-2Ap(8) 0.09 0.30 0.80 0.60 ∞ 0.20 0.30) 0.22 0.36 0.70 0.11 2.1 0.53 ?
∆(-)PBS-2Ap(10) 0.10 0.27 0.675 0.63 ∞ 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 ∆(-)PBS-2Ap(6, 8 et 10)- Paramètres extraits à partir de l'équation 3.20, les amplitudes sont normalisées. En rouge, données issuesde [1℄, pour omparaison. Les temps de orrélation φi sont exprimés en ns.22.10.2012 T.Gelot 69



Approhe A : Résultats 3.6 - ∆(-)PBS et glyeroll'HEPES ave leurs équivalents mis en solution dans du glyerol pour une émission à 368 nm. Les deuxODNs marqués dans le glyerol présentent des inétiques omplexes, visiblement multi-exponentielles.En revanhe, la superposition quasi parfaite des deux inétiques, en position 8 et 10, indique la présened'un environnement de miro-solvatation identique dans les deux positions.
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Figure 3.9 � Superposition des inétiques de délin des ODNs ∆(-)PBS-2Ap(8, 10) et de la2Ap libre, en solutions dans de l'HEPES et du glyerol.La �gure 3.10(a) est un histogramme où les ouples (τi,Ai) sont représentés pour ∆(-)PBS-2Ap(8),dans l'HEPES (hahures vertes) et le glyerol (barres violettes). Dans e as, et omme préédemment, 4temps de vie ont pu être observés, également répartis sur quatre ordres de grandeurs. Les deux premierstemps (τ1 = 1.3 ps, τ2 = 19.2 ps) sont relativement similaires à eux observés dans l'HEPES. En revanhe,le troisième, elui dont ont prédisait une forte omposante dynamique, se trouve déalé de 93 à 158.2 ps.Malheureusement, nous ne disposons pas des spetres de �uoresene statique de nos omposés dans leglyerol. Cet oubli nous empêhe de on�rmer que l'ensemble des temps de vie ont bien été résolus. Dans,l'hypothèse où es derniers le seraient, es données on�rmeraient une origine statique pour les deux pre-22.10.2012 T.Gelot 70



Approhe A : Résultats 3.6 - ∆(-)PBS et glyerolmiers temps de vie mesurés (similaires à eux observés dans l'HEPES) et un aratère dynamique pour τ3.
τ4 ne varie pas, e qui est sans doute du à l'impossibilité de le résoudre entièrement ave notre montage.Paradoxalement, et omme observé lors de la superposition des deux inétiques, les temps observéspour ∆(-)PBS-2Ap-(10) au sein de la �gure 3.10(b) sont similaires à la position 8, la 2Ap est don on-trainte de la même manière dans les deux as, e qui se traduit par une perte progressive de l'empilementaratéristique de PBS(10), au pro�t de onformations plus lâhes.L'e�et le plus marquant orrespond à la omplète redistribution des amplitudes, répartitions relative-ment similaires sur les deux sites. Là où dans l'HEPES, entre 80 et 95 % des omposantes se plaçaientavant les 100 premières ps, dans le glyerol, seules 40 % subsistent. On remarque que l'augmentation desamplitudes pour les temps longs est très prononée pour τ4, aratéristique de onformations spatialesplus exposées au solvant.En onlusion, notre expériene pourrait on�rmer le aratère statique des deux premiers temps devie observés dans l'HEPES. En revanhe, es derniers seraient fortement réduits en amplitude, alors queles sous-populations se référant à des strutures à fort quenhing ollisionnel augmenteraient. Cei n'estdon pas une onséquene liée à l'augmentation de la visosité, mais très probablement liée à la apaitédu glyerol à former des liaison H [117℄. Le solvant perturberait la boule, e qui explique que et e�et soitidentique quelque soit la loalisation de 2Ap : ette dernière interagit en priorité ave le solvant plut�tqu'ave les bases avoisinantes.
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Approhe A : Résultats 3.7 - Conlusion
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(b)Figure 3.10 � Histogrammes des ouples (temps de vie de �uoresene / amplitudes) dans leglyerol - En (a), ∆(-)PBS-2Ap(8) prise en exemple pour omparaison. En violet sont présentés les ouplesensembles (τi, αi) dans le glyerol (70%), en hahuré vert, dans l'HEPES. En (b), ∆(-)PBS-2Ap(10). Enrouge, sont présentés les ouples ensembles (τi, αi) dans le glyerol (70%), en hahuré bleu, dans l'HEPES.3.7 ConlusionTrois expérienes di�érentes ont été e�etuées grâe au montage de Down-Conversion, ayant pour butde mieux dé�nir les sous-états onformationnels de ∆(-)PBS-2Ap(X) qui n'avaient pas pu être résoluspar Godet et al [1℄. Lorsque la 2Ap est introduite au sein de nos ODNs, nous observons des inétiques dedélins multi-exponentielles, aratéristiques d'une hétérogénéité struturale. Ces temps de vie s'étendentsur 4 ordres de grandeur di�érents, allant du domaine de la pioseonde (0.8 - 3.7 ps) à la nanoseonde(1.9 - 3.1 ns). La valeur de es derniers ainsi que leur répartition en amplitudes est site-spéi�que. Cesrésultats sont en aord ave les variations de QY mesurées en �uoresene statique. Ils indiquent unquenhing plus important de la 2Ap lorsque elle-i est en position 10, par rapport aux position 6 et8, e qui va de paire ave un éventuel staking ave G(11), on�rmé par RMN-1H. [21℄. Un des pointsessentiels de l'expériene est que nous résolvons la plupart des sous-états au sein de la boule.Les mesures d'anisotropie ont pu être ajustées par un modèle bi-exponentiel, re�étant des temps deorrélation liés à la rotation loale de la 2Ap au sein de la boule (Φ1, 90-130 ps) et au mouvementsegmentaire de ette dernière (Φ2, ≈ 750 ps). Des informations loales sur l'enombrement et la �exibilitéde la boule PBS ont pu être établies. Étant donné que le phénomène de quenhing prinipal pour desinterations d'empilement est du à un CT, Φ1 re�ète la limite ultra-rapide naturelle de di�usion au delàde laquelle les bases ne présentent plus un alignement su�sant pour s'empiler de manière e�ae. Ainsi,les temps de vie inférieurs à Φ1 (à savoir τ1 et τ2) peuvent être attribués ave on�ane à des géométriesoù les 2Aps interagissent uniquement par empilement, dans des strutures ou la di�usion est restreintevoir nulle.22.10.2012 T.Gelot 72



Approhe A : Résultats 3.7 - ConlusionEn hangeant le solvant aqueux pour un environnement où la visosité est plus élevée (glyerol 70%)nous espérions pouvoir on�rmer la limite entre quenhing limité par la di�usion et quenhing statiqueapparent. Seulement, l'interation par liaisons H entre le glyérol et la 2Ap érante fortement le transfertde harge, e qui explique la perte de spéi�ité liée au site, ainsi que les transitions d'amplitudes versd'états onformationnels à temps de vie long, où l'interation ave le solvant est plus prépondérante.
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Approhe A : Résultats 3.8 - Annexe au hapitre 33.8 Annexe au hapitre 3Anisotropie fondamentale et photo-séletionPrenons le as d'un ensemble de �uorophores orientés aléatoirement, immobiles et dont les momentsdipolaires de transitions µA et µE sont disposés olinéairement. Don r(t) = A.f = r0. D'après lesonventions illustrées par la �gure 3.11-A et pour une moléule prise au hasard dans le volume d'exitation,les omposantes polarisées parallèlement et perpendiulairement de l'intensité émise par le �uorophores'érivent :
I‖ ∝ cos2(θE) (3.21)
I⊥ ∝ sin2(θE) · sin

2(ΦE) (3.22)
z

x

y

E

μ
E

θE

EΦFigure 3.11 � Éléments d'anisotropie fondamentale- Figure introduisant les notations utilisées pourdérire les deux as d'anisotropie fondamentale : A- Cas pour une moléule, orientée aléatoirement, de zénith
θE et d'azimut ΦE tels que µA et µE soient olinéaires. B- Cas identique mais pour une olletion de�uorophores. La probabilité d'exitation orrespond à une sphère de rayon µA. Introdution des élémentsde surfae dθE et dΦE . C- Cas identique à A, mais où µA et µE sont non olinéaires, tels que θE = θA + αet ψ = l'angle azimutal de di�érene entre les deux moments dipolaires.Si on s'intéresse à la totalité des �uorophores ontenus dans le volume d'exitation, il devient alorsnéessaire de sommer l'ensemble des ontributions de haque moléule dans tout l'espae (Fig.3.11-B) :

I‖ ∝

∫ 2π

0

∫ π

0

f(ΦE , θE) cos
2(θE)dΦEdθE = K· < cos2 θE > (3.23)

I⊥ ∝

∫ 2π

0

∫ π

0

f(ΦE , θE) sin
2(ΦE) sin

2(θE)dΦEdθE (3.24)Où K =
∫ 2π

0

∫ π

0
f(φE , θE)dΦEdθE est un fateur de normalisation. f(ΦE , θE) est la densité de probabilitéd'orientation des moléules exitées par l'impulsion lumineuse. Cette dernière orrespond au produit dedeux termes (Fig.3.12) :� La densité de probabilité d'orientation O(ΦE , θE) de l'ensemble des µA d'une solution homogène22.10.2012 T.Gelot 74



Approhe A : Résultats 3.8 - Annexe au hapitre 3et isotrope de �uorophores. En tout point de l'espae, la réalisation de ette probabilité orrespondà la surfae d'une sphère de rayon µA. De e fait, O(ΦE , θE) = µ2
A sin(θE).� La �photo-séletion� PEL(ΦE , θE) de ette solution par une impulsion polarisée linéairement, quiest proportionnelle au arré du produit salaire entre µA et E, ie, PEL(φE , θE) ∝ cos2(θE). Souses onditions d'illumination, les moléules ayant un µA dont l'orientation est voisine de E serontpréférentiellement exitées.De e fait, f(ΦE , θE) ne dépend que de θE et peut être reformulé par :

f(φE , θE) = O(φE , θE) · PEL(φE , θE) = µ2
A sin(θE) cos

2(θE) = f(θE) (3.25)e qui permet d'exprimer 3.23, 3.24 sous ette forme :
I‖ ∝

∫ π

0

f(θE) cos
2(θE)dθE = K < cos2(θE) > (3.26)

I⊥ ∝

∫ 2π

0

sin2(ΦE)dΦE ·

∫ π

0

f(θE) sin
2(θE)dθE =

K

2

[
1− < cos2(θE) >

] (3.27)Réinjetées au sein de l'équation 3.17, on retrouve l'expression de l'anisotropie �fondamentale� :
r0 =

3 < cos2(θE) > −1

2
(3.28)A partir de là, plusieurs onstatations déoulent de ette expression :� Il existe un angle θ partiulier pour lequel l'anisotropie s'annule. Il satisfait l'équation< cos2(θE) >=

1

3
et vaut ainsi 54.7°. On le quali�e �d'angle magique�.� Lorsque l'on onsidère une olletion de �uorophores, l'anisotropie dépend de f(θE), qui elle mêmesubit l'e�et de la photo-séletion. Cela se traduit par une valeur moyenne de cos2(θE) que l'on peutrésoudre à partir de 3.25 et 3.26 :

< cos2(θE) >=

∫ π

0 cos4(θE) sin(θE)dθE
∫ π

0 cos2(θE) sin(θE)dθE
=

[
cos5(θE)

]π/2

0

5
[
cos3(θE)

]π/2

0

3

=
3

5
(3.29)et par une valeur �xe de r0 égale à 0.4. L'anisotropie fondamentale d'une solution de moléules�uoresentes est don nettement plus faible que elle attendue pour un �uorophore isolé.22.10.2012 T.Gelot 75



Approhe A : Résultats 3.8 - Annexe au hapitre 3

Figure 3.12 � Représentation de l'e�et de photo-séletion par une exitation vertiale ethorizontale - Sont représentés superposés : la densité de probabilité d'exitation d'une solution homogèneet isotrope de �uoroophores (sphère) et l'e�et de photo-séletion des �uorophores en fontion de l'orientationde l'exitation (H pour horizontal et V pour vertial). Les axes de l'émission sont nommés selon la notationsuivante : Iorientation exiation - orientation analyseur22.10.2012 T.Gelot 76



Approhe A : Résultats 3.8 - Annexe au hapitre 3Anisotropie fondamentale et la non olinéarité des moments dipolaires detransition d'absorption et d'émissionCette fois, on se plae dans des onditions identiques aux préédentes, mais où on observe un angle αentre µA et µE , ave θE = θA + α, l'angle formé entre E et µE . Il est possible de montrer, en usant desmêmes règles de trigonométrie, que :
r0 =

3 < cos2 θE > −1

2
=

3 < cos2 θA > −1

2
·
3 < cos2 α > −1

2
=

2

5
·
3 < cos2 α > −1

2
(3.30)Par onséquent, les valeurs attendues pour r0 peuvent être omprises entre 0.4 (si α = 0°) à -0.2 (si

α = 90°).Préisions sur la di�usion rotationnelleDans le as très partiulier où les moléules sont assimilées à des sphères di�usant dans des milieuxisotropes, il est possible de réérire 3.16 par :
r(t) = r0 · exp

(

−
t

Φ

) (3.31)
Φ est le temps de orrélation rotationnel, pouvant s'exprimer en fontion de la visosité (η), de la tem-pérature (T ), du volume (V ) de l'unité en mouvement et de la onstante R des gaz parfaits par larelation :

Φ =
ηV

RT
(3.32)Le temps de orrélation rotationnel peut être relié à un temps de di�usion rotationnel D par la relation :

Φ = (6D)−1.Lorsque les possibilités de rotations s'avèrent limitées, il s'avère que le délin d'anisotropie ne retournepas vers 0 : un o�set (r∞) est alors observé, et e même à des temps long omparés à τFluo. Une expressionapprohée du temps de vie d'anisotropie peut alors être donnée par :
r(t) = (r0 − r∞) exp

(

−
t

Φ

)

+ r∞ (3.33)
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Approhe B 4.1 - Matériels et méthodesCe hapitre traite de l'étude des e�ets du repliement de NCp7 autour de son atome de zin sur lagénération de fragments induits par ollisions et laser. La première partie du hapitre introduit lesprinipaux éléments inlus dans le dispositif expérimental. Même par ollision, la fragmentation despeptides est singulière et s'e�etue autour de la liaison peptidique, dérite par une nomenlaturequ'il est néessaire de préiser, ar l'ensemble des pis attribués par la suite y feront référene. Nousdétaillerons ensuite les résultats, en ommençant par une desription du spetre de masse lassique,aratéristique de l'ensemble des espèes pouvant être piégées, puis par une desription des spetresCID et LID. En premier lieu, les spetres CID puis LID de la protéine nue seront présentés, d'abordpare qu'ils servent de base de omparaison ave eux issus du repliement autour du Zin, et ensuitepare que leur attribution est beauoup plus aisée. La omparaison ave les résultats obtenus ave lezin sera donnée en �n de hapitre.4.1 Matériels et méthodes4.1.1 Prinipaux éléments d'une expériene en phase gazeuseUne expériene e�etuée en phase gazeuse est toujours dérite en tant que ombinaison des diverséléments suivants (Fig.4.1) :� Une soure : il s'agit d'un système permettant de faire passer les moléules d'intérêt sous formegazeuse et ionisée. L'exemple aratéristique utilisé au sein de notre montage est un életrospray(ESI), mais il en existe bien d'autres.� Un spetromètre de masse tandem : également désigné par le sigle MS/MS, il onsiste endeux �ltres de masse et un piège ionique radio-fréquene. Le premier �ltre de masse est utilisé pourséletionner une espèe ionique partiulière en fontion de son rapport masse sur harge (m/z), puisles ions séletionnés sont ensuite fragmentés dans le piège ionique par ollisions ave un gaz neutretel que l'Hélium ou l'Argon, résultant en un shéma de fragmentation propre à l'ion préurseur quisera analysé par le seond �ltre de masse.� Un déteteur : généralement onsistant en un déteteur életromultipliateur (hanneltron).4.1.1.1 La soure ESISouvent dé�nie omme une méthode �doue� de génération d'espèes hargées, l'Ionisation par Ele-trospray ( ESI) permet la prodution d'ions en phase gazeuse à partir d'une solution mère sous pressionatmosphérique. Appliquée à une moléule M , son ation peut être résumée par la réation suivante :
(Msol)

n± → [Mgaz ± n′H ]
(n+n′)± (4.1)Prinipe, pour des ions hargés positivement :Une tension életrique V0 de l'ordre du kilo-Volt est appliquée sur une aiguille métallique entourant un22.10.2012 T.Gelot 79



Approhe B 4.1 - Matériels et méthodes

Figure 4.1 � Prinipaux éléments d'un appareil dédié à la spetrosopie MS/MSapillaire de silie (Fig.4.2). A l'extrémité du apillaire, mais à une distane de 1 à 2 m, se situe l'ori�ed'entrée du spetromètre de masse. Ce dernier est porté à une tension de l'ordre de 120-130 V.Trois étapes prinipales sont généralement invoquées pour dérire les e�ets qui apparaissent sous lehamp életrique ainsi généré (Fig.4.3) :1. Formation d'un spray de gouttelettes à l'extrémité du apillaire :Sous l'e�et du hamp életrique appliqué à l'extrémité du apillaire, 2 méanismes gouvernentprinipalement le omportement de la solution :� A l'interfae entre le �uide et le fourreau métallique du apillaire, des réations d'oxydation vonts ?amorer, augmentant le nombre de harges et induisant une plus grande répartition.� A l'air libre, il y a formation d'un ménisque. Sous l'ation de Ec, les harges positives vont êtreattirées à la surfae de e dernier, alors que les harges négatives seront attirées par l'anode,induisant une déformation vers une forme optimale appelée ��ne de Taylor� [122℄. A la pointede e dernier, un seuil d'équilibre entre les tensions super�ielles du liquide et les fores dues auhamp est franhi : de �nes gouttelettes de l'ordre du µm seront libérées.La tension V0 à appliquer au niveau du apillaire peut être dérite par l'équation suivante [123℄ :
V0 = A1

[
2Trc cos θ0

ε0

]1/2

ln(4d/rc) (4.2)22.10.2012 T.Gelot 80



Approhe B 4.1 - Matériels et méthodes

Figure 4.2 � A gauhe : Photographie de la soure ESI en ation. A droite : Éléments dela soure. L'éhantillon irule dans un tube de silie de 100 µm de diamètre. Ce tube est inséré dansune aiguille métallique où une tension de l'ordre du kV est appliquée. Cette aiguille est elle même en�héedans un fourreau métallique. Dans l'espae situé entre l'aiguille et le fourreau irule un gaz de N2 pourl'évaporation des gouttelettes. L'aiguille est tournée d'un angle ompris entre 40 et 60°pour empêher lesmoléules neutres de pénétrer la première hambre sous vide du spetromètre ainsi que pour limiter l'olusionde l'ori�e d'entrée.Où T est la tension super�ielle du liquide, rc orrespond au rayon du apillaire, θ0 est le demiangle du �ne et d est la distane entre le apillaire et l'ori�e. On peut don onstater que plus rcet T sont réduits, plus la tension néessaire pour un spray identique sera faible. Il est à noter quele solvant optimal est souvent trouvé de manière empirique. Bien souvent, un ompromis doit êtreétudié entre : le ratio solvants volatiles (à faible T ) / polaires (pour solubiliser les moléules) et lediamètre du apillaire dont on dispose. Ainsi, des mélanges eau/méthanol sont souvent employés,ave une légère aidi�ation pour augmenter la formation de harges en solution.2. Rédution du volume des gouttelettes et explosion oulombienne :Au fur et à mesure que les gouttes se dirigent vers l'ori�e, les harges vont se présenter à leurssurfaes. En même temps, es dernières sont en ontat ave un �ux d'azote gazeux (N2) ayantpour but d'évaporer progressivement le solvant. Une rédution du volume des gouttes se produitengendrant une augmentation de la densité de harges. Lorsque la limite de Rayleigh est atteinte,le ratio entre répulsions oulombiennes et fores de tension de surfae égale l'unité [124℄ :
Qrayleigh

8π (ǫ0γR3)
1/2

= 1 (4.3)Où Qrayleigh est la harge à la limite de Rayleigh, ǫ0 est la onstante de permittivité du vide, γ estla tension de surfae et R le rayon de la goutte. Au delà, les gouttes vont subir des déformationsmultipolaires résultant en une explosion Coulombienne.3. Désorption et prodution de moléules ionisées en phase gazeuse :Cette étape essentielle est toujours à l'heure atuelle le fruit d'une ontroverse importante. Deux22.10.2012 T.Gelot 81



Approhe B 4.1 - Matériels et méthodesimages se présentent pour expliquer ette étape �nale. D'un oté on distingue le modèle de la hargerésiduelle, initié par Dole en 1968 [125℄, où les gouttelettes nouvellement générées subissent un yled'explosion oulombienne jusqu'à e que seul l'ion moléulaire ne subsiste. De l'autre se présente lemodèle d'évaporation de l'ion (Iribarne et Al, 1976 [126℄), où pour une ertaine taille de gouttelettes,les fores du hamp deviennent su�santes pour littéralement extraire les moléules de leur solvant.
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Figure 4.3 � Méanismes de formation d'espèes hargées par ESI4.1.1.2 Le spetromètre de masse en tandemLe but de ette partie est de omprendre de manière simple le guidage, la séletion et le piégeaged'espèes ioniques en phase gazeuse.Séletion et guidage des ions : Le théorême d'Earnshaw [127℄ stipule qu'il est impossible d'utiliserun seul hamp életrostatique pour piéger un ion. Pour qu'une partiule hargée puisse être en équilibreen un point ri donné, il est à la fois néessaire que le hamp −−−→
E(ri) soit nul en e point et unique dansl'espae ontenant e hamp : auune autre harge de position rn6=i ne peut alors être en état d'équilibre.L'équilibre stable en ri impliquerait que la harge ressente automatiquement une fore de rappel pourtoute perturbation faible par rapport au point d'origine. S'il existait une surfae fermée S in�nimentpetite entourant ri, une telle fore de rappel signi�erait l'existene d'un �ux de sens opposé à eluiinitialement généré par la harge en ri. Cei rentre formellement en ontradition ave le théorème deGauss, selon lequel le �ux de −→

E est nul seulement en l'absene de harges au sein de S. Une manière depalier à ette problématique est d'utiliser la apaité des moléules hargées à maintenir une trajetoirestable sous l'e�et d'un potentiel életrique osillant Φ(t). Ce dernier se déompose en deux parties telles22.10.2012 T.Gelot 82



Approhe B 4.1 - Matériels et méthodesque :
Φ(x, y, z, t) = φ(x, y, z) · Φ0(t) (4.4)Le potentiel életrostatique φ(x, y, z), orrespond à la omposante spatiale de Φ. Il est lié au nombre,à la disposition et la forme des életrodes onstituant le système de guidage. Dans le vide, φ se doit derespeter l'équation de Laplae : ∆φ = 0. En orollaire à e qui a été énoné plus haut, on remarquera que

φ ne présente auun minimum ou maximum loal, et ne peut don être un bon andidat au on�nementd'un ion. En supposant que la forme des életrodes est in�niment longue et invariable selon l'axe z (onnéglige ii les solutions à base d'életrodes irulaires), φ(x, y) peut orrespondre à n'importe qu'ellefontion harmonique respetant la ondition :
∂2φn

∂x2
+

∂2φn

∂y2
= 0 (4.5)où n est l'ordre d'expansion multipolaire de φ(x, y). Les méanismes utilisés dans le adre du laboratoireorrespondent à des solutions de type [128℄ :Quadrupolaire : φ2(x, y) = x2 − y2 (4.6)Deapolaire : φ5(x, y) = x5 − 10x3y2 + 5xy4 (4.7)Hexadeapolaire : φ8(x, y) = x8 − 28x6y2 + 70x4y4 − 28x2y6 + y8 (4.8)et les formes de es potentiels sont représentés au sein de la �gure 4.4. Remarquons que les équipo-tentielles φn(x, y) = k ont une forme hyperbolique, la ondition limite à l'interfae des életrodes imposeégalement une telle forme à es dernières [129℄. Dans la pratique, les életrodes de formes rondes sontutilisées ar plus failes à mettre en oeuvre, ave un rapport entre le rayon de l'életrode et le rayondu puits de potentiel (re/r0) bien dé�ni pour haque type de on�guration [130℄. Puisqu'une osillationon�née selon une oordonnée x reviendrait à faire diverger l'ion selon y, e dernier ne peut avoir unetrajetoire stable selon z que si la surfae est inversée à une fréquene bien préise, e qui est le r�le deomposante osillante de Φ : à savoir Φ0(t).La partie dépendante du temps Φ0(t) résulte d'une ombinaison entre une tension ontinue U etalternative V de fréquene ω :

Φ0(t) = U + V cos(ωt) (4.9)Les fores exerées sur une partiule hargée dans l'espae pourront se résumer à :F = −e · [U + V cos(ωt)]∇φ(x, y) (4.10)
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Approhe B 4.1 - Matériels et méthodes
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ẍ+ [U + V cos(ωt)] (e/mr20)x = 0

ÿ − [U + V cos(ωt)] (e/mr20)y = 0
(4.11)Les solutions de es équations di�érentielles ouplées, non triviales, permettent d'obtenir une desrip-tion omplète de la trajetoire de n'importe quel ion à partir de leurs onditions initiales.En dé�nissant deux paramètres a et q tels que :

a =
4eU

ω2r20m
et q =

2eV

ω2r20m
(4.12)Et par un hangement de variable ξ =

t

2
, il est possible d'aboutir à la forme anonique des équations
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Approhe B 4.1 - Matériels et méthodesde Mathieu :
d2x

dξ2
+ [a+ 2q cos(2ξ)]x = 0

d2y

dξ2
− [a+ 2q cos(2ξ)]y = 0 (4.13)Il n'est ependant pas néessaire de posséder une onnaissane analytique omplète des équations deMathieu pour appréhender le fontionnement des pièges ou �ltres. Notamment, il a pu être montré quela stabilité des solutions dépend uniquement de a et q. Il est possible de représenter sur un graphiqueles variations de a en fontion de q pour les di�érents axes du système et ainsi obtenir e qu'on appelleun diagramme de stabilité (Fig.4.5). Cela autorise avant tout la rédution d'un problème à 6 dimensions(impliquant e, ω, r0, m, U et V ) à un problème à 2 dimensions [131℄, où la région d'intérêt représenterale roisement entre les solutions stables pour les deux axes au sein de l'espae a-q (en jaune, sur la �gure4.5)

Figure 4.5 � Diagramme de stabilité dans le système de oordonnées (az, qz) : En jaune, ondistingue les solutions stables dans le plan transversal des életrodes. Issu du travail de thèse d'Aldo Mirabal,Charge-Reversal Spetrosopy of Cluster Reativity for modeling Surfae Catalysis, FU Berlin, 2009, p.24.Même si en théorie il est possible d'appliquer indépendamment n'importe quelle valeur de paramètre
a et q, en pratique, le fontionnement d'un �ltre passe bande opère de telle sorte que es valeurs sonttoujours reliées entre elles par un ratio �xe, vis à vis de l'amplitude des tensions U et V :

a

q
=

2U

V
(4.14)Ce qui signi�e restreindre le mode opératoire du �ltre de masse de manière à onserver qu'un ensemble22.10.2012 T.Gelot 85



Approhe B 4.1 - Matériels et méthodes(a ;q) de paramètres, s'étendant le long d'une droite a�ne passant par l'origine appelée la ligne de masse.Si pendant un moment nous supposons que les paramètres e, ω, r0, U et V sont �xes, alors la ligne demasse devient une droite qui ontient les masses des partiules, telles que les ions les plus légers se situentau sein de sa partie supérieure droite, puisque m est inversement proportionnel à a et q. La �gure 4.6présente une région du diagramme de stabilité 4.5 où les ions pour une masse donnée sont stables dansle plan (x,y) (Il s'agit de la moitié supérieure de l'aire jaune, dans la �gure 4.5.). La pointe supérieure deette aire pouvant être utilisée pour réer un �ltre de masse préis. Juste en ajustant le ratio U/V , il estpossible de ontr�ler la pente de la ligne de masse de telle sorte que seulement une seule masse ne puissepasser au travers de la struture de l'életrode. Par onséquent, en gardant le ratio U/V onstant etaugmentant simultanément les amplitudes de U et V , il est possible de faire translater l'aire de stabilitévers la droite et le haut de la ligne de masse, e qui permet de sanner di�érentes masses et de toujoursrester dans des onditions optimales de �ltration (Fig.4.7).
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Figure 4.6 � Diagramme de stabilité dans le système de oordonnées (az, qz) : La région endégradé représente les ouples (az , qz) orrespondant aux solutions stables du système d'équations di�éren-tielles de Mathieu. En A : ligne de san pour un �ltre de masse passe-bande, le oe�ient direteur 2U/Vest positionné pour que seule la masse sur harge = m+1 soit prise en ompte. En B : la bande passante du�ltre est plus large, les ions �ltrés sont m+1 et m+2. Adapté de [132℄.
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Approhe B 4.1 - Matériels et méthodes
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Figure 4.7 � Diagramme de stabilité dans le système de oordonnées (az, qz) : Le ratio 2U/V�xe le degré de �ltration du quadrup�le, en faisant évoluer de onert U et V, il est possible de sannerl'ensemble des masses situées sur la ligne de masse. Adapté de [132℄.Appliation au montage expérimental : Une représentation shématisée du spetromètre de masseen tandem est illustrée au sein de la partie inférieure droite de �gure 4.8. Ce dernier se ompose dehambres (I, II, III, IV), disposées en �U� de telles sortes que seule la hambre III soit omplètementexposée à un éventuel rayonnement laser. Toutes sont soumises à un vide poussé, allant de 10−7 à 10−9mbar.Les ions générés au sein de la soure sont séletionnés à l'entrée de I par un skimmer onique de tellesorte que les omposantes transverses de leur vitesse soient faibles. Au sein de la première hambre, ilstraversent le déapole Q0, dont le but est à la fois de guider mais aussi de réer un faiseau moléulaireplus ompat spatialement et plus homogène inétiquement, au travers de ollisions ave un gaz neutre(hélium ou argon) injeté au sein de Q0 à faible atmosphère (10−3 mbar).Le faiseau moléulaire est ensuite redirigé à 90° par un dé�eteur quadrupolaire (D0), dont le modede fontionnement est identique à elui exposé au sein du paragraphe préédent, mais ave l'appliationd'un unique potentiel életrostatique. L'orientation à 90° des életrodes et le fait que les ions se déplaentette fois selon le plan (x,y) du quadrupole expliquent le hangement de trajetoire à destination dupremier �ltre de masse quadrupolaire (Q1). Q1 peut être on�guré de telle sorte qu'il analyse l'ensembledes di�érentes espèes ontenues dans le faiseau, ou tout simplement �ltrer la moléule de rapport m/zdésiré.Si ette solution est retenue, l'ion parental est ensuite dirigé, toujours au travers d'un dé�eteur D1vers le piège à ion (Q2). Ce dernier onsiste en 16 életrodes disposées irulairement, entourées de partet d'autre par deux lentilles életrostatiques. Le fontionnement du piège est présenté au sein de la �gure4.9. Le piège est rempli d'Helium ultra-pur (6.0) à une pression de 0.2 mbar. Le potentiel de la premièrelentille életrostatique est ajusté de manière à e que l'énergie inétique des ions inidents soit justesu�sante pour que es derniers la franhisse.22.10.2012 T.Gelot 87
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Figure 4.8 � Présentation du montage expérimental dans sa globalité.
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Approhe B 4.1 - Matériels et méthodesLorsque les moléules hargées pénètrent au sein de l'hexadeapole, elles entrent en ollision ave lesmoléules d'hélium. Les suessions de hos inélastiques font perdre à la fois de l'énergie inétique auxmoléules et de l'énergie interne, lorsque es dernières fragmentent. Le potentiel de la lentille en sortie esttoujours positionné plus haut que elui d'entrée. En perdant de l'énergie, les ions ne sont plus apablesde sortir au travers de la barrière initiale de potentiel.En raison de la taille du peptide étudié, le temps de remplissage du piège s'avère relativement long,de l'ordre de 0.5 à 3 ms, a�n d'e�etuer une thermalisation du système. Le potentiel de la lentilleéletrostatique de sortie est ensuite amené à une valeur faible de manière à e que les nouvelles espèesprésentes dans le piège puissent être analysées. Dans la hambre IV, Les fragments ainsi que le pi mèresont déviées par D2 vers un nouvel analyseur quadrupolaire Q2. En fontion du ratio U/V hoisi, lesespèes �ltrées peuvent ensuite être détetées par le tube életromultipliateur.

Figure 4.9 � Fontionnement d'un piège ionique multipolaire : La partie supérieure représentele piège entouré de ses deux lentilles életrostatiques (entrée et sortie). La partie inférieure dérit la perted'énergie inétique des espèes hargées par ollision ave l ?atmosphère d'Hélium. Il en résulte une perted'énergie inétique résultant en un on�nement des moléules après thermalisation. Issu du travail de thèsede Eva Cristina Kaposta, Gas Phase Infrared Photodissoiation Spetrosopy Mass Seleted Cluster Ions, FUBerlin, 2005, p.22.4.1.2 Caratéristiques du système laser4.1.2.1 Le Système ampli�ateurLes impulsions laser, néessaires à l'ativation photo-induite des moléules piégées, sont générées entout premier lieu par un osillateur ouplé à un milieu ampli�ateur (représenté en parallèle du spe-tromètre de masse sur la �gure 4.8). L'osillateur se ompose d'un ristal Ti :Saphir, pompé optiquementà 532 nm par une diode Laser (Verdi, Coherent), à une puissane de 5W. Les 85 nm de largeur de banded'émission du ristal permettent, lorsqu'une relation de phase entre les di�érents modes est induite, de22.10.2012 T.Gelot 89



Approhe B 4.2 - Fragmentation des peptidesgénérer des impulsions d'environ 12 fs, entrées à 800 nm, à une fréquene de 87 Mhz et une puissanerête de 6 nJ. Ces dernières ont don besoin d'être ampli�ées, e qui est permis par un système am-pli�ateur à dérive de fréquene (CPA) par passages multiples (Odin, Quantronix). Les impulsions ensortie d'osillateur sont étirées par un réseau jusqu'à une largeur de 50 ps, puis ampli�ées en passant 8fois au travers d'un deuxième ristal Ti :saphir pompé à 527 nm par un Laser pulsé de type Nd :YLF(Quantronix) à 1kHz. Après reompression par un réseau disposé symétriquement par rapport au premier,le système peut don délivrer des impulsions de 35 fs, d'une énergie de 1.2 mJ, entrées à 800 nm et aveun taux de répétition de 1 kHz. Ce faiseau sera ensuite triplé (par génération de troisième harmonique)a�n d'obtenir une pompe à 266 nm, de puissane égale à 160 mW.4.2 Fragmentation des peptidesDe manière générale, on peut distinguer deux types de dissoiations possibles des peptides : une frag-mentation par exitation vibrationnelle à l'état fondamental ou par promotion vers un état életroniqueexité.Les dissoiations induites par exitation multi-photonique dans l'infra-rouge (infrared multiphotondissoiation ou IRMPD) ou par ollision à basse énergie (ollision indued dissoiation ou CID. sonttypiquement des méthodes d'ativation de type vibrationnel [133℄. Dans le as du CID, les ions rééspar l'életrospray atteignent le piège ionique ave une ertaine énergie inétique Ec. Sous l'e�et de hosinélastiques ave un gaz neutre, une fration de Ec est onvertie en énergie interne telle que EU =

EUinit
+ E∗

U grâe à un transfert d'énergie au entre de masse Ecm :
Ecm = Ec[Mc/(Mc +Mi)] (4.15)Ave Mc la masse de la ible et Mi, elle de l'ion inident. Remarquons dans un premier temps que plusl'ion possède une masse élevée, moins e�ae est la ollision pour une énergie inétique donnée. De plus,la part d'énergie interne aumulée au ours d'une ollision (E∗

U ) n'est qu'une faible proportion de Ecm.En 1952, deux théories (RRKM [134℄ et du quasi-équilibre [135℄) apparaissent pour expliquer les étapesaprès absorption de E∗
U . Conrètement, elle se dépose statistiquement sur l'ensemble des degrés de libertéde la moléule et s'e�etue plus rapidement que la dissoiation à proprement parler. En multipliant lesprobabilités de ollision pendant le piégeage des moléules, on hau�e progressivement l'ion par le fond dupuits de potentiel à l'état fondamental. Dès que l'énergie su�sante est apportée, il est possible d'aéder àun potentiel de dissoiation életroniquement plus faible que le préédent, et la moléule fragmente selonses liaisons les plus fragiles. Contrairement à e que l'on pourrait penser, es dernières sont très spéi�ques.Elles suivent un shéma préis, aratérisé par un modèle empirique quali�é de �proton mobile� [2℄. Cedernier est le fruit de onstatations onjointes issues de di�érentes équipes, parmi lesquelles elles deWysoki [136℄, Harrisson [137℄, Gaskell [138℄ et de Boyd [139℄. Pour des ollisions de faibles énergies, il22.10.2012 T.Gelot 90



Approhe B 4.3 - Fragmentation des peptidespart du prinipe qu'une harge positive, provenant d'un proton issu d'un site basique de la protéine, peutêtre diretement transférée sur les fontions amides des liaisons peptidiques, engendrant des fragmentsprovenant du livage de ette dernière et des deux liaisons avoisinantes. Comme le montre la �gure 4.10,les fragments se répartissent en deux groupes, eux du oté N-terminal sont dénommés a,b, et x,y,z poureux du oté C-terminal. Les fragments au sein de haque groupe se di�érenient selon qu'ils ontiennent0,1 ou 2 des groupements de la liaison peptidique (groupement ayle CO, et/ou amine seondaire NH).Si l'ion possède une harge, l'un des fragments sera hargé et l'autre neutre. Pour les ions multihargés,il est possible d'observer une répartition de es derniers si les harges sont situées de part et d'autre dela liaison rompue. Le livage de deux liaisons au sein du squelette onduit à la formation de fragmentsinternes, parmi lesquels l'ion immonium, qui ne ontient qu'un seul radial dans sa struture. D'autresformes de dissoiation existent, parmi lesquelles la perte de neutre, sous la forme de groupement H2O ouNH3, issus des extrémités terminales oùu des groupes fontionnels ontenant des amines primaires ou desalools. Les masses de l'ensemble des fragments possibles à partir de la séquene ont été alulées par lelogiiel massXpert [140℄. La méthode de alul des masses molaires est expliquée en bas de la �gure 4.10.En revanhe, des tehniques de dissoiation induites par apture d'életron (eletron-apture disoi-ation ou ECD) ou par laser UV (laser-indued dissoiation ou LID sont à même de générer une frag-mentation � non ergodique�, à savoir que la rupture de liaison est plus rapide que la redistribution del'énergie sur l'ensemble des modes normaux de la moléule. Les nouveaux fragments observés sont alorsle plus souvent spéi�ques du mode d'exitation sous-jaent à la tehnique. En ECD, un életron ther-mique neutralise un proton porté par le peptide. Il en résulte une struture hypervalente se traduisantpar un exès d'énergie au sein de la moléule. Un hydrogène radialaire est alors éjeté du système ettransféré sur le groupement arbonyle CO le plus prohe. Il en résulte un méanisme de réarrangementradialaire entraînant une rupture au niveau d'un arbone Cα et la génération de fragments de type-z. Une fragmentation induite par LID implique dans un premier temps l'absorption d'un photon UVentrant en résonane ave un hromophore porté le peptide. A et instant préis, il se réé une om-pétition entre une relaxation radiative vers l'état fondamental (la re-déposition statistique de l'énergiedans les modes normaux fondamentaux engendrant des fragments similaires à eux observés en CID) etune dissoiation induite par un transfert de harge vers un état dissoiatif életroniquement exité. Lesanaux observés dépendent de paramètres tels que le hromophore en question, l'énergie déposée (dondu spetre d'exitation du hromophore), ou la proximité du site de transfert de harge.
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Approhe B 4.3 - Fragmentation des peptides
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Figure 4.10 � Présentation des fragments les plus probables du squelette peptidique : Illustra-tion de la position de la rupture pour haque type de fragments . La méthode de alul de haque fragmentest indiquée, partant de l'hypothèse d'ions monohargés. Extrait du manuel du logiiel massXpert [140℄.22.10.2012 T.Gelot 92



Approhe B 4.3 - Résultats4.3 Résultats4.3.1 Spetre de masse Q1 : identi�ation et séletion des ions parents àdispositionA�n de pouvoir aratériser qualitativement l'ensemble des espèes présentes en solution et généréesau ours de l'ionisation par életrospray, nous avons pulvérisé notre éhantillon dans des onditions �non-dénaturantes� [141℄ en ativant uniquement l'analyseur de masse Q1. L'appareil fontionne alors ommeun spetromètre de masse lassique. A partir des expliations fournies au sein du paragraphe 4.1.1.1,les modalités de mise en spray signi�ent ne pas ajouter d'aide, normalement utilisé a�n d'ampli�erla quantité de harges dans l'éhantillon, et don de failiter la formation de gouttelettes. En e�et, ladiminution drastique du pH engendrerait une oxydation des ystéines (empêhant le Zin de se lier aumotif CCHC), ainsi qu'une rupture prématurée de ertaines liaisons peptidiques. Ainsi, la préparationd'un éhantillon doit remplir deux onditions prinipales :� Être ompatible ave un proédé ESI, à savoir qu'il est reommandé d'employer des solvants volatilespour favoriser la génération d'explosions oulombiennes.� L'intégrité des liaisons non-ovalentes doit être préservée.Nous avons empiriquement trouvé qu'un mélange Eau-Methanol (70%/30%) tamponné à pH 7 par l'ajoutde 100 µM de tampon aétate d'ammonium adrait le mieux nos pré-requis.Le spetre de masse suivant (Fig.4.11) a été obtenu grâe à la mise en spray d'une solution de 25
µM de [35-50℄ NCp7 en ompagnie de 50 µM de sulfate de zin. L'éhelle dynamique des analyseursquadrup�laires utilisés s'étend de 0 à 1000 m/z. De e fait, au vu de la masse importante de nos peptides,nous n'avons pu étudier que les ions présentant 3 harges +. Au vu de la omposition du peptide (Fig.1.7),il semble légitime de s'intéresser aux sites potentiels porteurs de harges. La présene de 3 lysines, d'unehistidine, d'un aide aspartique et d'un aide glutamique suggérerait une harge maximale égale à +3,à ondition que l'environnement loal de l'histidine permette un pH inférieur au pKa de l'imidazole ausein du squelette arboné. L'avantage d'un état à harge 3+ pour [35-50℄ NCp7 nue est d'être ertain dela loalisation des dites harges sur le peptide à l'état fondamental. Nous observons et ion pour le pisitué à 604.4 m/z.4.3.2 Spetres CID et LID de [(35-50) NCp7℄, 3H+La fragmentation d'un peptide aussi imposant que [35-50℄ NCp7℄,3H+ est rihe et variée. Pour plusde larté, les spetres de ollision et de photo-dissoiation seront �déoupés� en trois zones dépendant duratio m/z, allant de faible (0 à 300 m/z) jusqu'à élevé (650-990 m/z) en passant par une région harnière.Étant donné la quantité d'informations présentes pour haque spetre, nous avons été obligé de suivre22.10.2012 T.Gelot 93
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Figure 4.11 � Analyse de la omposition de la solution pulvérisée : Spetres de masse Q1 d'unesolution de 25 µM de (35-50)NCp7 + 50 µM de Zn, dans 1 mL de solution H2O/MeOH (70%/30%) ontenant100 µM de tampon aetate d'ammonium, pH7. Les pointillés rouges orrespondent au suivi de l'intensité dupi mère pendant le déroulement du san.une stratégie de leture partiulière. Cette dernière n'est pas exhaustive, laisse de nombreuses étapesnon-résolues, mais permet de dégager quelques points essentiels. Étant donné que la fragmentation dupeptide nu sous CID est assez triviale, nous avons dans un premier temps tenté d'e�etuer une attributionla plus exhaustive de es derniers. A l'exeption de la �gure 4.14, haque spetre de fragmentation parollision est représenté par un traé noir, auquel nous avons superposé sous la forme de barres rouges lesdi�érents pis assignés.Pour les 3 zones du spetre de masse, ette désignation sert de sole pour une omparaison direteave les spetres de photo-dissoiation. Expérimentalement parlant, ils résultent d'une aquisition dansdes onditions stritement identiques à la CID, à l'exeption de l'introdution du faiseau UV dans lepiège. Nous avons par onséquent hoisi d'a�her haque graphique traitant de la LID juste en dessousdes spetres CID. Cependant, ils sont représentés de la manière suivante :� En bleu, la di�érene entre les spetres LID et CID, normalisés par rapport à l'intensité du pi mère,permet de traer la fore de l'e�et par rapport à l'ensemble des autres anaux de dissoiation.� En rouge, sous la forme d'un histogramme, sont superposés les pourentages d'évolution du pi LIDpar rapport au pi CID où :
Ipi LID normalisé − Ipi CID normalisé

Ipi CID normalisé (4.16)22.10.2012 T.Gelot 94



Approhe B 4.3 - RésultatsMasses Mono-isotopiques :[(35-50)NCp7℄ : 1809,74 amuZn : 65.38 amuAg : 107.87 amu Masses MonoisotopiquesCharge 3+ Données expérimentales[(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/zTable 4.1 � Spetre de masse 4.11 : Comparaison entre les masses théoriques et les fragmentsassignés4.3.2.1 Région de faible rapport m/z : de 100 à 300 m/z (Fig.4.12(a) et 4.12(b))Fragments observés : Cette fenêtre de détetion présente un intérêt tout partiulier ar 'est à etendroit qu'apparaissent les pis liés à la perte du radial des aides aminés, ou tout simplement les frag-ments issus des extrémités du peptide. La �gure 4.12(a) orrespond au spetre CID alors que 4.12(b) estla version LID de la même région, dérite selon les ommentaires du paragraphe préédent.Les pis CID de 4.12(a) peuvent être répartis en trois atégories :1. Une fragmentation issue des livages au niveau des liaisons peptidiques, pour des positions situéesaux extrémités du squelette :Fragments Ratio m/z observé
y+1 (T) 120
b+2 (GC) 161
y+2 (CT) 224Table 4.2 � Fragments b, y observés, issus du livage des extrémités du peptideOn remarquera que le fragment b+1 (G), situé à 58 m/z, n'a pas été mesuré. Sans doute par undéfaut de sensibilité de l'analyseur pour des valeurs m/z prohes des extrema de san.2. Une série de fragments révélant la signature de anaux spéi�ques de dissoiation du Tryptophane :sur la �gure 4.12(a), les ratios m/z orrespondant sont spéialement enadrés en vert :Fragments Ratio m/z observé

W : Ion Immonium 159.5 (a)
W : Fragmentation ave une perte de NH3 187.5 (b)
W : fragmentation ave une perte de NH2CHCOOH 130,131,132 ()Table 4.3 � Fragments spéi�ques dérivant du Tryptophane
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(b)Figure 4.12 � Spetres CID et LID di�érentiel de ((35-50)NCp7)3+ : zoom sur la région de faible m/z (a)- Spetre CID de ((35-50)NCp7)3+,zone de fragmentation des extrémités du squelette peptidique et des haînes latérales de W et K, en partie expliqués par le méanisme 4.15. (b), spetredi�érentiel LID-CID (en bleu), les barres rouges représentent le pourentage d'indution de la lumière par rapport au CID. Création d'un nouvel étatdissoiatif par la lumière (144-148 m/z) entrant en ompétition ave les anaux du méanisme 4.15.
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()3. Un fragment à 129 m/z, issu de la haîne latérale de Lysine. Ce fragment a été partiulièrementétudié par Yalin et al. [142℄ en 1996, auprès de dérivés aétylés de Lysine et dans des struturesde type H-Lys-Gly-OH.Parmi les variations intéressantes que l'on onstate suite à l'exitation à 266 nm (Fig.4.12(b)), ondistingue essentiellement :1. Une diminution onjointe d'intensité des fragments issus des tables 4.2 et 4.3, ave des valeursomprises entre -20 et -45 %.2. La réation d'une région omplètement induite par la lumière, entre 144 et 148 m/z.Disussion sur les anaux attribués au Tryptophane et à la Lysine, en CID :L'attribution des pis de la table 4.3 a été failitée par diverses études impliquant le tryptophaneprotoné (TrpH+, m/z = 205) omme ion parent. Ce dernier fut exité par CID en 2004 par El aribi[3℄, dans des expérienes de MSn ave éhange hydrogène/deutérium. Les méanismes de fragmentationainsi répertoriés furent ommunément admis omme étant issus d'un hau�age vibrationnel de l'étatfondamental de TrpH+. Le tableau suivant en résume les prinipales étapes :Voie(s) defragmentation : Pertes :205 → 188 −NH3205 → 188 → 146 −NH3 & -CH2O205 → 188 → 144 −NH3 & -CO2205 → 159 -(H2O + CO)205 → 159 → 132 -(H2O + CO) & -HCNTable 4.4 � Prinipales voies de fragmentation de TrpH+ par CID, d'après [3℄On onstate don à première vue que :� Les produits �naux de dissoiation de TrpH+ sont remarquablement en aord ave e que l'onpense être de la signature de fragmentation du résidu tryptophane, au sein de notre peptide.� Deux voies de dissoiation di�érentes sont possibles à partir du TrpH+ en fontion que le premierpas réationnel soit lié à la perte du groupement amine ou à la perte de CO+H2O. Il semblerait22.10.2012 T.Gelot 97



Approhe B 4.3 - Résultatstoutefois que la voie onduisant d'abord au fragment [Trp + H -NH3℄+ (188 m/z) soit la plus fa-vorable [143℄.De manière intéressante, ette dernière tendane n'est pas suivie au sein de [35-50℄ NCp73H+. Touten étant onsient de l'extrême di�érene entre les miro-environnements impliquant le TrpH+ et eluidu Trp dans le squelette peptidique de notre moléule, la présene en majorité des ions 159 et 132 m/zimplique plut�t une fragmentation orientée initialement vers la perte de CO.L'un des éléments suseptible d'induire une telle di�érene pourrait être la présene, parmi les aidesaminés entourant le tryptophane, d'une Lysine en position C-terminale (Pour rappel, les 6 premiers aidesaminés de [35-50℄ NCp7 sont disposés selon la séquene suivante : GCWKCG...).Les peptides ontenant uniquement une Lysine omme aide aminé basique sont majoritairement pro-tonés sur son groupe amine ǫ (Fig.4.13.A) [144℄. Lorsque la Lysine est interne au peptide, ils fragmententabondamment au niveau de la liaison amide C-terminale (Lys-Xxx), omme il l'a été démontré par Kishet Wesdemiotis [145℄ dans des modèles de type [GGKAA + at℄+, où at orrespond à un ation mono-valent (H+, K+, Ag+, Li+, Na+). Le méanisme généralement invoqué est un transfert de proton depuisla haîne latérale vers le groupement amide Lys-Xxx , entraînant une ylisation du groupe ǫ-amino(Fig.4.13.B) et la formation d'un omplexe lié par le proton (Fig.4.13.C) [146℄. En fontion de l'a�nitéprotonique des deux entités formant le omplexe, e dernier peut évoluer pour former soit un ion detype oprolatame, isomère d'un fragment de type bi (Fig.4.13.D), soit un ion de type yn−i (Fig.4.13.E),aompagnés de leur neutre respetif.Le dérivé bi oprolatame peut évoluer en un omplexe similaire au préédent, au sein duquel la perted'un groupement CO est favorisée (Fig.4.13.F). Il s'agit d'un méanisme de type bi → ai−1 [2℄, onduisantsoit à l'ion ai−1 (Fig.4.13.G), soit au fragment α-amino-ǫ-oprolatame à 129 m/z (Fig.4.13.H). Notonsque par le biais de la spetrométrie de masse à plusieurs étapes (MSn) Kish et Wesdemiotis [145℄ on�r-ment que le passage b3 vers a2 pour GGKAA s'e�etue bien par libération du fragment 129 m/z.En omplément, signalons que l'étude de dissoiations produites par onversion internes sur les di-peptides [WK + H℄+ et [KW+H℄+ par le groupe de Jouvet a révélé l'absene de perte initiale de NH,ainsi qu'une majorité de fragments dérivés de la Lysine. Cei est du à la plus forte a�nité protonique dela Lysine (995 kJ.mol−1) par rapport au Tryptophane (923 kJ.mol−1). Les méanismes de dissoiationsont toujours similaires à la �gure 4.13, mais ave n=2.� Pour [KW+H℄+, R1 représente la haîne latérale de la Lysine et R2 le noyau indole du Tryptophane.Le méanisme 4.13 s'arrête en D, ave uniquement prodution de l'ion 129 m/z en une seule étape[142℄.22.10.2012 T.Gelot 98
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Figure 4.14 � Spetres CID de (35-50)NCp7 à di�érentes énergies inétiques : En haut, spetreCID à énergie inétique élevée, orrespondant à une pression dans Q0 de mbar. En bas, à énergie inétiqueplus faible, pour une pression de mbar. En omparaison, e dernier se dissoie relativement mal, mais onpeut remarquer l'existene des fragments à 129 m/z et 159 m/z dans les deux as (zoom sur la partie defaible m/z).CO. Ce modèle à l'avantage de onforter elui du proton mobile dans l'expliation des inétiques misesen jeu : les e�ets lysine, passage de bn vers an−1 et an−1 vers an−2 ayant déjà été maintes fois ommentés[2℄. Remarquons que e méanisme est valable pour un état de harge initial donné.Disussion sur les fragments nouvellement générés par photodissoiation :L'e�et le plus marquant de la LID dans ette région est la génération de nouveaux anaux de dissoi-ation autour de 144-148 m/z. A�n de mieux appréhender e résultat, il semble judiieux de s'intéresserà e qui a déjà été fait en matière de photo-fragmentation autour de l'indole protoné, que e soit TrpH+ou inlus dans un environnement peptidique.Suite aux résultats issus de CID, TrpH+ fut rapidement examiné par LID (Talbot et Al. [147℄), lorsd'une expériene de photodissoiation du TrpH+ à 266 nm ave un montage de type �pseudo-MS3�. Cesderniers ont soulignés la très forte analogie entre les pis observés par CID et LID. Un fragment à 204m/z orrespondant à Trp•+ (issu de la perte d'un radial H•) a été mis en évidene. Une fois piégé, Trp•+peut seondairement se fragmenter pour générer un ion de masse 130 m/z , attribué à une rupture de22.10.2012 T.Gelot 100
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Approhe B 4.3 - Résultatsla liaison Cα-Cβ . [148℄. Même si 130 m/z peut être obtenu en tant que fragment seondaire à partir du159 m/z par ollision, il a été rapidement quali�é de seul anal de dissoiation spéi�que en LID parrapport au CID. En 2010, Joshua & al.[149℄ prouveront que e anal peut aussi être ativé par LID àhaute énergie (keV régime).Kang et Al., à partir de travaux sur la tryptamine protonée [150℄, ont suggéré que H• serait issu del'amine primaire NH+
3 , et proviendrait d'un transfert de harge entre l'état exité π− π∗ de l'indole versun état Rydberg π−σ∗, le long d'une oordonnée NH. Un réarrangement de Trp•+ aboutirait à la libéra-tion du fragment 130 m/z. La photo-dissoiation pompe-sonde (pump probe photo-indued dissoiationou PID, pompe à 266 nm, sonde à 800 nm) du pi 130 m/z suggère que e ouplage est rapide (le passagede TrpH+ à Trp•+ se ferait en moins de 400 fs) [151℄.Les sites de transfert de l'életron après photo-exitation ont fait l'objet de aluls ab-initio [152℄. Aunombre de 3, ils semblent être énergétiquement prohes les un des autres. Outre la on�rmation du site

π−σ∗, l'életron peut aussi être transféré sur le site π−π∗ du groupement CO, ou bien rester on�ner ausein de l'indole (exitation π−π∗). En 2007, Lepère et al. [153℄, en partant de es sites, ont pu aratériserde manière �ompréhensible� l'ensemble des anaux de dissoiation. Ils ont pour ela utilisé un systèmede détetion original permettant de d'observer onjointement des fragments neutres et hargés. Le modèlede dissoiation qu'ils en ont déduit est présenté au sein du tableau 4.5.Ultérieurement, ertaines remarques ont omplété ette étude. Ainsi, le ouplage entre l'état π-π∗ photo-induit de l'indole et l'état π-π∗ du groupement arbonyle peut engendrer un transfert de proton du NH+
3vers CO, également à même d'initier une rupture Cα-Cβ, et don la prodution d'un seond anal defragmentation photo-induit du 130 m/z. Contrairement à elui évoqué préédemment, e proessus seraitrapide ( < 100 ns). De même, la formation du fragment 144-146 m/z fut remise en question par desexpérienes omplétées ave des aluls sur la Tryptamine omplexées ave de l'ether ouronne [154℄.Ainsi, la perte de NH3 inhérente à la réation de e fragment pourrait être due à un transfert d'életronsur une orbitale anti-liante π-σ∗ située entre le Cα et l'amine primaire, plut�t que par un méanisme deonversion interne.En parallèle au modèle simple de l'aide aminé protoné, des études prenant en ompte le Tryptophanedans un ontexte peptidique ont également été menées. Par exemple, en 2006, Antoine et Al. [155℄ ontomparé par CID, LID et ECD, la dissoiation d'un pentapeptide AGWLK (Ala-Gly-Trp-Leu-Lys). Outrele fait que le Trp soit inlus au entre du squelette peptidique, la présene d'une lysine autorise l'étudedu peptide à l'état simple ou double harge. Dans les deux as, les spetres CID présentent les habituelsfragments lassiques a, b, y. La LID du peptide simplement protoné a permis la mise en évidene defragments b3, b4 et 130 m/z à 260 nm. Exité à 220 nm, le même peptide présente des fragments issus22.10.2012 T.Gelot 102



Approhe B 4.3 - RésultatsSite de transfert del'életron exité del'indole (266nm) Voie(s) defragmentation Méanisme Vu en :A :ππ∗ : noyau indole 205 → 131,132 Rupture Cα-Cβ partransfert de protonsur le groupe aminedu noyau indole CID & LIDB :πσ∗ : NH3 205 → 204 → 130 Rupture Cα-Cβ parperte du proton H+de la fontion aminesuite à un transfertde harge ave unradial porté par leyle
LID

205 → 188 → 146 Perte onséutive deNH3 et CO2 au oursd'une relaxation paronversion interne CID & LIDC :ππ∗ : CO3 205 → 130205 → 187 → 159 Transfert d'életronsur π∗CO de l'aidearboxylique, fa-vorisant un transfertde proton de lafontion amine versl'aide.
CID & LID

Table 4.5 � Desription des anaux de dissoiation du TrpH+, en fontion du site de transfertde l'életron photo-induit par exitation de l'indole à 266 nmde pertes radialaires (-1 Da et -130 Da). En revanhe, la LID du peptide doublement protoné présenteune e�aité de fragmentation près de 50 fois plus petite. La séquene du peptide suggère que la tran-sition vers l'état exité est essentiellement due à un état π − π∗ de l'indole. Une variation de la setione�ae d'absorption peut être éartée, étant donné que le Trp, TrpH+, où les peptides ontenant unTrp en phase gazeuse omme aqueuse absorbent tous dans la même région d'énergie. A l'aide de sim-ulation de type monte-arlo, les auteurs suggèrent que les di�érenes de fragmentation sont liées à desgéométries di�érentes à l'état fondamental. La proximité de NH+
3 et de l'indole favoriserait le ouplageentre π − π∗ et π− σ∗. Le peptide passerait d'une forme globulaire en harge +1 à une forme plus étiréeen harge +2, due à la répulsion életrostatique des deux harges, e qui éloignerait les deux groupements.Jouvet et Al. réitérèrent en 2010 l'expériene de détetion onjointe des neutres et des partiuleshargées, mais ette fois sur des di et tri-peptides de type [XW℄H+, [WX℄H+ et [GWG℄H+, ave X =Glyine (G) ou Leuine (L) [156℄. Bien que les résultats mettent en avant des voies de dissoiation sim-ilaires à elles de la table 4.5, le r�le de la proximité de la fontion amine est largement mis en valeur.Ainsi, 144-146 m/z ne sont observés que lorsque le Tryptophane est en position Nterm. De même, le22.10.2012 T.Gelot 103



Approhe B 4.3 - Résultatsfragment 132 m/z, devenu prinipale voie de dissoiation de type Cα-Cβ , sera réé en une seule étapeonjointement ave une fragmentation de type �a�, si W est en position Nterm Éloigné de l'amine pri-maire, ette rupture est permise par un proessus en deux étapes non totalement expliqué.Notons que des di�érenes majeures apparaissent entre notre signature du tryptophane photo-induitet elles proposées plus haut. En e�et, la �gure 4.12(b) nous montre que le seul anal entièrement induitpar la lumière orrespond à elui du fragment 146-148 m/z. Par rapport aux fragments issus du CID,nous n'observons pas d'indution liée à la lumière. Au ontraire, une diminution �agrante des ions 129,130, 159, 161 et 188 m/z (omprise entre -20 et -40 %) suggère l'existene d'un méanisme entrant enompétition ave une fragmentation par onversion interne due à un e�et lysine. Il semble à peu près lairque la génération d'ions à 144-146 m/z néessite la perte d'une fontion amine primaire diretement enN-terminal du groupement Tryptophane. Ce qui ne peut avoir lieu que par le biais d'une fragmentationpréalable de type b2-y14. Remarquons que selon le modèle 4.15, ela signi�erait priver l'extrémité C-Termde b+4 d'un éventuel proton mobile pour générer les fragments CID sus-mentionnés.La question de savoir si l'ensemble du méanisme se fait de onert ou par proessus multi-étape estépineuse. Le véritable problème sous-jaent étant de savoir si l'exitation s'e�etue sur le pi mère ou biensur un produit de fragmention y14. Pour tenter d'y répondre, nous avons e�etué un �storage-san�, sur 3seondes ave un pas de 50 ms (Fig4.16). Cela onsiste à e�etuer une mesure d'intensité de fragments enfontion du temps de piégeage des moléules mère dans l'hexadeapole. En théorie, les ions provenant deollisions doivent présenter une saturation orrespondant au temps de thermalisation des moléules dansle piège. Il en est de même pour les photo-fragments provenant d'exitation d'ions ollisionnels. Pendantle temps de mesure imparti, le fragment à 146 m/z adopte une évolution linéaire, signe d'une exitationissue de l'ion parent. Le fragment m/z, pris en tant que témoin, reste à une valeur stable, et e jusqu'àau moins 10 seondes.Nous suggérons don un méanisme où la fragmentation b2-y14, l'élimination de NH3 ainsi qu'unréarrangement radialaire en une seule étape à partir de l'exitation de l'indole ontenu dans le pi mère.Ce proessus séquestrerait le proton mobile e qui l'empêherait de servir à la génération des fragments�empruntes� issus d'une éventuelle onversion interne.4.3.2.2 Région de rapport m/z entral : de 300 à 630 m/z (Fig.4.17 et 4.18)Cette partie du spetre est dominée par la présene de pis de fragmentation b, y provenant del'ensemble du squelette peptidique. Le tableau suivant permet de faire un réapitulatif des fragmentsassignés au sein de la �gure 4.17. On y retrouve également les anaux de dissoiation issus de la perte deneutres, es derniers pouvant orrespondre à la fois à une perte de H2O ou de NH3.22.10.2012 T.Gelot 104
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Figure 4.16 � Storage-san des ions 129 et 146 m/zFragments Ratio m/z observé[(35-50)NCp7 - 1 neutre℄,3H+ 597.5[(35-50)NCp7 - 2 neutres℄,3H+ 592
b15-neutral ;Z3 558Contrairement à la setion préédente, nous n'avons pas observés de pis générés par la lumière. Enrevanhe, l'exitation à 266 nm est à l'origine de quelques modulations au sein des ratios de fragmentation,prinipalement loalisés autour du pi mère (Fig4.18).� Le spetre LID de la �gure 4.18 montre une large augmentation du nombre de protons perdus àpartir du pi mère (600.5 à 602.5 m/z). Cei n'est pas sans rappeler la loi formulée par Tabarin etal.[157℄ : lorsqu'une quantité signi�ative d'énergie ( UV) est introduite de manière loalisée dansun ion possédant un grand nombre d'hydrogènes, une partie de es hydrogène est expulsée, tout enrelativisant sur le fait que e phénomène est dans notre as également observé pour les CID, maisen moindre mesure.� Les pis résultant d'une perte de neutre sont assez bien exaltés, allant d'une indution de 24 à60%. La perte de neutre est très doumentée au sein de la littérature dédiée à la fragmentationde peptide. Les pertes de moléules d'eau (-18 Da en harge +1) peuvent provenir des aidesarboxyliques issus de l'extrémité C-term, ou bien des aides Aspartiques et Glutamiques. Unedéshydratation des haines latérales de Sérines ou Thréonines peut également survenir [158℄. Demême, des pertes de NH3 (-17 Da) peuvent survenir, majoritairement issues des haines latéralesde Lysine, Glutamine et Arginine. En harge 3+ et ave notre résolution, il est tout simplementimpossible de les di�érenier (f : Fig.4.18).22.10.2012 T.Gelot 105
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Figure 4.17 � Spetres CID et LID di�érentiel de ((35-50)NCp7)3+ : zoom sur la région entre300 et 600 m/z : Il s'agit de la région suseptible de donner le plus d'information sur la ompositiondu squelette, on y retrouve les prinipaux fragments �b� et �y� issus d'une CID à basse énergie. Pas defragments induits par la lumière, forte indution de b5
+(578.5 m/z) et de y2+

10 (589 m/z).22.10.2012 T.Gelot 106



Approhe B 4.3 - RésultatsFragments Ratio m/z observé
b+3 (GCW) 348
b+4 (GCWK) 475
b+5 (GCWKC) 578.5
b2+6 (GCWKCG) 318
b2+8 (GCWKCGKE) 447
b2+9 (GCWKCGKEG) 475
b2+10 (GCWKCGKEGH) 543
b3+14 (GCWKCGKEGHQMKD) 529.5
b3+15 (GCWKCGKEGHQMKDC) 564
y14 (KDCT) 466
y15 (MKDCT) 597.5
y2+7 (HQMKDCT) 431.5
y2+8 (GHQMKDCT) 460
y2+9 (EGHQMKDCT) 524.5
y2+10 (KEGHQMKDCT) 589
y3+13 (KCGKEGHQMKDCT) 488
y3+14 (WKCGKEGHQMKDCT) 550
y3+15 (CWKCGKEGHQMKDCT) 586� Les anaux b+5 , y2+10 ont une intensité multipliée par deux par photo-dissoiation.4.3.2.3 Région de rapport m/z élevé : de 650 à 1000 m/z (Fig.4.19)Il s'agit de la zone se situant au delà du pi mère, on y retrouve prinipalement des pis issus d'unefragmentation �lassique� du squelette ontenant une ou deux harges.Fragments Ratio m/z observé

b2+12 674.5
b2+13 739
y1+6 725.5
y2+12 668
y2+13 733.5Il semble évident d'insister sur la large intensité du pi y2+12 , promptement visible en CID et augmentéde près de 71 % sous LID. On peut y voir la réiproque de l'e�et lysine, ave une ertaine a�nité orientévers la prodution d'ions y. Le fragment b omplémentaire est 34 % plus dissoié sous LID : l'e�et de lalumière peut aller dans le sens de l'a�nité du proton au sein du méanisme de dissoiation b4-y12.4.3.3 E�et du Zin sur les spetres CID et LID de [(35-50)NCp7℄, 3H+Après avoir amplement dérit les fragments de la protéine nue, nous disposons don d'un témoinsur lequel appuyer la prohaine disussion. Cette partie tente de réer un lien entre les hangements destruture et de harge globale impliqués lors de la omplexation du squelette protéique ave le zin, etla répartition de l'énergie déposée au sein du peptide. Les spetres qui vont suivre ont été réalisés dans22.10.2012 T.Gelot 107
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Figure 4.18 � Spetres CID et LID di�érentiel de ((35-50)NCp7)3+ : zoom sur la région autourde 600 m/z : On y distingue la perte de neutres, fortement induite par la lumière. L'épaulement à gauhede 603.5 m/z sur le spetre LID di�érentiel orrespond à la déprotonation suessive de e dernier.les même onditions expérimentales que le paragraphe préédent, et la manière de les présenter suit àpeu près le même ode. Au sein des spetres CIDs, sont superposés en bleu (trait plein) le spetre CIDave Zin et en noir le spetre CID sans Zin, normalisé à la valeur maximum du préédent. La quantitéd'ions omplexés générés étant sensiblement plus faible que eux issus de la protéine nue, l'intensité dees derniers s'en trouve linéairement réduite. En estimant le bruit de mesure (pris dans une zone ouauun fragment n'est attendu) à 0.2-0.5 unité, on en onlu que haque signal supérieur à ette valeurorrespond à la présene d'un ion. Les points olorés indiquent la position des pis dont le ratio m/zest équivalent à eux attribués pour la protéine nue. La ouleur verte re�ète l'intensité de es pis enprésene de Zin, les points rouges en l'absene de zin. En violet, sont présentés quelques pis supposésorrespondre au ratio m/z d'un fragment omplexé ave le zin.D'un point de vue global, il existe bel et bien un e�et dû à la présene du Zin : une augmentation durendement global de fragmentation. Les �gures 4.20, 4.23, 4.25 présentent toutes une intensité de frag-mentation supérieure pour le spetre de la protéine omplexée (ourbes bleues au dessus des noires.) Laomparaison ave les spetres de la protéine nue est instrutive, ar là où on observait une tendane épou-sant la formation des fragments b et y, ette struturation du spetre apparaît beauoup moins évidenteen présene de Zin. Cela est amplement visible au sien de la �gure 4.23, entre 300 et 550 m/z, ou uneforêt di�use de pis globalement ampli�és remplae e que l'on quali�ait auparavant de zone informative22.10.2012 T.Gelot 108
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Figure 4.19 � Spetres CID et LID di�érentiel de ((35-50)NCp7)3+ : zoom sur la région derapport m/z élevé : Événement majeur étant la présene proéminente du pi y2+

12 , allant dans le sens del'hypothèse formulée par le méanisme 4.15.sur la fragmentation lassique du squelette peptidique. On remarque également la diminution du pi à668 m/z, maintenant omparable aux pis adjaents. Un éventuel shift du spetre dû à l'ajout du zin està exlure. S'il est possible de distinguer ertains fragments omplexés ave le zin, es derniers ne sontependant pas plus intenses.Il existe pourtant deux régions qui ontredisent légèrement et état de fait. La région de faible massesur harge onserve globalement la même struturation que la protéine sans Zin, tout en voyant sonrendement de fragmentation augmenter de manière globale. (Voir Figure 4.22(a) à 4.21(e)). Au sein dela région de 590 à 650 m/z (Fig.4.24), on observe également toujours une perte de neutres, issue du pimère, mais aussi une perte de Zin à 603 m/z également suivie par élimination de neutres. Seule la pertede es derniers est d'ailleurs induite par la lumière, omme observé dans le as de la protéine nue. Notonsqu'en parvenant à générer un omplexe [(35-55)NCp7+Zn℄3+, e dernier présente une distribution deharges forément très di�érente de elle de la protéine nue. Le zin helaté aux histidines onserve saharge +2, il ne reste plus qu'une harge disponible sur le squelette peptidique. Au vu de la struturationde la zone à faible masse sur harge, presque identique à elle de la protéine nue, nous pouvons penserque elle-i pourrait être fortement loalisée sur le squelette de la lysine. La faible fragmentation de y2+12pouvant tout simplement s'expliquer par une neutralisation de elui-i, si la harge résiduelle est portéepar b4 oprolatame et qu'une expulsion du Zin se fasse au même moment. Étant donné l'impossibilité22.10.2012 T.Gelot 109



Approhe B 4.4 - Résumé et perspetivesd'estimer la position du fragment de Zin sur le squelette, on ne peut que se référer à l'a�nité du motifCCHC pour e dernier [26℄, [159℄. Remarquons que l'exaltation de la fragmentation est en aord aveune étude basée sur un omplexe Oxytoine-opper [16℄.4.4 Résumé et perspetivesL'état de harge du peptide fait que es dernières (positives !) sont loalisées sur les haînes latéralesfortement basiques des Lysines, en plus de la fontion amine primaire N-terminale. La majeure partie despis observés en CID à faible énergie peut être expliquée par le modèle du proton mobile.La fenêtre de faible masse sur harge est très informative sur la fragmentation du Tryptophane. Denature très variée et intense, elle est probablement due à la présene d'une Lysine voisine en C-terminal.L'interation du proton porté par ette dernière ave la fontion amide primaire en C-term (e�et deharge loalisé) pourrait à l'origine d'un modèle séquentiel de fragmentation (Fig.4.15), expliquant latendane du Trp à fragmenter du �té CO, au lieu du �té NH3 habituellement observé pour le mêmeaide aminé à l'état libre mais protoné.La totalité des fragments issus du Trp trouvent don une expliation logique, la redistribution d'én-ergie vibrationnelle aquise au ours des ollisions puise son sens dans la proximité de ette Lysine.L'ation de la LID sur le peptide est extrêmement faible. On devrait s'attendre à une ampli�ationdes fragments loalisés omme étant autour du Tryptophane, lorsqu'on observe uniquement la générationd'un seul pi à 148 m/z au détriments des autres pis issus de LID. Cette faiblesse s'explique par l'abseneinitiale de entre réatif à proximité de l'indole optiquement exité. Ce entre réatif est essentiellementidenti�é omme étant un transfert de harge vers les orbitales non liantes de type π-σ∗ entourant la fon-tion amine primaire protonée. Cette distane peut s'expliquer de prime abord par la séquene mais aussipar la distribution de harges le long du squelette, favorisant un éventuel alignement. Nous supposonsque l'ation de l'exitation à 266 nm agisse sur la fragmentation b2-y14, don en N-term de Trp, dansun méanisme de dissoiation direte, où les intermédiaires réationnels (ion y3+14 , la perte de NH3, etredistribution radialaire vers 146 m/z) ont une durée de vie extrêmement ourte.Lorsque la protéine est omplexée au Zin, l'e�et le plus surprenant est une augmentation de lafragmentation. Cette augmentation se situe d'une part sur l'intensité des pis en ommuns ave NCp7nue (essentiellement dans la région de faible masse sur harge) et d'autre part par la génération d'unemultitude d'autre fragments plus di�iles à déterminer. Remarquons que le Zin en lui même dispose dedeux harges positives supplémentaires, e qui doit omplètement bouleverser la répartition des harges au22.10.2012 T.Gelot 110



Approhe B 4.4 - Résumé et perspetivessein du omplexes hargé +3. La ressemblane frappante des deux zones de fragmentation à faible massesur harge pourrait sous-entendre au moins une répartition des harges analogues autour du tryptophane.Le rendement global plus élevé des fragments peut s'expliquer par une struture plus globulaire dusquelette, favorisant les transferts de harges.Il reste toutefois de nombreuses questions que l'on peut soulever. Une simple étude mieux résolue desfragments autour du Tryptophane pourrait donner plus de poids à notre argumentation. Des expérienesde pompe sonde résolue en temps UV-prohe IR permettraient de dé�nir un temps de relaxation du site
π-π∗ de l'indole, en monitorant l'évolution fragment 146 m/z
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Approhe B 4.4 - Résumé et perspetives

(a) (b)
() (d) (e)Figure 4.21 � Histogramme des fragments dérivés du tryptophane :

(a) (b) ()
(d)Figure 4.22 � Histogramme des fragments dérivés des extrémités du squelette et de la lysine
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Figure 4.24 � Spetres CID et LID di�érentiel de ((35-50)NCp7+Zn)3+ : zoom sur la régionautour de 600 m/z
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Figure 4.25 � Spetres CID et LID di�érentiel de ((35-50)NCp7+Zn)3+ : zoom sur la régionde rapport m/z élevé
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Chapitre 5
ConlusionL'objetif de ette thèse était de pouvoir aratériser la �exibilité de deux partenaires biologiquesintervenant dans l'étape de seond saut de brin de la transription inverse du VIH, à savoir la tigeboule ∆(-)PBS et la protéine NCp7. Deux approhes di�érentes ont été mises en plae, néessitant deuxmontages expérimentaux bien distints.La première approhe, ie, l'étude de la dynamique struturale de la boule de PBS, a néessité laoneption et la mise en oeuvre d'un nouveau système permettant la aratérisation de la �uoresenerésolue en temps de omposés biologiques, à savoir la Down-Conversion de Fluoresene. Les avantagesde e setup sont nombreux : disposer d'un rapport signal à bruit amélioré, d'une résolution temporellesub-pioseonde (300 fs), et d'une détetion polyhromatique. Par rapport aux montages plus onven-tionnels, la ombinaison de es atouts tend à réduire le nombre d'aquisitions néessaires pour avoir desrésultats satisfaisants, e qui permet de réduire l'exposition de la moléule d'intérêt. Des améliorationspotentielles sont à pourvoir, omme le fait d'utiliser une impulsion gate déalée dans l'infrarouge, a�nque la di�usion de ette dernière ne vienne pas parasiter le signal onverti. Il reste que pour des moléulesà faible oe�ient d'absorption molaire, les onentrations néessaires sont très importantes, de l'ordredu mM, e qui néessite des oûts très importants en termes de prodution d'éhantillon. Ce défaut,inhérent à l'ensemble des dispositifs similaires, fait qu'elles ne peuvent être utilisées qu'au dernier stadede aratérisation de systèmes biologiques.La mise en pratique de e système s'est don e�etuée sur l'étude ∆(-)PBS. A�n de pouvoir disposerd'informations loales au sein de la boule, la �uoresene d'une sonde extrinsèque, la 2Ap a été étudiéeen position 6, 8 et 10. Les inétiques multi-exponentielles des délins de �uoresene nous ont apportédes informations préises et loales sur l'environnement de notre sonde struturelle. Jusqu'à quatre tempsde vie ont pu être établis, allant de la pio-seonde (0.8 - 3.7 ps) à la nano-seonde (1.9 - 3.1 ns). Nonseulement les espèes �sombres� pour d'autres setups ont pu être résolues, mais la totalité des di�érentssous-états onformationnels ont été mis en évidene. Ces derniers sont de plus spéi�ques au site de116



mutation pontuelle. Le Quenhing par CT est très e�ae en position 10 (+ de 80% d'amplitude auours des 5 premières ps), e qui orrobore les QY obtenus par �uoresene statique, et est en aordave de préédentes études struturales par RMN, où la 2Ap est à même d'interagir par empilement aveG(10). Les deux premiers temps ont été attribués à des onformations e�aement empilées, où les tempsde vie mesurés re�ètent un Quenhing par CT, de type �statique apparent�. Ils re�ètent des struturesapparaissant omme �gées par rapport au temps de vie de relaxation de la 2Ap, ne dépendant pas dela di�usion. Les temps de vie les plus longs ont été attribués à des sous- états onformationnels pluslabiles, ou la 2Ap entre en ollision ave es partenaires dans des mouvements limités par la di�usion.Ces assertions ont été validées par une étude de l'anisotropie de �uoresene de es omposés, où nousmettons en évidene les temps minimum de orrelation possibles, qui sont de 130 ps pour une rotationloale de la 2Ap au sein de la boule, et de 750 ps pour des mouvements segmentaires de ette dernière.Les résultats basés sur un hangement de visosité du milieu, ont plut�t mis en évidene une interationspéi�que de la 2Ap ave le glyerol, e qui explique à la fois la perte du aratère site-spéi�que duquenhing, ainsi que le déplaement des amplitudes des temps de vie ourts vers les temps de vie long.La seonde approhe visait à étudier la possibilité de mettre en phase gazeuse une même protéine, àla fois à l'état random oiled et à l'état replié. La fragmentation de NCp7 a don été étudiée par CIDet LID, selon deux états : nue et repliée autour de son atome de zin. L'étude par CID de la protéinenue nous est apparue rihe et instrutive, de part la présene de pis bien dé�nis, aisément attribuablesselon le modèle du proton mobile. Au sein de la fenêtre de faible masse sur harge, une desriptiondétaillée de la fragmentation du Trp a pu être mise en évidene, où les partiularismes sont expliquéspar la proximité d'une lysine. La faiblesse de l'ation du laser sur la protéine s'explique en partie parl'état de harge de ette dernière, favorisant un alignement qui va à l'enontre d'un transfert de hargede l'indole vers les sites aepteurs. Seul un pi à 148 m/z est optiquement induit, aux détriments desautres fragments. L'e�et prinipal de la omplexation ave le zin est une augmentation générale de lafragmentation aompagnée d'une perte du aratère dé�ni de type proton mobile. La répartition desharges au sein du squelette doit être bouleversée, et est probablement à l'origine d'une onformationde type globulaire favorisant les CT. Il ressort de ette expériene le fait que la spetrométrie de masseest tout à fait à même de pouvoir étudier des moléules biologiques en fontion de leur onformation, siette dernière est due majoritairement à des liaisons non ovalentes. Il est lair que la struturation dela protéine hange la répartition et l'intensité des pis de fragmentation où les radiaux sont impliquésdans la omplexation. Cependant, exploiter d'aussi grosses protéines présente plusieurs inonvénients : laquantité d'informations générées est importante, e qui noie l'essentiel. L'étude de la protéine en harge3+ empêhe une fragmentation par LID e�ae. Dans e travail, de nombreuses hypothèses sont misesen avant, et néessitent pour être pleinement onsidérées un important travail d'analyse sur les pointsessentiels qui ont été dégagés, spéialement autour de la fragmentation du Trp (Cf : 4.4).En e qui onerne l'aspet fondamental du projet, les informations reueillies mettent en avant22.10.2012 T.Gelot 117



le potentiel de la phase gazeuse pour étudier intrinsèquement la onformation d'un peptide autour deliaisons non ovalentes, informations essentielles pour modéliser théoriquement de telles strutures. Ene qui onerne le ontexte général de l'étude, les informations engrangées par la down-onversion sontessentielles. Le Quenhing loal de la 2Ap fourni de préieuses données sur la dynamique struturelle dela boule. Ces informations pourront être utilisées pour modéliser ave plus de préision la tige boule,en prenant également en ompte la �exibilité de ette dernière. D'autre part, elles serviront de soleomparatif ave une futur étude impliquant la omplexation de NCp7. Les résultats obtenus serontessentiels et donneront de plus amples informations loales et dynamiques sur l'initiation de la formationdes omplexes boules-boules, induits par NCp7. La onnaissane détaillée de es méanismes pourraittendre vers une oneption rationnelle de médiaments inhibant l'interation par ompétition. L'idéalsur e plan, étant de ombiner les préieuses données issues de riblage à haut débit à une approheompréhensive de l'interation a�n de tendre vers des médiaments plus spéi�ques et plus e�aes.
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