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1. Historique de la spectroscopie par absorption de rayons X
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2. Interaction rayons X-matiere

U Rayons X : forme de rayonnement électromagnétique U Interaction rayons X-matiére :
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3. Spectroscopie EXAFS : eléments théoriques
3.1 Principe genéral

Définition

Suivi de I’évolution du coefficient d’absorption d’un échantillon en fonction de 1’énergie incidente du faisceau
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Fig 4 : Schéma représentant le phénomeéne physique a 1’origine de 1’absorption d’un photon X



Cas d’un atome se trouvant dans une molécule ou un matériau :

Extended X-ray Atome central
1s to continuum Absorbtion Fine Structure absorbeur

(EXAFS)

Atome voisin
diffuseur

Destructive Constructive
Interference  Interference

OSCILLATIONS EXAFS (Extended X-Ray Absorption Fine
Structure)

Région qui peut s’étendre jusqu’a 1000 ou 2000 eV au-dela du seuil
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3. Méthode EXAFS : éléments théoriques

3.2 Phénomene physique des oscillations EXAFS :
dualité onde-corpuscule
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Fig 5 : Absorption en fonction de I’énergie des photons X incidents pour le seuil du néon, a 1’état
solide et gazeux




3. Spectroscopie EXAFS : éléments théoriques
3.3 Phénomene physique des oscillations
EXAFS

O Formule EXAFS : Expression des oscillations EXAFS

k : Vecteur
d’onde du
photoélectron

So : Terme de réduction rendant
compte des effets électroniques

o : Déphasage de
I’atome central

Ni : Nombre d’atomes voisins situés
a la distance Ri de ’atome central
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de diffusion
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Technique tres précise et
spécifique : analyse d’un
seul élément sans
I’interférence avec les
autres éléments

Technique tres sensible
=> ¢tude de systemes tres
dilués

Dans un systeme
complexe, information sur
I’ordre local autour de
chacun des constituants

Détection des variations
dans I’échantillon total,
pas seulement de la partie
cristalline,

4. Avantages et inconvenients de la spectroscopie
EXAFS

Difficulté dans I’analyse
d’un spectre EXAFS
(diverses approximations)

Extréme sensibilité de
’EXAFS => limite
I’étude des milieux

désordonnés

Technigue encombrante et
qui prend du temps

Etude des molecules
biologiques par
rayonnement X =>
dommageable pour la
molécule




5. Domaines d’applications de la spectroscopie EXAFS
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Fig 6 : Schéma du principe d’une mesure par spectroscopic EXAFS



Sources de rayons X : synchrotron = accélérateur de particules
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Fig 8 : Schéma du principe de fonctionnement d’un synchrotron
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2. Contexte

Présentation The il‘Ol:l—l'Il()}}’deli}lIl] cofa'-lct.'or (F CML?-CQ)_ 1S t{lc complex
metal—sulfur cofactor found within the active site of the molyb-

denum—iron protein (MoFe protein) component of the nitrogenase
enzyme complex.! FeMo-co is among the most complex metal—
sulfur cofactors known in biology and is composed of 7 Fe, 9 S,
Mo, X (C, N, or O) and R-homocitrate.? This cofactor is required

FeMo-co
catalysis site

P-cluster, Fe.S,
electron transfer

Fig 11 : Structure détaillée du site
catalytique FeMo-co

at docking interface

Fig 10 : Structure de la nitrogénase a Mo d’ Azotobacter vinelandii Intérét d’etudier le site catalytique FeEMo-co



2. Contexte

But de Particle As mentioned above, the c.ombiflcd acti'un 'of Ni{lia\’ and .\-"iﬂ'l
NifB. NIfEN = essentiels have been shown to be required for conversion of NifB-co into

pour la biosynthese de FeMo-co. The mechanism of this conversion that occurs within

FeMo-co the NiEN protein is largely unknown. Among the key questions

NifB, NifEN, and the nitrogenase Fe protein (NifH) are
minimally essential for the biosynthesis of FeMo-co, and novel
enzymatic reactions for assembling and modifying Fe—S clusters
are hypothesized for NifB and NifEN. NifB, a member of the
“SAM-radical enzyme” family,* has recently been isolated and used

the NiIfEN protein 1s largely unknown. Among the key questions
are (1) what are the structures of the Fe—S and Mo substrates? (i1)
how many and what types of metal clusters are present on NifEN?
(111) how do the substrates interact with the pre-existing clusters?

to start the assembly of FeMo-co in vitro using Fe?* and S2~ as its
initial substrates.> NifB catalyzes the formation of NifB-co, an
isolable low-molecular-weight intermediate of the FeMo-co bio-
synthesis pathway that is hypothesized to provide the majority of
the Fe and Slatoms of FeMo-co, but not Mo.¢ In experiments using

Objectifs de I’article :

% Quels types de clusters métalliques sont présents sur Ieé
- NIifEN? :

v' Comment est-il alors possible de synthétiser le FeMo-co
a partir de NifB-co.

----------------------------------------------------------------------------

NifB catalyse la formation, de NifB-co




3. Expériences realisées et résultats obtenus

Expériences Conclusion

is suitable for in vitro FeMo-co synthesis. In this study, the ligand
environment of the Mo bound on the as purified NifEN is examined

O Le complexe proteique NIifEN sert de structure
by Mo K-edge X-ray absorption spectroscopy (XAS). moléculaire ou se déroulent certaines des étapes de
I'assemblage du cofacteur fer-molybdene (FeMo-co)

Analyse de 1’environnement des ligands situés autour du Mo lié de la nitrogénase.
sur le NifEN purifié par spectroscopie d'absorption des rayons X
du bord K du Mo (EXAFS).

O Les EXAFS effectués sur le NifEN purifié montrent

que le Mo lié au NifEN fait partie d'un environnement
de ligand [MoFe,S3*X].

Résultats obtenus

Q Présence d'un groupe [MoFe;S3*X] dans le NifEN distinct O C’est la présence d'un groupe de [MoFe,S3*X] dans le
du groupement [Fe,S,] . NifEN qui est impliqué dans la synthése du FeMo-co.
Ce groupement pourrait bien agir comme donneur de

O Les sites Mo dans le NifEN et la proteine MoFe présentent Mojpolne pleetioe Pre o Cold SN eiiENI[B-CO:

des états d'oxydation similaires mais des champs de ligands
significativement différents.
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Fig 12 : Représentation d’un spectre obtenu par spectroscopie d’absorption des rayons X
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(a) Exemples de
spectres EXAFS

(b) Transformee
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APPLICATION DE LA METHODE EXAFS DANS
LE DOMAINE BIOLOGIQUE

METHODE
COMPLEMENTAIRE :
spectroscopie XANES
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