N
N

N

HAL

open science

Interaction toxine-cellule étudiée par imagerie
individuelle de nanoparticules d’oxyde fluorescentes.

Didier Casanova

» To cite this version:

Didier Casanova. Interaction toxine-cellule étudiée par imagerie individuelle de nanoparticules d’oxyde
fluorescentes.. Sciences du Vivant [g-bio]. Ecole Polytechnique X, 2008. Frangais. NNT: .

00003731

HAL 1Id: pastel-00003731
https://pastel.hal.science/pastel-00003731
Submitted on 27 Jul 2010

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

pastel-


https://pastel.hal.science/pastel-00003731
https://hal.archives-ouvertes.fr

CENTRE NATIONAL [ ]
DE LA RECHERCHE

SCIENTIFIQUE Bnstited natisnsl

COLE
POLYTECHNIQUE S0 Ly ante ot de L8 recharche meicale

THESE

présentée pour obtenir le grade de

DOCTEUR DE L’ECOLE POLYTECHNIQUE
Spécialité : Physique

par

Didier Casanova

Nanoparticules d’oxyde :
développements et applications comme sondes
biologiques

Soutenue le 11 janvier 2008 devant le jury composé de

Mr Claude Boccara, ESPCI Président

Mr Maxime Dahan, ENS Rapporteur
Mr Brahim Lounis, Université de Bordeaux Rapporteur
Mme Claire Dane, DGA Examinatrice
Mr Thierry Gacoin, Ecole Polytechnique Examinateur

Mme Antigoni Alexandrou, Ecole Polytechnique Directrice de thése






Table des matiéres

Remerciements

1 Introduction

2

1.1 Sondes fluorescentes en biologie cellulaire . . . . . . . .. ... ... ... ...

1.2

1.3

1.1.1
1.1.2
1.1.3

Les fluorophores organiques . . . . . . . . .. .. ... L.
Les protéines fluorescentes . . . . . . . . ... L.

Les nanocristaux semiconducteurs . . . . . . . . . .. ...

Les nanoparticules d’oxyde dopées par des ions lanthanides . . . . . . . . . ..

1.2.1
1.2.2
1.2.3

Synthése des nanoparticules . . . . . . . . ... ... L.
Propriétés structurales . . . . . . . . .. ...

Propriétés optiques . . . . . . . . ..

L’approche molécules individuelles . . . . . . . . . ... ... ... ... ....

1.3.1
1.3.2

Ensemble de molécules versus molécules individuelles . . . . . . . . ..

Montage expérimental . . . . . .. .. ..o

1.4 Problématiques étudiées . . . . . . . . ...

Détermination optique de la taille des nanoparticules

2.1 Enjeux et objectifs . . . . . ...

2.2 NPs de YVO4:Eu : un ensemble de systémes a trois niveaux équivalents . . . .

2.3

2.2.1
2.2.2
2.2.3
224

Le systéme a trois niveaux . . . . . . . . . ...
Variabilité du taux d’excitation w . . . . . . . ..o
Variabilité du rendement quantique Q . . . . . . .. ... ... ..

Conclusions . . . . . . .

Distribution de la taille des NPs calculée par voie optique . . . . . . . . . . ..

2.3.1

Traitement d’images . . . . . . . .. ..o

10
11
12
13
14
15
17
19
19
20
21



TABLE DES MATIERES

2.3.2 Comparatif des distributions obtenues par MET et par voie optique . . 45
24 Conclusions . . . . . . .. 48
Photophysique des nanoparticules de YVO4:Eu 49
3.1 Introduction . . . . . . . .. 49
3.2 Etude du photoblanchiment des nanoparticules de YVOg4g:Eu . . . . . . . . .. 53
3.2.1 Propriétés générales . . . . . ..o 53
3.2.2  Photo-réduction des nanoparticules . . . . . .. .. ... L. 66
3.2.3 Correspondance position-dynamique de photo-réduction . . . . . . . . . 72
3.2.4 Le role des défauts cristallins dans la photo-réduction . . . . . . . . .. 76
3.2.5 Interprétation du photoblanchiment . . . . . . . . ... ... ... ... 81
3.3 Modélisation du photoblanchiment . . . . . . ... ... .. ... ... ... 87
3.3.1 Modéle sans simplifications . . . . . . ... ... 87
3.3.2 Simplifications et hypothéses . . . . . . . . ... 90
3.3.3 Modéle simplifié sans retour . . . . . . ... ... L. 92
3.3.4 Modéle simplifié avec retour . . . . . . ... ... L. 104
3.4 Conclusions . . . . . . . . 104

Nanoparticules d’oxyde comme donneurs dans les expériences de FRET 107

4.1 Commentaires . . . . . . o o 107
4.2 Reproduction de la publication . . . . . . ... ... 0oL 109
Fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde 117
5.1 Etat delart . . . . . . . . 117

5.1.1 Présentation des molécules de fonctionnalisation . . . . . . . . . . . .. 117

5.1.2 Nature du couplage entre molécules bifonctionnelles et surface des NPs 118

5.2  Enrobage des NPs par une couche polymérique de silice fonctionnalisée . . . . 120
5.2.1 Enrobage par de la silice fonctionnalisée en deux étapes . . . . . . . .. 122
5.2.2 Enrobage par de la silice fonctionnalisée en une étape . . . . . . . . .. 125

5.3 Couplage des NPs aux protéines : analyse préparatoire . . . . . . . . ... .. 127
5.3.1 Couplage par "cross-linking" . . . . . .. ... 127
5.3.2 Probléme de la stabilité colloidale . . . . . . ... ... ... ... ... 128

5.4 Couplage des NPs aux protéines : protocole et résultats . . . . . . . ... ... 133



TABLE DES MATIERES 5
5.4.1 Protocole de couplage . . . . . . . ..o 134
5.4.2 Reésultats en terme de stabilité colloidale et d’efficacité de couplage . . 137
5.4.3 Couplage entre NPs et toxinee . . . .. . ... ... ... ... .... 141
5.4.4 Autres couplages . . . . .. ... 143

5.5 Quantification du nombre de protéines par NP a I’échelle de la NP unique . 144
5.5.1 Taille des NPs et nombre moyen de protéines couplées aux NPs . 145
5.5.2 Colocalisation des spots NPset Alexa . . . . .. ... .. ... ..... 146
5.5.3 Estimation du nombre d’Alexa par NP . . . . ... .. ... ... ... 147
5.5.4 Estimation du nombre de protéines par NP . . . . . .. .. ... .. .. 149

5.6 Conclusions . . . . . . . .. 152

6 Détection de peroxyde d’hydrogéne 153

6.1 Introduction . . . . . . . . .. 153
6.1.1 Contexte biologique . . . . . . . . . . .. .. 154
6.1.2  Senseurs a peroxyde d’hydrogéne . . . . . .. ... ... 156

6.2 NPsde YVO, : Eu comme senseurs & HoO, . . . . . . . . . . ... ... ... 157
6.2.1 Expériences d’ensemble . . . . . .. ... 158
6.2.2 Expériences en NPs individuelles . . . . . .. ... .. ... ... ... 166

6.3 Production de ROS stimulée par ’endothéline-1 . . . . . .. ... ... .... 173
6.3.1 Protocole d’introduction des NPs dans les CMLV . . . . . . .. .. .. 173
6.3.2 Résultats expérimentaux . . . . . . . ... 174

6.4 Conclusions . . . . . . . . . 182

7 Suivi de toxines ¢ individuelles en nanoparticules de YVO4:Eu 183

7.1 Introduction . . . . . . . . . 183
7.1.1 Contexte biologique . . . . . . . . . ... Lo 184
7.1.2 Technique du suivi de NPs uniques . . . . . . ... .. ... ... ... 189

7.2 Suivi de la dynamique membranaire de la toxinee . . . . . .. ... 193
7.2.1 Couplage des NPs aux toxines e . . . . . . . .. .. ... ... ..... 194
7.2.2 Préparation des cellules MDCK . . . . .. .. .. ... ... ...... 194
7.2.3 Dispositif expérimental et précision de la localisation . . . . . . . . .. 195
7.2.4 Résultats expérimentaux . . . . . . . . ... L. 196

7.3 Conclusions . . . . . . . .. 205



6 TABLE DES MATIERES

8 Conclusions

A Détermination robuste du nombre de photons émis par NP

A.1 Création d’une image théorique . . . . . . .. .. ... ... .. ... ..
A.2 Présentation du programme de traitement d’images . . . . . .. .. . ..
A.2.1 Rappel sur le filtrage spatial . . . . . ... .. ... ... ... ..
A.2.2 Création du masque binaire . . . . . .. .. ... ...
A.2.3 Soustraction du signal de fond et image finale . . . . . .. .. ..
A.3 Efficacité du traitement d'images . . . . . . . .. .. ... L.
A.3.1 Cas d’un fort niveau de signal de fond . . . . . . ... ... ...
A.3.2 Cas d'un faible niveau de signal de fond . . . . ... ... .. ..
A.3.3 Cas d’une distribution de NPs de tailles différentes . . . . . . ..

B Difficultés associées au couplage des NPs avec un "cross-linker"

B.1 Considérations générales sur la réaction entre NPs et "cross-linker"

B.1.1 Théorie de Smoluchowski et Debye . . . . . ... ... ... ...

B.1.2 Commentaires sur la réaction entre NPs et molécules chargées

B.2 Reéaction d’acylation dans un solvant aqueux ou organique . . . . . . . .
B.2.1 Reéaction d’acylation dans le 1,4 dioxane . . . . . ... ... ...
B.2.2 Reéaction d’acylation en solvant aqueux . . . . . . . . ... .. ..

B.2.3 Reéaction d’acylation entre TAPTES et le BS® . . . . ... .. ..

207

211
212
215
215
217
221
223
223
225
225

229



Remerciements

Je souhaite tout d’abord remercier les membres du jury, Claude Boccara, Maxime Dahan,
Brahim Lounis, Claire Dane et Thierry Gacoin pour s’étre penchés longuement sur le cas des

nanoparticules d’oxyde.

Je remercie également Jean-Louis Martin, directeur du Laboratoire d’Optique et Bios-
ciences, de m’avoir donné ma chance, pour ses remarques scientifiques et pour ses merveilleuses
prises de position. Je voudrais remercier I’ensemble du laboratoire et notamment Emmanuel
Beaurepaire pour ses remarques et aides précieuses, Manuel Joffre pour ses questions, Ur-
sula Liebl pour ses réponses, Michel Négrerie pour sa gentillesse, Jean-Marc Sintes et Xavier

Solinas pour les choppers et mille autres réalisations...

Je souhaite remercier aussi nos collaborateurs : Pierre-Louis Tharaux, Michel R. Popoff et
Blandine Geny pour avoir permis d’appliquer ces nanoparticules au contexte biologique ainsi
que Joelle Prunet et Jean-Pierre Férézou pour avoir relu avec attention les divagations d’un

physicien au pays des chimistes...

Cette thése n’aurait tout simplement pas été possible sans les nanoparticules du Labora-
toire de Physique de la Matiére Condensée. Je remercie chaleureusement Domitille Giaume,
Mélanie Moreau, Geneviéeve Mialon et Thierry Gacoin pour avoir supporté mes demandes
quotidiennes ainsi que Jean-Pierre Boilot pour avoir su entourer de son flegme ces travaux de

recherche. Je suis pleinement conscient de ce que je vous dois.

Je voudrais exprimer la plus infinie des gratitudes a la personne qui a eu, sans conteste,
la plus grande contribution & ces travaux de recherche. Antigoni, tu as su, durant ces trois
longues années, guider patiemment ma passion et mes emportements. Nous avons pu avoir des
discussions scientifiques et non-scientifiques enflammées qui, & mon corps défendant, m’ont
fait largement évolué. En fin de compte, les mots ne suffisent pour te dire combien je te suis

reconnaissant. J’espére que je te manquerai autant qu’aux nombreux cendriers de 1’école...



8 TABLE DES MATIERES

Ces années de thése n’auraient pas eu le méme impact si je n’avais pas pu compter quoti-
diennement sur Grand Corps Malade, le faux socialiste, le boucher des Carpathes, la veuve &
bulles et S....ler A.sch V..er. Je ne suis pas prét d’oublier les soirées du 39 ter.

Enfin, je voudrais canoniser Claire pour me supporter depuis ces si nombreuses années
et m’avoir toujours raisonné avec une aisance et une facilité qui me déconcertera toujours et

Dany, Phillou, Jacky et Jeannot pour avoir toujours été présents pour moi...



Chapitre 1
Introduction

Ce travail de thése a été réalisé au Laboratoire d’Optique et Biosciences (LOB, Ecole
polytechnique) sous la direction d’Antigoni Alexandrou. Une des thématiques de ce labora-
toire est le developpement et ’application dans le domaine de la biologie d’un nouveau type
de sondes fluorescentes de taille nanométrique. Ces nanoparticules (NPs) constituées d’'une
matrice de vanadate d’Yttrium dopée par des ions Europium (Y;_,Eu,VOy,) sont détectables
individuellement en microscopie optique par le biais de la fluorescence qu’elles émettent. Ces
NPs peuvent de plus étre fonctionnalisées afin d’étre couplées a une biomolécule dont on
cherche & déterminer 'activité, la localisation ou méme la dynamique. Elles s’inscrivent dans
une longue lignée de sondes fluorescentes dont nous allons briévement décrire les différentes
évolutions.

Ce travail a profité de la collaboration avec I’équipe de Thierry Gacoin et Jean-Pierre Boilot
du Laboratoire de Physique de la Matiére Condensée (LPMC, Ecole polytechnique) pour la
synthése et la fonctionnalisation des NPs, avec ’équipe de Michel Robert Popoff de I'unité
Bactéries Anaérobies et Toxines (BAT, Institut Pasteur) pour le suivi de la toxine € et avec
celle de Pierre-Louis Tharaux du Centre de Recherche Cardiovasculaire Inserm-Lariboisiére

pour I'étude de la signalisation vasculaire de ’endothéline-1.

1.1 Sondes fluorescentes en biologie cellulaire

Nous pouvons distinguer trois types de sondes fluorescentes utilisées en biologie cellu-

laire. Le premier type dont I'emploi est le plus ancien est constitué par une vaste classe de
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fluorophores organiques. Le deuxiéme type provient d’avancées récentes en recombinaison gé-
nétique qui permettent de fusionner le géne codant pour une protéine fluorescente au géne
de la protéine a étudier. Enfin, la derniére évolution se base sur les propriétés de matériaux

inorganiques semiconducteurs.

1.1.1 Les fluorophores organiques

Lorsque Coons et all'l ont développé une technique permettant de marquer des anticorps
avec des molécules organiques fluorescentes dans les années 1940, ils ont ouvert la voie au
développement de I'immunofluorescence. Cette technique consiste & marquer des anticorps
par des molécules fluorescentes, créant ainsi un marqueur ciblant ’antigéne correspondant.

De méme, avec le développement de la microscopie a fluorescence, les fluorophores orga-
niques pouvant étre utilisés dans ces marqueurs ont vu leur nombre grandir et leurs caracté-
ristiques se diversifier. De deux fluorophores utilisés en 1940 (Fluoresceine et Rhodamine B),

quelques centaines sont actuellement disponibles commercialement.

Ces fluorophores organiques sont essentiellement des molécules aromatiques, présentant
un systéme d’électrons 7 fortement délocalisés leur conférant des propriétés de fluorescence
dans la gamme visible. Les fluorophores organiques possédent des spectres d’absorption et
d’émission présentant des bandes larges, et des maxima d’absorption et d’émission peu éloignés
(faible décalage de Stokes). Le faible décalage de Stokes impose souvent un compromis entre
une excitation et une détection efficace. Typiquement, les fluorophores organiques présentent
un coefficient d’extinction molaire de I'ordre de 5 & 200.10° L.mol~!.cm™!, et un rendement
quantique variant de 0.05 a 1. Pour donner un exemple, sur la figure suivante, est reconstituée
une image tricolore permettant de localiser simultanément les noyaux (marqués par DAPI,
fluorophore dans le bleu), les mitochondries (marquées par Mitotracker Red, rouge) et les
filaments d’actine (marqués par Alexa Fluor Phalloidine, vert) d’une cellule de fibroblaste.

Les fluorophores permettent ainsi un marquage efficace des cellules et tissus avec une per-
turbation généralement limitée de 'activité des biomolécules marquées du fait de leur taille
réduite (qq nm). Cependant, comme le montrent les images de b. a f. de la Fig. 1.1, nous
observons une diminution rapide du signal de fluorescence avec le temps de ces fluorophores
organiques (aprés quelques secondes et jusqu’a quelques minutes selon U'intensité d’excitation

utilisée). Cette diminution rapide de la luminescence est due & une photodégradation des
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a: 0 mn b:2mn ¢ 4 mn d: 6 mn e: 8 mn f: 10 mn

FI1G. 1.1 — Cellule de fibroblaste observée par microscopie de fluorescence au cours du
temps. L’ADN nucléique est marqué en bleu par DAPI, les mitochondries en rouge par
MitoTracker Red, et les filaments d’actine par Alexa Fluor Phalloidin. Les images montrées
ont été prises toutes les 2 minutes.

fluorophores en présence d’oxygene. Ce phénomeéne irréversible empéche un suivi de biomolé-
cules individuelles nécessitant une excitation intense pendant de longues durées, et a amené
la communauté scientifique a chercher de nouveaux fluorophores plus photostables.

Une approche consiste alors a incorporer des fluorophores dans une bille polymérique. Ceci
a notamment été développé pour former des billes de polystyréne contenant des fluorophores
organiques, mais également des billes de silice. %4 Outre le nombre plus important de fluo-
rophores présents dans les billes, cette méthode permet de protéger les fluorophores de leur
environnement, et ainsi d’améliorer la photostabilité globale du systéme.* Les objets obte-
nus par une telle approche sont généralement d’une taille de I'ordre de quelques centaines de
nanomeétres, ce qui est assez important pour des sondes biologiques. L’équipe de Wiesner a
récemment synthétisé des nanoparticules de silice de 30 nm, englobant des molécules de fluo-
rophores organiques. *# Une comparaison de la luminosité de ces billes de silice fluorescentes a
une molécule de fluorophore organique unique a montré que ces nanoparticules sont de 1’ordre
de 20 fois plus luminescentes et de 2 a 3 fois plus stables que le fluorophore unique. Leur lu-
minosité est ainsi du méme ordre de grandeur que celle des nanoparticules semi-conductrices
que nous allons présenter dans la suite, mais leur photostabilité mérite d’étre améliorée. Elles
présentent en revanche une taille généralement trés bien définie, et une surface facilement

modifiable pour une biofonctionnalisation.

1.1.2 Les protéines fluorescentes

La "protéine fluorescente verte" (GFP) ft découverte par Shimomura et all®l en 1962 en
tant que protéine associée & ’aequorine, une protéine fluorescente isolée de la méduse Ae-
quoria. La séquence de cette protéine a été ensuite clonée par Prasher et al en 1992.1 De

nombreux mutants de cette protéine ont alors été proposés ce qui a permis notamment de
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varier la longueur d’onde d’émission. Typiquement, ces protéines fluorescentes ont un coeffi-
cient d’extinction de 6 & 90.10° L.m~'.cm~'.1"l La premiére application de cette protéine fiit
d’observer 'expression de certains génes in vivo. ¥l Cependant, application la plus répandue &
présent passe par la fusion génétique du géne codant la GFP et de celui de la protéine d’intérét
puis I'intromission de ce géne recombiné dans la cellule hote afin de permettre ’expression de
la protéine marquée. La GFP a ainsi ciblée des protéines de la membrane cellulaire et de pra-
tiquement tous les compartiments cellulaires incluant le noyau, le réticulum endoplasmique,
I'appareil de Golgi, les mitochondries...["l Par nature, la stoechiométrie sonde fluorescente-
protéine est dans ce cas de 1 pour 1 ce qui est un avantage tout a fait essentiel. Cependant,
elle ne peut s’appliquer evidemment qu’au marquage de protéines dont on connait le géne
codant et peut s’avérer difficile & mettre en oeuvre du fait de I'inactivation éventuelle de

I’activité de la protéine marquée.

1.1.3 Les nanocristaux semiconducteurs

Une alternative a ces sondes organiques fluorescentes pour le suivi de biomolécules indi-
viduelles a été trouvée en utilisant des sondes luminescentes inorganiques, et notamment des

nanoparticules semi-conductrices.

L’avantage de ces nanocrystaux est qu’il est possible, a partir d’'un méme matériau, de
modifier ses propriétés de luminescence par effet de confinement quantique en variant sa taille
entre 2 et 12 nm comme représenté sur la Fig. 1.2 extraite de la référence.”! Des synthéses
permettant d’obtenir des objets bien dispersés, bien controlées en taille, forme et propriétés
de luminescence ont été mises au point notamment par 1’équipe de Bawendi, dans un solvant
coordinant, et améliorées en ajoutant en surface une couche de ZnS.'% Des progrés réalisés
dans la compréhension de la chimie de surface de ces nanoparticules, et la préparation de
nanoparticules solubles en milieu aqueux et biocompatibles ont permis d’utiliser ces objets
pour des applications biologiques. 1112

Ces NPs semi-conductrices se sont avérées étre une alternative intéressante aux sondes
organiques fluorescentes. Leurs propriétés optiques peuvent étre comparées a celles des molé-
cules fluorescentes, et il a été montré que :

e Les nanoparticules semi-conductrices émettent de l'ordre de 20 fois plus de photons que

des molécules organiques.® Cependant, leurs propriétés de fluorescence sont détériorées en
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—— Augmentation de la taille —

FIG. 1.2 — 10 solutions de nanoparticules
de CdSe/ZnS de couleur d’émission distinctes,
excitées sous une lampe éclairant dans le
proche U.V. De gauche a droite, les maxima
d’émission sont situés a 443, 473, 481, 500,
518, 543, 565, 587, 610, et 655 nm. [°]

milieu aqueux.

e Elles présentent un signal de fluorescence nettement plus stable que celui des fluorophores
organiques. Cette stabilité est de 'ordre de 100 fois plus importante. 314 Des études de suivi
sur plusieurs minutes peuvent donc étre réalisées avec des sondes inorganiques semiconduc-
trices. 1%

Du fait de ces propriétés intéressantes, ces nanoparticules semi-conductrices sont large-
ment utilisées en tant que sondes biologiques notamment pour le marquage de biomolécules
individuelles.

Elles présentent néanmoins quelques inconvénients, notamment une tendance a clignoter
qui peut nuire au suivi de la biomolécule dans le temps. De plus, la nature méme des nano-
particules semi-conductrices les rend cytotoxiques, par le relargage de Cadmium ou Selenium

par exemple. [16:17]

1.2 Les nanoparticules d’oxyde dopées par des ions lan-

thanides

Les résultats présentés dans cette section ont été en grande partie extraits de la thése de
Domitille Giaume.!'8! Parmi les divers oxydes dopés par les ions lanthanides luminescents,
nous nous sommes intéressés a un oxyde particulier, l'orthovanadate d’Yttrium dopé par
de 'Europium, Y;_,Eu,VO,. Sous forme de matériau massif, le vanadate d’Yttrium dopé
Europium est un luminophore trés efficace dans le rouge, essentiellement utilisé pour des ap-
plications d’éclairage ou de visualisation. ") Sous excitation UV, Iefficacité de la luminescence
est principalement due & un transfert d’énergie efficace entre la matrice vanadate et les ions
Europium.

Les études menées au Laboratoire de Physique de la Matiére Condensée (LPMC) ont
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permis de synthétiser des NPs d’orthovanadate d’Yttrium de quelques dizaines de nanomeétres
dispersées en solution. Historiquement, la voie de synthése développée dans ce laboratoire a
été la synthése par co-précipitation de sels d’Yttrium, d’Europium et de Vanadium. Arnaud
Huignard et Valérie Buissette ont contribué a 1’élaboration de syntheéses simples et efficaces,
qui ménent & la formation de NPs de différentes tailles. 22! La premiére synthése correspond
a une simple coprécipitation des sels d’yttrium et de Vanadium en milieu aqueux. Elle conduit
a la formation d’objets de taille centrée autour de 30 nm. La dispersion en taille des objets est
relativement importante, car le controle de la taille des objets lors de cette synthése est assez
limité. La seconde méthode met en jeu un complexant organique permettant un controle
de la croissance des particules et conduit a des particules de 8 nm.[?! Ces deux synthéses

permettent 'obtention de NPs dont les propriétés optiques ont été bien caractérisées. 22

Dans cette section, nous allons décrire la synthése de NPs de vanadate d’Yttrium dopé
Europium que nous avons utilisée, a savoir la synthése dont la taille des NPs est centrée
autour de 30 nm. Notre but ici est d’obtenir des NPs dont la taille est la plus petite possible,
souhaitable pour une perturbation minimale du comportement de la biomolécule a étudier,
mais dont le signal de fluorescence soit détectable. La fluorescence des NPs étant liée au
nombre d’ions Europium présents, il est donc nécessaire de faire un compromis entre une
petite taille et une fluorescence détectable, ce que permettent des NPs d’une taille de I'ordre

de 20-30 nm. Nous décrirons dans un second temps les propriétés optiques de ce type de NPs.

1.2.1 Synthése des nanoparticules

Lors de la synthése par précipitation de sels métalliques mise au point par Huignard, des
nitrates d’Yttrium et d’Europium ont été utilisés comme sources d’ions Y3+ et Eu?™, et de
l'orthovanadate de sodium comme source d’ions VO,3~.

Une solution aqueuse de NazVO, a 0.1 M est fraichement préparée. Son pH est mesuré,
et ajusté si nécessaire a une valeur comprise entre 12.6 et 13. Un volume de solution de Y;_,
Eu, (NO3); a4 0.1 M au total en ions Y>T et Eu®" est ajouté goutte a goutte a la pompe
péristaltique dans la solution de NazVO, sous agitation. Un précipité blanc laiteux apparait
des I'ajout de la solution de Y;_,Eu,(NO3);. L’ajout se poursuit jusqu’a ce que le pH atteigne
une valeur de 8-9. La solution contient de nombreux contre-ions dont la présence est néfaste a

la stabilisation des particules en solution. Elle est ensuite purifiée par trois centrifugations a
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11000 g pendant 20 minutes suivies chacune d’une redispersion par sonification. Cette solution
est dialysée pendant 16 heures afin d’obtenir une solution de conductivité inférieure a 100
1S.cm~2. La solution finale est trés diffusante et flocule aprés quelques jours. Nous verrons
dans le chapitre 5 consacré a la fonctionnalisation des NPs la seconde étape essentielle avant
I'utilisation de ces NPs dans un contexte biologique qui consiste en ’enrobage des NPs par

une couche d’alkoxysilane.

1.2.2 Propriétés structurales

Nous allons nous intéresser aux propriétés structurales des NPs ainsi qu’a leur cristallinité

et & leur taille.

Structure Zircon

L’orthovanadate d’Yttrium massif cristallise selon le groupe d’espace 14; /amd (D7), dans
la structure quadratique de type zircon (ou xenotime), dont les paramétres de mailles sont les
suivants : ag= b= 7,123 A et co= 6,291 A.12Y La figure suivante extraite de la référence!?l

est une représentation schématique d’une telle structure :

Fi1G. 1.3 — Maille unité de YVO, de struc-
ture zircon. Les groupements VOy4 sont repré-
sentés schématiquement par des tétraédres, les
polyédres YOg sont indiqués par les ions Y3+
représentés en noir, entourés de 8 ions 02~
représentés en blanc. Figure extraite de la ré-
ference!23!.

La structure des objets obtenus lors de la synthése colloidale a été caractérisée par diffrac-
tion des rayons X (DRX) au LPMC. Les pics observés sur le diagramme de diffraction d’une

poudre des nanocristaux peuvent tous étre attribués a la structure zircon.
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Taille et cristallinité des particules

Deux méthodes ont été utilisées par I'équipe du LPMC pour évaluer la taille de nos NPs :
e la DRX permet d’obtenir la longueur de cohérence monocristalline. Cette longueur de cohé-
rence ne correspond a la taille de 'objet que lorsque celui-ci est monocristallin et ne présente
pas de défauts.

e la microscopie électronique permet de visualiser les objets par leur contraste électronique.

Nous proposerons dans le chapitre 2 une méthode optique pour déterminer la taille des

NPs a partir du nombre de photons émis par NP.

Le diagramme des Rayons X montre des pics élargis par rapport aux pics obtenus pour une
poudre de matériau massif. Cet élargissement des raies de diffraction est di principalement a
la taille finie des domaines cristallins, mais des déformations de la maille ainsi que des défauts
cristallins étendus peuvent également y participer. En négligeant la contribution des défauts
cristallins dans les NPs de Y;_,Eu,VOy, nous pouvons calculer a partir de I’élargissement des
raies de diffraction la longueur de cohérence monocristalline par la formule de Debye-Scherrer.
La longueur de cohérence moyenne mesurée est de 13 nm, mais une grande dispersion des

valeurs est observée. [18]

Des clichés de microscopie électronique en transmission (MET) ont été réalisés au Labo-
ratoire des Solides Irradiés a I’Ecole Polytechnique, sur un microscope électronique a trans-
mission Phillips CM 30, muni d’une cathode de LaB6, fonctionnant a 300 KeV, et présentant
une résolution de 0.235 nm. Nous déduisons des images de MET une distribution en taille
caractérisée par une largeur moyenne des NPs de 19 nm (4 7 nm), tandis que leur longueur

moyenne est de 33 nm (£12 nm).

Une comparaison de ces valeurs avec les longueurs de cohérence déterminées par diffraction
des rayons X montre que les NPs sont polycristallines ou que leur structure cristalline présente

de nombreux défauts.

La cristallinité des objets peut étre visualisée sur un cliché de MET en haute résolution.
La haute résolution permet d’obtenir un niveau de résolution de I'image de 1’ordre de quelques
Angstroms. La nanoparticule montrée dans la figure suivante a droite est monocristalline mais
présente aussi de nombreux défauts cristallins en son sein ce qui est révélée par la présence
d’une inhomogénéité du contraste. Ceci explique la différence mesurée entre la longueur de co-

hérence et la taille des objets. La présence de ces défauts cristallins sera largement commentée
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F1G. 1.4 — Cliché de microscopie électronique en transmission réalisé sur une solution de NPs Y ¢Eug 4VO4
dans D’éthyléneglycol (gauche). Cliché de microscopie électronique & transmission a haute résolution d’une
nanoparticule Y 95FEug.05VOy4 (droite). La structure cristalline apparait par franges.

dans le chapitre 3 portant sur la photophysique des NPs.

1.2.3 Propriétés optiques

Nous allons décrire dans cette partie les principales propriétés optiques des NPs Y, Fu,VOy,

a savoir leurs absorbances et leurs propriétés de luminescence.

Mesures d’absorbance

Les NPs de YVO, absorbent dans I'U.V., cette absorption étant due a un transfert de
charge entre le Vanadium et les atomes d’oxygénes de I'ion vanadate VO?3~. Lorsque les NPs
de YVO, sont dopées avec un ion lanthanide, I’absorption de cet ion lanthanide apparait
également. Dans le cas de I'Europium, les raies d’absorption dues & Eu®* sont situées a
396 nm, 466 nm et 545 nm. Comme ceci est montré sur la figure suivante, I’absorption des

vanadates est nettement plus importante que celle des ions Europiums.
Nous indiquons dans le tableau suivant les valeurs des coefficients molaires d’extinction,

des coefficients d’absorption («) et des sections efficaces d’absorption (o) pour les différentes

transitions mentionées précédemment et mesurées par 1’équipe du LPMC.
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FIG. 1.6 — Valeurs des coefficients molaires d’extinction , des sections efficaces et des coefficients d’absorption
a différentes longueurs d’onde pour des NPs de Y gEup2VO,.

Spectre d’excitation et d’émission

Afin de caractériser la luminescence des NPs, des spectres d’excitation et d’émission sont
réalisés sur un spectrofluorimétre Hitashi F-4500. Le spectre d’excitation est réalisé pour une
émission a 617 nm (longueur d’onde correspondant & la bande d’émission la plus intense),
tandis que le spectre d’émission est réalisé pour une excitation dans la bande de transfert de
charge des vanadates a 280 nm.

Le spectre d’excitation pour une émission & 617 nm présente deux contributions. La bande
large et intense, présentant un maximum d’intensité a 280 nm, correspond a ’absorption des
groupements vanadates VO?~ dans une bande de transfert de charge. Cette bande est saturée
sur le spectre d’excitation montré. Les raies fines et peu intenses observées a 396 nm, 466
nm et 545 nm correspondent a des transitions 4f”-4f" de I’Europium. Ainsi, il existe deux
mécanismes permettant d’exciter I'ion Europium dans la matrice YVOy :

e une excitation directe des ions Eu®* dans le visible ou le proche U.V. avec un faible coefficient
d’absorption.
e une excitation a plus haute énergie (280 nm) via la matrice vanadate suivie d’un transfert

d’énergie entre les groupements VO3~ et les ions Eu’t.
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FiGg. 1.7 — Spectre d’excitation (Ae,,=617 nm) et spectre d’émission (Agps=280 nm) des NPs de
Y, Eu;_,VOy.

Le rendement quantique des NPs, i. e. le rapport du mombre de photons émis sur le
nombre de photons absorbés, sera présenté plus en détail dans le chapitre 2 et est compris
entre 7 et 20%.

Dans la mesure ol une excitation UV peut étre néfaste pour les cellules, nous nous sommes
surtout intéressés dans cette thése a une excitation directe des NPs via les ions Europium.
Plus précisément, les NPs seront excités via la transition “Fy ;-> Dy & 466 nm. Cette transition
a une section efficace faible qui se situe a plusieurs ordres de grandeur en dessous de celle
des autres sondes fluorescentes. Cependant, chaque NP est constituée de plusieurs dizaines
de milliers d’ions Europium. Nous verrons dans le chapitre 2 que ’absorption des NPs est
suffisante pour pouvoir les détecter individuellement. Enfin, nous détecterons la luminescence
émise liée a la transition *Dy-"Fy (615 nm et 619 nm).

Nous présentons dans la section suivante le dispositif expérimental utilisé dans cette thése

qui a permis de réaliser des études en NPs uniques.

1.3 L’approche molécules individuelles

1.3.1 Ensemble de molécules versus molécules individuelles

Cette thése est placée dans le cadre général de I’étude de phénomeénes physiques ou bio-
logiques a 1’échelle de la molécule individuelle. Ce cadre permet notamment d’obtenir des

informations inaccessibles aux expériences réalisées sur un ensemble de molécules. 24
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— Si nous supposons qu'une molécule peut exister par exemple dans deux états distincts,
I’étude sur un ensemble de ces molécules ne pourra révéler que 1I'"état moyen" dans
laquelle se trouvent ces molécules alors que chaque molécule ne peut pas exister dans
cet état moyen. En d’autres termes, les mesures d’ensemble permettent la détermination
d’une valeur moyenne sans accés a la distribution des états.

— De nombreux phénoménes physiques ou biologiques sont par nature transitoires ce qui
peut étre complétement transparent pour des mesures d’ensemble dans le cas notamment
ol une population biologiquement inactive domine ’echantillon d’étude. De plus, si ces
phénomeénes ne sont pas synchronisés, les mesures d’ensemble ne restitueront pas leur
dynamique réelle.

— Enfin, et cela procéde d'une évidence, les interprétations des mesures d’ensemble cherchent
toutes a inférer le véritable processus ayant lieu a 1’échelle de la molécule unique sans
toutefois posséder toutes les informations nécessaires a son élucidation ce qui entraine
qu’elles sont rarement univoques. La détection de molécules uniques permet de s’affran-

chir de ces incertitudes.

L’étude de molécules uniques est donc particulierement adaptée pour des phénomeénes bio-
logiques pour lesquels il existe généralement des sous populations ayant des activités, des
constantes de réaction ou encore des dynamiques distinctes. Dans le cadre du suivi de biomo-
lécules individuelles marquées par des sondes fluorescentes, la microscopie de fluorescence en
plein champ s’est imposée. Nous décrivons dans la section suivante ce dispositif expérimental

qui a été utilisé tout au long de cette these.

1.3.2 Montage expérimental

La microscopie en plein champ est la technique la plus répandue pour des expériences
optiques sur des molécules individuelles. Contrairement a la microscopie confocale ou non-
linéaire qui utilise un balayage du faisceau excitateur sur la zone & observer, la microscopie en
plein champ permet de réaliser en une seule acquisition une image d’une région dont la taille
peut étre relativement importante. Typiquement, des zones de 20 & 40 pm sont observées par

cette technique ce qui est tout a fait adaptée a la taille de la plupart des cellules.

L’excitation des NPs par la transition “Fg ;-°Dy emploie une des raies du laser Argon (465,8

nm). Un faisceau convergent arrive sur la face d’entrée de l'objectif du microscope (Axiovert
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100, Zeiss) afin d’élargir le faisceau excitateur au niveau de 1’échantillon. Une lame dichroique
est placée sur le parcours du faisceau afin de réflechir cette longueur d’onde d’excitation et
de transmettre ’emission des NPs apres leur excitation. L’objectif, de grossissement 100x
ou 63x, focalise le faisceau sur 1’échantillon. Typiquement, la zone éclairée est de 30 um par
30 um et les intensités incidentes utilisées proches de quelques kW. cm~2. Cet échantillon
(cellules, NPs...) est placé sur une lamelle de microscopie (épaisseur 170 pm) en verre ou
en silice. Les NPs excitées émettent alors de fagon isotrope; une partie de cette émission
est collectée par l'objectif. Typiquement pour un ojectif d’ouverture numérique 1.4 et un
coefficient de transmission & 617 nm de 0.88, 30 % des photons associés a cette émission sont
recoltés. Cette émission est ensuite transmise par la dichroique vers la caméra CCD ("charge
coupled device"). Un systéme afocal de lentilles permet d’assurer un grandisement de 8/5
de l'image formée sur la CCD. De plus, un filtre interférentiel étroit (617,AA= 8 nm) et
adapté a la transition radiative Dy-"Fy (615 et 619 nm) est utilisé pour rejeter au maximum
les différents signaux parasites (signal résiduel di au laser, fluorescence de la lamelle, des
cellules...). La caméra CCD est refroidie a I'azote liquide afin de limiter le bruit thermique
et est illuminée par l'arriére afin d’avoir un rendement quantique de détection important
(de l'ordre de 85 %). En tenant compte de I’ensemble des pertes, nous recoltons grace a ce
montage 9.6 % des photons émis par les NPs. Dans ’approche molécules uniques, ce nombre
de photons détectés est un des parameétres essentiels qui détermine notamment la précision
de localisation de chaque NP et la résolution temporelle avec laquelle on peut continuer a

détecter les NPs (cf. chap. 7).

1.4 Problématiques étudiées

Ce manuscrit est constitué de 6 chapitres (7 en comptant ce chapitre d’introduction)
relativement indépendants qui répondent & des problématiques différentes concernant ces
NPs. Ainsi, chaque chapitre comportera une introduction relative a ces problématiques. De
maniére transversale, nous pouvons dire que toutes ces études se situent dans le cadre d'une
approche des phénomeénes physiques ou biologiques a 1’échelle des molécules individuelles. Les
quatre premiers chapitres traitent d’aspects fondamentaux concernant ce type de NPs. Les
deux derniers chapitres portent sur des applications en biologie cellulaire.

Le premier chapitre s’intéresse a une méthode de détermination de la taille de ces NPs
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cellules...)
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ou en silice
Objectif 100x ou 63X,

(Huile, NA=1.4, Zeiss)
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(530 DCXR, Chroma)
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(617 nm/8M, Chroma)

Systeme optique
afocal (G=8/5)

Caméra CCD illuminée par
I'arriere, refroidie a I'azote
(LN/CCD-400-PB, Princeton instruments)

Caméra

F1G. 1.8 — Dispositif expérimental de microscopie d’épifluorescence en champ large. La lentille de tube a été
omise dans le schéma.

par voie optique. Cette méthode est basée sur la correspondance entre le nombre de photons
émis par chaque NP et sa taille. Les différents paramétres dont dépendent cette détermination
ainsi que le traitement d’images permettant d’accéder a une estimation précise du nombre de

photons émis seront discutés. [?’]

Le second chapitre traite de la photophysique des NPs. Seront détaillés les différentes ca-
ractéristiques du photoblanchiment des NPs, son origine et un modeéle analytique permettant
d’en rendre compte. Cette étude conduira & un lien direct entre la baisse du nombre de pho-
tons émis au cours du temps par NP et une photo-réduction des ions Europium. Ceci sera a
la base de I'application de ces NPs en tant que senseurs a peroxyde d’hydrogéne.

Le troisiéme chapitre porte sur des expériences de transfert d’énergie résonant (FRET)
entre NPs et fluorophores organiques de type cyanine. 26l

Le quatriéme chapitre est dévolu a la fonctionnalisation des NPs et a leur couplage avec
des biomolécules d’intérét. Nous présenterons tout d’abord le processus d’enrobage des NPs

par une couche d’alcoxysilane réalisé au LPMC. Ceci sera le point de départ du travail effectué
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au LOB aboutissant au couplage des NPs avec notamment des toxines et & une méthode de
détermination du nombre de protéines par NP individuelle. 2]

Les cinquiéme et sixiéme chapitres seront consacrés aux applications de ces NPs dans
les domaines, respectivement, de la détection de la production de HyO4 intracellulaire et au
suivi de toxines ¢ individuelles fixées & leur récepteur membranaire. Notons enfin que nous ne

discuterons pas dans ce manuscrit le marquage des canaux sodiques par ces NPs. 2l
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Chapitre 2

Détermination optique de la taille des

nanoparticules

2.1 Enjeux et objectifs

Pour connaitre la taille d’objets nanométriques, l'outil le plus couramment utilisé est le
microscope électronique. Suivant les travaux de de Broglie donnant la correspondance appro-
chée entre la longueur d’onde, la masse et la vitesse associées a une particule, il est possible,
a 'aide d’un faisceau d’électrons suffisamment accelerés, d’obtenir une image de ces objets
avec une résolution inférieure au nanomeétre. La microscopie électronique, notamment celle en
transmission, s’est imposée comme 1’outil de référence pour mesurer la taille et la dispersion
en taille des nanoparticules, leur morphologie et leur cristallinité. Les études en diffraction
des rayons X donnent toutefois pour la cristallinité des informations plus précises telles que
le type de phase cristalline et la longueur de cohérence des domaines monocristallins. Cepen-
dant cette technique nécessite pour son utilisation la présence d’une personne spécialiste a
méme d’effectuer les réglages et alignements parfois fort fastidieux et suffisamment de temps

d’expérimentations.

Une autre technique est couramment utilisée : la diffusion dynamique de la lumiére (DDL).
Briévement, elle consiste & mesurer et & analyser les fluctuations de 'intensité laser diffusée I
au cours du temps par une solution colloidale. Pour ce faire, on définit une fonction d’auto-

corrélation C(S)ty) ou § et ty représentent respectivement le vecteur de diffusion et le retard
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temporel :

C(5,t0) = (I(5.0), I(5.t)) = lim — /O HEOIG 4 )it (2.1)

T—o0
Cette fonction d’autocorrélation est calculée pendant la mesure de diffusion pour des valeurs
discrétes de ty. On comprend alors aisément que pour des valeurs grandes de tg, les valeurs
I sont indépendantes et la fonction d’autocorrélation tend vers zéro. Il a été montré que la

fonction d’autocorrélation décroit de facon monotone en fonction de t; et peut s’écrire :
C(g,td> X 1+£]gl(§,td)\2. (22)

ou & est une constante experimentale et g; une fonction décroissante. Pour une solution
colloidale, monodisperse, diluée et constituée de particules sphériques, il peut étre montré
que :

2
g1(8,tg) = e_DS ta, (2.3)

Or, le coefficient de diffusion D est relié au rayon hydrodynamique Rj, des particules par la

relation de Stokes-Einstein :
kT

- 6mn Ry,

(2.4)

ou k;, désigne la constante de Boltzmann, T la température et 7 la viscosité du milieu. Ainsi,
dans ce cas idéal, on peut déduire le rayon hydrodynamique des NPs & partir de la mesure
de la fonction d’autocorrélation. De plus dans le cas de particules polydisperses, la fonction
g, peut étre écrite sous la forme de fonctions monoexponentielles pondérées. Pour extraire la
distribution en taille, on peut par exemple utiliser la méthode des cumulants ou la fonction

g, est developpée en termes successifs :

2

t
Ing,(5,ty) = —Ds*ty + 02345‘1 +... (2.5)

De cette présentation succinte, on comprend & présent que, si la solution colloidale est trop
polydisperse, les termes correctifs deviennent prédominants, rendant cette technique inopé-
rante et ce méme en utilisant des algorithmes itératifs plus développés. De plus, la diffusion
dynamique de la lumiére, mesurant le rayon hydrodynamique des particules, est trés sensible
a |’ état de surface des particules. Comme nous le verrons par la suite, la distribution en tailles

des NPs étant large et 1’état de surface devant souvent étre modifié au cours du processus de
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fonctionnalisation, il nous fallait trouver une méthode de détermination de la taille des NPs
qui pouvait étre effectuée plus précisément que la diffusion dynamique de la lumiére et plus

rapidement que la microscopie électronique en transmission.

Une autre possibilité aurait été d’utiliser des gels d’électrophorése. En effet, une des mé-
thodes classiques pour déterminer la masse de protéines ou bien de virus consiste a faire migrer
ces molécules chargées dans un gel par application d’un champ électrique. La distance de mi-
gration permet alors d’estimer leur masse par comparaison & une calibration effectuée sur des
molécules de masse connue. Dans notre cas, il aurait fallu utiliser, comme réference, des NPs
d’or ou semiconductrices ayant une charge de surface proche de celle des NPs d’oxyde. Il au-
rait donc fallu pouvoir non seulement quantifier précisement 1’état de surface des NPs d’oxyde
mais aussi reproduire & l'identique cet état sur des NPs de référence et ce pour chaque étape
de fonctionnalisation. On comprend alors que nous nous serions retrouvés avec une méthode

de caractérisation encore plus complexe que la microscopie électronique.

De ce qui précede découlent les premiéres justifications pour la mise au point d’'une mé-

thode différente de mesure de taille des NPs.

Dans une problématique de détection de molécules uniques, il nous faut par essence nous
assurer que les objets que nous observons sont bien des objets uniques. Un des avantages des
quantum dots (QDs) pour déterminer en microscopie leur présence individuelle est leur cli-
gnotement. La premiére observation de ce phénoméne sur des nanocristaux uniques de Cds 2!
montra que ’émission d’un nanocrystal unique apparait puis disparait de fagon intermittente.
Un grand nombre de recherches s’est attaché & comprendre 1’origine du phénoméne, essentiel-
lement la présence de piéges a porteurs de charge, et a le modéliser avec la distribution en loi
de puissances du temps pendant lequel le nanocristal n’emet pas[*%3! ou bien avec les vols de
Lévy 32331 décrivant plus globalement le phénomeéne d’intermittence. Le point intéressant est
que l'observation de 'intermittence de I’émission d’un spot en microscopie de fluorescence, i.e.
I'image d’un objet lumineux dont les dimensions sont inférieures a la résolution du microscope
limitée par diffraction (typiquement la moitié de la longueur d’onde d’émission), est rendue
impossible si plusieurs nanocristaux semiconducteurs se trouvent a une distance inférieure a
ce que peut résoudre spatialement le microsocope. Ainsi, I'intermittence de I’émission et les
distributions de temps associées permettent de s’assurer que la tache de diffraction putati-
vement liée a un nanocrystal correspond bien a un nanocrystal unique. Insistons toutefois

sur le fait que I'observation d’une intermittence ne constitue pas une preuve suffisante dans
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la mesure ot 'on peut toujours 1'observer avec deux nanocristaux semiconducteurs proches
mais avec précisément une modification significative des distributions des temps dans 1’état
"noir". [34]

Pour les fluorophores organiques, une méthode simple 14 aussi permet de déterminer si
I'objet observé est unique. Il s’agit d’enregister le signal de luminescence au cours du temps et
d’observer le phénomeéne irréversible de photoblanchiment qui se manifeste par une décrois-
sance abrupte du signal. A partir du nombre de marches observées dans un spot donné, on
déduit le nombre de fluorophores. Ainsi la présence d’un marche unique assure que le spot
correspond bien & un fluorophore unique.

Un autre phénomene, I’anti-bunching, permet aussi de s’assurer de la présence d’'un centre

e[3%36] Méme si ce phénomeéne a une origine purement quantique, nous pouvons

émetteur uniqu
nous en faire une image classique satisfaisante. Dans une expérience de corrélation temporelle
de I’émission, on enregistre la probabilité qu'un photon arrive sur le détecteur a t>0 sachant
qu’un photon est arrivé & t=0. Aprés I’émission du photon a t=0, le systéme quantique
représentant I’émetteur unique se trouve dans son état fondamental. La probabilité d’émettre
un second photon est donc nulle. En moyenne, il faut attendre suffisamment de temps, de
I’ordre de la moitié de la période dite de Rabi, pour qu'un second photon puisse étre émis aprés
excitation vers un des niveaux excités de I’émetteur unique. Ainsi, dans les cas des fluorophores
organiques et des nanoparticules semiconductrices qui peuvent étre décrites comme des atomes
artificielles, la mesure de la corrélation temporelle de I’émission permet de déterminer si un
centre émetteur est unique.

Dans la mesure ou les nanoparticules d’oxyde dopées par des ions terres rares sont consti-
tuées d'un grand nombre de centres émetteurs, nous ne pouvons en aucune maniére observer
ni 'intermittence éventuelle de leur émission ni un photoblanchiment par marches ni 1’anti-
bunching.

C’est précisément dans ce contexte qu’est né le désir de mesurer la taille des NPs par
des mesures optiques en microscopie. En effet, si nous pouvions étre capable de déduire la
taille a partir d’'une mesure optique alors nous pourrions étre capable de savoir si le spot de
diffraction correspond a une NP plutot qu’a deux en admettant simplement que le signal de
deux NPs est égal au double de celui correspondant a une. La condition nécessaire est que la

distribution en taille soit suffisamment étroite.

Nous nous proposons dans la suite de présenter une méthode originale et applicable a
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toutes les NPs fluorescentes constituées d’un grand nombre de centres émetteurs.

2.2 NPs de YVO4Eu : un ensemble de systémes a trois

niveaux équivalents

De maniére générale, chaque centre émetteur fluorescent, de part ces caractéristiques pho-
tophysiques, émet un nombre déterminé et déterminable de photons pendant un intervalle
de temps donné. En microscopie optique de NPs uniques, nous pouvons assigner a chaque
NP individuelle un nombre de photons émis. De plus, le nombre de photons émis par une
NP correspond, sous certaines conditions, au nombre de photons émis par un centre émetteur
multiplié par le nombre de centres émetteurs par NP. Dans le cas d’un dopage homogéne d’une
matrice cristalline, le nombre de dopants présents dans chaque unité cristalline est constant.
Connaissant les paramétres de maille, i.e. les distances caractéristiques entre chaque unité,
on peut calculer le nombre d’unités cristallines et donc le nombre de centres émetteurs pour
une taille donnée de NPs. Ainsi, nous pouvons déduire du nombre de photons émis par une
NP la taille de cette NP.

Dans ce qui suit, nous allons nous attacher tout d’abord & présenter dans quelle mesure
un centre émetteur unique peut émettre un nombre de photons déterminé en ayant recours a
la modélisation simple d’'un systéme a trois niveaux. Ensuite, nous verrons comment effectuer

la généralisation a un ensemble de systémes a trois niveaux équivalents.

2.2.1 Le systéme a trois niveaux

De maniére générale, le modéle le plus simple pour décrire la fluorescence d’'un émetteur
est celui & deux niveaux : un photon excitateur provoque avec un certain taux par unité
de temps, w, la transition de I’état fondamental (0) a Iétat excité (1), ceci idéalisant les
différents niveaux d’énergie du centre émetteur. Une fois ce centre promu dans son état excité
il peut soit émettre un photon avec un taux par unité de temps k, soit se désexciter de fagon
non-radiative avec un taux par unité de temps k,,.. Comme nous le verrons en détail dans le
chapitre 2, les ions Europium pouvant étre photo-réduits, il faut alors tenir compte dans le
modele de la possibilité que ces centres deviennent non-fluorescents. On introduit de maniére

classique un troisiéme niveau (2) dans cette description et un taux k.
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Enfin, dans la mesure ou cet état réduit ne peut pas rapidement s’oxyder, il n’est pas utile
de considérer un taux de passage entre I'état (2) et (0).
Ce modéle décrivant complétement le systéme, on assigne une certaine probabilité de

présence de I’émetteur dans chacun de ces niveaux représentée par Ny, Ny et Nj.

N,
y
Kor FIG. 2.1 — Systéme & trois niveaux représen-
w K K N, tant I’état des ions Europium (état fondamen-
nr r tal de I'ion Europium 3+ : 1, état excité de
I’ion Europium 3+ : 2, état représentant ’ion
Europium 2-+.)
N VY V
0

Ce modele classique va nous permettre d’exprimer simplement le nombre de photons émis
par un ion Europium pour un intervalle de temps donné. Nous proposons par la suite une
rapide dérivation de ce nombre ce qui donnera également lieu a la présentation des différentes
caractéristiques photophysiques des ions Europiums.

On écrit, tout d’abord, le systéme d’équations différentielles régissant le systéme :

dNy

W = —QJNO + k’Nl (26)
AN
d—tl = wNy — (k+ kp) Ny (2.7)
AN,
— pe N1 (2.8)

en notant k, la somme des deux taux k, et k,,.
Le paramétre w est directement relié a o, la section efficace d’absorption des ions Europium
trivalents (1.41.1072! ecm?), a I, l'intensité incidente, et & hv, 'énergie des photons incidents,

h étant la constante de Planck et v la fréquence des photons incidents, par I’équation :

ol
w=-—. 2.9
hv (2.9)
D’une part, comme l'intensité incidente couramment utilisée dans nos expériences est de
lordre de 5 kW.cm™2, w est proche de 20 s~!. D’autre part, le temps de vie du niveau
excité est proche de 500 us ce qui correspond a un k de l'ordre de 2000 s—!. Ainsi, il y a

approximativement deux ordres de grandeur entre ces deux taux de passage. Nous reviendrons

sur ce point plus loin mais dés & présent nous pouvons considérer que le processus d’émission
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de photons est trés éloigné d’une quelconque saturation du niveau excité.

Le nombre de photons émis est directement relié¢ a I’évolution de N;. Nous allons tout
d’abord déduire cette évolution dans le cas ot il n’existe pas de réduction, i.e. k,, =0. L’évo-

lution de Ny s’écrit, en supposant que N;(t=0)=0, simplement comme :

Ni(t) = wiku _ e (wA k)t (2.10)

ce qui compte tenu des ordres de grandeur donnés plus haut se simplifie en :

Y1 — ek, (2.11)

M) = =

Il est alors important de noter qu’au bout de quelques millisecondes, le systéme atteint un
état quasi-stationnaire. De plus, l'intervalle de temps dans lequel nous récoltons les photons
étant de 'ordre de quelques centaines de millisecondes pour ce type de NPs, nous pourrons

par la suite négliger le temps nécessaire pour arriver a 1’état quasi-stationnaire.

Intéressons nous maintenant au cas plus réel décrivant aussi le processus de réduction. Dans
la mesure ot les temps de photo-réduction sont supérieurs a la seconde (k,, <1 s), nous voyons
apparaitre dans le systéme d’équations différentielles précédent deux échelles de temps : 'une
pour les processus d’absorption et d’émission et ’autre pour celui de photo-réduction. On
peut alors considérer que N; atteint sa valeur stationnaire avant que ne débute le processus
de photo-réduction. Cette fois, ’évolution de N; s’écrit donc :

k., w
w 2

Nl(t):w+ke wtk (2.12)

Ainsi, si nous définissons le temps caractéristique de photo-réduction 7, comme :

T = éw:k (2.13)
1k
~ k_m;’ (2.14)
I’évolution de Ny peut s’écrire sous la forme :
Ni(t) = %e_ﬂir. (2.15)
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Le nombre de photons émis N, pendant I'intervalle de temps [0,T] se déduit simplement de
I’évolution de N; en notant qu’un photon est émis avec une probabilité k, a chaque fois que

I’ion Europium se trouve dans son état excité. Ainsi, on obtient :

b [ A
Ny = wk’"/e_Tm dt’ (2.16)
0
k, I
- wk (1—¢ )1, (2.17)

Enfin, en définissant le rendement quantique Q comme le rapport % ce qui correspond concré-
tement au rapport du nombre de photons émis sur le nombre de photons absorbés, on aboutit
a:
I
Ny = wQ(1 —e P)7y,. (2.18)
Ainsi, de maniére théorique si 'on connait le taux w, le rendement quantique et le temps
caractéristique de photo-réduction, on peut remonter au nombre de photons émis par un
centre émetteur. Il est bien str impossible de mesurer ces différents parameétres pour un
centre émetteur unique, les mesures se faisant en général soit sur une NP individuelle soit en
solution sur un ensemble de NPs. A ce point de raisonnement, il est intéressant de décrire de
maniére qualitative comment sont réalisés les mesures de ces différents paramétres et quelles
peuvent-étre leurs distributions associées. L’intensité incidente et les temps caractéristiques
de photo-reduction pouvant étre mesurés précisément a 1’échelle de la NP unique ne posent
pas de problémes de détermination et seront détaillés plus loin. Le but de ce qui suit est de
s’assurer que la variabilité inhérente a ces différents paramétres n’est pas trop importante ce
qui rendrait impossible toute mesure absolue de la taille. Autrement dit, nous voulons savoir
si nous pouvons généraliser ce dernier résultat & une NP en supposant que tous les centres
emetteurs sont équivalents.
Dans ce qui suit, nous allons examiner la variabilité des deux parameétres intervenant dans

le calcul de la taille : le taux d’excitation w et le rendement quantique Q.

2.2.2 Variabilité du taux d’excitation w

Le parameétre w contient essentiellement la section efficace d’absorption, o, qui peut étre

variable. La structure électronique des ions lanthanides, dont I’Europium fait partie, est ca-
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ractérisée par une couche électronique [Xe]4f" incompléte et protégée de l’environnement
extérieur par les couches externes remplies 5s et 5p. Les orbitales électroniques [Xe]4f", moins
étendues spatialement que les orbitales externes 5s et 5p du Xenon, sont des orbitales électro-
niques internes, non liantes. Ces ions sont ainsi peu sensibles au champ cristallin dans lequel
ils sont insérés, ce qui se traduit sur un diagramme en coordonnées de configuration par la
superposition des niveaux d’énergie des différents états 251 L ; issus de la configuration 4f".
En conséquence, les transitions optiques intraconfigurationnelles sont associées & des raies trés
fines. La section efficace d’absorption ¢ de la transition considérée a savoir la transition dipo-
laire électrique forcée “Fyy; —° Dq peut donc étre mesurée précisément et la dispersion pour un
ensemble de centres émetteurs reste réduite. Les NPs de Y;_,Fu,V O, ont été extensivement
étudiées du point de vue chimique et spectroscopique par nos collaborateurs du Laboratoire
de Physique de la Matiére Condensée a ’Ecole Polytechnique. Nous renvoyons également le

lecteur & la thése de Arnaud Huignard datant de 2001. 157!

2.2.3 Variabilité du rendement quantique Q

Contrairement au taux d’excitation, le rendement quantique, (), nécessitera une apprécia-
tion plus poussée. Aprés avoir présenté la méthode de détermination du rendement quantique,
nous présenterons les résultats portant essentiellement sur la valeur du rendement quantique
et du temps de vie du niveau excité des ions Europium en fonction du taux de dopage et du
solvant considéré. Ceci nous permettra de savoir si tous les ions Europium possédent le méme
rendement quantique. Cette étude est basée sur des résultats obtenus en partie par le LPMC

mais les interprétations de ces résultats sont originales.

Détermination du rendement quantique

Tout d’abord, le rendement ne peut pas étre mesuré facilement en excitant directement
les ions Europium car le spectrofluorimétre dont nous disposons ne permet pas d’acceder
précisément & des émissions faibles. L’equipe du LPMC détermine le rendement quantique en
excitant les ions vanadates qui agissent alors comme groupements sensibilisateurs[*®l. Cette
excitation provoque la création d’'un exciton de Frenkel qui peut migrer thermiquement de
site en site, puis étre piégé par un ion Europium. Ce transfert d’énergie, vraisemblablement

lié & une interaction d’échange, donne lieu & I'excitation des ions Europium dans un état 5D;.
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Ils se désexcitent de facon non-radiative par émission de phonons vers le niveau °Dy : c’est a
partir de ce niveau que se produisent les transitions radiatives dont nous cherchons a estimer
I'importance. Ainsi, aprés avoir démontré que le rendement de ce transfert était proche de
100% pour les taux de dopage autour de 30% (nous reviendrons sur ce point dans la suite),
nous en avons conclu que le rendement basé sur une excitation des groupements vanadates
était équivalent a celui basé sur une excitation directe.

De maniére pratique, ce rendement est mesuré en comparant les intensités intégrées des
signaux de luminescence d’une solution de référence et de ’échantillon a étudier pris dans les
mémes conditions expérimentales (longueur d’onde d’excitation fixée a 280 nm ; absorbances
identiques et inférieures a 0.3). La solution de référence choisie par I’équipe du LPMC est la
rhodamine 6G dans I’éthanol, dont le rendement quantique est de 96%.

Nous disposons donc d’une mesure précise du rendement quantique. Toutefois, puisque
cette mesure est faite en solution sur un ensemble de NPs, nous ne savons pas encore si les
différents centres émetteurs possédent le méme rendement. Pour répondre & cette question,
nous nous proposons de revenir a la premiére définition de ce rendement, puis d’étudier

I'influence du taux de dopage sur le rendement quantique.

Influence du taux de dopage, de la taille et de I’échange de solvant sur le rende-

ment quantique

Afin de donner un cadre de reflexion a I’étude de ces influences, nous revenons sur 1'une
des définitions du rendement.

Ce rendement est défini comme le rapport entre la probabilité de transition radiative et la
somme de celle radiative et non-radiative. Comme nous 1’avons énoncé plus haut, au premier
ordre, le taux radiatif ne doit pas dépendre de I’environnement puisqu’il est directement relié a
la force d’oscillateur de la transition considérée peu sensible au champ cristallin. A contrario, le
terme non-radiatif dépend fortement de I’environnement. Il peut-étre décomposé, au premier
ordre, en la somme de deux contributions, I'une symbolisant 'interaction entre les ions k;o,—ion

et I'autre celle entre les ions et leur environnement k;q,—eney -

knr = kion—ion + kion—env- (219)

e Interaction entre ions dopants
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Etudions d’abord le premier terme. Il est utile d’observer comment se comporte le rende-
ment quantique lorsque nous modifions le taux de dopage des NPs synthétisées par deux voies
de syntheéses différentes. La principale différence entre ces synthéses est que la distribution en
taille des NPs obtenues par la voie citrate est plus étroite et centrée autour de 8 £3 nm alors
que celle obtenue par la voie précipitation/redispersion est plus large et centrée autour de 35

+10nm (données obtenues en MET). "l La figure suivante a été obtenue au LPMC.

18+

154

qé 121 FiG. 2.2 — Rendement quantique des
:% ol NPs synthétisées par la voie precipipa-
=R tion/redispersion (cercle vide) et par la voie
£S5 6 de complexation par le citrate (carré plein)
GE) en fonction du taux de dopage en Europium.
S 3] Figure extraite de la thése de Arnaud Hui-
3 ol ° gnard. 37!
0 10 20 30 40 50

taux de dopage en %

Deux points sont particulierement intéressants dans ces resultats. Tout d’abord, nous
remarquons qu’il existe un optimum de concentration, 7. e. un taux de dopage pour lequel le
rendement quantique est maximal et qui est, de plus, peu marquée (relativement au matériau
massif). La diminution a fort taux de dopage résulte d’interactions entre les ions dopants sous
au moins 'une des trois formes suivantes! :

— L’énergie excitatrice est perdue depuis le niveau émetteur par des phénomeénes de re-
laxation croisée entre les ions dopants. Ce phénomeéne se produit lorsque la différence
d’énergie entre les deux niveaux mis en jeu dans le processus d’émission d’un ion dopant
peut-étre réabsorbée par un autre ion dopant & partir de son niveau fondamental.

— L’¢énergie excitatrice peut migrer au sein du solide par transfert d’énergie résonnant
entre les ions dopants. La probabilité de rencontrer un piége de luminescence (défauts
cristallins ou défauts de surface) augmente alors fortement, ce qui induit une diminution
substantielle du rendement quantique.

— Les ions dopants peuvent s’apparier et former des centres non-luminescents.

Ainsi, a partir d’un certain taux de dopage, ces phénoménes deviennent prédominants et

entrainent une diminution du rendement de luminescence : on parle alors d’extinction par
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concentration. Le taux de dopage que nous utilisons classiquement se situe entre 20% et
40%,i. e. autour de I'optimum de concentration. Ainsi, pour ces dopages, l'effet d’extinction
par concentration symbolysée par k;,,_io, reste faible.

Dans tous les cas, cet effet ne nous aurait pas géné puisque il n’y a aucune raison de
considérer que son amplitude soit différente pour certaines NPs ou méme pour certaines
regions a l'intérieur d’'une NP. Nous verrons cela dit dans la suite que 'incorporation des ions
Europium lors de la synthése se fait de maniére homogéne ce qui laisse penser que chaque
ion est soumis a la méme influence de la part de ses voisins. Ainsi, pour revenir a la question
initiale, la part du rendement quantique rendant compte de l'interaction entre ions peut-étre
considérée comme invariante d’un centre émetteur & un autre. Toutes choses étant égales
par ailleurs, cette contribution du rendement quantique mesurée sur un ensemble de NPs
correspond donc a celle mesurée sur un centre émetteur.

e Interaction entre les ions dopants et leur environnement

Le deuxiéme point essentiel est que la Fig. 2.2 ne montre pas de changement significatif,
compte tenu de 'erreur relative sur la mesure du rendement (de l'ordre de 10%), sur les
rendements mesurés pour des tailles différentes de NPs, et ce quelque soit le taux de dopage.
Ainsi, l'interaction entre ions dopants et environnement ne dépendra pas de la taille des
NPs. Ce résultat est particuliérement important et indique que sur la gamme de tailles,
typiquement de 10 nm & 50 nm que nous voulons mesurer optiquement il n’y aura pas d’erreurs
systématiques sur la mesure du rendement et donc sur la mesure de la taille.

Ce point mérite d’étre plus profondément interrogé tant il apparait comme crucial mais
aussi comme paradoxal.

e Extinction de la luminescence des ions Europium par les ions hydroxyles

En effet, les Europium sont bien connus pour avoir une émission qui peut étre éteinte effi-
cacement par les ions hydroxyles.[*! Ce mécanisme a pour origine ’adéquation entre I’énergie
de la troisiéme harmonique vibrationelle de la liaison O-H des ions hydroxyls et la différence
d’énergie entre le niveau émetteur et le niveau fondamental des ions Europium. Ainsi, par
relaxation multiphonon, la luminescence des ions Europium peut étre presque totalement
éteinte. Ces ions étant évidemment présents dans tout solvant acqueux, on se serait attendu &
ce que l'effet des hydroxyles sur les NPs de faible taille et donc sur le rendement soit beaucoup
plus important que sur celles de taille plus importante. Nous allons dans la suite expliquer ce

paradoxe apparent.



2.2 NPs de YVOg4:Eu : un ensemble de systémes a trois niveaux équivalents 37

e Transfert des NPs dans le D,O

L’équipe du LPMC a alors remplacé le solvant constitué d’eau simple par celui d’eau lourde
(D20), le principe étant que cette fois ce n’est plus la troisiéme mais la cinquiéme harmonique
qui est impliquée dans le processus non-radiatif ce qui diminue d’un facteur 200 'efficacité
du phénomeéne®!. Les résultats montrent que cet échange de solvant multiplie en moyenne
par 2.1£0.2 le rendement des NPs synthétisées par la voie precipitation /redispersion et par
2.3£0.2 le rendement des NPs synthétisées par la voie citrate. On voit donc que malgré la
différence de taille importante entre ces deux syntheses les résultats sont assez similaires. Ceci
confirme donc le fait que le rendement quantique est indépendant de la taille mais ne permet

toujours pas d’expliquer pourquoi.

Influence du taux de dopage, de la taille et de I’échange de solvant sur les temps

de vie

Pour confirmer I’étude précédente, nous regardons a présent ces différentes influences sur
les temps de vie. Les courbes suivantes ont été obtenues au LPMC par Arnaud Huignard a

I’aide du spectrofluorimétre présenté précedemment.
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FiGc. 2.3 — Temps de vie de 1’émission

1000+ des NPs synthétisées par la voie precipipa-
tion/redispersion(en rouge) et par la voie de

Temps de vie en ps
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complexation par le citrate (en noir); carré
600- plein (vide) en presence de H20O (D-20). Fi-

gure extraite de la thése de Arnaud Hui-
400+ 4. 137

gnard.

Taux d'europium en %

Nous voyons tout d’abord que la forme des courbes en fonction du taux de dopage n’a
pas la méme allure que celles obtenues sur les rendements quantiques, notamment pour les
faibles taux de dopage. Ceci s’explique par le fait que pour un dopage faible (moins de 20%)
le transfert d’énergie entre ions vanadates et ions Europium se fait plus difficilement.

Les temps de vie de ces deux types de NP dans I’eau simple sont tout a fait semblables ce

qui confirme la similarité des courbes de rendement obtenues pour les deux voies de synthése
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et donc pour les deux tailles. Pour la région de dopage qui nous concerne a savoir entre 20%
et 40%, on retouve un changement du temps de vie d’'un facteur 2.2 & 0.2 dans le cas des

grosses NPs et d’'un facteur 2.3 £ 0.2 pour les petites.

Les points importants dans ce propos sont d'une part que ’on retrouve dans les mesures
de temps de vie 'amplitude de 'amélioration des rendements par transfert dans I’eau lourde
et d’autre part que ce gain est peu différent selon les synthéses. Nous proposons dans la suite
un modéle simple permettant d’estimer 'effet du transfert de solvant sur les rendements ainsi
que des mesures de déclin de fluorescence plus précise que celle présentées précédemment qui

nous permettront d’estimer les parameétres de ce modéle.

Modélisation simple du rendement quantique des NPs par deux systémes de ren-

dement différent

Aprés cette confirmation, revenons sur la valeur de ce gain de rendement. En remplagant
I’'eau par du D50, nous observons une augmentation du rendement et du temps de vie d’un
facteur deux. Pour tenter de clarifier ce point, nous proposons un modéle simple décrivant

I'influence des ions hydroxyles sur le rendement des NPs.

La description théorique compléte nécessiterait en fait de connaitre la fonction F(r), r
étant la distance des ions Europium par rapport a la surface, représentant 1’évolution du
rendement quantique des centres émetteurs en fonction de leur distance par rapport a la
surface. Supposons que cette fonction existe et est suffisamment continue, alors nous pouvons
integrer cette fonction sur deux ensembles distincts contenus dans la NP (le centre et la
surface). Puisque nous ne pouvons en aucune fagon accéder a cette fonction, nous raisonnerons

par la suite directement sur ces deux ensembles.

Un premier ensemble ayant un rendement moyen de (), et représentant la fraction, a, des
centres émetteurs en volume située au coeur de la NP ne subit pas du tout l'influence des
groupements hydroxyles. Un second ensemble décrit par ), et b, 7. e. 1-a, et représentant la
fraction des centres émetteurs en surface subit en revanche leur influence. De plus, i représen-
tant les deux expériences avec (2) et sans D20 (1), nous devons rajouter deux conditions : les
deux rendements doivent étre inférieurs a approximativement 0.3 et le rapport des rendements

globaux Q? sur @} doit étre égal a deux car avec D,O le rendement global est de 0.3 et sans
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D50 de 0.15 (Cf. Fig. 2.2).

dQ,+(1-a)Q, = Q (2.:20)
ViQ, Qi < 0.3 (2.21)
Vi Q,,Qp > 0 (2.22)
Q—tj = 2 (2.23)
Qi

Par construction, ce systéme se simplifie en :
aQl +(1—a)Q, = 0.15 (2.24)
aQl +(1—-a)Q. = 0.3. (2.25)
(2.26)

De 14, on déduit les trois relations suivantes :
Q. = 03 (2.27)

20 -1

Q = 0.15 —— (2.28)

1
b > 3 (2.29)

Q! doit etre égal a 0.3 puisque pour le coeur de la NP nous devons retrouver le résultat
avec DO (absence d’influence des ions hydroxyles). La Fig. 2.4 rend compte de 1'équation

précédente.
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FIG. 2.4 — Modélisation de la dépendance du

J rendement quantique en fonction de la fraction
o des centres émetteurs de surface.
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Forts de ces premiers ordres de grandeurs, nous pouvons aborder a présent I'étude sur
les déclins de ’émission des ions Europiums en fonction du temps dont I'allure pourra nous
renseigner plus précisément sur I'importance relative de ces deux zones. Ceci nous permettra

de comprendre, indirectement, pourquoi le rendement ne dépend pas de la taille des NPs.

Mesure des déclins de fluorescence

Pour quantifier précisément le déclin de fluorescence des ions Europium, nous avons monté
notre propre systéme de détection. Briévement, ce systéme est constitué d’'une source laser
Argon émettant & 466 nm, permettant d’exciter directement les ions Europium, d’un chopper
mécanique tournant a 10000 tr/mn pourvu d’une pale possédant une zone pleine et une zone
trouée, d'un systéme de lentille pour collecter puis focaliser ’émission des NPs contenues
dans une cuve, d’un filtre interférentiel centré autour de la raie d’émission principale des ions
Europium et enfin d’'un photomultiplicateur reli¢ & un oscilloscope numérique. Ce systéme
nous permet de collecter précisément les photons émis lors du déclin de fluorescence sur une
plage allant de 20 ps a 3000 us apres arrét de 'excitation.

Il nous faut tout d’abord exprimer 1’évolution du nombre de photons émis au cours du
temps pour les deux ensembles (coeur et surface). Nous pouvons écrire de ce qui précéde que
le nombre de photons émis en régime stationnaire N;,i“t pour un ensemble constitué de Neenires
équivalents en terme de rendement (par construction) est égal a :

N;,tlat = Neentres W ky T. (2.30)

Lorsque I'on coupe l'excitation, le nombre de photons émis pour les deux ensembles décrits

précédemment s’en déduit :
_t _1
Npin(t) = Neentres w ky (aTpe Ta + (1 —a)me o). (2.31)

Par le méme type de raisonnement que sur I’échange HoO /DO dans le cas du rendement,
on aboutit a la conclusion que 7, doit étre égal au temps de vie en présence de D,O. Ceci
équivaut dans le cas des NPs issues de la synthése précipitation/redispersion a 1350 ps pour

un dopage de 20% et a 1000 ps pour un dopage de 40% (cf. Fig. 2.3).

Il reste donc a savoir quelle est la véritable valeur de la fraction "a" qui, nous le rappelons
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représente la fraction de centres émetteurs situées au centre de la NP, insensible & I'influence
des hydroxyls de surface, et de valeur inférieure a 0.5.

Dans une premiére approche considérons que les déclins sont décrits par un seul type de
centres émetteurs. Nous présentons dans les deux figures suivantes les déclins de fluorescence
pour des NPs dopées 20% et 40% (grosses tailles) ainsi que les résultats des ajustements

monoexponentiels associés. Compte tenu des valeurs des R? élevées : 0.9973 (20%) et 0.9982

Tension en V
Tensionen V

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Temps en s Temps en s

F1G. 2.5 — déclin de fluorescence pour des NPs dopées 20% (gauche) et 40% (droite), ajustements monoex-
ponentiels : 588.2+ 0.8 us pour 20% et 483.6+ 0.5 us pour 40%.

(40%), nous pouvons déja supposé que la fraction a représentant le coeur est faible.

Nous appliquons a ces déclins un ajustement décrit par la formule :

Npn(t) = Nz?h(aTae_% +(1— a)Tbefftib) (2.32)

1

Pour les NPs dopées a 20%, 'ajustement converge vers un comportement entiérement
monoexponentiel avec un temps de vie de 588.2+0.8 us. Pour les NPs dopées a 40%, 1'ajus-
tement converge vers une valeur pour la fraction a de 4+2% et un temps de vie de 166+6
us et pour la fraction b un temps de vie de 52147 ps. On observe donc dans les deux cas
un comportement globalement monoexponentiel et qui ne présente aucunement un temps de
vie proche de celui observé dans le cas des NPs introduites dans du D,O. Ceci implique la
conclusion majeure suivante : I'influence des ions hydroxyles se fait ressentir dans une zone
de la NP beaucoup plus profonde que ce a quoi on aurait pu s’attendre. Ceci est a rapprocher

des résultats obtenus sur les deux tailles de synthése. Nous avions trouvé que pour des NPs
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de taille de I'ordre de 8 nm et pour celles de 35 nm, les effets sur les rendements ou les temps
de vie de I’échange de solvant étaient tres similaires. Nous comprenons a présent pourquoi la
distance caractéristique de pénétration de l'effet d’extinction par les hydroxyles étant élevée,
au moins 10 nm, les NPs de différentes tailles ressentent de la méme maniére (ou quasiment)
cette extinction de luminescence.

De maniére plus physique, on peut se demander comment cette extinction peut se faire
sur ces distances relativement importantes. Comme nous ’avions mentionné le mécanisme de
quenching se fait par relaxation multi-phonons entre le niveau excité des ions Europium et
les ions hydroxyles. Grace a une propagation de l'excitation d’un site Europium a un autre,
cette désexcitation non radiative par les ions hydroxyles peut également avoir une influence

pour des excitations d’ions Europium localisées initialement au coeur de la NP.

2.2.4 Conclusions

Dans le but que nous nous étions fixé, a savoir éviter toute erreur systématique sur le
calcul de la taille en raison du mécanisme de "quenching" provenant de la surface et donc
dépendant de la taille, les résultats précédents étaient nécessaires. Il est important de sou-
ligner que ces résultats ne démontrent pas que les centres émetteurs sont rigoureusement
équivalents, puisqu’il existe une distribution de distances entre centres émetteurs et surface.
En revanche, comme la taille des NPs ne joue pratiquement pas, paradoxalement, de role dans
I'importance de ce "quenching", nous pouvons considérer que le rendement quantique mesuré

sur un ensemble de NPs est équivalent au rendement moyen d’une NP individuelle.

Cependant, les études menées par le LPMC et aussi par le LOB ont montré qu’il existait
aussi un autre mécanisme important de baisse du rendement de luminescence. Les données
obtenues par diffraction des rayons X (RX) ont révélé que dans le cas de la synthése par
précipitation puis redispersion, les dimensions des domaines monocristallins étaient bien plus
faibles que les tailles de NPs révélées en MET. Il est donc apparu clairement que la synthése
de ces NPs se faisait par agrégations sucessives d’entités primaires de tailles caractéristiques
correspondant aux données de RX. De plus, la présence de nombreux défauts cristallins au
sein des NPs implique la présence de voies de recombinaison non-radiatives supplémentaires
ce qui diminue d’autant le rendement quantique. Ceci pourrait poser probléme si la densité

de défauts n’était pas indépendante de la taille. Or, comme nous venons de l'indiquer, ces
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défauts se situent dans tout le volume de la NP, il n’y a donc pas de raison de penser que la
densité de défauts dépende de la taille. Nous discuterons plus dans le détail 'importance de
ces défauts cristallins dans le chapitre 3.

Ainsi, avec une certaine sérénité, nous pouvons écrire que le nombre de photons émis par
NP, constituée de N cpires pouvant étre considérés comme équivalents, se déduit bien de celui

émis par un centre émetteur unique par la relation suivante :

T
Npp = Neentresw Q (1 — € Tpr ) Tpr- (2.34)

Enfin, le N .pies pour une NP de rayon R peut alors étre facilement trouvé en notant que
chaque maille cristalline contient 4 ions vanadates et 4 ions Europium pour un dopage de
100%. Le volume "V" de la maille cristalline a été mesuré par analyse de la diffraction des
rayons X au LPMCP7. Plus précisément, 'équipe du LPMC a vérifié que I'incorporation des
ions Europium dans la matrice cristalline est homogéne et quantitative comme 'ont montré
la variation linéaire du volume de la maille cristalline en fonction du taux de dopage x (loi de
Vegard). Cette quantitativité de I'incorporation est liée au fait que les réactivités chimiques
et les rayons ioniques des ions Yttrium et Europium sont proches.

Ainsi, le nombre de photons détectés pendant 'intervalle de temps [0,T] se déduit du
nombre de photons émis en tenant compte de 'efficacité de détection n du montage optique
et s’écrit :

Dt 16mzWwQN R L

N, (1—e )7, (2.35)

ph 3V

2.3 Distribution de la taille des NPs calculée par voie op-

tique

2.3.1 Traitement d’images

Nous voulons a présent connaitre, expérimentalement, le nombre de photons émis par NP
afin de remonter a leur taille. Dans ce but, nous réalisons un dépot a la tournette des NPs sur
une lamelle de microscopie. Nous réglons précisément la quantité de NPs déposée afin d’avoir
sur la lamelle des NPs bien séparées spatialement.

L’image suivante correspond a un dépot des NPs déposées sur une lamelle en silice recou-
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vertes d'un solvant acqueux (tampon phosphate) et observées a 1’aide de notre montage de

microscopie de fluorescence en champ large.

F1G. 2.6 — Image typique de NPs observées
en microscopie de fluorescence plein champ.

position en y en pixels

40 80 120 160
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Sur cette image, on voit clairement de nombreux points lumineux correspondants a des
NPs uniques, nous reviendrons sur ce point dans la suite.
On observe aussi que la distribution du nombre de photons par NP est large. Typiquement,

2 et des temps d’exposition de 500 ms, cette

pour des intensités d’excitation de 3 kW.cm™
distribution s’étend de 50 coups a plus de 2000 coups. Cet ordre de grandeur est donné pour
les NPs que nous allons plus spécialement examiner par la suite mais ,en réalité, on atteint
couramment avec des synthéses plus récentes et dont le rendement quantique est nettement
plus élevé des nombres de coups au moins supérieurs d’un facteur 4.

Dans la mesure ot nous souhaitons obtenir une statistique importante de NPs et disposer
d’une méthode rapide et reproductible, le recours & une procédure de traitement d’images
robuste s’impose. De plus, ce traitement doit pouvoir convenir & une large variété de signal
de fond. A ce propos, nous définissons le signal de fond comme issu de toutes les sources de
photons qui ne proviennent pas des NPs. Essentiellement, ce signal de fond a pour origine
la fluorescence de la lamelle de verre. Nous appelons de plus "spot", la tache de diffraction
associée putativement a une NP unique. Pour les conditions mentionnées précédemment, le
signal de fond est proche de 400 coups. Ainsi, nous devrons traiter des signaux qui peuvent
étre relativement faibles. Il faut en plus que 'on soit capable dans ces cas de faibles signaux
de déterminer précisément quelle erreur nous commettons dans leur mesure et d’éviter toute
erreur systématique liée a 'amplitude des signaux.

Le traitement d’images est présenté dans I'annexe A ainsi que la détermination de l'effi-

cacité de ce traitement. Briévement, la technique de traitement employée est basée essentiel-
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lement sur un filtrage laplacien qui permet d’accéder aux fluctuations du signal de fond. Le
seuillage qui en découle permet de complétement s’affranchir des caractéristiques de la distri-
bution du nombre de photons émis par les NPs. Pour quantifier I'efficacité de cette approche,
nous avons utilisé des images théoriques reproduisant fidélement les images expérimentales.
Nous avons quantifié les erreurs sur la mesure du nombre de photons et comparé, favorable-
ment, les distributions théoriques et calculées et ce méme en présence de NPs dont le rapport
signal sur bruit est faible. Ceci a aboutit a un programme robuste et entiérement automatique.

Nous étudions a présent la distribution réélle d'une synthése de NPs obtenue par le LPMC.
Pour valider la méthode permettant de calculer les tailles de NPs par voie optique, nous
comparerons la distribution en tailles obtenue par microscopie optique a celle obtenue par

microscopie électronique en transmission.

2.3.2 Comparatif des distributions obtenues par MET et par voie
optique

Nous nous intéressons tout d’abord a la distribution en tailles obtenue en microscopie
électronique en transmission. Pour se faire, I’équipe du LPMC a utilisé un microscope Philips
CM 30 opérant & 30 keV et possédant une résolution de 0.235 nm et déposé sur une grille de
cuivre recouverte d'une peau de carbone une goutte de solution de NPs dopées a 40% puis
chauffées & 120° afin d’évaporer le solvant. Le lecteur pourra trouver les détails de la synthése
et de ce qui va suivre dans notre article paru en 20062°,

Du fait de I'agrégation des NPs lors du dépot, nous avons mesuré manuellement les tailles
des NPs en rejetant toutes les taches suspectées d’étre des agrégats de NPs. La figure suivante
montre ['histogramme des diamétres déduit de ces mesures. Notons tout d’abord que ces NPs
sont de forme elliptique. Ainsi, pour avoir accés au diameétre moyen des NPs nous faisons
I’hypothése que le diamétre en z est égal au diametre du cercle dans le plan xy de surface
égale a la surface de l'ellipse. Ceci revient & moyenner les deux axes de l'ellipse puis a supposer
que le troisiéme axe est égal a cette moyenne permettant ainsi de minimiser I’erreur sur son
estimation (si nous considérons que l'axe en z est égal cette fois a l'axe transverse, nous
obtenons une différence de 1. 5 nm au niveau du pic de la distribution). Nous observons sur
cet histogramme que le pic se situe autour de 16 nm et que la distribution en tailles est

relativement large comparée a des distributions de quantums dots ou des NPs métalliques.
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F1G. 2.7 — Histogramme en tailles de NPs (N =
603) obtenues en microscopie électronique en trans-
mission.
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D’autre part nous mesurons, la distribution en luminosité de ces mémes NPs déposées par
spincoating sur une lamelle de quartz et a l'aide de notre montage classique, champ large
en épifluorescence. ! Nous appliquons la procédure décrite en annexe A avec un Nsigma €gal
a 2.5 ce qui manifeste la valeur du seuil utilisé pour différencier les zones de NPs de celles
sans NPs. Pour ce type de NPs ayant un rendement quantique faible de 6.8%, I’histogramme

obtenu présente un seuil provenant trés certainement du bruit de fond.
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Nous voulons ensuite transformer cette distribution en luminosité en distribution en tailles.

Nous rappelons ici la relation donnant le nombre de photons détectés pendant I'intervalle de

temps [0,T] :
v 16Trw@nR? - L
Nt ==y (1—e )z (2:36)

Les différents parameétres sont connus et valent : x = 0.4, w = % avec o = 1.41X1072 em =2,

Line = [2.8,44) kW.em™% et hv = 2.66¢eV, Q = 0.068, n = 0.096, V = 0.323nm?>. Le terme
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correctif restant lié a la photo-réduction des Europium, ainsi d’ailleurs que 1'[;,., a été me-
suré pour chaque NP et vaut typiquement 1.43 £+ 0.10. Comme nous ’avons montré, chacun
de ces paramétres ne présentant pas de variabilité liée a la taille des NPs, on peut déduire

précisément la taille associée & chaque nombre de photons.

Nous comparons dans la Fig. 2.9 les deux histogrammes obtenus par microscopie électro-
nique (MET) et optique (MO). L’accord est relativement bon excepté pour les petites NPs.
Nous tenons compte dans la figure de droite de 'efficacité de détection calculée cette fois sur
les tailles et appliquée a I'histogramme en tailles obtenues par MET (Cf. annexe A). Cette
fois 'accord est tout a fait excellent. Les quelques NPs de fortes tailles trouvées en MET

représentent certainement des agrégats de NPs.

I Diamétre MET

) I Diametre MET 3 1,0 I Diamétre MO

B 1.0 I Diamétre MO k

g E O,8<

8 £

= 5 06

8 c

" @ 044

s S w

=] TU' e

z <

o ,04 Q 0,04

Dcz 0 10 20 30 40 n? 0 10 20 30 40
Diameétre en nm Diameétre en nm

F1G. 2.9 — Histogrammes en tailles obtenues & partir des images de MET (rouge) et de MO (bleu) avec
(droite) et sans (gauche) calul d’efficacité de détection.

Si nous ajustons ces deux distributions par deux gaussiennes nous trouvons une erreur
sur la position du pic de 1% et sur la largeur & mi-hauteur une erreur de 9%. La véritable
précision est en réalité moins bonne dans la mesure ot il faut tenir compte des erreurs d’une
part sur la mesure des parameétres de 1’équation donnant le nombre de photons détectées
(essentiellement le rendement quantique) et d’autre part sur celles liées aux programmes de
traitement d’images. Nous avons alors calculé que 'erreur moyenne sur la détermination de
la taille est en fait plus proche de 10%. Nous avons enfin vérifié que si nous décalions la distri-
bution obtenue par TEM de seulement 3 nm et que nous appliquons 'efficacité de détection
puis la normalisation des populations ce qui peut-étre source d’artefact, nous obtenions des

courbes réellement différentes.
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2.4 Conclusions

Au cours de ce chapitre, nous avons démontré que nous pouvions précisément mesurer la
taille de NPs individuelles en se basant sur un calcul simple du nombre de photons émis par
NPs et en accordant une attention toute particuliére aux diverses sources d’exctinction de la
luminescence et au programme de traitement d’images. La précision finale de la mesure est
tout a fait satisfaisante compte tenu du rapport signal sur bruit de ces NPs. Cette méthode
nous permet donc d’atteindre les deux buts que nous nous étions fixés a savoir que cette
méthode soit simple d’application et automatique et en méme temps qu’elle permette de
s’assurer que, in situ, nous observons bien des NPs uniques. D’ailleurs, on peut de maniére
triviale considérer que le gain de temps associé a cette méthode est de I'ordre d'un facteur
vingt compte tenu du fastidieux alignement du micrsocope électronique et de la nécéssité de
mesurer manuellement les NPs du fait de I'agrégation des NPs sur la grille de MET.

Cette méthode ouvre de plus des perspectives nouvelles. Au dela de son utilisation pour
d’autres types de NPs a plusieurs centres émetteurs, on pourra par exemple voir I'influence
réélle de la taille des NPs sur la dynamique de protéines menbranaires ou intra-cellulaires.

Une fois que la séparation en tailles a I'aide de colonnes d’exclusion sera au point, nous
pourrons réaliser une nouvelle technique de séparation de plusieurs biomolécules marquées.
En effet, nous pourrions tout a fait séparer, par la mesure du nombre de photons émis par
NPs, des NPs de tailles différentes et marquant des biomolécules différentes. Ceci permet-
trait, par exemple, de faire du suivi simultané de NPs individuelles et ainsi d’augmenter la
fréquence d’observation des trajectoires dans la mesure ot actuellement pour réaliser un suivi
de plusieurs biomolécules nous sommes contraints de les marquer avec des fluorophores ou des
NPs semiconductrices de spectres d’émissions différents ce qui nécessite d’enregister a chaque
fois une image pour ces différentes couleurs.

Enfin, de maniére plus fondamentale, pouvoir coupler une mesure de tailles avec d’autres
parametres photophysiques tels que le photoblanchiment ou l'extinction de luminescence

semble tout & fait intéressant.



Chapitre 3

Photophysique des nanoparticules de

YVO4ZE11

3.1 Introduction

La photophysique des fluorophores qu’ils soient organiques ou inorganiques a été large-
ment étudiée depuis de nombreuses années. Elle consiste principalement en I’étude des mé-
canismes d’absorption et de relaxation d’un atome, d’une molécule ou d’un composé plus
complexe soumis a une excitation sous forme d’onde lumineuse. Elle couvre une large variété
de phénomeénes qui peuvent étre rassemblés sous le terme d’interaction rayonnement-matiére.
La matiére est symbolisée par des niveaux d’énergie discrets ou continus qui définissent les
transitions permises sous 'effet du rayonnement. La photophysique s’intéresse essentiellement
aux mécanismes de relaxation du niveau excité. Différentes relaxations peuvent étre envisagées
sous la forme de processus radiatif ou non-radiatif. Ces processus sont généralement classés
selon leur nature réversible ou irréversible i.e. selon que la matiére retrouve ou non son niveau
fondamental ou excité d’avant absorption.

Dans cette introduction, nous souhaitons briévement présenter la photophysique des fluo-
rophores. Cette présentation se fera sous ’angle limité, partial mais trés éclairant du fluoro-
phore organique Cy5. Nous nous attacherons & démontrer que ces études sur la photophysique
peuvent aboutir a des applications importantes et notamment dans le domaine de I'imagerie
cellulaire.

Pour modéliser la photophysique des fluorophores organiques, il est intéressant de présenter
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le diagramme simplificateur de Jablonski.*!! Nous trouvons dans ce diagramme les niveaux

singulets, fondamental (Sp) et excité de la molécule (S;), et le niveau triplet de la molécule

(T1).

S | —
kisc
F1G. 3.1 — Diagramme de Jablonski mon-
k. Kig T, trant les principales transitions photophy-
siques d’une molécule fluorescente typique. Fi-
kph gure extraite de la référence 1.
Sy

Dans ce diagramme, sont indiqués les constantes de réaction associées aux différentes tran-
sitions. La transition de Sy a Sy est caractérisée par la constante k. qui dépend de 'intensité de
I'onde lumineuse et du coefficient d’absorption (Cf. chap.2). La transition inverse (constante
kio) aboutit a I’émission de la fluorescence. La constante k;,. représente la constante de conver-
sion intersystéme (état singulet vers état triplet) et on associe généralement au processus
inverse la constante k,,. La transition irréversible dite de photoblanchiment est représentée
par la constante ky. Il est important de noter que derriére ces constantes se cachent pour
une molécule donnée une multitude de phénoménes et qu’elles doivent donc étre considérées
comme des constantes effectives. Selon la molécule, le photoblanchiment peut correspondre &
une isomérisation, a une annihilation entre états triplets, a une dissociation de la molécule...[? !

Nous prenons dans la suite I’exemple du Cy5, un fluorophore organique trés largement
utilisé en biologie cellulaire pour le marquage de protéine.

Widengren et Scwhille en 2000 ont quantifié & ’aide de la technique par corrélation de
fluorescence la transformation du Cy5 de la forme trans vers cis sous excitation laser ainsi
que la transformation inversel*?l. Notons que cette transformation est en fait connue depuis
les années 70. 143!

On voit apparaitre dans la figure suivante & co6té des niveaux singulets et triplets de la
forme trans les niveaux d’énergie dus a la forme cis du Cy5. Il faut bien noter que les niveaux
d’énergie présentés dans ce diagramme ne sont qu’une forme simplifiée des véritables niveaux

d’énergie. Le méme groupe a présenté sur la GFP, une protéine fluorescente, des résultats
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FI1G. 3.2 — Schéma énergétique simplifié du
fluorophore Cy5 ot (N, 1N et 3N repré-
sente respectivement 1’état singulet fondamen-

b
>
IN
Ky, kiq kpo| |kpyy  tals le premier état singulet excité et le premier
Kz

Tige 1
|N P

état triplet de la conformation native du Cy5
(trans). De méme,} P et j P sont les états cor-
Karso Kis0 ! respondants pour la forme photo-induite cis.

11] N |E-P Figure extraite de la référence 42l

similaires montrant deux isomérisations photo-induites possibles ainsi qu’'un autre état indé-
pendant de l'illumination.*! Ainsi, nous pouvons tirer la premiére conclusion suivante : en
plus des niveaux d’énergie classiques qui peuvent étre déterminés par des mesures de spectre
d’absorption, d’excitation ou d’émission se cache selon la molécule étudiée un ensemble de
niveaux d’énergie qui peuvent soit étre présents avant l'illumination laser soit apparaitre du
fait de cette illumination.

De maniére simultanée, les groupes de Tinnenfeld et Zhuang ont découvert une nouvelle
propriété photophysique du Cy5.14546! Le groupe de Tinnenfeld a démontré que le Cy5 pou-
vait étre rendu de nouveau fluorescent, aprés un photoblanchiment apparent, en utilisant une
longueur d’onde d’excitation inférieure a celle utilisée au départ pour exciter la molécule.
Ainsi, en alternant les longueurs d’onde d’excitation, le Cyb peut étre a volonté rendu fluo-

rescent (cf. Fig. 3.3). De cette propriété, ils ont déduit que le Cy5 pouvait étre un candidat

A
@ F1G. 3.3 — Fluorescence détectée pour un
E 300 Cy5 unique, illuminé pendant 5 s 4 633 nm (14
@ o kW /cm2) puis simultanément & 633 nm et 488
§ e . — nm (méme puissance, zones bleus), puis & nou-
o 9% 1 2 3 4 5 Py veau uniquement a 633nm (zones rouges)... Fi-
Time (s) gure extraite de la référence [46]

prometteur pour le stockage de données sous forme optique. L’application qui a retenu, plus
particulierement, notre attention est celle proposée par 1’'équipe de Zhuang. Cette équipe est
allée plus loin en notant que la transformation entre 1’état non-fluorescent et celui fluorescent
pouvait étre activée par un facteur 100 lorsque un Cy3, un autre fluorophore organique du
type cyanine, se situe dans ’environnement proche (1-3 nm) du Cy5 et que cette activation
dépendait de la distance entre les deux fluorophores. La premiére application envisagée fit de

sonder les changements de conformation d’un ribozyme en accrochant le Cy5 et le Cy3 sur
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deux parties du ribozyme susceptibles de se rapprocher lors du changement de conformation.
Méme si le mécanisme de transformation du Cyb reste largement incompris, ils ont pu dé-
montrer que la gamme de distances pouvant étre résolus par cette approche était inférieure a
ce que permettent les expériences de FRET (Cf. chap. 4). Nous voyons donc que deux appli-
cations tres prometteuses issues d’une propriété photophysique particuliére ont été proposées,

de notre point de vue la plus impressionante reste a présenter.

L’équipe de Zhuang a en effet montré que ce conjugué Cy5-Cy3 pouvait servir & obtenir
une résolution dans des expériences de microscopie optique bien inférieure a la limite par
diffraction.*” Cette équipe a montré qu’en activant cycliquement et aléatoirement la fluores-
cence de différents conjugués situés dans un méme spot de diffraction, chaque position des
conjugués pouvait étre déterminée avec une précision de 20 nm (technique de "StochasTic
Optical Reconstruction Microscopy"). Nous montrons dans la figure suivante une image de

microtubules marqués par ce type de conjugué et obtenue soit par microscopie de fluorescence

soit par STORM. 148!

F1G. 3.4 — A gauche : image de fluorescence de microtubules de cellules de mammifére (BS-C-1) par mi-
croscopie TIRF (Total internal reflection fluorescence) A droite : image de la méme région mais obtenue par
STORM. Figure extraite de la référence 48]

Nous avons voulu montrer dans cette bréve introduction que 1’étude des propriétés photo-
physiques peut engendrer des idées fécondes desquelles peuvent jaillir des applications surpre-
nantes et prometteuses. Nous essaierons dans la suite de suivre, modestement, le méme type
de cheminement allant de I’étude stricto sensu des propriétés photophysiques essentiellement
de photoblanchiment jusqu’a ’application en termes de nanosenseurs en milieu biologique

(Cf. chap. 6).
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3.2 Etude du photoblanchiment des nanoparticules de YVO4:Eu

Nous présentons dans cette partie les résultats obtenus sur le photoblanchiment des NPs
de YVOy4:Eu. Nous appellerons dans un premier temps photoblanchiment le phénomeéne pho-
tophysique caractérisé par une diminution de la photoluminescence au cours du temps. Nous
détaillerons quelques propriétés générales de ce photoblanchiment. Nous déduirons d’expé-
riences spectroscopiques et d’oxydo-réduction que ce photoblanchiment est en fait une photo-
réduction des ions Europium. Nous aborderons ensuite la nature de I'espéce réductrice qui
induit cette photo-réduction. Nous interpréterons I’ensemble des résultats dans un cadre unifié
et déduirons dans la partie suivante un modéle cinétique de ce photoblanchiment. Enfin, nous
confronterons notre modeéle aux données expérimentales. Du point de vue méthodologique,
cette présentation se fera sous forme de résultats numérotés et relativement indépendants du

moins dans un premier temps.

3.2.1 Propriétés générales

Les expériences qui vont suivre sont, sauf mention contraire, effectuées dans les conditions
suivantes :
— dépdt a la tournette de NPs sur une lamelle de silice, lamelle placée dans un support
contenant une solution de tampon phosphate (pH=7.4, 20 mM),
— densité de NPs réglée afin d’avoir clairement des NPs bien individualisées,
— NPs excitées a 'aide de la raie Argon a 465 nm et observées a l’aide de notre dispositif
classique de microscopie plein champ en sélectionnant 1’émission des ions Europium a
617 nm.
Les courbes de photoluminescence (PL) normalisées a la premiére valeur enregistrée ont
typiquement la forme montrée dans la Fig. 3.5.

Nous allons dans la suite décrire en détail ce photoblanchiment.

Caractére multi-exponentiel

Nous montrons dans les figures suivantes la méme courbe de photoblanchiment présenté
sur une échelle logarithmique soit pour la PL soit a la fois pour la PL et le temps.
Il est évident sur la figure de gauche que le photoblanchiment est fortement multi-exponentiel.

La figure de droite indique qu’une fonction en t=? pourrait convenir pour décrire cette courbe.
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F1G. 3.6 — Courbes de PL présentées en fonction du log du temps (a gauche) ou en log/log (& droite). Sur
la courbe en log/log est indiqué a titre indicatif un fit linéaire. I;,,. =15 kW.cm™2, Tezp=500 ms, NPs dopées

a 10%, Q=10%.

Nous y reviendrons.

Nous montrons dans les graphiques suivants les résidus obtenus en ajustant cette courbe
avec une fonction bi-exponentielle avec et sans valeur constante, tri-exponentielle ou quadri-
exponentielle. Un moyennage par un filtre glissant de dimension 5 a été appliqué afin d’enlever
les fluctuations a haute fréquence dues aux fluctuations poissoniennes du signal de PL.

Pour ces durées d’acquisition, on observe clairement sur ces figures que les ajustements
deviennent corrects a partir de 3 exponentielles. Les paramétres des ajustements indiquent
que la gamme de constantes de temps s’étend de 0.65 s & plusieurs centaines de secondes.
On peut vérifier sur de nombreuses NPs individuelles que cette gamme de constantes de
temps s’étendant sur trois ordres de grandeur est tout a fait typique pour ces conditions
expérimentales.

Il est utile pour décrire ce type de distributions larges de faire un détour par les techniques

employées pour décrire les déclins de luminescence du niveau excité des fluorophores.
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F1G. 3.7 — Résidus moyennés obtenus par les ajustements avec des fonctions (a) bi-exponentielles avec
(A =0.59, T; =3.46 s, Ay =0.39, To =234 s Ag =0.11) et (b) sans (A; =0.55, Ty =8.8 s, Ay =0.19, Ty =546
s) valeur constante, (c) tri-exponentielles (A; =0.57, T; =1.6 s, Ay =0.29, Ty =19.6 s, A3 =0.18, T3 =635
s) et (d) quadri-exponentielles (A; =0.45, T1 =0.65 s, A2 =0.35, Ty =5.8 s, A3 =0.17, T3 =41 s, A4 =0.15,
T, =1015 s).

En effet, depuis quelques années, on assiste a une recrudescence d’intérét pour des moyens
théoriques permettant de décrire, plus finement qu’un ajustement multi-exponentiel, des
courbes de déclin de luminescence. Des distributions de constante de temps ont été obser-
vées dans des systémes aussi variés que des fluorophores incorporés dans des micelles ou
déposées sur des surfaces, des matrices sol-gel, des polyméres, des vésicules, membranes ou
plus généralement des tissus biologiques...!*%) Dans tous ces cas, une distribution de constantes
de réaction, H(k), peut étre employée a la place d'une somme discréte d’exponentielles. Le

nombre de photons émis aprés arrét de I'illumination, N(t), s’écrit alors :
_ [ —kt
N(t) = / H(k)e "dk. (3.1)
0

H(k) représente alors la transformée de Laplace de N(t). Cependant, la connaissance de N(t)

n’engendre pas automatiquement celle de H(k) : ceci est le probléme connu de 'inversion de
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Laplace. Une légére fluctuation de N(t) entraine une déviation arbitrairement large de H(k).
Dans la mesure ou généralement N(t) est bruitée, on comprend que la mesure de H(k) par
cette méthode peut se retrouver inexacte voire carrément fausse.
Pour surmonter cette difficulté, Berberan-Santos et al ont classifié trois approches diffé-
rentes[* :
— la premieére, celle que nous essaierons de suivre dans la partie interprétation, est de
proposer un modeéle sous-jacent décrivant le déclin de fluorescence
— la deuxiéme, utilisé notamment par le groupe de Zhuang, % est d’analyser les données
(N(t)) sans connaitre a priori la forme de H(k),
— la troisiéme est d’ajuster les données avec une fonction pour laquelle on connait la forme
de H(k).
Nous allons & présent suivre la troisiéme approche.
Il existe essentiellement deux fonctions qui ont été utilisées pour décrire les courbes de
déclin de fluorescence.

eLa premiére est celle de Kohlrausch, ou exponentiel étirée, donnée par :
N(t) = Npexp(—(t/m)") 0<p<1 (3.2)

Elle a notamment été utilisée dans le cas des déclins des nanoparticules poreuses de silice pour
lesquelles des temps allant de 1072 & 1072 s ont été observés. P! 1 est admis que cette fonction
décrit en général un certain désordre a l'intérieur de la structure et en particulier (NPs de
silice) une dispersion des constantes de diffusion des porteurs de charge photo-excités. 4l

Cependant, cette fonction ne peut pas étre ajustée a nos données. En exprimant le lo-
garithme du logarithme de 1/N en fonction du logarithme du temps, nous devons retrouver
une dépendance linéaire. La courbe suivante basée sur la PL précédente indique bien cette
non-linéarité.

eLa seconde fonction est celle de Becquerel (loi de puissance) d’équation :

N(t) = Moo (3.3)

1+1-pL)t-~

Cette fonction a été utilisée par Becquerel dans le cadre du déclin de luminescence des phos-

phores pour lesquelles les phénoménes de piégeage sur des sites de profondeurs différentes
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et de dépiégeage entrainent apparition d’une large gamme de constantes de temps. ®? Plus
récemment, le groupe de Kierdaszuk I’employa pour décrire les déclins des résidus de tyrosine

et de tryptophane de différentes protéines. >l

Cette fonction semble étre plus justifiée mathématiquement que I’exponentielle étirée puis-
qu’elle résulte d’un calcul de maximisation d’entropie pour la distribution H(k). Plus exacte-
ment, si on se donne une distribution H(k) inconnue, le fait de maximiser 1’entropie S associée

a cette distribution, définie comme :
5:—/mewmmm (3.4)

permet de calculer quelle est la distribution la plus probable. Le calcul montre que la distri-
bution des constantes de réaction, H(k), résultant de cette maximisation peut s’écrire sous la

formel52 :

(3.5)

(k) = AmkH%ﬁm (3.6)

ou (k) représente la constante de réaction moyenne. Cette constante peut étre calculée en

notant que :
dN 1
(k) = —%(0) = — (3.7)

To
On peut vérifier alors que cette distribution H(k) est la transformée de Laplace de la fonc-

tion de Becquerel. De méme, on peut définir une distribution f(7) de constantes de temps 7
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(1 =1/k) avec cette fois une constante de temps moyenne (7) égale a :

() = /OOOTf(T) dr (3.8)
= /Oo I(t)dt (3.9)

7o
E (3.10)
Une différence importante est a souligner lorsque l'on traite non plus le cas précédent a
savoir les courbes de déclin de luminescence du niveau excité des fluorophores mais le cas
du photoblanchiment. Dans le premier cas, I'intégrale de l'intensité est nécessairement une
quantité finie : ceci impose que (3 soit positif. Dans le cas du photoblanchiment, cette intégrale
n’est pas nécessairement finie dans la mesure ou le systéme physique, les NPs, continuent de
recevoir de I’énergie par le laser. Ceci implique que les limitations sur la valeur de  doivent
étre levées. 253 Ceci implique aussi que () peut ne pas exister (Cf. eq. 3.10).

Regardons a présent, I’ajustement de la courbe expérimentale (Fig. 3.5) par la fonction

de Becquerel (équation 3.3). On observe que l'accord est trés bon et que les résidus moyennés
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F1G. 3.9 — A gauche : PL en fonction du temps (en noir) et ajustement de type Becquerel (en rouge) avec
No =14, f=-1.9 et 79 =2 5. A droite : résidus moyennés en fonction du temps. I;,. =15 kW.cm ™2, Tezp=500
ms, NPs dopées & 10%, Q=10%.

sont presque aussi faibles que ceux obtenus pour un ajustement quadri-exponentiel (Fig. 3.7).
Pour un ensemble de 37 NPs individuelles dans les mémes conditions expérimentales que
précédemment (Fig. 3.5), on trouve : 3 =-1.974+0.62 et 79 =0.81+0.51 s.
Comme nous 'avions mentionné, nous trouvons une valeur de  négative qui correspond a

la quasi-stationnarité du signal observé sur les temps longs. Notons de plus que cette fonction
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permet & l'aide de seulement 2 parameétres de décrire entiérement la dynamique complexe
de photoblanchiment. Le paramétre Ny est un parameétre de normalisation tenant compte
simplement du fait que la premiére valeur de nos données correspond a l'intégration du signal
pendant le temps d’acquisition et non a la valeur pour t=0.

Dans la partie modélisation de ce chapitre, une autre fonction sera proposée. Il est cepen-
dant utile d’avoir une fonction simple qui, indépendamment d’un modéle, permet de décrire
cette dynamique afin de pouvoir comparer cette dynamique a d’autres. Nous n’avons cepen-
dant pas trouvé dans la littérature de valeur de (3 proche de celle déterminée ici.

Résultat 1 : La courbe de photoblanchiment des NPs est une fonction multi-exponentielle et
présente des constantes de temps de photoblanchiment s’étendant sur trois ordres de grandeur.

La fonction de Becquerel peut étre ajustée correctement a ces courbes.

Irréversibilité spontanée vs réversibilité induite

La présence d’un état quasi-stationnaire observé sur les temps longs ou du moins celle d'un
ralentissement considérable de la dynamique du photoblanchiment nous engage a étudier la
réversibilité de ce phénomeéne.

La premiére expérience porte sur l'arrét de I'illumination laser pendant 20 min suivi d'une
reprise de lillumination a méme intensité et longueur d’onde. Un photoblanchiment de 5

min a été réalisé au prélable. Les deux exemples de la Fig. 3.10 sont a I'image de ce que
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FIG. 3.10 — Deux exemples de PL d’une NP individuelle en fonction du temps d’illumination. Illumination &
466 nm pendant 5 min (I;,, =4.4-4.2 kW.cm 2, Tezp=>500 ms), arrét de I'illumination pendant 20 min (fléche
noire), reprise de I'illumination a 466 nm. Le temps en abscisse représente le temps d’illumination. NPs dopées

a 40%, Q=12%.

nous observons sur ’ensemble des NPs étudiés : majoritairement, nous ne voyons aucune
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augmentation de la photoluminescence aprés 'arrét de l'illumination. Dans certains cas (figure
de droite), nous observons toutefois une légére augmentation. En moyenne (N=40), nous
observons une augmentation de 3% £ 5%.

Nous pouvons conclure que, d'une part le phénomeéne de photoblanchiment n’est pas réver-
sible pour ces échelles de temps, et, d’autre part que I'état quasi-stationnaire observé sur les
temps longs ne peut pas résulter d’un équilibre entre le photoblanchiment et un recouvrement
spontané.

Sur la Fig. 3.11, nous montrons 'effet d’une illumination supplémentaire a 457 nm (en
haut & gauche) et 476 nm (en haut a droite) pendant un arrét de I'illumination a 466 nm (en
bas, controle avec arrét complet de l'illumination). Nous précisons qu’a ces longueurs d’onde,

les ions Europium n’absorbent pas. En moyenne (Nys7,m =25 NPs, Nyzgnm =29 NPs), on
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temps en's Tezp=500 ms, NPs dopées a 40%, Q=12%.

observe, dans les deux cas, un recouvrement de 17%=+10% apres larrét de I'illumination.
Ces courbes montrent tout d’abord que nous n’observons pas de diminution de la PL aprés
I'illumination & 457 nm ou 476 nm. Ceci est une premiére indication sur la nécessité d’exciter

les ions Europium pour provoquer le photoblanchiment. Ces courbes démontrent que le fait
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d’illuminer les NPs a deux longueurs d’onde non résonantes avec les niveaux d’énergie de
I'Europium et encadrant celle résonante (466 nm) provoque un recouvrement de la PL. Le
fait d’observer le méme recouvrement pour ces deux longueurs d’onde indique que trés certai-
nement ce recouvrement est présent en paralléle du photoblanchiment pour I'excitation a 466
nm. Enfin, la valeur de 17% pour ce recouvrement indique que la dynamique de recouvrement
est bien plus faible que celle de photoblanchiment. En effet, une illumination de 2 min & ces
longueurs d’onde provoque (en terme d’amplitude) un recouvrement plus faible que le photo-
blanchiment observé pendant la méme durée d’illumination. En revanche, ce mécanisme, s’il
contrebalance celui de photoblanchiment, pourrait expliquer la quasi-stationnarité aux temps
longs. Nous reviendrons sur ce point dans la suite.

Résultat 2 : Une excitation de I’Furopium est nécessaire a [’obsvervation du photoblan-
chiment. La dynamique du photoblanchiment des NPs ne résulte pas d’un équilibre avec un
mécanisme de recouvrement spontané. En revanche, ['excitation des NPs avec deuz longueurs
d’onde encadrant celle d’excitation résonante des tons Furopium provoque un recouvrement

mesuré de la luminescence.

Photoblanchiment photo-induit et saturable

Nous nous intéressons a présent a leffet de l'intensité incidente sur la dynamique du
photoblanchiment.
La figure suivante de gauche (Fig. 3.12) représente cet effet pour des intensités allant de

2.5 kW.cm™2 & 15 kW.cm 2 : plus l'intensité est forte plus le photoblanchiment est important.

Afin de donner une représentation plus classique de cet effet, des courbes de photoblan-
chiment (d’une autre synthése de NPs) ont été analysées par les temps de photoblanchiment
obtenus par des ajustements exponentiels. En effet, pour un systéme a trois niveaux (Cf.
chap. 2), la PL décroit selon une exponentielle dont la constante de photoblanchiment 7, est

directement reliée a l'intensité incidente par :

I
Top = Tpp (L + ) (3.11)

ol I, est 'intensité de saturation et o la valeur de 7, pour I»I,. Le respect ou non de cette

dépendance de 7, avec I permet de maniére synthétique de savoir si le photoblanchiment
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FIG. 3.12 — Effet de l'intensité incidente sur le photoblanchiment. A gauche : Pl en fonction du temps
Line =2.5-15 kW.cm™2, T¢,;,=500 ms, NPs dopées & 10%, Q=12%. A droite : temps de photoblanchiment
court obtenu par un ajustement bi-exponentiel sur un temps total d’observation de 100 s; chaque point rouge
représente une NP individuelle et en bleu est indiqué le fit en 1/I défini dans le texte (757 =0.0015+0.0013 s,
I, =10424669 kW.cm ™2, I;,. =1-11 kW.cm ™2, T,,,=500 ms, NPs dopées a 20%, Q=9%.

passe par l’état excité de la molécule d’intérét. Les courbes de photoblanchiment ont été
ajustées avec des fonctions bi-exponentielles en réduisant le temps total d’observation afin
d’avoir des ajustements corrects. Ceci revient & considérer uniquement les premiers temps de
la dynamique. Sur la Fig. 3.12 de droite, sont indiqués les résultats pour le 7, le plus court (T)
ainsi que 'ajustement par 1’équation précédente. L’accord avec I'ajustement est relativement
bon. Des résultats similaires pour le second temps ont été obtenus ainsi que pour d’autres
syntheses de NPs. Ces résultats, associés au résultat 2, montrent que le photoblanchiment est

relié & I'état excité des ions Europium.

En outre, afin de voir si le photoblanchiment sature pour les fortes intensités, nous avons
choisi d’étudier le ratio de photoblanchiment aprés 100 et 450 secondes (ratio(100 s)= 1-
<N(100 s)>/N(0.25 s), ratio(450 s)= 1-<N(450 s)>/N(0.25 s)) en fonction de l'intensité
incidente, N(0.25 s) correspondant au nombre de photons détectés sur la premiére image pour
un temps d’exposition de 500 ms et "< >" définissant une moyenne sur 20 images. On voit
clairement sur la Fig. 3.13 que Pamplitude du photoblanchiment sature aprés 10 kW.cm™2

et vaut 0.9 aprés 450 s. Nous avons observé aussi qu’en illuminant encore plus longtemps les

NPs le signal normalisé tendait vers une asymptote proche de 0.1.

Résultat 3 : Le photoblanchiment des NPs est un phénoméne photo-induit i.e. qui transite
par l’état excité des ions Furopium. L’amplitude de ce photoblanchiment sature vers une valeur

de 90% pour les trés fortes intensités.
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F1G. 3.13 — Effet de l'intensité incidente sur le ratio de photoblanchiment aprés 100 s (gauche) et 450 s
(droite). NPs dopées a 10%, T.z,=500 ms.

Dépendance du photoblanchiment en fonction de la taille des NPs

Nous voulons connaitre la dépendance de la dynamique du photoblanchiment en fonction
de la taille des NPs.
Deux cas extrémes sont montrés dans la figure suivante : & gauche une NP de 15 nm

a droite une de 30 nm. Le photoblanchiment est clairement plus important pour le cas des
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FI1G. 3.14 — Effet de la taille sur les courbes de photoblanchiment. A gauche : NP de 15 nm, taille calculée
selon la méthode du chap.1. A droite : NP de 30nm. I;,. =4-4.4 kW.cm ™2, Terp=500 ms, NPs dopées a 40%,
Q=12%.

NPs de taille plus importante. Pour quantifier cette dépendance, le parameétre le plus neutre
possible en termes de modéle a été choisi : nous choisissons la aussi de mesurer pour chaque
NP le ratio du photoblanchiment a t=300 s. Les figures suivantes montrent une dépendance
biphasique. Aprés approximativement 20 nm, le photoblanchiment ne dépend plus de la taille.

Avant 20 nm, en revanche, 'amplitude du photoblanchiment croit.
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F1G. 3.15 — Effet de la taille sur le photoblanchiment. A gauche : ratio de décroissance (1 — ]J\,V((gg%‘?)) en

fonction du diamétre. A droite : ratio moyenné par tranche de taille de 2 nm. I;,,, =4-4.4 kW.cm ™2, Tezp=500
ms, NPs dopées a 40%, Q=12%.

Pour expliquer cette dépendance, prenons tout d’abord le cas d’un photoblanchiment lié
a la présence d’espéces en surface qui, une fois les ions Europium proches de la surface dans
un état excité, viendrait transformer cet état en un autre état non-fluorescent. Dans cette
hypothése, le photoblanchiment devrait étre plus fort a mesure que la taille des NPs diminue.
Au vu des résultats, nous pouvons écarter cette possibilité. Nous avons vu de plus que le
photoblanchiment concernait un nombre important d’ions Europium comme le montre bien
par exemple les ratios de photoblanchiment obtenus précédemment ou ceux obtenus pour
des intensités plus fortes. Ceci implique que les ions Europium qui photoblanchissent sont
distribués a l'intérieur d’une bonne partie de la NP, i.e. a la fois dans le coeur et a la surface
de la NP. Un premier mécanisme qui sera confirmé par la suite permet alors d’expliquer 'effet
de diminution du photoblanchiment pour les petites tailles. Le photoblanchiment toucherait
la majorité des ions Europium dans la structure a ’exclusion compléte ou partielle de ceux de
surface. Ainsi, plus la taille des NPs est importante plus le nombre d’ions Europium proches
de la surface représentera une fraction minime du nombre total d’Europium.

Comme nous pouvons le voir sur la Fig. 3.15 (gauche), les données sont bruitées. Ainsi,
dans le reste de cette étude nous ne considérerons pas des tailles de NPs aussi faibles ce
qui conduit a affirmer que, pour les tailles relativement importantes, le photoblanchiment ne
dépend pas de la taille.

Résultat 4 : Pour les tailles (observables) de NPs comprises entre 15 et 20 nm, le photo-
blanchiment croit a mesure que la taille croit. Pour des tailles supérieures a 20 nm, 'amplitude

du photoblanchiment ne varie plus et ce jusqu’a 30-35 nm (limite supérieure de la distibution
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en taille étudiée).

Effet négatif de la température sur amplitude du photoblanchiment

Nous avons estimé l'influence de la température sur le photoblanchiment des NPs en
utilisant des solutions de tampon phosphate a 4, 21 et 45°. Un exemple de PL d’une NP

individuelle pour chaque condition est montré dans la figure suivante. On voit clairement que

——PLa4 degrés
1.04 —— PL a 21 degrés
PL a 45 degrés

0.8

0.6 FiG. 3.16 — Effet de la température sur
le photoblanchiment. I;,, =4-4.4 kW.cm™2,
Tezp=500 ms, NPs dopées a 40%, Q=12%,

tampon phosphate & pH=7.4.
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plus la température baisse et plus 'amplitude du photoblanchiment est forte. En moyenne
(Ngoc=24 NPs, Nyjoo =43 NPs, Nysoc =38 NPs), nous obtenons pour le ratio de photoblan-
chiment r défini comme précédemment : rjoc = 0.90 £ 0.06, ro10¢c =0.69 £ 0.10 et ry50¢ =0.59
+ 0.17.

Résultat 5 : L’amplitude du photoblanchiment croit a mesure que la température du milieu
dans lequel les NPs se trouvent décroit.

Nous venons de caractériser les propriétés générales du photoblanchiment de ces NPs. Ces
propriétés se retrouvent sur de nombreuses synthéses que nous avons pu utiliser. Deux autres
propriétés sont & relever pour finir.

La premiére correspond au fait que nous n’avons pas observé d’effet sur la dynamique du
photoblanchiment lorsque 'on change la polarisation du laser. De plus, nous avons observé
le méme type de photoblanchiment en excitant les NPs dans I'UV a 337nm. Dans ce cas,
I’absorption se fait par les vanadates puis transfert d’énergie résonnant vers les ions Europium.
Cependant, du fait d’imprécisions sur la mesure de I'intensité dans I’'UV, nous n’avons pas pu
comparer précisément 'amplitude du photoblanchiment en excitant & 337 nm par rapport a

466 nm, apparemment le photoblanchiment est au moins aussi important.
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Nous détaillons dans la partie suivante le mécanisme de photo-réduction se déroulant lors

du photoblanchiment.

3.2.2 Photo-réduction des nanoparticules

Nous allons démontrer dans cette partie que le photoblanchiment est en fait une photo-
réduction des ions Europium i.e. une transformation des ions Europium trivalents (Eu*)
en ions divalents (Eu®"). Nous rappelons que le nombre normal d’oxydation de I’Europium
dans la structure orthovanadate est de 3. A partir de spectres d’excitation et d’émission,
nous montrerons que le laser induit cette photo-réduction. Nous conforterons ce résultat en
observant la photoluminescence des NPs soumises a des conditions oxydantes et réductrices.
Le but de cette partie est de comprendre le mécanisme de photoblanchiment et sa dynamique,
nous réserverons 1’étude de certaines données complémentaires sur I'oxydation pour la partie

portant sur les applications de ce phénomeéne (Cf. chap.6).

Spectre d’excitation et d’émission avant et aprés photoblanchiment

Nous avions remarqué avant de faire I’expérience spectrale qu’aprés photoblanchiment la
PL pouvait étre récupérée par l'ajout d’'une solution oxydante. L’expérience suivante a été
alors proposée afin de quantifier I'effet du photoblanchiment sur les spectres d’excitation et
d’émission des Europium et notamment ['apparition éventuelle du spectre caractéristique de
I'Eu?t.

Afin de réaliser cette expérience, nous déposons sur une lamelle en silice une concentration
en NPs 500 fois supérieure a celle nécessaire pour 'observation de NPs individuelles afin
d’avoir un signal suffisant en spectrofluorimétrie. Nous délimitons une zone de ~ 4mm? &
I’aide d’un masque. Cette zone est ensuite photoblanchie par passage successif sur chaque sous-
zone a l’aide de notre montage de microscopie. Les spectres avant et aprés photoblanchiment
sont alors enregistrés a ’aide du spectrofluorimétre Hitachi déja présenté en sélectionnant les
bandes d’émission et d’excitation de I'Eu**.

Avant photoblanchiment, nous n’observons pas de trace des spectres caractéristiques d’ex-
citation et d’émission de 'Eu®" (Fig. 3.17, courbe noire et bleu). Notons que la remontée de
la courbe noire vers I’'UV lointain est un artefact lié au spectrofluorimétre.

En revanche, apreés photoblanchiment, nous voyons 'apparition du spectre caractéris-
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—— Spectre d'excitation avant PB
—— Spectre d'excitation aprés PB
124 —— Spectre d'émission avant PB
—— Spectre d'émission aprés PB

F1G. 3.17 — Effet du photoblanchiment sur
les spectres d’excitation (emission : 425 nm)
et d’émission (excitation : 350 nm). NPs (do-
page 20%, Q=13%) déposées sur lamelle de
silice a forte concentration, photoblanchiment
d’une région de la lamelle de ~ 4mm? pendant
1 heure, spectres mesurés sur un spectrofluo-

sanion oo Hitachi F-4500.
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tiquel® de 'Eu?t avec un maximum d’absorption vers 320 nm et un maximum d’émission vers
425 nm. Le photoblanchiment serait donc lié & la transformation de 'Eu®* en Eu®* : il s’agi-
rait donc d’une réduction induite par laser. Suzuki et al ont observé une réduction similaire
aprés illumination UV dans des verres dopées avec des complexes a base d’ions Europium. %4
Nous reviendrons sur cet article dans la partie interprétation (3.2.5).

Résultat 6 : Le photoblanchiment des ions Europium induit [’apparition de 'espéce EuT,

forme réduite de "ion Europium de départ.

Recouvrement complet de la PL induit par une forte concentration en H,O,

Pour confirmer ce dernier résultat, des mesures de recouvrement de la PL, induit par une
solution oxydante, ont été menées. Nous définissons par le terme de recouvrement 1’augmen-
tation du nombre de photons détectés suivant une période de photoblanchiment.

La figure suivante montre la PL d’une NP individuelle avant et aprés l'injection dans
le support de lamelle d’une solution de peroxyde d’hydrogéne ([H2Oslsupport =10 mM) Ce
péroxyde est un oxydant fort, bien connu, et posséde un potentiel redox & pH 7.4 de 1.36 V.
Nous observons un recouvrement complet de la PL. Notons que la saturation observée aux
temps longs correspond & une valeur de PL légérement supérieure a celle de départ : ceci est
di au fait que la premiére valeur de PL résulte de I'intégration du nombre de photons détectés
pendant le temps d’acquisition et ne correspond donc pas a la véritable valeur a t=0. Pour
des concentrations de HyOs encore supérieures, nous n’avons jamais observé une valeur de
saturation supérieure a celle a t=0.

Ceci corrobore tout d’abord I’hypothése que le photoblanchiment est une photo-réduction
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(Résultat 6). En effet, le peroxyde d’hydrogeéne pourrait par son pouvoir oxydant retransformer
les Eu?t en Eu?t. C’est ce que, manifestement, nous observons dans cette expérience.

Cependant, des études faites sur 'Europium tétracycline, un complexe de lanthanides
disponible commercialement et servant de senseur & HyO5, ont montré que la sensibilité de
ce senseur était liée au remplacement, dans I’environnement proche de I'ion Europium, d’un
hydroxyle, "quencher" connu de 1’émission des ions Europium (Cf chap.6), par une molécule
de Hy0,.51 Dans ce cas, le peroxyde d’hydrogéne n’agit pas sur I’émission des ions Europium
par son pouvoir oxydant mais par une amélioration du rendement quantique.

Pour prouver qu’il s’agit bien dans notre cas d’un effet d’oxydation, I’expérience suivante
a été conduite. Simplement, le spectre d’émission des ions Europium a été mesuré en pré-

sence ou en l'absence de HyO,. Nous n’observons aucune modification tant sur le plan de

1200~ sans H,0,
— avec H,0,
g 800- F1G. 3.19 — Effet de l'ajout d’une solution
° o de HyO5 (10 mM) sur le spectre d’émission
2 Excitation: 2800M 405 jons Europium (excitation & 280 nm). Un
g 400 temps de 30 min a été laissé entre I'injection de
o) la solution de H,O5 dans la cuve de NPs et la
S 0l mesure. NPs : dopage 40%, avec BS? hydrolysé
w en surface.

550 600 650 700 750
Longueur d'onde en nm

I’amplitude que sur celui de la forme du spectre. Nous pouvons donc rejeter '’hypothése selon
laquelle l'effet de HyO4 est lié & une amélioration du rendement quantique. Inversement, ces

résultats confirment que le photoblanchiment est bien lié¢ & une photo-réduction et qu’il est
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possible d’oxyder chimiquement les Eu?* ainsi formés. Nous apporterons une confirmation
supplémentaire en utilisant un réducteur.

Par ailleurs, nous voyons sur la Fig. 3.18 que le recouvrement est total. De plus, nous
n’avons jamais observé de recouvrement sans avoir pré-photoblanchi les NPs. Ces deux der-
niéeres observations impliquent que le photoblanchiment est uniquement d a la photo-réduction
des ions Europium.

Enfin, dans la mesure ou

— une grande partie des ions Europium sont concernés par la photo-réduction, ¢.e. méme

ceux localisés au coeur de la NP,

— le recouvrement est complet,

— le peroxyde d’hydrogéne agit initialement en surface,
nous pouvons affirmer qu’il existe un mécanisme qui permet au pouvoir oxydant du péroxyde
d’hydrogéne de se faire ressentir jusqu’au coeur de la NP. En d’autres termes, les ions Euro-
pium divalents méme s’ils ne sont pas en contact direct avec le HyO,, peuvent étre oxydés. Il
semble probable, pour I'instant, qu'un mécanisme de diffusion des électrons de la surface vers
le coeur se met en place lorsque le HyO5 est rajouté en solution.

Résultat 7 : L’ajout d’une forte concentration de peroxyde d’hydrogéne entraine un recou-
vrement complet de la luminescence des NPs pré-photoblanchies. Le peroxyde d’hydrogéne,
agissant dans notre cas comme un oxydant, induit la transformation des Eu*T en Eu’T. Le
photoblanchiment est entierement di a une photo-réduction des ions Furopium trivalents.

Enfin, il existe un mécanisme de diffusion de Ueffet oxydant du Hy Oy wvers l'intérieur de la

NP.

Réduction des Europium induite par I’Hydrazine

Nous avons souhaité savoir si un agent réducteur fort tel que I’hydrazine peut entrainer
une réduction des ions Europium se manifestant par une baisse de la PL.

On observe nettement sur la Fig. 3.20 que 'ajout de I’hydrazine entraine une baisse de
la PL. En moyenne (N=60 NPs), nous avons une chute de la PL de 55% £ 8%. L’effet est
cependant beaucoup moins fort que celui de HyO5 pour des concentrations similaires. Cette
expérience est une premiére indication sur le fait que les ions Europium peuvent aussi étre
réduits par voie chimique.

Résultat 8 : L’ajout d’une forte concentration d’hydrazine entraine une diminution de la
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% 061 Fi1G. 3.20 — Réduction des ions Europium
e induite par ajout d’hydrazine (12 mM a la
§ 0.4 100%™¢s) observée par la baisse de la PL d'une
] NP individuelle. NPs : dopage 40%, avec BS3
o 02 hydrolysé en surface. I;,. =4.6-6.3 kW.cm ™2,
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luminescence des NPs pré-photoblanchies.

Réversibilité de la photo-réduction, de la réduction par I’hydrazine et de ’oxyda-

tion par H,0,

Des cycles de photoblanchiment, oxydation par HyO,, ringage par du tampon phosphate
(TP) ont été menés. A part pour le deuxiéme et le quatriéme cycle, nous ajoutons la méme

concentration de HyOs.

1.0+ Ringage
08- F1G. 3.21 — Reéversibilité de effet de I’ajout
% de HoOs5 sur la PL observée en effectuant des
R 0.6 + cycles d’addition de HyO5 (10mM, a part pic 2
[ et 4 : 5mM) dans le support et ringage du sup-
g port avec du TP. NPs : dopage 40%, avec BS®
8 0.4 hydrolysé en surface. I, =4.4-6.0 kW.cm ™2,
- Tezp= 500 ms. Le temps en abscisse corres-
Q. 0.24 pond au temps d’illumination de telle maniére
T T T T y a ne pas tenir compte du temps de rincage par
0 300 600 900 1200 1o Tp (arrét de l'illumination pendant 30 s).
Temps en s

On observe sur la Fig. 3.21 que la PL suit de maniére reproductible ces cycles. Aprés le
retrait de la solution de HyO5, ’évolution de la PL retrouve le caractére fortement décroissant
initial.

De méme, des cycles de photo-réduction, oxydation par HyOs et réduction par I’hydrazine
ont été menés. Sur la Fig. 3.22, la réversibilité de ces modifications apparait clairement. Le fait

que l'effet de I'hydrazine puisse étre annulé par ajout de HyO5 constitue une bonne preuve que
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I’hydrazine joue bien ici le role de réducteur des ions Europium et donc que ces ions peuvent
aussi étre réduits par voie chimique.

Résultat 9 : La réversibilité observée sur les courbes de PL de NPs soumises successivement
a des conditions oxydantes et réductrices confirme de maniére définitive que les ions Europium
peuvent étre réduits et oxydés par voie chimique et que le photoblanchiment est entiérement
di a une réduction photo-induite.

L’ensemble de ces expériences concorde pour affirmer que le photoblanchiment est entiére-
ment di & une photo-réduction des ions Europium trivalents. Nous avons de plus montré que
les ions Europium divalents pouvaient étre transformés en ions trivalents par ajout de HyOs.
Inversement, les ions trivalents peuvent étre réduits par 'hydrazine.

Il existe donc & l'intérieur de la NP (résultat 4) une espéce A, pour l'instant inconnue,

capable de réduire les ions Europium. On peut donc écrire globalement :
A+ Eu*t — AT + Eu** (3.12)
En condition légérement basique, 'effet de HyO4 sur les ions Europium s’écrira :
H,0, + 2Eu*" — 20H™ + 2Eu’*t (3.13)

Une étude plus compléte de 'effet de HoO5 sera proposé dans le chapitre 6. La prochaine
section est consacrée aux liens existant entre la position des ions Europium dans la structure

cristalline et leur photo-réduction plus ou moins rapide.
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3.2.3 Correspondance position-dynamique de photo-réduction

Cette partie sera consacrée tout d’abord a I’étude des déclins de fluorescence (DFs). De
ces délins, nous déduirons que la photo-réduction (PR) conduit & une diminution du temps
de vie moyen des NPs. A partir d’expériences portant sur 'effet de HyOs, nous montrerons
que la dynamique de la PR peut étre scindée en deux parties : 'une correspondant aux ions
Europium situés au coeur de la NP présentant une PR rapide et 'autre a ceux de surface avec

une PR plus lente.

Effet de la photo-réduction sur les déclins de fluorescence

Les DFs ont été mesurés a ’aide d’une excitation laser a 337 nm, d’'un chopper mécanique
permettant de couper cette excitation et d’un photomultiplicateur relié a un oscilloscope
numérique. Quatre DFs ont été enregistrés dans les conditions suivantes :

DF initial 7.e. avant PR

DF aprés une photoréduction de 10 min des NPs dans la cuve,

DF aprés une PR supplémentaire de 10 min,

DF aprés I'ajout d’une solution de HoOs (0.4 mM) dans la cuve comportant les NPs

photo-réduites.

—— DF initial
14 —— DF aprés 10mn de Photoréduction
—— DF aprés 20mn de Photoréduction
—— DF aprés rajout de H,0,

Fi1G. 3.23 — Effet de la PR, puis de l'ajout
de Hy O sur les déclins de fluorescence. Le DF
initial et aprés rajout HoOs sont pratiquement
superposés. NPs : dopage 10%, excitation 337
nm, Pigser =28 mW

0.1

0 300 600 900 1200 1500 1800
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Luminescence normalisée

Sur ces courbes, des ajustements bi-exponentiels ont été réalisés. Nous résumons les para-
meétres des ajustements obtenus dans le tableau suivant.

Le DF avant réduction comporte deux temps caractéristiques. Comme nous 1’avons men-
tionné précédemment, la présence de deux temps est attribuée au "quenching" par des hy-

droxyles de surface qui diminue notablement le temps de vie des ions Europium de surface.
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Atotal (mv) Al/Atoml Tl A2/Atotal T2

Avant PR 9.54 0.26 £ 0.006 | 198 £3.9 | 0.74 £ 0.006 | 630 &+ 3.7
Aprés 10 min de PR 5.92 0.29 £ 0.0055 | 145 £ 2.95 | 0.71 £ 0.0054 | 564 + 3.4
Aprés 20 min de PR 5.06 0.33 £ 0.0077 | 164 £ 3.54 | 0.67 = 0.0079 | 557 £ 4.5
Apres ajout de HyOq 9.6 0.27 £ 0.0066 | 212 + 3.98 | 0.73 £ 0.0042 | 659+ 4.11

FIG. 3.24 — Tableau récapitulatif des résultats des ajustements de DF par une fonction bi-exponentielle
pour différentes conditions. Les A; correspondent aux préfacteurs des fonctions exponentielles.

Nous pouvons dire de plus qu’il s’agit trés certainement de deux distributions de temps de
vie.

Nous voyons de plus que le signal des NPs a été divisé par un facteur de presque deux
(5.06/9.54). Ceci assure que nous sommes dans des conditions ot une bonne partie des ions
Europium a été réduite.

Le premier résultat essentiel porte sur le temps de vie moyen du niveau excité des NPs.

Ce temps noté <T> est défini par :

T T, 3.14
<4 o= ZA1T1+A2T2 (3.14)

Ce temps diminue au cours de la PR des NPs, passant de 588 us, a 525 us, puis a 507 us.
Aprés ajout de HyOo, le temps de vie moyen (611 ps) retrouve une valeur proche de celle
initiale.

Il est important d’insister sur le fait que la diminution de luminescence observée est due
entierement a une réduction des Europium i.e. & une transformation de I’Europium en une
espéce non fluorescente a cette longueur d’onde de détection. Ceci implique que ce sont les
ions Europium qui n’ont pas été transformés qui ont un temps de vie plus faible et non que
les ions Europium ont globalement un temps de vie plus faible. A l'intérieur de la NP, les
ions Europium de surface ayant un temps de vie plus faible, on en déduit que la PR touche
prioritairement les ions Europium de coeur.

Nous voyons aussi que 'amplitude A; correspondant aux temps courts devient de plus en
plus importante par rapport a celle des temps longs (0.26 initialement, 0.29 aprés 10 min,
0.33 aprés 20 min). Ceci semble donc confirmer I’analyse précédente.

Pour aller plus loin, un modé¢le simple de luminescence est employé. Deux systémes in-
dépendants a deux niveaux et de méme constante radiative sont considérés. Le premier de

temps de vie 7, représente le coeur de la NP et une fraction a du total. Le second représente
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la surface avec un temps de vie 74 et correspond a une fraction 1-a. Le nombre de photons

détectés Ny au cours du DF s’écrit alors simplement, en normalisant a 1 pout t=0, comme :

1
at. + (1 — a)7y

t

Nyet(t) = (areexp 7 +(1 — )7y exp =) (3.15)

En ajustant les courbes de DFs avec cette équation, on déduit que la fraction, 1-a, représentant
la surface augmente au cours du photoblanchiment : 0.52 initialement, 0.60 apres 10 min de
PR et 0.63 aprés 20 min de PR (0.53 aprés ajout de HyO,). Nous voyons par ce modéle
élémentaire que la PR ne touche pas de la méme maniére les ions Europium du coeur et ceux
de la surface. La PR a plutot tendance a toucher les ions de coeur que ceux de surface, du moins
initialement. Cette analyse reste cependant qualitative dans la mesure ou pour véritablement
comparer il aurait fallu que les temps de vie 7. et 74, ne changent pas. Nous avons donc voulu
confirmer ces résultats par des approches complémentaires. Nous présenterons ces approches
dans ce qui suit.

Résultat 10 : La PR des ions Europium entraine une baisse significative du temps de vie
moyen des NPs. Nous pouvons penser que cette baisse est liée a une réduction prioritaire et
partielle des ions Furopium qui possédent les temps de vie les plus longs i.e. les 1ons Europium

du coeur.

Effet de H,O, présent initialement sur la dynamique de photo-réduction

Les figures suivantes montrent les courbes typiques de PL de NPs individuelles exposées
d’emblée a plusieurs concentrations différentes de HyO4. Les courbes de NPs de 20 nm et de
30 nm ont été séparées afin de faire apparaitre l'effet de la taille sur la PL dans ces conditions.
Analysons ces figures selon les lignes.

Sur la premiére ligne, nous retrouvons le résultat 4 selon lequel la PR ne dépend pas de
la taille des NPs pour la gamme allant de 20 nm a 30 nm et la forme caractéristique de
la PL avec une décroissance rapide (Spr(t~100s)=0.6) suivie d'une décroissance plus lente
(Spr(t~800s)~0.3).

Sur la seconde ligne, nous observons pour les deux tailles que la décroissance rapide est
toujours présente mais que la décroissance plus lente observée sur les temps longs a été rem-
placée par une décroissance encore plus lente. Pour les NPs de 20 nm, nous observons a partir

de 50 s une valeur quasi-constante de la PL. Pour les NPs de 30 nm, la décroissance continue
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FI1G. 3.25 — Effet d’une solution de H,O, présente dés le début de l’illumination dans le support sur la PL
pour deux tailles de NPs et trois concentrations de HoO5. Pour chaque condition, deux exemples de PL de
NPs individuelles sont montrés. NPs : dopage 40%, avec BS? hydrolysé en surface, I;,. =1.3-1.4 kW.cm~2.

de se produire mais & un rythme clairement moins élevé que sans HyOs.

La troisiéme ligne, enfin, correspond a la concentration en HoO5 la plus élevée. On observe
globalement pour les deux tailles la méme PL marquée par toujours cette premiére décrois-
sance rapide mais suivie cette fois par un recouvrement de la PL. Dans le cas des NPs de 30
nm, la premiére décroissance a encore la méme amplitude que sans H,O5 et le recouvrement
de luminescence est important mais pas complet. En revanche, pour les NPs de 20 nm, la
premiére décroissance est moins importante et le recouvrement complet.

Nous allons considérer trois cas limites afin d’interpréter ces résultats. Nous faisons de
plus 'hypothése raisonnable que le Hy O, agit initialement en surface et que son effet oxydant
se fait ressentir graduellement de la surface vers l'intérieur de la NP (Cf. résultat 7).

Si la dynamique de PR était indépendante de la position des ions Europium dans la struc-
ture, alors 'oxydation due a HyO, agirait de la méme facon sur les différentes composantes

de cette dynamique : on devrait donc observer globalement la méme courbe mais ralentie. Ce
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n’est clairement pas le cas, nous observons une dichotomie nette des effets de HyO5 sur les
décroissances lentes et rapides.

Si la décroissance rapide était liée a la PR des ions Europium de surface, nous devrions
avoir un effet de 'oxydant plus important sur cette décroissance que sur celle lente due a la
PR des ions Europium du coeur de la NP. Ce n’est pas non plus ce que nous observons.

Nous comprenons donc qu’il existe nécessairement une correspondance entre la rapidité
de la PR et la position des ions Europium dans le coeur de la NP . Le cas le plus édifiant
est celui & 800 M. Pour les NPs de 30 nm, la décroissance rapide est conservée car les ions
Europium de coeur sont relativement bien protéges de l'effet initial de HyO9 en surface ce
qui n’est pas le cas des NPs de 20 nm. Une fois que ces ions de coeur sont réduits, 1'effet de
H50O, intervient : si 'oxydation I'emporte sur la PR on aura un recouvrement du signal, si
I'oxydation est moins forte que la PR on aura alors une décroissance lente toujours présente
mais ralentie.

Ces expériences confirment donc les expériences sur les temps de vie : la décroissance
rapide de la PL est celle des ions Europium de coeur.

Résultat 11 : La PR présente deux phases de dynamique différente et associées a des ions
FEuropium localisés a des endroits différents a l'intérieur des NPs. La décroissance initiale et
rapide de la PL correspond a une PR des ions Furopium appartenant au coeur de la NP. La
décroissance plus lente observée sur les temps longs correspond a des ions Europium situés

pres de la surface.

3.2.4 Le role des défauts cristallins dans la photo-réduction

Nous abordons dans cette derniére partie consacrée aux résultats expérimentaux la ques-
tion de la nature de I'espéce "A" qui réduit les ions Europium lors de la PR. A partir de
mesures de PL obtenues sur des NPs recuites, nous verrons dans cette section que la PR est
liée & la présence de défauts cristallins.

Commencons tout d’abord par considérer certaines possibilités simples sur la nature de
I’espéce A. Dans la structure orthovanadate, 1’électron pourrait a priori provenir d’'un des
¢éléments constitutifs de la NP & savoir 'ion Vanadium (V1) I'ion Yttrium (Y3*) ou l'ion
Oxygene (O?7). Les ions Vanadium et Yttrium sont déja sous leur forme la plus réduite : ils

ne peuvent donc pas perdre un électron de plus. L’ion Oxygéne en revanche peut perdre un
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électron appartenant a I'un de ses doublets non-liants comme cela a été proposé par Suzuki
dans le cas des verres dopés par des complexes d’ions Europium trivalents.!®® Dans ce cas,
I'oxygéne appartient & un groupe silanol (Si-OH) ce qui est, cela dit, tout a fait différent de
notre structure.

En fait, les expériences présentées par la suite montrent que ce sont certainement les

défauts cristallins qui sont responsables de la PR.

Influence des recuits de NPs individuelles sur la photo-réduction

Des expériences effectuées au LPMC ont montré qu'un traitement thermique des NPs
dopées a 10% pouvait améliorer grandement le rendement quantique des NPs par une aug-
mentation significative de la cristallinité des NPs. Nous voulons donc savoir si le recuit des
NPs induit une variation de la PR.

Briévement, le protocole mis au point par nos collaborateurs est le suivant :

— Préparation d'un sol de TEOS (tétramethylorthosilicate) constitué¢ de TEOS, d’éthanol
et d’eau acide chauffé a 60°C pendant 1 h, ce sol servant a créer une matrice dans
laquelle le recuit va étre effectué,

— Mélange du sol, des NPs et d'un agent complexant,

— Chauffage dans une étuve a 90°C pendant 18 heures,

— Recuit en deux temps : d’abord recuit & 500°C (montée en 5 h, palier de 2 h), refroi-
dissement & température ambiante, puis recuit a 500°C (montée en 5 h, palier de 1 h)
suivi d'un recuit & 1000°C (montée 5 h, palier de 10 min),

— Attaque de la poudre obtenue par I’acide fluorhydrique (HF) pendant 2 h afin d’enlever
le TEOS des NPs,

— Purification et récupération des NPs recuites.

Les NPs recuites ainsi obtenues ont été caractérisées par diffraction de Rayons X, microscopie
électronique, par leur spectre d’émission et d’excitation et par des mesures de DDL. Ces
mesures ont montré que la cristallinité des NPs était augmentée et que la taille initiale des
NPs était conservée. Notons qu’un autre protocole a été aussi utilisé et différe notamment
par 'attaque qui se fait cette fois par de la soude et les temps de montée. Nous obtenons des
résultats similaires en terme d’effet sur la PR.

Nous avons alors comparé la synthése initiale avec les deux synthéses recuites carartérisées

par la température du dernier palier (800°C et 1000°C) en termes d’effet du recuit sur le ratio
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de PR (comparaison entre la premiére valeur et la valeur a 100 s).
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F1G. 3.26 — Effet du recuit sur la dépendance du ratio de PR aprés 100 s en fonction de I'intensité incidente.
A gauche, ratio de PR pour chaque NP individuelle sans recuit, avec recuit a 800°C et 1000°C. A droite,
moyennage du ratio de PR pour des tranches de 5 kW. cm™2. NPs dopées & 10%, Ty, =500 ms.

Plusieurs points intéressants sont a relever dans ces figures :

— on observe sur la courbe correspondant a des NPs non recuites et recuites que le ratio de
PR sature & partir de 10-15 kW. cm~2. Nous retrouvons le résultat 3 a ceci prés que pour
les NPs recuites la valeur de saturation est inférieure (sans recuit : 85%, 800°C :75%,
1000°C : 65%).

— le recuit induit une diminution franche de I'amplitude de PR et ce quelquesoit I'intensité.
Une diminution moyenne de 25% (£ 4%) de 'amplitude de PR est observée entre les
NPs sans recuit et avec recuit a 1000°.

Dans la mesure ot nous savons que le recuit de NPs induit une meilleure cristallinité des
NPs et par 14 méme une réduction du nombre de défauts cristallins, ces résultats expérimen-
taux constituent une indication que ’espéce réductrice est un défaut cristallin.

De plus, 'amplitude de la diminution du ratio de PR est certainement sous-estimée dans
les expériences précédentes. En effet, dans ces expériences nous souhaitions comparer la PR
a méme intensité incidente. Or, ce qu’il nous importe en fait est de comparer ces PRs pour
la méme absorption i.e. pour la méme probabilité w qui est liée a I'intensité incidente mais
aussi a la section efficace d’absorption (Cf. chap. 2). Il nous faut donc vérifier que cette
section efficace n’a pas évolué lors du traitement thermique. Nous n’avons cependant pas
encore pu mesurer cette section efficace aprés recuit. Nous nous contenterons alors d’estimer

la probabilité de transition radiative et de supposer que si cette probabilité est modifiée il y
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des chances que la section efficace d’absorption le soit aussi. Ceci se justifie par le fait que
I’environnement cristallographique des ions Europium peut influencer la force de transition des
raies d’absorption et d’émission. Nous allons donc déduire la probabilité de transition radiative
par des expériences sur le déclin de luminescence du niveau excité des ions Europium et sur
le rendement quantique.

Des mesures de déclin de fluorescence et de rendement quantique ont été menées sur des

NPs avant et aprés recuit & 1000°C. Nous montrons dans la figure suivante ces deux déclins.

Avant recuit
— Aprés recuit

e
N

FiG. 3.27 — Effet du recuit sur les dé-
clins de fluorescence normalisés. NPs dopées
a 10%, Excitation : 337nm, Détection : 617
nm, Pjgser=28mW.
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Un ajustement bi-exponentiel nous donne les valeurs suivantes :

t t

Navt recuit = 0.28 exp(_m) +0.72 exp(_m> (316>
t t

Napr recuit — 0.21 exp(—ﬁ) +0.79 eXp(—@> (317)

Le temps moyen du niveau excité (Cf. eq. 3.14) s’en déduit : <7, >=562 ps, <7, >=703
pus. D’autre part, les rendements quantiques ont été mesurés au LPMC et valent : Q. =

15%, Qqpr = 45%. Nous ne retrouvons donc pas 'augmentation du rendement quantique sur

ky
kr+knr

transition radiative a été fortement modifiée au cours du traitement thermique. Ceci implique

les temps de vie. Par la relation, () = = k,7, nous déduisons que la probabilité de
que probablement la section efficace d’absorption a elle aussi été augmentée par ce traitement.
Nous déduisons ainsi que l'effet du traitement thermique sur la diminution de la PR est
probablement plus fort que ce que nous pouvons observer sur la Fig. 3.26. Il est difficile de
quantifier cet effet mais il semble raisonnable de penser que pour une comparaison a méme

absorption et en supposant que 'amélioration de k, se retrouve sur celle de la section efficace,
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N

le cas sans recuit a 11 kW.cm ™2 devrait étre plutot rapproché de celui avec recuit (1000°C) a
5 kW.cm™2 ce qui correspond & une division par deux de la PR.

Résultat 12 : L’amplitude de PR montre une saturation en fonction de ["intensité incidente
dont la valeur est réduite lorsque la température de recuit augmente. Les recuits provoquent une
diminution importante de ’amplitude de la PR quelque soit [intensité incidente. L importance

de cette diminution est cependant sans doute sous-estimée.

Influence du recuit d’une lamelle de NPs sur la photo-réduction

Nous avons vu dans la partie précédente que ’amplitude de PR pouvait étre diminuée d’au
moins 25% par un traitement thermique & 1000°C. Ce traitement des NPs a été réalisé dans
une matrice de silice. Nous avons voulu savoir si nous pouvions retrouver cette diminution de
la PR en utilisant une autre méthode de recuit. Nous déposons des NPs sur une lamelle de
silice puis cette lamelle est mise dans un four avec un temps de montée a 1000°C de 2 heures
et un plateau & 1000°C de 1 heure puis une redescente en une dizaine d’heures.

Nous indiquons les résultats de PR pour une lamelle sans traitement et avec traitement
dans la Fig. 3.28 (figure de gauche courbes en bas et en haut, respectivement). Nous vérifions

de plus leffet de I'ajout d’une solution de HyOy & 25 uM (figure de droite).
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FIG. 3.28 — Effet du recuit sur les déclins de fluorescence normalisés pour 6 intensités différentes avant et
aprés recuit d’une lamelle avec des NPs déposées a la tournette (gauche). Effet du recuit sur le recouvrement
lié a Uinjection de HoOo (25 pM, a t=70 s). NPs dopées a 20%, excitation : 466 nm, détection : 617 nm,
Line=[0.7, 1.1, 1.6, 2, 2.4, 2.5]kW. cm™2, T¢,,=500 ms.

Sur la figure de gauche, 'effet du recuit est encore plus nette que par la méthode de recuit

dans une matrice de silice : on observe une réduction par un facteur 14 de I'amplitude de la
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PR. Sur la figure de droite, on observe que l'effet de HyO5 est complétement annulé sur les
NPs recuites comme on pouvait s’y attendre en notant que sans espéces réduites 'oxydant
n’a aucun effet sur la PL.

Nous ne savons pas pour l'instant quelle est l'origine de cette baisse de la PR. Des expé-
riences sont en cours pour clarifier ce point.

Ces deux traitements ont montré que les défauts cristallins jouent un role primordial dans
la PR des ions Europium trivalents. Nous chercherons dans la section suivante a déterminer
la nature de ces défauts.

Résultat 13 : En effectuant le recuit sur des NPs déposées sur une lamelle, nous obtenons
une diminution de la PR d’un facteur 14 bien plus importante que celle que nous avions obtenu
par recuit dans une matrice de silice. Le résultat essentiel est que limpact de la réduction du
nombre de défauts cristallins lors du traitement thermique sur la PR est confirmé et que
nous pouvons estimer que les défauts sont probablement ’espéce qui donne [’électron aux ions
Europium.

La section suivante s’efforcera de donner un cadre d’interprétation unifié a ces résultats
expérimentaux. Un modéle exprimé sous forme de systéme d’équations différentielles sera
ensuite proposé ainsi que certaines simplifications du modéle afin de résoudre ces équations

de maniére analytique.

3.2.5 Interprétation du photoblanchiment

A partir des expériences complémentaires précédentes, nous allons & présent proposer un
mécanisme expliquant le photoblanchiment. La nature des défauts cristallins sera envisagée

dans un second temps.

Résultats essentiels

Nous résumons tout d’abord les résultats essentiels. Le photoblanchiment des NPs de
YVOg4:Eu est un mécanisme photo-induit présentant des constantes de temps caractéristiques
s’étendant sur plusieurs ordres de grandeur (résultat 3). Ce photoblanchiment est entiérement
lié¢ & un mécanisme de photo-réduction des ions Europium trivalents initialement présent dans
la structure cristalline (résultats 6,7,8,9,10). La photo-réduction s’explique certainement par

le transfert d’'un électron d'un défaut cristallin vers I'ion Europium (résultats 12, 13). La
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dynamique de photo-réduction peut étre séparée en deux : une dynamique initiale et rapide
liée & la photo-réduction des ions Europium du coeur de la NP et une dynamique plus lente
liée aux ions Europium proches de la surface (résultats 10, 11).

Nous faisons I’hypothése dans la suite que les défauts sont les donneurs d’électrons dans

la stucture.

Mouvement des électrons dans la structure

Nous avons montré aussi que les électrons doivent pouvoir se déplacer dans la structure
cristalline afin que le pouvoir oxydant de HyO4 affecte a la fois les ions Europium de surface
sur lesquels HoO4 peut agir directement et ceux du coeur de la NP (résultat 7).

Nous montrerons dans le chapitre 6 que le laser a un double effet sur la PL des NPs.
Lorsque le laser est réglé a 466 nm, le premier effet est d’exciter les ions Europium par la
transition 7F0,1 —5 D,. Un second effet non résonnant avec cette transition se superpose a
ce premier effet. Nous verrons que si les NPs sont soumises a une oxydation par HyO5 sans
étre illuminées, le recouvrement de luminescence est faible. En revanche, si une excitation a
des longueurs d’onde différentes de 466 nm est ajoutée a cette oxydation (472 nm, 488 nm,
501 nm), le recouvrement est plus important et plus rapide comparativement au cas sans
illumination. Ceci implique qu’une illumination & 466 nm ne provoque pas que l’excitation
des ions Europium ; elle provoque aussi le mouvement des électrons responsable de 'oxydation
des ions Europium divalents de surface et de coeur. Ceci est a rapprocher du résultat 2 pour
lequel un recouvrement de la PL est observé en illuminant les NPs a 457 ou 476 nm. Nous
estimons que le mécanisme sous-jacent a ce recouvrement (sans HoOq) est le méme que la
facilitation du recouvrement due & H,O,. En excitant a 457 ou 476 nm, le mouvement des
électrons est facilité et notamment le mouvement d’un électron d’un ion Europium divalent
vers un défaut cristallin ou vers un autre site. Puisque les ions Europium trivalents ne sont
pas excités a ces longueurs d’onde, les électrons ne peuvent pas étre acceptées par les ions
trivalents : globalement, on assiste a une augmentation du nombre d’ions trivalents dans la

structure et donc a une remontée du signal de PL.

Présence de défauts de surface

Intéressons nous a présent aux expériences portant sur la relation entre la PR, la taille

des NPs et la température (résultats 4, 5). Le mécanisme proposé précédemment ne peut
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pas expliquer pourquoi nous observons une PR plus faible pour les faibles tailles de NPs.
Une premiére hypothése serait de considérer une densité de défauts plus faible pour les plus
petites tailles. Cependant, a mesure que la taille diminue on s’attendrait plutot a ce que le
nombre de défauts augmente du fait de la présence de la surface qui impose des contraintes

sur I'arrangement structural. "l Nous écartons donc cette hypothése.

L’équipe du LPMC a montré que, dans la structure orthovanadate, sont présents des
défauts cristallins de volume qui sont dans notre cas a l'origine de la PR mais aussi de
surface. *”l Cette équipe a aussi montré que ces défauts de surface pouvaient capter 1'énergie
créé lors de l'excitation des NPs dans 'UV. Nous rappelons en effet qu'un autre moyen
d’excitation existe pour les ions Europium. Il consiste en 1’excitation des ions vanadates qui se
traduit par la création d’un exciton pouvant migrer thermiquement jusqu’a un ion Europium
et dont I’énergie peut promouvoir 'ion Europium vers son état excité. La présence de ces
défauts de surface est peut étre 'explication de la baisse de la PR observée pour les plus
petites NPs. En effet, & mesure que la taille baisse, I’électron initialement présent sur un
défaut cristallin aura de plus en plus de chances d’étre capté par un défaut de surface et donc
de ne pas étre capté par un ion Europium trivalent. Ceci aboutira donc & une baisse de la PR

pour les plus faibles tailles.

Ce mécanisme permet également d’expliquer pourquoi nous observons une baisse de la
PR lorsque la température augmente. En effet, le mécanisme proposé initialement ne peut
pas expliquer ce role de la température, il aurait méme plutdét tendance a aboutir & une
dépendance inverse. Si la température augmente, le mouvement des électrons est facilité.
En augmentant le parcours moyen de I’électron dans la structure, défini comme la distance
moyenne sur laquelle se déplace un électron avant d’étre capté par un défaut, 'augmentation
de la température va faciliter la captation de I’électron par les ions Europium trivalents, ceci
conduira & une augmentation de la PR. En revanche, si nous tenons compte de la présence de
défauts de surface, 'augmentation du parcours moyen de 1’électron aboutira & une probabilité
plus grande qu'un électron initialement éloigné de la surface soit capté par ces défauts :
ceci aboutira globalement & une baisse de la PR. Nous pouvons de plus proposer un autre
mécanisme pour cette dépendance en température. Elle pourrait tout aussi bien refléter une
probabilité plus grande que l’électron soit dépiégé de l'ion Europium divalent, aboutissant

alors a un ralentissement de la PR.
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Effet du nombre limité de défauts de volume

Nous abordons a présent 1'origine du caractére multi-exponentiel de la PR. Nous verrons
que la large distribution de constantes de temps de PR (résultat 1) et la saturation de I'am-
plitude de PR pour les fortes intensités (résultat 3) peuvent étre expliquées par le nombre

limité de défauts de volume.

Nous avons vu que la valeur de saturation de 'amplitude de PR diminuait a mesure que la
température de recuit augmentait (résultats 12, 13). Ceci indique que lorsque on diminue le
nombre de défauts a l'intérieur de la structure, 'amplitude de la PR diminue. Une explication
plausible serait que 'amplitude maximale de PR soit justement liée au nombre de défauts
limité dans la structure. En effet, lorsque tous les défauts ont donné leurs électrons aux ions
Europium trivalents, la PR ne peut plus se poursuivre : on obtient alors une saturation de la
PR pour les trés fortes intensités incidentes. De plus, on pourrait aussi suggérer que la quasi-
stationarité du signal de PL est liée a un équilibre entre la photo-réduction et le dépiégeage des
électrons des ions Europium divalents induit par I'absorption non-résonante avec les niveaux
d’énergie des ions Europium trivalents. Dans ce cas de figure et dans la mesure ot ces deux
phénoménes sont photo-induits, nous ne devrions pas observer de saturation pour les fortes
intensités. Nous estimons donc que cette saturation dépend uniquement du nombre limité de

défauts dans la structure (Cf. section 3.3).

Ceci améne a considérer le caractére multi-exponentiel sous un angle nouveau. Nous avons
vu que sous l'effet du laser les électrons pouvaient se mouvoir dans la structure. Ceci implique
qu’a mesure que la densité en donneurs d’électrons (les défauts) diminue, le nombre d’électrons
dans la structure susceptibles de réduire les ions Europium trivalents diminue aussi. Nous
nous retrouvons donc dans un cas similaire a une réaction chimique bimoléculaire ou les deux
réactifs ont des concentrations proches. Dans ce cas de figure, I’évolution de la concentration
d’un des réactifs n’est pas décrit par une simple fonction exponentielle mais par une fonction
du type Becquerel. Ceci est donc a rapprocher des résultats sur le bon accord entre la fonction
de Becquerel et les courbes de PL (résultat 1). Nous verrons dans la section 3.3 portant sur
la modélisation de la PR que le caractére multi-exponentiel de la PR peut étre effectivement
expliqué par la raréfaction du nombre de défauts non-ionisés. Nous emploierons cependant

une fonction différente de celle de Becquerel mais qui décrit aussi ce mécanisme de raréfaction.
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Nature des défauts cristallins

Nous abordons enfin la nature des défauts cristallins de volume dont la présence entraine
la PR des ions Europium trivalents. On distingue classiquement deux types de défauts : les
défauts ponctuels et ceux arrangés en structure 2D ou 3D de type dislocation. Parmi les
défauts ponctuels, on distingue aussi les défauts de Schottky ot un atome d’un site cristallin
a 'intérieur de la structure est transféré a 'extérieur de la structure, ou ceux de Frenkel, un
atome d’un site cristallin est déplacé sur un site interstitiel. ! Dans le cas des nanoparticules
de YVOyg4:Eu aucune étude, a notre connaissance, n’indique quelle est la nature des défauts

cristallins associés a la structure orthovanadate.

En revanche, dans le cas de matériaux massifs, plusieurs études des défauts ont été menées
motivées notamment par I'utilisation de la structure YVO, :(Nd** ou Eu®T) en tant que milieu

amplificateur pour les lasers solides.

Hu et all® ont montré qu’il existait essentiellement les types de défauts suivants : des
centres colorés dus a la présence de lacunes d’oxygéne, des inclusions d’autres structures
cristallines (Y203, V505, V203, YVOs3), des domaines cristallins se manifestant par des dis-
locations entre ces sous-régions, des striations causés par des différences de concentration en
Nd3*. Notons que la croissance de ces cristaux est conduite a haute température (autour
de 2000K) ce qui est différent de la synthese effectuée a basse température par I’équipe du
LPMC. Dans le cas des NPs, I'incorporation des ions Europium est quantitative et homogéne
dans la structure et il n’y a pas de coexistence de plusieurs phases cristallines différentes. Ceci
laisse donc une possibilité essentielle a savoir les centres colorés dus a la présence de lacunes
d’oxygéne. Hu et al montrent de plus que ces centres colorés ont une bande d’absorption large
entre 350 et 500 nm. Ceci pourrait donc représenter la bande d’absorption large non-résonante
avec les niveaux d’énergie des ions Europium trivalents. Ryba-Romanowski et /! ont mon-
tré aussi que le vanadadium pouvait exister sous la forme V4* ou V3t différente donc de la
forme native Vo, Apparemment, la présence conjointe de centres colorés et d’ions vanadates
de plus faible nombre d’oxydation est une propriété communément admise pour la structure

orthovanadate. Il semble cependant que la présence de centres colorés soit la plus probable.

Ainsi, un transfert d’électrons est possible entre soit une lacune d’oxygéne soit 'ion Vana-
dium et 'ion Europium trivalent. En tenant compte des notations de Kroger et Vink[® on

peut écrire ce transfert sous la forme de réactions chimiques ce qui donne par exemple dans
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le cas de la lacune d’oxygéne :

1
V¥ + Bul, = V& + Eug, (3.19)
V¢ + Bu, = V& + Bug, (3.20)

La premiére ligne représente le processus selon lequel une lacune d’oxygéne se crée pendant la
synthése (VE, V pour vacancy et O en indice pour le site qu’'occupe cette lacune). La lacune
d’oxygéne pouvant fournir deux électrons® elle peut étre doublement ionisée (VS puis V).
Dans ces notations, le x représente la neutralité de 1’élément par rapport & son état initial, le

nat

o' représente une charge positive en plus et le """

une charge négative en plus.

Si le défaut correspond & une lacune d’oxygéne, notons enfin qu’il faut afin d’assurer
I’électroneutralité de la structure qu’'un atome de Vanadium, d’ Yttrium ou d’Europium soit

rajouté a la structure en position interstitielle par exemple.

Nos données expérimentales ne nous permettent pas de trancher en faveur de I'une ou
I’autre des possibilités. En revanche, il semble que la présence de défauts qui sont susceptibles
de donner un ou plusieurs électrons est une propriété caractéristique de ce type de structure.

Ceci conforte donc notre interprétation de la PR en termes de défauts donneurs d’électrons.

Nous nous limiterons dans la suite & considérer un défaut nommé A pouvant donner
un électron. Plus exactement, nous faisons en fait I’hypothése que les défauts cristallins sont
associés par exemple a des centres colorés de type F+ ou F, 7. e. un ou deux électrons localisés

sur une lacune d’oxygéne. %l

Nous avons dans cette section tenté de donner au photoblanchiment un cadre unifié per-
mettant de rendre compte de ces expériences. Nous abordons dans la section suivante la
modélisation de ces phénomeénes puis a l'aide de quelques simplifications du modéle complet

nous comparerons le modeéle aux résultats expérimentaux.
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3.3 Modélisation du photoblanchiment

3.3.1 Modéle sans simplifications

Nous commencgons par présenter un modeéle complet du photoblanchiment. Nous avons
vu que les NPs pouvaient étre considérées comme étant constituées de deux sous-régions
distinctes. L'une représente le coeur de la NP pour laquelle une PR rapide a été observée et
l'autre la surface de la NP avec une PR plus lente (résultats 10, 11). Nous notons ces deux
sous-sytémes par l'indice ¢ pour le coeur et s pour la surface. Le nombre total d’ions Europium
trivalents est noté NOEu et réparti selon les fractions a. et a, avec a. + as=1. Nous supposons
de plus que le parcours moyen des électrons dans la structure est suffisamment faible pour
considérer que les électrons restent confinés dans les deux régions.

Dans les deux systémes, nous avons le schéma global de la Fig. 3. 29 : avec w, T, Toz €t Treq

Eu’’ — 1

exc
\%d
0]

——— Eu’" FIG. 3.29 — Schéma global du photoblanchi-
/ 1 ment.
.

3+ ox
E u fond

N | —

représentant respectivement la probabilité de transition fondamental-excité, le temps de vie du
niveau excité, le temps caractéristique d’oxydation de I’Europium et le temps caractéristique
de réduction.

A ce schéma sont associées les équations différentielles suivantes pour le nombre d’ions

trivalents dans I’état fondamental ([Eu?tnd]) et excité ([Eull]) et d’ions divalents ([Eu®T]) :

d[Eu?}, 1 1
[ fOnd] - W [Eufci—nd] + = [Eui);—c] + [EU2+] (321)
dt T Tox
d[Eu}] s 1 Lipser o 1 g st
T = W[Eufond] - ;[Euexc] - E[Euexc] <322)
d[Eu2+] 1 3+ 1 2+
dt " Tred (Blere] = E[Eu | 529

Si Tyeq €t T, ne dépendaient pas du temps, ce systéme ne pourrait donner en aucune maniére

une décroissance multi-exponentielle telle que celle que nous observons pour le photoblanchi-
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ment et ce méme si nous considérons des temps de vie différents pour le coeur et la surface de
la NP. Or comme nous ’avons vu dans la section précédente 7,.q et 7,, doivent dépendre du
temps puisque le nombre de défauts ([A]) dans la structure susceptible de donner et d’accepter

un électron varie au cours du temps. Ces deux temps sont caractérisés comme suit.

Pour le processus de réduction, les réactions chimiques suivantes peuvent étre écrites avec

A les défauts de volume :

A KA A (3.24)
Eul 4 e Keu, gyt (3.25)

Ici, la diffusion des électrons dans le réseau n’apparait pas. Cependant, le temps de vie de ces
¢électrons dans la structure peut étre donné notamment par le rapport des deux constantes de

réaction k4 et kp,.

De méme, pour le processus d’oxydation, on peut écrire :

k*

At e A (3.26)
k*

Eu*t 2% Eulf e (3.27)

Notons que I'une au moins de ces constantes de réaction doit dépendre de l'illumination laser
(résultat 2). Notons qu’il est en fait transparent pour cette modélisation de considérer une

transformation de 'Eu?t vers I’état excité ou fondamental de 'Eu’t.

De plus, les défauts de surface D qui sont responsables de la diminution de la PR pour
les tailles de NPs faibles entrainent aussi des variations du nombre d’électrons susceptibles de
réduire les ions Europium trivalents excités. Nous écrivons cette réaction comme suit :

o ky
D+e — D (3.28)
Notons que le kJ, est trés certainement beaucoup plus faible lorsque ’'on considére les électrons

dans la région centrale.

Nous incluons alors ces derniéres équations avec les constantes de réaction associées dans
le systéme d’équations différentielles précédents (eq. 3.21 & 3.23). Nous notons par un indice

i tous les paramétres qui peuvent changer lorsque 'on considére les ions Europium du coeur
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et de la surface de la NP.

1
= —w[Buf i + —[Bull)i + kp, [EaT;

dt T exc
d[Eu:g;c]l 1 _
— = wIBu = ZIBu): — kpuile LB
2+
d[ECZ ]l = kEuz[e_]z[Eug:c]Z _kZ‘uz[Eu2+]l
B AL~ bl B ) — R AT+ K Bu — k(D]
d[(ﬁ]z = —kai[A]; + kali[AJr]i[@i]i
A+
T Al — B3 A7)
d[D] i} -
dt = _zi:kDi[D][e li (3.29)

A ce systéme s’ajoute le nombre d’espéces initiales :

[Eufie = acNp,  [Eujbgls=asNg, [D] = D° [Al,=A7 [Al.= A2 (3.30)
Vi [Butt] = [Eu®] = [e]i=[A"]; =0 (3.31)

EeExcC

Nous pouvons décrire ce systéme en faisant deux analogies. La premiére correspond a une
réaction chimique en solution ot une molécule excitée (ici Eul ) pourrait étre réduite par un
donneur d’électron (ici I'espéce A) a I'aide d’un transfert d’électron se faisant via le solvant
ici le ré (601 N d logie, les d : ’ < i
(ici le réseau). otons que dans cette analogie, les deux espéces n’ont pas nécessairement
besoin d’étre en contact direct. Cependant, les espéces sont censés se mouvoir dans le solvant
- . . . , : . .
ce qui n’est bien stir pas notre cas. La seconde analogie est celle d'un semiconducteur ot aprés
excitation des électrons dans la bande de conduction, un piégeage d’électrons par un défaut

peut intervenir. La dynamique de capture de cet électron dépend alors du nombre d’électrons

dans la structure ainsi que du nombre de piéges libres. 61

En tenant compte du nombre d’électrons dans la structure, on voit apparaitre un systéme
d’équations différentielles non-linéaires difficile & résoudre numériquement sans connaitre les
valeurs des constantes de réaction. Nous proposons alors des simplifications basées essentiel-

lement sur les résultats expérimentaux présentés précédemment.
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3.3.2 Simplifications et hypothéses

e Dans la mesure ol nous sommes surtout intéressés par les NPs facilement détectables,
nous restreignons tout d’abord notre étude aux cas des NPs les plus grosses (D > 20 nm)
pour lesquelles la taille n’influence plus la PR. Dans ce cas, I'influence des défauts de surface

devient négligeable : nous fixons alors D° a 0.

e Une premiére simplification consiste a repérer que ce systéme d’équations présente deux
échelles de temps bien séparés. La premiére échelle de temps correspond a ’absorption et
a ’émission de photons. Typiquement, pour ce type de NPs, un état quasi-stationnaire se
met en place au bout de quelques multiples de 7 7. e. au bout de quelques milisecondes. La
seconde échelle de temps est de l'ordre de grandeur de la PR dont les temps caractéristiques
s’étendent de quelques secondes a plusieurs milliers de secondes. Il y a donc un facteur d’au

moins 1000 entre ces deux échelles de temps.

Pour séparer ces échelles, on écrit d’abord le systéeme d’équations sans PR, on extrait
de sa résolution la fonction décrivant le nombre d’ions Europium excités de laquelle on dé-
duit la valeur stationnaire de ce nombre. Ensuite, on réinjecte cette valeur dans le systéme
d’équations tenant compte de la PR exprimé en fonction du nombre total d’ions Europium

trivalents([N%"]).

Nous donnons directement le résultat pour la valeur stationnaire de [Euf] (Cf. éq. 2.10

avec wt;«1) :

. N3+ ;
Buztyet = Vel ey, (332
w + ?z

e La deuxiéme simplification, qui reléve en fait plus de 'hypotheése, est de se placer a un
niveau supérieur de description. On va se placer en quelque sorte au dessus de la description
de la PR en termes d’émission et de capture d’électrons. On suppose que l'interaction entre un
défaut cristallin et I’état excité de 'ion Europium trivalent se fait directement. Ceci revient
a écrire que la vitesse de disparition de I'ion trivalent est guidée uniquement par le nombre
d’ions trivalents excités et le nombre de défauts libres. On définit alors deux nouveaux temps
caractéristiques T,.q4 et T,, intervenant dans les réactions suivantes :

A+ Eed L At g (3.33)

exc

AT + Eu?t Lo, Eupt + A (3.34)
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Les équations différentielles associées a ces deux processus et au processus d’absorption-

emission s’en déduisent et s’écrivent :

C”El;—i?d]i = —wlBupg i+ 71 (Bull)i + 7 (B A,
I8 g Lt et
d[E;f*]i _ Trtdl[Euzij] [A]i_i[Eu2+]i[A+}i
b = LBl + AT,
d[ill; = T;Z[EUZ’;Z] [Ali - Tolm[Eu2+] [A*]; (3.35)

En additionnant les deux premiéres équations différentielles, on extrait la variation du nombre

d’ions Europium trivalents ([N3F];) dans les deux systémes (i) :

ANEL L 1
wll = (Bt [A], — Bu*t ], [AlL :
P = o (Bt A - o [Bull A (3.30)

En tenant compte de la conservation du nombre d’Europium (N%, ) et du nombre de défauts
(AY), cette équation se simplifie en :
AN 1 1

g = T Wewi = N ) (A = [A)) — 7 [BucililAl: (3.37)

par sa valeur stationnaire (éq. 3.32) dans I’équation précédente,

De plus, en remplagant [Eu |;

on obtient :
INED L (N, — (VEIA? - (A1) — 2 (VLA (339
dt Toxi FEui FEult % ? Tredi Eult 2 .
347
En notant que V t dAl; _ = d[NE“]’, I’équivalence suivante s’en déduit :
dt dt
Npo; — [Nepili = A? = [AlL. (3.39)

En remplagant dans 1’équation 37 la variable [A];, on aboutit a :

D

dt T T [NgeJi([INBEL: + A — Np,,) (3.40)
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ou on a défini par commodité :
1 i
= (3.41)
Tredli Tredi

e Enfin, nous faisons une derniére simplification en supposant que la densité du nombre
de défauts est la méme dans le coeur et la surface des NPs. Nous reviendrons plus loin sur

cette simplification.

Ceci conduit aux deux équations différentielles suivantes décrivant I’évolution du nombre

d’ions Europium contenus dans les deux sous-régions, s et ¢ :

d[Ng:]C _ 1 NO _ N3+ 2 1 N3+ N3+ AO _ NU 3.49
=+ ( Fuc [ Eu]C) [ Eu]C([ Eu]C + Euc) ( . )
dt Toa:c Tredlc
d[NpH, 1 1
202 = 4 (Npus — [Naols)® = [ Nanls ((Nap)s + A" = Np, ). (3.43)
dt Toajs Tredls

Cette équation différentielle a la forme d’une équation de Riccatti. Cette équation posséde une
solution analytique et nous allons dans les sections suivantes résoudre cette équation dans deux
cas. Nous avons vu que I'amplitude du recouvrement était faible dans le cas de 'excitation
non résonante. Nous en avons déduit que la réoxydation devait étre présente aussi lorsque
nous excitons les ions Europium de maniére résonante mais ce de maniére faible. Il convient
donc tout d’abord de traiter le cas sans recouvrement (T,, — 00) que nous nommons "modéle
simplifié sans retour". Nous avons ensuite résolu 1’équation avec 'oxydation. Nous n’avons
cependant pas encore pu utiliser le cas avec recouvrement ("modéle simplifié avec retour")
pour ajuster nos données expérimentales en raison du trop grand nombre de paramétres
a considérer. Le but des deux sections suivantes est de proposer une fonction analytique
décrivant la PR et d’exprimer les courbes de photoblanchiment de NPs individuelles en termes

de constantes d’oxydation, de réduction et de nombre de défauts dans la structure.

3.3.3 Modéle simplifié sans retour

Dans cette section, ’équation différentielle dans le cas T,, — oo sera résolue. L’évolution
du nombre de photons détectés sera alors déduite de la solution de I’équation différentielle.
Cette évolution sera alors ajustée aux courbes expérimentales. Nous discuterons enfin 1’accord

entre théorie et expérience.
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Evolution théorique du nombre d’ions Europium trivalents

Sans oxydation, il faut résoudre ’équation du type :

AN
dt

AV — N 1
= —Qu[Ng:]i - Q2i[N%Z]? avec q1; = lT—Em q2; = T (3.44)
redl redl i

Ceci est une équation de Bernoulli et se résout facilement en posant z; = 1/ [N%:]Z En faisant
la substitution, on trouve une nouvelle équation différentielle mais cette fois linéaire :
dZZ‘

L = q1i% + Q2 (3.45)

En la résolvant puis en faisant la substitution inverse, on trouve (A une constante d’intégra-

tion) :
1

_q2 t
ot A expdt

Enfin, en notant qu’initialement on a N% . ions Europium et en remplacant q; et qg, on
trouve :
0
NEui
N A? - N ](E]?uit NO
(14 —g—Eui—)exp Tredri —_ Bui_
¢ ‘

[Ngtli = (3.47)

De plus, si la densité de défauts est la méme dans le coeur et la surface on peut définir la
proportion, «, du nombre de défauts par rapport au nombre d’ions Europium de telle maniére

a ce que nous ayons :

c
0 - 0
NEuc NEus

AY AY

— (3.48)

En réarrangeant I’équation 3.47 et en introduisant a;, on peut alors écrire que I’évolution du

nombre total d’ions Europium ([N%]) est donnée par :

NY NY
N3+ — Euc Fus
[ Eu] 1 N](E)?uc(a_l)t 1 " 1 N]%us<a_1)t 1
(1+a_1)exp Tredlc “a—1 (1+a_1)exp Tredls “a—1
(3.49)

A partir de cette équation, nous allons déduire le nombre de photons détectés pour une

NP individuelle.
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Evolution théorique du nombre de photons détectés par NP

Nous savons que le nombre de photons émis (Nf],?z) dépend du nombre d’ions Europium

trivalents dans I'état excité. Pour un systéme i, nous pouvons écrire successivement :

(NG = kri[Eull i

Pour les deux systéemes et selon nos hypothéses de départ, nous avons k,. = k, ;. Le nombre

de photons émis par ces deux systémes s’écrit alors :
[Noi'] = krw([Npglere + [Ny JsTs) (3.51)

Nous souhaitons de plus faire apparaitre les proportions de photons émis pour les deux régions.

Ainsi, nous écrivons :

[NipuleTe [NlsTs

0 0 0 0
NEucTC + NEusTS NEucTC + NEusTS

[ ;}T} = krw(NgucTC+N2'usTS)( ) (352)
Enfin, le nombre de photons détectés Ngff se déduit simplement du nombre de photons émis en
tenant compte de efficacité de détection du systéme. Pour simplifier, nous définissons f comme
le nombre de photons détectés a t=0. Nous aboutissons, en remplacant dans 1’équation 3.52
les valeurs de I'équation 3.49, a I’équation donnant 1’évolution du nombre de photons détectés

au cours du temps :

o NgucTCO o NgusTSO
N 7.+ Nz .T Ng, .Te + Ng, T
Ndet t FEuc'c Eus's Fuc'c Fus's )
ph ( ) f( Nguc(a — 1) " N]%us(a — 1) )
1 T t 1 1 T t 1
(l—l—a_l)exp redlc Ta—1 <1+a_1)eXp redl s —G=T
(3.53)

Cette fonction posséde certaines propriétés que nous allons décrire :

— Quand t — oo et si a < 1, cette fonction tend vers fNP, (1 — a) i.e. vers f(Np, — A%,
on retrouve donc la propriété de quasi-stationnarité de 'amplitude de PR sur les temps
longs.

— Cette fonction peut étre ajustée correctement par une fonction de Becquerel ce qui assure

[52]

d’ores et déja que cette fonction pourra correctement décrire la PR En d’autres
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termes, elle permet de générer un caractére multi-exponentiel.

— Notons de plus qu’une fonction du méme type que celle décrivant juste un sous-systéme
(éq. 3.47) a été employée pour décrire annihilation triplet-triplet dans des phénoménes
de phosphorescence. Cependant, & notre connaissance elle n’a jamais été utilisée pour
décrire d’autres phénomenes photophysiques.

— Cette fonction comporte 8 paramétres essentiels : N% 7., N% 7o, @, Trede, Treds,
w. Parmi ces paramétres, normalement seuls T,.4. et T,.qs sont inconnus. Les autres
peuvent étre déterminés par les (ou comparés aux) mesures sur les temps de vie no-
tamment. Ceci semble donc correspondre & une description parcimonieuse en termes de
nombre de paramétres.

— Insistons enfin, dés a présent, sur le fait que ce modéle est basé sur une seule hypothése
unique portant sur le type d’interaction entre les défauts et les ions Europium, le reste
des suppositions et simplifications est basé sur des données expérimentales et notamment

sur la présence de deux sous-régions dans la NP.

De cette fonction, nous déduisons une fonction d’ajustement qui sera utilisée en pratique dans
le traitement des courbes expérimentales. On écrit cette fonction a l'aide de 5 paramétres a; :
a1 Qy

+ .
(1+ as) exp®l —ay (1 + ay) exp®t —ay

det _
Npy' () = (3.54)
En fait seuls 4 paramétres sont véritablement nécessaires, le cinquiéme sert juste a tenir
compte du fait que la premiére valeur expérimentale que nous normalisons & 1 ne corres-

pond pas a la valeur a t=0. De cet ajustement, nous pourrons donc extraire les informations

suivantes :

1 Tredls aszay

f = a+a a=—+1 = —

a2 Tredic @105

0 0
Npy,oTe B a Ng,sTs g (3 55)
0 0 = 0 0 - .

NgyoTe + Npy sTs ar+as  Ng,.Te + Np,oTs ay + aq4

On pourra donc connaitre la fraction du nombre de photons émis par les deux sous-systémes
(fe et fs), dont la valeur moyenne sur un ensemble de NP peut étre indépendamment déter-

minée par les mesures de déclins de fluorescence.



96 Photophysique des nanoparticules de YVO4:Eu

Comparatif modéle-courbes expérimentales

Pour la comparaison entre la fonction précédente et les courbes de PL expérimentales,
nous utilisons ’ensemble des données sur une seule synthése de NPs dopées a 10%. Une
partie de ces données a déja été présentée dans les figures : 5-9, 12-13, 23, 26-27. Ces données
comportent 164 courbes de PL de NPs individuelles obtenues pour des intensités incidentes
différentes.

Les 164 courbes peuvent étre ajustées par notre fonction théorique. Cependant, nous avons
retiré 10 ajustements présentant une incertitude sur la valeur des parameétres trop importante
(essentiellement pour les intensités incidentes faibles). Insistons sur les points suivants : les
ajustements sont réalisés d'une part sans aucune contrainte sur les parameétres et d’autre part
la valeur initiale des paramétres nécessaire pour réaliser les ajustements n’a pas d’influence
sur les paramétres trouvés.

Nous montrons dans la figure suivante deux exemples d’ajustement avec les résidus moyen-

nés correspondants :

—— Expérience
1.0, Modéle 0.06
3 004
o 0.81 c
0 S 0.02
2 06 Q
g g 0.00-
41
5 0 N o -0.02
502 My, 3 004
Ty et . L T D :
& o] o e 3 -0.06
L : : : : o L : : : :
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Tempsens Tempsens
Expérience
1_0,| Modéle g 0.06
D 0.8 c 004 |
~8 QC) n 1
= 06 > 0.02
= \ £ 0.001
S 044 i
2 My 2 002 |
1 g, S
i 0.2 .""'\V'M“Nl-nu.ulumnu..‘..‘ wn -0.04
"""f"m"T"'""’"W @
0.04 ¥ -0.06
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Tempsens Temps ens

F1G. 3.30 — Ajustement des courbes de PL par la fonction théorique de PR. En haut : a; = 0.78+£0.006, ay =
—16 £0.2,a3 = —0.04 £ 0.0017, a4 = 0.31 £ 0.0053, a5 = —0.0013 4 0.00006. En bas : a; = 0.62 £ 0.028, a2 =
—23 + 2.7, a3 = —0.026 £ 0.0060, a4 = 0.40 + 0.017, a5 = —0.00057 £ 0.00012 . NPs dopées 10%, I;,.=20 (en
haut), 10 (en bas)kW. ecm ™2, T,,,=500 ms.
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Au dela du fait que I’ensemble des courbes de PL puisse étre ajusté par la fonction théo-
rique, nous voyons sur ces deux exemples typiques que 'accord entre cette fonction et les
courbes expérimentales est trés bon, approximativement de la méme qualité qu’un ajuste-
ment quadri-exponentiel (Cf Fig. 3.7).

En moyenne sur tous les ajustements effectués, I’écart-type sur chaque paramétre repré-
sente 6,4% du paramétre aq, 11% pour aq, 21% pour az, 9% pour a4, 70% pour as. Nous
voyons donc que, & part pour le paramétre as, I’ajustement fournit avec une précision certaine
les paramétres a; du modéle.

Nous donnons dans un premier temps les valeurs des paramétres a; obtenus en moyen-
nant ’ensemble des données; nous reviendrons ensuite sur la dépendance en intensité de ces

parametres :

<a;> = 073£010 <ay>=-13£73 <ag>= —0.050=£0.030
<ay> = 031+£0.072 <a;>=—0.0014+£0.0012 (3.56)

Comme nous nous y attendions, deux systémes apparaissent : celui du coeur de la NP associé
a une PR rapide et d’amplitude importante et celui de surface associé a une PR plus lente et

d’amplitude relative faible.

Effet de ’intensité sur la détermination des paramétres a;

Nous cherchons a présent a savoir si la dépendance de chaque paramétre vis a vis de
I'intensité incidente est celle attendue. En effet, seuls les parameétres az et a5 doivent dépendre
de l'intensité (équation 3.53) pour les valeurs d’intensité faibles (Cf. Fig. 3.13). Cependant,
I’ajustement aboutit & une modification des parameétres a; et ay. La figure suivante montre
cette modification pour la fraction correspondant aux ions Europium de surface (a4). Nous
montrons aussi (figure de droite) un moyennage de cette fraction pour des tranches de 3
kW.cm™2. La dépendance en intensité est claire et montre deux phases : pour les valeurs
d’intensité inférieures a 15 kW. cm ™2 cette fraction décroit au fur et & mesure que 'intensité
croit, pour les valeurs supérieures cette fraction est quasiment constante.

Ceci ne remet pas en cause le modeéle pour la raison qui suit. Comme nous pouvons le
voir sur la Fig. 3.30 du bas obtenue pour une intensité de 10 kW. cm™2, le signal continue de

décroitre substantiellement a la fin de la mesure ce qui n’est pas le cas pour des intensités plus
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F1G. 3.31 — Effet de I'intensité sur la plus faible fraction de photons détectés. A gauche, moyennage des
valeurs de fraction par tranche de 3 kW. cm™2 NPs dopées 10%, Te,p =500 ms.

fortes (Fig. 3.30 du haut). Nous estimons que le manque de données sur des temps trés longs
induit une surestimation de 'amplitude a, d’autant plus forte que 'intensité est faible. Pour
confirmer le rdle de cet effet, nous montrons dans les figures suivantes (Fig. 3.32) 'influence

de la durée d’observation de la PL sur les paramétres d’ajustement trouvés.

Plus la durée d’observation est faible, plus les paramétres, notamment a4, s’éloignent de
leur valeur quasi-stationnaire obtenues pour des durées supérieures a approximativement 300
s. Notons que si nous tragons « et non ay, nous obtenons le méme type de courbe montrant

une saturation.

Ceci implique deux conclusions. La premiére est qu’il n'y a pas lieu de remettre pour
I'instant notre modéle en cause et la seconde est que pour obtenir des parameétres non-biaisés il
faut s’en tenir uniquement aux données obtenus pour des intensités supérieures a 15 kW.cm~2.
Nous reviendrons sur ce point dans la suite. Des mesures sur des temps trés longs seront de

plus effectuées prochainement pour vérifier la cohérence du modéle sur ce point.

: " . T,
Pour ces valeurs d’intensité, nous obtenons pour les paramétres a;, f,, f;, a et 77edls Jes
redl ¢

valeurs suivantes (N=74 NPs) :

<ap> = 0800054 <ag>=-17£66 < asz>= —0.048+0.022
<ay> = 027+£0.049 < as>=—0.0013 %+ 0.00095

TTB S
fe = 075£0.04 f,=025+004 «o=0.93=£0.025 As — 15+ 7.8(3.57)

redl c
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FI1G. 3.32 — Effet de la durée d’observation de la PL sur la valeur des paramétres d’ajustement. NPs dopées

10%, L;e=20 kW. cm =2 Ty, =500 ms.

Cohérence entre paramétres de I’ajustement et mesures de DFs

Nous n’avons pas pu dans la partie précédente vérifier la cohérence du modeéle par rapport

a la dépendance en intensité. Nous pouvons cependant confronter les mesures de déclin de
fluorescence (DF) a notre modéle. En effet, dans ces mesures de DFs nous avons déterminé
. N * 142 . 2 P 9

que les NPs pouvaient étre considérées comme constituées de deux sous régions : 1'une cor-
respondant au coeur avec un temps de vie long et une a la surface avec un temps de vie

P

court. Ceci a été a la base de la constitution du modele. Il s’agit a présent de vérifier que les
amplitudes trouvées par les mesures de DFs et celles par I’ajustement des courbes de PR sont

cohérentes.

Nous avons effectué trois mesures de DFs sur la méme synthése. Nous reportons les ajuste-

ments de ces mesures dans les équations suivantes (deux ont déja été exposées précedemment
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dans les figures 3.23 et 3.27) :

t t
Nmesurel =0.19 eXp(__) + 0.81 eXp(——)

203 639
t t

Nopesures = 0.28 exp(———) + 0.72 exp(———

2 exp(—g5r) + 0.72exp(— %)
t t

Niesures = 0.26 ——)+0.74 -

3 exp(—15g) +0.T4exp(—=5)

Nmoyenne = 0-243i0.047 exp(—ﬁg) + 0-74i0.047 exp(— 62(%::14) (358)

L’accord est tout a fait excellent : en effet, pour le coeur, les mesures sur les courbes de PR
donnent f. = 0.75 4 0.040. Ceci nous conforte dans l'idée qu'une modélisation de la PR des
NPs tenant compte de deux sous systémes est certainement utile et juste.

A Paide des données sur les temps de vie (7. = 626 us et 7, = 204 us) et de 1'équation

3.41, nous pouvons de plus estimer le rapport de T,eqs €t Theqe :

T o Tredl sTs
reds —

Trede, 3.59
Tredl cTe ! ( )

ce qui donne Teqs = 4.6T}.4.. Le temps caractéristique de PR est donc 4.6 fois plus long pour
les ions Europium de surface que pour ceux de coeur.
Enfin, a partir de 1’équation 3.55 (en prenant N = 1) et de la valeur des temps de vie,

nous pouvons déterminer N%, . et N _ qui valent chacun 0.50.

Cohérence entre paramétres de ’ajustement et mesures de ratio de PR

Nous souhaitons a présent vérifier la cohérence du modéle & ’aide des mesures de ratio de
PR. En effet, ces mesures ont montré une dépendance particuliére du ratio de PR avec I'in-
tensité incidente (cf. Fig. 3.13). On peut se demander alors si avec les valeurs des paramétres
précédents, on peut correctement reproduire cette dépendance.

Dans les équations 3.53 et 3.41, nous connaissons a présent les paramétres : f, NY . 7o,

NO

Fuer Tes @ €t w. Seuls les parametres T,eq. ou T}e4ss sont inconnus. Nous déterminons Tq.

en ajustant la fonction de 1’équation 53 a la courbe de la figure 13 (moyenné par tranche de
2 kW. ecm™2 jusqu’a 20 kW. cm~2 puis par tranches de 5 kW. cm~2). Nous prenons de plus

pour T}.qss la valeur 4.67}..4,.

Pour les valeurs de T,.4. 0.08, 0.12 et 0.16 s 'ajustement est correct. Il en est d’ailleurs
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de méme pour les courbes de ratio de PR & 50 s, 100 s et 200 s. Ce bon accord a une double
importance. Ceci implique tout d’abord que les paramétres déterminés pour des intensités
supérieures a 15 kW. cm~2 permettent aussi de décrire les courbes de PR pour des intensités
plus faibles. Nous avions vu que la durée d’acquisition jouait un réle dans la détermination
correcte de ces paramétres d’ajustement. Ceci avait rendu impossible la détermination des
dépendances en intensité des différents parameétres. L’ajustement correct observé sur la figure
précédente permet donc de lever le doute sur la dépendance en intensité des parameétres a; et
donc sur la validité du modele. Le deuxiéme point important est que cet ajustement permet
de déterminer les derniers parameétres qui manquaient et ainsi de proposer une desciption

compléte de la PR.

Bilan du modéle simplifié sans retour et interprétation

Nous résumons tout d’abord les valeurs moyennes des paramétres déterminés :

fo = 07540040 N, =050=+0.025 Toege=0.125+0.04s 7. =626us =+ 14us
fi = 02540040 N0 _ =0.50%0.025 Tyegs=0.55s+0.095 7, = 204us + 6us
a = 0.93+0.025 (3.60)

e La valeur de « indique que le nombre de défauts est égal a 0.93 fois le nombre d’ions
Europium trivalents dans la stucture. Nous émettons ’hypothése que les défauts cristallins
sont en fait des lacunes d’oxygéne. Alors pour un taux de dopage en ions Europium de 10%

et compte tenu du fait qu’il y a 4 oxygénes par ions Europium pour un dopage a 100%,
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le pourcentage de lacunes d’oxygeéne est de 2.3% (si une lacune est associée & un électron

ionisable). Ce chiffre semble raisonnable pour une synthése conduite a basse température. [59]

e Afin de donner des rayons caractéristiques pour les deux systémes, nous considérons une
NP sphérique de 25 nm. Les ions Europium de coeur sont alors inclus dans une sphére de
20 nm (NY,,. =0.50). Autrement dit, I'influence des hydroxyls de surface se fait ressentir sur
une longueur caractéristique de 5 nm. Les ions Europium de surface ont alors en moyenne
un temps de vie qui est diminuée d’un facteur trois par I'augmentation correspondante des
processus non-radiatifs dans cette région. Ceci implique de plus que le parcours moyen de

I’électron dans la structure ne peut excéder ces 5 nm.

e Le temps caractéristique décrivant la réduction des ions Europium du coeur de la NP est
plus faible que celui des ions Europium de surface. Autrement dit, le piegeage des électrons
par les ions Europium trivalents se fait plus rapidement au coeur de la NP qu’en surface.

Une premiére explication pourrait provenir d’une de nos hypothéses. Nous avions en effet
considéré que le nombre de défauts est identique dans les deux régions. Or nous estimons que
du fait de la présence de la surface si jamais ces nombres de défauts n’étaient pas identiques,
nous devrions avoir un nombre de défauts plus important en surface qu’au coeur. Ceci revient
a penser que nous devrions avoir un piégeage des électrons plus efficace dans le coeur qu’au
niveau de la surface. Ce mécanisme considéré de maniére isolé peut donc rendre compte
du piegeage plus rapide des électrons pour les ions Europium du coeur de la NP. Une autre
explication probable pourrait étre qu’a mesure que le nombre de défauts augmente par passage
du coeur a la surface, la probabilité qu’un électron soit capté par un autre défaut et non par
un ion Europium pourrait aussi augmenter. Dans ce cas que 1’on retrouve d’ailleurs dans les
semiconducteurs dopés!®!. le temps caractéristique de piégeage pourrait étre inferieur dans
le coeur que dans la surface. Dans notre modéle, nous avons tenu uniquement compte du
fait d’une interaction entre défauts et ions Europium guidé seulement par le nombre de ces
deux espéces. Nous avons donc négligé 'efficacité avec laquelle un électron peut se propager
via le réseau d’'un défaut vers un ion Europium. Dans le coeur de la NP, I’environnement
cristallographique des différents ions est par définition moins perturbé que celui des ions de
surface. Ceci pourrait constituer une explication supplémentaire & ce piégeage plus rapide : la
région située au coeur de la NP permettrait la diffusion des électrons de maniére plus efficace

pour le processus de réduction.

Il est important enfin de souligner que la valeur des deux temps T,.q; est certainement le
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reflet de processus multiples conduisant globalement au départ de I’électron du défaut, a sa
diffusion dans la stucture et a sa capture par un ion Europium.

e Le bon accord entre modeéle et les expériences de PR nous permet enfin de proposer un
mécanisme global rendant compte de la PR. Nous faisons toujours I’hypothése que le défaut
est une lacune d’oxygéne. Cette lacune peut étre associée a 0, 1 ou 2 électrons. On parle de
centres F pour 2 électrons et F* pour 1 électron.

La premiére question est quel est le nombre d’électrons initialement associé & une lacune
d’oxygéne. Nous avons vu qu’initialement les ions Europium étaient exclusivement sous la
forme trivalente. Nous pouvons alors penser que la structure présente essentiellement des
centres F' en supposant que les ions trivalents agissent comme un réservoir d’electrons en
équilibre avec les lacunes. Ensuite, I'illumination laser provoque l’excitation des ions Euro-
pium. Nos données ne nous permettent pas de savoir si les centres F sont aussi excités par
cette illumination. En effet, pour tenir compte de ce phénomeéne, il suffirait de redéfinir T4 ;
comme suit :

1 WwT; WE

= 3.61
Tredli Tredi Wg + % ( )

, Ol wr et Tr ont les significations habituelles. A partir de nos données et notamment celles
portant sur le ratio de PR en fonction de I'intensité, nous ne pouvons distinguer le cas avec ou
sans absorption du centre F. En revanche, nous avons observé qu’apreés PR, un recouvrement
induit par une illumination non-résonante avec les niveaux d’énergie des ions trivalents se
produisait. Nous estimons alors que ce recouvrement est induit par I'excitation des centres
F* qui permet le transfert des électrons des ions Europium divalents vers les centres F*. Ceci
est en accord avec la bande d’absorption large observée dans la structure orthovanadate et
associée a la présence de centres colorés. Méme si ce mécanisme semble trés séduisant, nos
données ne nous permettent pas de confirmer notamment la présence de centres F et F+ dans
la structure orthovanadate de nos NPs, il faut donc considérer ce mécanisme comme une

explication potentielle.
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3.3.4 Modéle simplifié avec retour

Avec une possibilité d’oxydation des ions Europium divalents, le systéme peut s’écrire :

d N3+ ;
% = qoi — Qi Nghli — @i N |7
NO 1 2NPyi 1
P = wi i = AP — NY ) — Bt i - 3.62
avec Qo Tozi a1 Tredli ( i Eu z) Tozi q2 Tredli Toxi ( )

Cette équation est une équation de Riccatti et se résout facilement en posant [Ng,|; = y1; +
1/z; a condition qu’il existe une solution particuliére y;; a cette équation. Nous pouvons
prendre pour solution particuliére la solution constante. Nous donnons directement la solution

dans la mesure ot le cheminement est identique a celui utilisé pour I’équation de Bernoulli.

1

1 92i (qr1i +2q2ivna)t __ G2i
(N]%M—yu + Q1i+QQQiy1i)eXp Qi + 2q2i1 4

—q1i £ V@, — i
avec y; = n 2qq“ it (3.63)
2i

[Neu)i = yii+

La difficulté évidente au regard de cette équation est qu’elle inclut de nombreux para-
métres. Nous n’avons pas pu pour l'instant trouver une formulation permettant de ramener
le nombre de paramétres a une valeur raisonnable. Cependant I'importance de la réoxydation
est faible ce qui conduit & penser que le modeéle précédent donne une vision suffisante de la
dynamique de PR.

La fonction de I’équation 3.63 pourrait se révéler trés utile quant il s’agira de modéliser
le recouvrement de la PL induit par la présence de HyO5. En effet, I'introduction dans cette
fonction des parameétres de réoxydation pourra alors étre utilisée comme moyen de carac-
térisation du recouvrement induit par 'oxydant. Cette modélisation en deux sous-systémes
tiendra alors compte du fait que les ions Europium de surface sont oxydés plus rapidement

que ceux du coeur de la NP.

3.4 Conclusions

Nous avons montré dans ce chapitre que le photoblanchiment des NPs de YVO4:Eu est

un mécanisme photo-induit présentant des constantes de temps caractéristiques s’étendant
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sur plusieurs ordres de grandeur. Ce photoblanchiment est entiérement lié & un mécanisme de
photo-réduction des ions Europium trivalents initialement présent dans la structure cristal-
line. La photo-réduction s’explique probablement par le transfert d’un électron d’'un défaut
cristallin vers I'ion Furopium. La dynamique de photo-réduction peut-étre séparée en deux :
une dynamique initiale et rapide liée a la photo-réduction des ions Europium du coeur de la
NP et une dynamique plus lente liée aux ions Europium proches de la surface. Nous avons
ensuite proposé un modéle permettant de rendre compte de la dynamique de PR. Ce modéle
est basé essentiellement sur la prise en compte de deux sous-régions a l'intérieur de la NP
présentant des temps de vie du niveau excité de l'ion Europium différents et d’un type de
transfert d’électrons entre défauts et ion Europium guidé uniquement par le nombre de ces
deux sous-espéces. Ce modéle est en bon accord avec les résultats expérimentaux. Toutefois,
des expériences complémentaires devront étre réalisées pour clarifier certains points impor-
tants. Tout d’abord, il faudra déterminer quelle est la nature des défauts cristallins. Ensuite,
le mécanisme par lequel I’électron est transféré du défaut vers 'ion Europium trivalent reste
encore obscur. Une information importante serait de savoir si le défaut absorbe aux longueurs
d’onde utilisées. De maniére symétrique, il serait intéressant de savoir si 'ion Europium di-
valent absorbe a ces longueurs d’onde ce qui permettrait de préciser un peu plus comment

I’électron peut repartir vers le défaut.



106 Photophysique des nanoparticules de YVO4:Eu




Chapitre 4

Nanoparticules d’oxyde comme donneurs

dans les expériences de FRET

4.1 Commentaires

Dans la mesure ou I'article portant sur ces expériences est relativement complet, nous nous
contenterons dans ce chapitre de reproduire cet article accompagné de quelques commentaires
succincts.

Le premier commentaire porte sur la valeur des temps de vie des NPs dopées a 40%
que nous avons utilisé pour faire les expériences de FRET. Nous trouvons pour ces NPs
un rendement de 18% et un déclin de fluorescence qui peut étre approximé par une double

exponentielle. Ainsi, le nombre de photons émis Ny, () (t en ps) et normalisé & ¢t = 0 s’écrit :
Nyu(t) = 0.42 ¢ 150 4 0.58 ¢~ 57 (4.1)

Dans le chapitre portant sur le calcul de taille, nous avions mentionné, pour ce méme type de

NPs, un rendement de ~ 12% et un temps de vie, quasi-monoexponentiel qui s’écrivait :
Ny (t) = 0.95 e~ 37 + 0.05 ¢~ 55 (4.2)

Ces résultats différents obtenus pour deux synthéses différentes s’expliquent essentielle-
ment par la variabilité de la cristallinité de ces NPs. Le mode de synthése utilisé par 1’équipe

du LPMC est la chimie des colloides & basse température qui est certes une chimie douce
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mais ne permet pas d’atteindre le méme état de cristallinité que le matériau massif. Tous les
parameétres liés au processus de nucléation des NPs ne sont pas encore complétement compris.
Ainsi, durant ce travail de thése nous avons utilisé des synthéses différentes en termes de cris-
tallinité ce qui implique des différences substantielles en termes de rendement quantique et
de temps de vie. Pour ce taux de dopage, les rendements observés pour différentes synthéses
peuvent varier de 7% a 21% ce qui est largement au dela de I'incertitude sur la mesure du
rendement (=~ 10%). Nous avons de méme observé des temps de vie différents pour certaines

synthéses.

Le deuxiéme commentaire que nous voulons faire porte sur la modélisation proposée dans
I’article pour expliquer la différence entre le résultat du calcul de l'efficacité de transfert E
par la méthode des temps de vie du donneur avec et sans accepteur et par celle des intensités

du donneur avec ou sans accepteur.

Au dela de la démonstration faite portant sur la possibilité d’observer du FRET avec ce
type de NPs, cet article nous semble intéressant car il réaffirme toute la particularité de ces
NPs constituées de nombreux centres émetteurs. En effet, méme dans le cas du choix du mode
de calcul de F, il nous faut revoir nos conceptions. Ainsi, les explications et la modélisation qui
s’en sont suivies étaient tout a fait essentielles. Cependant, trois aspects n’ont pas été pris en
compte, doivent étre ici mentionnés et peuvent expliquer en outre les différences entre valeurs
expérimentales et valeurs théoriques (fig 4-B). Le premier porte sur I’équivalence des différents
donneurs. Une des hypotheéses sous-jacentes a cette modélisation est que nous tenons compte
d’un temps de vie moyen et d’une intensité moyenne émise par chaque centre émetteur. Or, il
est évident par rapport a ce qui a été mentionné plus haut que ce n’est pas le cas pour cette
synthése. Dans les expériences futures et pour plus de précision, il nous faudra tenir compte
de ce phénomeéne. Le deuxiéme porte sur le caractére homogeéne des positions des accepteurs
a la surface des NPs. Nous avons pour des raisons de simplicité mathématique posé que les
positions des accepteurs étaient homogénes par rapport a la surface d’'une sphére ce qui nous
a permis de définir un angle moyen séparant deux accepteurs, angle que nous avons alors
reporté dans le cas d'un ellipsoide. Pour diminuer 'effet de cette approximation, nous avons
alors moyenné les calculs de E pour chaque nombre d’accepteurs pour différentes rotations
globales des positions. Le troisiéme qui n’a aucune incidence sur les résultats est que nous
avons tenu compte d'une distance moyenne entre ion donneur et accepteur moyenne afin de

mener & bien les calculs dans un temps raisonnable.
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Enfin, le dernier commentaire porte sur le calcul de E dans le cas de NPs uniques observées
en microscopie (Fig. 5-B). Pour calculer I'intensité du donneur en présence de 'accepteur Iy4,,,
nous avons utilisé le photoblanchiment de ’accepteur. Or ce photoblanchiment est induit a la
fois par le transfert d’énergie dii au donneur et par ’absorption directe de ’accepteur. Ainsi,
comme la mesure de l'intensité de I'accepteur en 1’absence du donneur induit un photoblan-
chiment impliquant uniquement ’absorption directe de l’accepteur, on en conclut que nous

sous-estimons légerement la mesure de I4, et donc de E.

4.2 Reproduction de la publication
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We used lanthanide-ion doped oxide nanoparticlesEY, sVO4, as donors in fluorescent resonance ener
transfer (FRET) experiments. The choice of these nanopatrticles allows us to combine the advantage
lanthanide-ion emission, in particular the long lifetime and the large Stokes shift between absorptio
emission, with the detectability of the nanopatrticles atgimgle-particle level. Using cyanine 5 (Cy5) organi
molecules as acceptors, we demonstrated FRET down to the single-nanoparticle level. We showed tt
to the long donor lifetime, unambiguous and precise FRET measurements can be performed in solutic
in the presence of large free acceptor concentrations. Highly efficient energy transfer was obtainec
large number of acceptor molecules per donor nanoparticle. We determined FRET efficiencies as a fu
of Cy5 concentration which are in good agreement with a multiple acceptaltiple donor calculation. On
the basis of the donor emission recovery due to acceptor photobleaching, we demonstrated energy
from single-nanoparticle donors in fluorescence microscopy experiments.

Introduction systems with large Stokes shifts and narrow emission spec
. Along these lines, FRET (or LRET for luminescence resonan
Fluorescence resonance energy transfer (FRET) is a pdwerfu energy transfer) using lanthanide chel&eX or, more recently,

tool for detectm? b'ommefuf ass"cl"’?“%” aréd dlsh;c])ggtlon quantum dots 8 as donors has been demonstrated. In both the
processes or conformationa’ changes. Itis based on t T cases, the donor emission can be excited at wavelengths

dependent energy transfer between a donor and an acceptor vigp e than the acceptor absorption thus minimizing dire
nonradiative dipoledipole interaction and requires spectral 5 ccentor excitation. Furthermore, the narrow donor emissic
overlap between the donor emission and the acceptor absorp'especially in the case of the atomic-like lanthanide emig<iis

tion.l 'This energy transfer results 'in a decrease of donor yoeg not overlap with the acceptor emission. In additio
emission, an increase of acceptor emission, as well as aafecr quantum dots are photostable, in contrast to organic don

of donor lifetime. The gf_ficigncy of the energy transfer can be it are subject to fast photobleaching.
measured by a quantification of these changes and used to . .
Lanthanide systems used as donors provide another cru

determine the doneracceptor distance. . . e : .
. ic fl h d d advantage: the excited-state lifetime is very long, in t
FRET using organic fluorophores as donors and acceptors yjjisecond range, because the electronic transitions involve

Eas zfen d‘?m;”StLat?dugOW” tolthe single-pair fexved i‘;a transitions among different f-electron configurations, orbid-
roadly applied techniqueRecently, FRET experiments have  yo- they are in fact forced electric-dipole transitions due

been extended to nanopart‘icles used as donors, as i_n the Casr‘ﬁixing between 4fand 4f~15d" configurations induced by the
of quantum dots (QDs)Jeading to nanosensor applicatibris — , controsymmetric local crystalline fietell Thus, donor

or as multicolor emitters under single wavelength excitation in |iatime measurements are simple and precise. Furtherrtiare
the case of silica nanoparticles containing different organic rpeT induced acceptor emission shows the. same decay
9
dyes. e . ) havior as the donor emissidfh.Therefore, it can be easily
Several difficulties in FRET experiments arise due to the ggparated from any residual emission due to direct accer
small Stokes shifts between absorption and emission oh@ga  excitation whose decay will be in the nanosecond range. T
fluorophores and their broad emission spectra. To perform FReT-induced long acceptor lifetime is an important FRE
accurate distance measurements, it is important to discriminatejndicator because it is insensitive to incomplete pairing ai
against direct acceptor excitation and dgnor emission leaking gjjows measurements of small signals and consequently la
into the acceptor emission channel. Solutions such asattee  gjistances. An additional advantage of lanthanide emission
excitation of donor and acceptor with two different excitation jtg |ow anisotropy which leads to smaller errors in the dete
sources (ALEX-FRET) have been proposed to circumvent these mination of the orientation factoe?.14:17

10,11 _ inimi i .. . . .
problems.® These cross-talk problems can be minimized in - o\ /ertheless, the emission of a chelate incorporatinggiesin

lanthanide ion is inherently weak (at the most one photon ¢
* il . . . . . .
amigTooni a‘l’g;‘;rr‘: droﬁ%’;gﬁ?gémaﬁe ffhc’“'d be addressed. E-mail: |ifetime period can be emitted) which renders the extrapolati
tLaboratory for Optics and Biosciences, Ecole Polytechnique. of lanthanide-based FRET to the single donor case deliCate.

* Laboratory of Condensed Matter Physics, Ecole Polytechnique. the other hand, FRET involving a single QD donor has be
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Figure 1. Schematic representation of a Cy5 molecule attached to the

surface of a ¥ ¢Ew.4VO4 nanoparticle via complexation of its COO
group to Yt (or EW") ions.

demonstrateé,but the QD blinking behavié? is a handicap
for measurements at the single-particle level.
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Figure 2. Emission spectrum of ¥&Euw4sV/Os nanoparticles and
absorption and emission spectrum of Cy5 (normalized daitk ines)
shown together with the transmission of the two filters used for t
detection of the nanoparticle and Cy5 emission at 617 and 670 r
respectively (thin lines). The inset shows the nanoparticle absorpt
spectrum in the range of interest here.

We here use lanthanide-doped oxide nanoparticles (NPs) as
FRET donors to combine the assets related to lanthanidegiows the complete elimination of the counterions (fine

emission (long lifetime, large Stokes shift, narrow emission) conductivity, 86uS-cm). These bare nanoparticles, in contra:
with the capability of single-nanoparticle detection. Indeed, we g sjlica-coated ones, have a weak surface charge. Theref

have recently shown that these nanoparticles containierale

sonication in an ultrasound bath is applied before use to ens

thousands of lanthanide ions can be individually detected and complete dispersion of the nanoparticles.

functionalized for biomolecule labelifd.These nanoparticles

are synthesized directly in water and show no emission
intermittency owing to the large number of dopant ions in each

nanoparticle. Due to the size of these nanoparticles4000m),
several acceptor dyes can be attached to the nanopartitdeesu
thus increasing the FRET efficiency, similarly to what was
shown for quantum-dot donofs.

We obtained nanoparticles with an average diameter
approximately 35 nm as determined by the luminosity histogr
of individual nanoparticle$> Smaller nanoparticles with an
average diameter of 17 nm were selected by retaining 1
supernatant after two centrifugations (11400 g, 10 #ihe
average quantum yieldp of the initial synthesis and of the
smaller nanoparticles was equal to 0.18 and 0.07, respectivi

Yo.sEU aVO4 nanoparticles were used as donors and CyS The nanoparticle concentration is determined by dividing tl
(Amersham) dye molecules as acceptors. We have exploitedconcentration of vanadate (M®) ions (obtained from absorp-

the fact that Cy5 molecules can be attached to the nandpartic
in a straightforward manner by complexation through their
COO™ groups to ¥" and E@' ions at the surface of the
nanoparticles (see Figure 1). Indeed, we have shown thatecit

ligands form a complexing shell around the nanoparticles via

their carboxylate groups leading to higher colloidal dighénd
smaller size€° In the following, we unambiguously demonstrate

FRET in solution despite the presence of high concentrations

of unbound Cy5 based on changes in donor intensity andhiéeti
as well as on the observation of a long-lived acceptor eonissi
The lifetime measurements are particularly facile due édding
lifetimes involved. The extracted FRET efficiencies asrecfion

of acceptor concentration are in good agreement with a pheilti
donor—multiple acceptor model. Using a wide-field microscopy

setup, we demonstrated FRET at the single-nanoparticle-donor

level.

Experimental Methods

Nanoparticle Synthesis. Y¢Eu VO, nanoparticles were
synthesized as in ref 21. A solution of Y(NJ@ (48 mL, 0.1
M) and Eu(NQ)z (32 mL, 0.1 M) is added dropwise to a
solution of NaVOq, freshly dissolved in water (80 mL, 0.1 M,
pH 12.9) using a peristatic pump. The addition is stoppedwhe
the pH reaches the value of 9.1 (total addition of 60 mL).
Counterions were eliminated by two centrifugations (11 400 g,
40 and 20 min) and dispersion of the precipitate in an ultrado
bath. A final purification by dialysis against pure wateeavight

tion measurements at 280 nm) by the number of ions in t
volume of a nanoparticle (4 vanadate ions per (0.73m)

Complexation with Cy5. We added 1%L of a Cy5 solution
of various concentrations in water to 200 of a nanoparticle
solution with a fixed vanadate concentration in an ultrasou
bath. NP-Cy5 experiments were conducted after a comptaxat
reaction time of 45 min. We took no action to remove exce
Cy5 molecules. Thus, a large fraction of the Cy5 molecules
in unbound form.

Fluorescence Measurements. The 465.8-nm Af-ion laser
line exciting the E&" 7Fo 1—°D transition in the 6 gEu 4VO4
nanoparticles was used in most experiméhtsSor the deter-
mination of the direct acceptor excitation signal, the 457.9-n
Art-ion line was used (no nanoparticle absorption in this cas
see inset of Figure 2). The intensity at 457.9 nm was adjus
to correct for the difference in the Cy5 extinction coefficien
that is, to obtain the same Cy5 signal as under 465.8-1
excitation in the absence of nanoparticles.

Lifetime Measurements. The luminescence signal was
detected at room temperature (Z0) through a long-pass filter
(OG5, Schott) for excitation laser rejection and either a 61
8M (Chroma) or a 670DF40 (Omega) filter (see Figure 2 fc
their transmission curves) using a photomultiplier (Haratsm,
R636-10) and a digital oscilloscope (Tektronix, TDS3052).
reference signal from a vial containing water was subtracte
The laser was focused onto a mechanical chopper with an
time of 0.63 ms, sufficient to reach steady-state excitatit
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conditions for the nanoparticles, and an off-time of 1.1 ms. For
detection at 617 nm, a single chopper was used. For measure-
ments at 670 nm, the large amount of unbound Cy5 emission
can saturate the detector. Therefore, we used a secondezhopp R)\é
2k

(4)

synchronized to the first one, placed in front of the detector,
that opens 5Qs after switching off the laser excitation with
the first chopper.

There is a small contribution of nanoparticle emission to the In our case, the above calculation has to be performed foyev
NP-Cy5 signal detected through the 670-nm filter due to the lanthanide (E®" in our case) ion inside the nanoparticle. Thut
weak Ed" emission peak at 697 nm. The ratio between the we are in a multiple donermultiple acceptor configuration.
intensities of a NP-only solution detected through the 617-nm  Since energy transfer induces a loss of donor emissi
and 670-nm filters was measured to be equal to 23.8. The NP-intensity, the FRET efficiency can also be written as
Cy5 signal shown in Figure 3B has therefore been corrected

by subtracting the NP-Cy5 signal of Figure 3A divided by 23.8 5)

(this correction is minor, on the order of 10%).

Microscopy M easurements. Images were recorded at room
temperature (20C) on an inverted microscope under wide-
field illumination, using an NA= 1.3 oil-immersion objective
(Zeiss) and a liquid-nitrogen cooled CCD camera (Princeton
Instruments LN/CCD-400-PB, 400« 1340 pixels, back-
illuminated). Fluorescence was selected using a dichraiom
(530DCXR, Chroma). A second 5-mm thick dichroic mirror
reflects light with wavelengths above 645 nm whereas the
backside reflects wavelengths in the range-5620 nm. Thus,
two images shifted by 140 20m pixels are formed on the CCD.
The 617- and 670-nm filters are used in front of the CCD to
select light for the two images.

After a 45 min complexation time, the Cy5-coated nanopar-
ticles were spin-coated on a silica coverslip. Rinsing of the
coverslip with distilled water resulted in the removal of tinee
Cy5 molecules.

Calculation of the FRET Efficiency

The efficiency of energy transfer, is defined as the
probability for the excited donor to return to its ground state
by energy transfer to the acceptor

Tkt kp

wherekr is the rate of energy transfer to the acceptor kens
the total rate of all other radiative and nonradiative datexray
processes.

The FRET efficiency can be expressed in termd&Rgfthe
distance at whicte = 0.5

E

(€

1
1+ (RBO)

E &)

wherelp, (Ip) is the donor emission intensity in the presenc
(absence) of the acceptor. In a lanthanide-doped nanoparti
the donor intensity corresponds to the sum of the individu
lanthanide-ion emissionsp,; andlp;, in the presence and the
absence of the acceptor, respectively

JZIDAj IDJJZ(l_Ej) JZEJ'
1-— =1 =
z |DI NEu
]

whereNgy is the number of Ef ions in a nanoparticle ang
is the FRET efficiency associated with an individual lamila
ion. Thus, the FRET efficiency for a nanoparticle correspon
to the average of all FRET efficiencies of individual lanthanic
ions.

Replacing rates by lifetimes in eq 1, we obtain

E (6)

NEuI D

T T
Dy Ap
7—1_7

1- )

75 75
wheretp (7p,) and za, are the excited-state lifetimes of the
donor in the absence (presence) of the acceptor and thetaicce
lifetime due to FRET excitation by the donor, respectivélye
second part of eq 7 is justified as follows: in the case of
long-lived donor excited state and a short-lived organigetule
acceptor excited state, energy transfer will take place as Ic
as the donor remains at the excited state. Once the excitatio
transferred to the acceptor, it will decay with the short accepr
characteristic time. The limiting parameter in this case is tl
FRET-induced appearance of excited acceptor moleculeshwt
is governed by the donor excited-state decay. Therefore,
FRET-induced acceptor emission will follow the donor deca
This long-lived acceptor emission will thus have a lifetimg

Rois a function of the spectral overlap between donor emission equal torp,. In contrast, the emission due to direct accept:
and acceptor absorption, the donor and acceptor relative excitation will decay in nanoseconds.

orientation, the donor quantum yield, and the index of refrac-
tion.14

Taking into account multiple acceptors at distanBewith
associated energy transfer rates eq 1 becomes

sh

> kntko

E

(©)

leading to

The FRET efficiency can also be calculated from the FRE'
induced acceptor emission intensify,

Ia,/0a

E=— "
Ia,/% * 1o,/

®)

This equation translates the fact that the FRET efficiency
the ratio of donor excitations transferred to the acceptor to t
total number of donor excitations. The emitted intenkity(Ip,)
can be converted into excited-state population density
dividing by the acceptor (donor) quantum yields (gp).
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Figure 3. Decay curves measured using the 617-nm filter (A) and ther@Gilter (B). The concentration of the 35-nmy ¥y aVO4 Nanoparticles

and Cy5 was 17 nM (4.4 mM in vanadate ions) andquRQ, respectively. The O of the time scale corresponds to switching off the laser excitat
(A) Yo6EWw 4O, nanoparticles in the absence and in the presence of Cy5 as well as Cy5 alone. The inset shows the normalized decay
Yo.6ElU.4VO4 nanoparticles in the absence and in the presence of Cy5 together with biexponential fits (due to the excellent agreement
experiment, the fits are not distinguishable). (B) Cy5 emission in the presence and in the abseseu@\MO, nanoparticles after excitation at
466 nm and Cy5 emission in the presence g§fb.4VO, nanoparticles after excitation at 458 nm. A biexponential was used to fit the FRI

induced Cy5 decay after 7@ and is extrapolated to time 0. The detection chopper opens .50

Experimentally, detected intensitié4! are available which can
be converted into emitted intensities by dividing with the

The NP-only emission after 4@s can be fitted to the
equation: y = 42% exp{-t/130 us) + 58% exp(t/331 us).

detection efficiency at the donor and acceptor emission wave- The two different lifetimes can be explained as follows: th

length,np and#a, respectively

1/q,
Idet
Dalla 1

©)
1

Ua Iiitﬂo o

Results and Discussion

energy of the’Do—’Fg EU3* transition nearly corresponds to
the third harmonic of the OH vibrational mode in wate
molecules. This is a well-known nonradiative decay process
for EW*" ions and has been demonstrated in our colloid
nanoparticleg* Obviously, the E&" ions close to the surface
of the nanoparticle will be more affected by this nonradiativ
channel thus leading to shorter excited-state lifetimes. The |
emission in the presence of Cy5 after#can be fitted to the
following: y = 40% exp(-t/100 us) + 60% exp(t/260 us).

Figure 2 shows the absorption and emission spectra of CySpgth the short and the long lifetime of the NP emission a

and Eu-doped nanoparticles. We calculated the normalized
spectral overlap between donor emission and acceptor absorpyitatimess

tion, J,4 by taking into account only theDy—"F, and®*Do—"F4
forced electric-dipole transitions centered at 617 and®atrén,
respectively. ThéDo—’F; and®Do—"Fs; transitions centered at
593 and 650 nm, respectively, are magnetic dipole transifié*
and do not contribute to FRET. Using the average index o
refraction of YVQ n = 2.0704 at 617 nm, an orientation
parametek? = 2/3 assuming random orientation of the donor

and acceptor transition dipoles, and the quantum efficiency of

the nanoparticlegp = 0.18 (0.07 for the smaller nanoparticles),
we obtainedR, = 41.9 A (35.8 A for the smaller nanoparticles).
Ensemble FRET M easurements. We used the narrow 466-
nm EG" absorption line to excite the 35-nm nanoparticles an
recorded the fluorescence decay of a NP, a-l§5, and a

reduced in the presence of Cy5. Using eq 7 and the aver:
in the presence and absence of Cy5, we can calcul
the FRET efficiency:E = 1 — 159/201= 0.21.

The apparent discrepancy between the FRET efficien
calculated using the emission intensities and the lifeinse

f explained as follows: the Eu ions close to the surface of t

nanoparticles can be located at very small distances frogba (
molecule. For these ions, the FRET efficiency will be piaaty
1, the intensity emitted by them will be negligible, and th
lifetimes of the small remaining fraction of emitted intensit'
will be extremely short. The decay curve of the nanopartic
emission will therefore show little trace of this contrilmurt and

g Will be dominated by the Eu ions closer to the center of tt

nanoparticles where individual-ion FRET efficienciEs are
lower. The ratio of the nanoparticle emission intensity in tr

Cy5 solution at the donor (Figure 3A) and at the acceptor
emission wavelength (Figure 3B) using two different filters Presence and the absence of acceptor (eq 5), on the other h
centered at 617 and 670 nm, respectively (see Figure 2). In thet@kes into account contributions from ions both at the surfa
presence of Cy5, both the nanoparticle emission intensity and@nd in the volume of the nanoparticles and gives a more aecul

decay time are reduced indicating the presence of enerngféra

determination of the FRET efficiency. This interpretation i

to Cy5 (see Figure 3A). In addition, a small abrupt decrease confirmed by the simulations discussed below.

(faster than our time resolution) is observed right afterléser
excitation is switched off. This abrupt decrease is due toalls
fraction of the Cy5 emission centered at 663 nm leaking tjinou
the 617-nm filter (see Figure 2). The Cy5-only control solution
shows the same abrupt drop and thus confirms this intetjoneta
We can calculate the FRET efficiency using eqB:= 1 —
19.9/48.5= 0.59 wherelp, was taken equal to the intensity
after the initial fast drop.

Let us now turn to the emission of Cy5 at 670 nm (Figur
3B). In the absence of FRET, the decay time of the Cy5 emiss
is in the nanosecond range. In contrast, the Cy5 emission (
to energy transfer from the nanoparticles will follow the dece
time of the NP emission and will thus be in the millisecon
range. This is indeed what is observed in Figure 3B (NP-C
curve) and is irrefutable evidence that FRET takes place. T
temporal discrimination of FRET-induced Cy5 emission is
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Figure 4. (A) Experimental data: FRET efficiency as a function of Cy5 concentration estimated from the nanoparticle emission intensity
presence and absence of Cy5 (eq 5, squares) or from the nanoparticle emission lifetime in the presence and absence of Cy5 (eq 7, ci
17-nm nanoparticle concentration was 0: (3.6 mM in vanadate ions). The second approach underestimates the FRET efficiency. The lin.
a guide to the eye. (B) Theoretical FRET efficiency as a function of the number of Cy5 molecules per nanoparticle calculated using the nan
emission intensity or the nanoparticle emission lifetime (solid lines). The experimental data of (A) are superimposed (see text).

TABLE 1. FRET Efficiency, E, Obtained from the
Nanoparticle Emission Intensity Change and Nanoparticle
Average Lifetime Values, @pa®

powerful tool because it allows measurements free from direct
acceptor excitation signal (which is short-lived) and jpeledent
of acceptor-only concentrations. As a further control, we

recorded the fluorescence ofa Qy5-only solution as well as the coatét::]tcr:gt?éhlfatio m of’eoclt?gs%f’r NP N(';r?]')ze ?;Q)D E
signal of a NP-Cy5 solution excited at 458 nm where there is
no nanoparticle absorption (see inset of Figure 2) and thus no 4118 35 159 0.59
FRET. In both these cases, no long-lived signal was observed. 1665 a 17 119 081
' 1000 55 17 140 0.66
The decay time of the FRET-induced Cy5 emission for times 665 36 17 149  0.55
longer than 7Qus was fitted with the biexponentialy = 58% 495 27 17 159 049
exp(—t/96 us) + 42% exp(-t/252us). As discussed above, the 330 18 17 165 0.35
FRET efficiency calculated from the average acceptoiitife£> lgg’ Z g %ﬁ 8 'gé
7a, = 130us, using eq 7 is underestimated because the short 42 2 17 208 008

lifetime contributions due to Bt ions close to the nanoparticle
surface are cut off by the rejection of the first 58 by the

aThe error bar is approximately 10%. The lifetime of the 35 (17
nm nanoparticles in the absence of acceptors was 201 (208.Zhe

second ChOF’Pe_r in front of the detector. FO", the same reasonsSnympers of bound Cy5 molecules per nanoparticle were determir

the FRET efficiency calculated using eq 9 is underestimated. from the comparison between the experimental data andrtnéations

Indeed, by extrapolating to time 0 the fit to the decay curve for (see Figure 4).

times longer than 7@s, we findla, = 9.1 ande = 0.17, where

we have usedp = 0.18 andga = 0.28 andnpa/yp = 1.42. obtained from these theoreticlJ, and 7p, values are shown
Comparison wih Simulations. We then repeated the above in Figure 43. A_s expected, the _FRET efficiency determinedifr

experiments as a function of the total Cy5 concentration using the donor _Ilfetlm_e is underestimated. _

nanoparticles with an average diameter of 17%ihe FRET ~ Thex-axis in Figure 4A (Cy5 concentration) can be translate

efficiencies obtained using the donor intensities and lifetimes INto the number of Cy5 molecules per nanoparticle by dividir

are shown in Figure 4A. We again find that the determination With the NP concentration (0.12V). The ratio of total to bound

based on the donor lifetimes underestimates the FRET ef-Cy5 molecules is determined by the complexation reacti

ficiency. Quite high transfer efficiencieE & 0.8) are observed ~ €quilibrium constank
for large Cy5 concentrations.

To compare our experiments to simulations, we considered
ellipsoidal nanoparticles with a homogeneous distributibEu
ions and a homogeneous distribution of a varying number of
Cy5 molecules on their surfaé&We then calculated for each
Eu ion, |, its distance to the different Cy5 moleculés, the
associated FRET efficiencyg;, using eq 4 and subsequent
emission intensitylp,;, and lifetime,7p,;, using eqs 5 and 7,
respectively, wherep was taken to be equal to the average
experimental lifetime (208.4s). The individual decay curves

_[Y*" —cys]

[Y*[Cy5]

(10)

where [Y3*] stands for the total ¥" and Ed" concentration.

Very good agreement between the experimental and theairet
data can be obtained by assuming a ratio of total to bound C
molecules equal to 18.3 (see Figure 4B). The FRET efficenc
and lifetime values obtained for the various Cy5/nanopartic
ratios are recapitulated in Table 1. On the basis of the total Y

were then summed to give the nanoparticle decay curve whoseand Ed* concentration at the surface of the 17-nm nanoparticl
value att = 0 giveslp,. The NP lifetime curves consist of a  (estimated to be equal to 448/), this ratio impliesK = 130
fast decaying part due to Eu ions close to the surface followed M2, This value should be considered as an estimate of the or
by a slower decay due to Eu ions in the volume of the of magnitude due to uncertainties in nanoparticle size a
nanoparticle. To better approach the experimental conditions, concentration and due to the fact that th& Yand E§* ions
the decay curves were fitted to biexponentials between 40 andinteracting with Cy5 molecules are concentrated on the nat
1100us, the average lifetime giving,. The FRET efficiencies particle surfaces and do not diffuse independently.
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Figure 5. Detected photons per image through (A) the 617-nm filter and (B) the 670-nm filter as a function of prior illumination time for a ¢
Cy5-coated nanoparticle spin-coated on a silica coverslip observed using wide-field dual-color fluorescence microscopy (squares and soli
a guide to the eye; excitation wavelength, 466 nm; intensity at the sample, 2 RWittegration time, 500 ms). The concentration of the 35-ni
nanoparticles and Cy5 used in the complexation reaction was 4.2 nM (1.1 mM in vanadate ionsyémndréSpectively. In (B), the solid line is
a biexponential fit to the Cy5 emission decay; the circle corresponds to a first image taken under 458-nm excitation. The insets are images
Cy5-coated nanoparticles and correspond to the first 466-nm illumination. The Cy5-coated nanoparticle on the right was used to obtain the
photon numbers shown here.

Single-donor FRET Experiments. We also demonstrated  excitation+ FRET signal) to obtaima,. The Cy5 signal under
energy transfer on the single-donor level. For this purpose, we 466-nm excitation was determined by fitting the decay cun
used an inverted microscope setup to observe 35-nm nanoparas a function of illumination time to a biexponential and b
ticles deposited by spin-coating on a silica coverslip after extrapolating to the value corresponding to the first ilination
complexation with Cy5. We have previously shown that these sequencelp, was taken equal to the value corresponding
lanthanide-doped nanoparticles are observable on the singlethe firstimage under 466-nm excitation. Using eq 9, we olethi
particle level® after spin-coating on a coverslip at suitable E = 0.24 for the nanoparticle on the right in the inset of Figur
dilution levels. The detection of single nanoparticles is con- 5 andE = 0.17 (standard deviation, 0.07) as an average o\
firmed by a comparison between the measured and calculatedl3 nanoparticles. This FRET efficiency is weaker than th
number of detected photons per secéh#in the present case, expected from ensemble measurements for the same rela
we performed dual-color imaging (through the 617- and tt&2 67 nanoparticle and Cy5 concentratiois=< 0.59). There are two
nm filter) to simultaneously image light emitted by the nano- explanations for this difference: (i) Part of the Cy5 molecule
particles and by Cy5. We first checked, by imaging a naniofest at the surface of the nanoparticles are removed duringribmg
only coverslip, that the bright spots due to single nanoparticles of the coverslip (see Experimental Methods section) since 1
in the 617-nm image (see ref 19) gave rise to no signal in the complexation is a reversible process. (i) Thgvalue is slightly
670-nm image. Similarly, the Cy5 emission leak in the 617-nm overestimated because it corresponds to the second (instee
image was negligible. the first) illumination sequence and some Cy5 photobleachi

In the case of Cy5-coated nanoparticles, emission in beth th has already taken place.

617- and the 670-nm image was observed (see insets of Figure

5). To determine which part of the Cy5 emission at 670 nm is Conclusions

due to direct excitation, we recorded a single image under 458-

nm excitation (no excitation of the nanoparticles and thus no ~ We have shown that lanthanide-doped nanoparticles are v
FRET) followed by a series of images under 466-nm excitation Promising as donors in FRET experiments. Indeed, the lo
Figures 5A and B show the number of photons detected for the lifetime, the large Stokes shift, and the narrow emissiothese
bright spot on the right in the insets at 617 and 670 nm, nanoparticles render FRET experiments particularly straig|
respectively, as a function of prior illumination time. The Cy5 forward and feasible even in the presence of large amounts
signal (Figure 5B) photobleaches almost completely within 5 unbound acceptor. The nanosecond acceptor emission du
s. The nanoparticle signal (Figure 5A), on the contrary, shows direct acceptor excitation can be easily distinguished from t
an increase concomitant with the Cy5 photobleaching. This much longer-lived sub-millisecond FRET-induced accept
increase is then followed by a slow decrease which is the fluorescence. A large number of acceptor (Cy5) molecules ¢
behavior normally observed for single nanoparticles in the be bound to the nanoparticles, and for large Cy5 conceonsati
absence of Cy5 (see Figure 1F of ref 19). Note that only the FRET efficiencies larger than 0.8 have been obtained.
usual slow decrease of the nanoparticle emission was observedomparison with simulations demonstrates that, in thigtipial
for nanoparticles without Cy5 (showing no signal in the 670- donor-multiple acceptor configuration with a whole range ¢
nm image). The nanoparticle emission increase concommifiémt donor-acceptor distances, the most reliable estimation of FRI
the Cy5 emission decrease is clear evidence of energy transfegfficiency is the one based on the donor intensity in thegures
taking place between the single nanoparticle and Cy5 mislecu  and absence of acceptor. The combination of the advantage
at its surface. As the Cy5 molecules photobleach, the energylanthanide-ion luminescence and the presence of a largbeun
loss channel due to FRET disappears and the nanoparticleof lanthanide ions in nanometer-sized particles allowed t
emission increases. observation of energy transfer from a single nanopartioteod

To determine the FRET efficiency, we subtracted the Cy5  We expect energy transfer to a single acceptor per nanog
signal measured under 458-nm excitation (direct acceptor ticle to be detectable for smaller nanoparticles-{8 nm) in
excitation) from the Cy5 signal under 466-nm excitatiomedi ensemble measurements. Currentlysfuy 4VO4 nanoparticles
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Chapitre 5

Fonctionnalisation des nanoparticules

d’oxyde

5.1 Etat de ’art

En biologie, les groupes fonctionnels réactifs sont principalement les amines primaires,
les acides carboxyliques, les alcools et les thiols. Ainsi, afin de coupler un fluorophore a
une biomolécule, le fluorophore doit étre modifié pour étre réactif vis-a-vis de ces groupes
fonctionnels.

Le développement de centaines de fluorophores organiques comme marqueurs en biologie se
base en effet sur la possibilité de modifier un groupe chimique sur une molécule organique. De
nombreux fluorophores sont proposés commercialement sous leur forme acide activée, comme
par exemple le succinimidylester, thiocyanate ou encore maléimide, permettant de former des
liaisons avec les amines et les thiols.

Dans le cas de sondes inorganiques, c¢’est alors la surface qui doit étre réactive vis-a-vis d'un
groupe fonctionnel. Cette surface ne présentant pas une réactivité controlée, il est nécessaire
de lui apporter une fonctionnalité particuliére en la modifiant. L’introduction d’une fonction

en surface des particules peut se faire suivant différentes approches que nous allons décrire.

5.1.1 Présentation des molécules de fonctionnalisation

Une premiére stratégie de fonctionnalisation consiste a utiliser des molécules bifonction-

nelles réactives d’une part avec la surface des NPs et d’autre part avec la biomolécule visée.
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Molécules bifonctionnelles simples

Cette fonctionnalisation a été largement développée sur des NPs semiconductrices de type
CdSe recouvertes d’une couche de ZnS synthétisées en milieu coordinant organique TOP ou
TOPO (TriOctylPhosphine, TriOctylPhosphineOxide).['%62] Du fait de la nature de la couche
superficielle ZnS, ces NPs présentent une affinité particuliére avec les thiols. Des NPs fonc-
tionnalisées par des fonctions acide carboxyliques ont pu étre ainsi obtenues par complexation
de la surface des NPs par des acides mercaptocarboxyliques. (% De plus, des ligands phos-
phines remplacant les molécules de solvant peuvent étre utilisés. Cette méthode a également
été retenue pour la fonctionnalisation de la surface de NPs métalliques pouvant ainsi étre
complexée par des amines, 049! des citrates, %% ou des thiols. 6768l

De méme, Meiser et al.[% utilisent I'acide 6-aminohexanoique pour fonctionnaliser la
surface de NPs de phosphate de lanthane avec une fonction acide, par simple complexation

de amine sur la surface des particules.

Molécules polydentales fonctionnalisées

Certaines équipes ont développé des molécules polydentales portant la fonction souhaitée
menant & des fonctionnalisations de surface compétitives et durables dans le temps. Ainsi,
I’équipe de Bawendi a développé la chimie des phosphines polymériques avec un certain suc-
cés, ™ permettant de fonctionnaliser des NPs semi-conductrices, métalliques ou d’oxydes. Des

ligands thiolés polydentales ont également été développés. ™!

Dendrons fonctionnalisés

En poussant I'idée plus loin, d’autres équipes comme celle de Peng ont alors synthétisé
des dendriméres branchés de plus en plus complexes,[™ et polymeérisés, ™ afin d’éviter la
décomplexation en surface. En effet, en polymérisant la partie externe des dendrimeéres, une

n

" boite dendrimérique " entourant la particule est créée, et assure ainsi une modification de

la surface irréversible.

5.1.2 Nature du couplage entre molécules bifonctionnelles et surface

des NPs

Trois natures différentes de couplage vont étre présentées dans cette section.
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Complexation

Nous avons vu dans la section précédente qu'une des méthodes de choix pour réaliser le
couplage entre NPs et molécules bifonctionelles servant de lien entre NPs et biomolécules
est la complexation. Cependant, les liaisons mises en jeu lors de ces fonctionnalisations sont
généralement des liaisons de coordination. La conséquence est que, sous certaines conditions,
I’équilibre de complexation peut étre déplacé, menant a la dégradation de la fonctionnalisa-
tion de surface.!™ Lutilisation des molécules polydentales et des dendrons a été précisément

choisie pour assurer une fonctionnalisation perenne.

Liaisons hydrophobes

La synthése des NPs se fait souvent en milieu organique, en présence de ligands hydro-
phobes. Le transfert des particules hydrophobes d’un milieu organique a un milieu aqueux
doit alors étre réalisé pour une utilisation en biologie. Ce transfert peut étre assuré par le
surfactant CTAB, largement utilisé, ™ ainsi que par la cyclodextrine, présentant une cavité
hydrophobe et une surface extérieure hydrophile.[™ L’ajout d’une molécule amphiphile pré-
sentant sur sa partie hydrophile la fonction désirée va alors permettre de fonctionnaliser la
surface des particules. Ainsi, I’encapsulation par des micelles fonctionnalisées, développée par

Dubertret,[76] connait un engouement assez important.

Réticulation polymérique

Une autre méthode de fonctionnalisation consiste & créer autour de la NP une couche
polymérique. Cette couche, outre sa fonction de fonctionnalisation, peut également assurer
une fonction de protection de la surface des NPs, ou encore empécher des interactions non-
spécifiques avec les entités biologiques.

Ces molécules polymériques sont souvent organiques, comme le polymére Dextran, utilisé
pour des applications en imagerie médicale ou en cytométrie nécessitant une inertie totale de
la sonde envers son environnement. "]

La protection de la surface des NPs ainsi que sa fonctionnalisation peut également étre
assurée par un enrobage des NPs par un réseau polymérique inorganique d’alcoxysilanes.
En effet, la chimie des alcoxysilanes, trés variée, offre au systéme une liberté quant a la

fonctionnalité de surface a apporter.
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L’enrobage des NPs par des alcoxysilanes a été largement étudié sur des NPs semi-
conductrices, ™ métalliques!™ et oxydes. 8% Alivisatos et al.[*? ont par exemple développé
la fonctionnalisation des NPs semi-conductrices par des alcoxysilanes, donnant des fonction-
nalités variées a la surface.

Cette voie de fonctionnalisation, qui a également été développée sur des NPs d’oxydes, 8081
a semblé étre la méthode la plus simple & mettre en place pour fonctionnaliser nos NPs de
vanadate d’yttrium, permettant une chimie de post-fonctionnalisation trés variée.

Le lecteur peut retrouver cette introduction sous une forme plus étoffée dans la thése de
Domitille Giaume effectuée au LPMC et soutenue en 2006. '8! Deux articles de revue réalisés
par ’équipe de Hedi Mattoussi et celle de Shimon Weiss proposent, de plus, un tour d’horizon

des différentes stratégies de fonctionnalisation des QDs. 1112

Durant les théses de Arnaud Huignard et Domitille Giaume!™!, I’équipe du LPMC
s’est attaché, notamment, a synthétiser des NPs d’oxyde entourées d’une couche polymérique
de silice puis & modifier la surface externe de cette couche de silice afin qu’elle présente
des groupements réactifs. Un important travail de caractérisation de cette couche de silice
fonctionnalisée a été réalisé par Domitille Giaume. Nous avons souhaité présenter dans ce
manuscrit les résultats obtenus au LPMC afin que le lecteur puisse embrasser sous une forme
continue I’ensemble du processus de fonctionnalisation et de couplage aux protéines. Les NPs
fonctionnalisées sont le point de départ du travail réalisé au LOB portant sur le couplage des

NPs aux protéines et sur la détermination du nombre de protéines accrochées aux NPs.

5.2 Enrobage des NPs par une couche polymérique de

silice fonctionnalisée

Cette section est en grande partie extraite de la thése de Domitille Giaume. '8 Les groupe-
ments chimiques époxy et amine ont éte choisis comme groupements fonctionnels. Le choix de
ces deux fonctions a été motivé par la versatilité des réactions pouvant ensuite étre envisagées
lors du couplage avec les protéines. Pour greffer ces deux fonctions en surface des NPs, I'ap-
proche consistant & enrober les NPs dans un réseau polymérique fonctionnalisé d’alcoxysilanes

condensés a été choisie.

Cette approche s’appuie sur le principe suivant : des alcoxysilanes, de formule générale
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Si(OR),R)_, sont utilisés comme précurseurs de silice. Selon le nombre n de groupements
OR, ils sont appelés monoalcoxysilanes (z = 1), bialcoxysilanes (r = 2), trialcoxysilanes
(x = 3) ou tétraalcoxysilanes (x = 4). Les groupes alcoxy OR peuvent s’hydrolyser en silanols
StOH, puis se condenser en formant des ponts siloxanes S10S'%, comme montré sur la figure

suivante.

| hydrolyse S" condensation  =J EJ %f
\\\./ \OR \\\/ \OH — - \O/ \O’ \OH

FIG. 5.1 — Schéma d’hydrolyse et condensation des alcoxysilanes.

La présence d’un ou plusieurs groupes alkyles R liés au silicium pouvant porter les fonctions
amines ou époxy permet d’apporter la fonctionnalité au réseau polymérique. La formation
autour des NPs d’un réseau polymérique fonctionnalisé d’alcoxysilanes peut étre envisagée de
différentes manieéres.

Deux méthodes de fonctionnalisation des NPs ont été étudiées :

— une premiére approche consiste & traiter en deux temps la formation d’un réseau poly-
mérique d’alcoxysilanes et la fonctionnalisation de la surface. La formation d’un réseau
polymeérique d’alcoxysilanes non fonctionnalisé (donc de silice) se fait par 'utilisation
de tétraalcoxysilanes Si(OR),. Afin de fonctionnaliser ensuite la surface, des monoal-
coxysilanes de type Si(OR)MeyR” sont utilisés (Me pour méthyl), ou la fonction amine
ou epoxy est apportée par le groupement R”.

— une seconde approche consiste a former autour des NPs un réseau polymérique de polysi-
loxanes fonctionnalisés en volume. Ceci peut étre réalisé en utilisant des trialcoxysilanes
Si(OR)3R', la fonction amine ou époxy étant portée par le groupe R'. Dans ce cas on
utilise une couche de silice formée par complexation de silicates qui sert d’amorce a la

couche de fonctionnalisation.

Nous allons présenter dans la suite les principaux résultats obtenus par ces deux approches
de fonctionnalisation. Nous nous concentrerons essentiellement sur la fonctionnalisation de la

surface des NPs par greffage de fonctions amines (Cf. référence!'® pour greffage de fonctions

epoxy).
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5.2.1 Enrobage par de la silice fonctionnalisée en deux étapes

L’approche qui sera développée dans cette partie est la formation d'une couche de si-
lice sur des NPs a partir de tétraalcoxysilanes par voie sol-gel. Le choix s’est porté sur le
tétrapropoxysilane, qui s’hydrolyse moins vite que le tétraéthoxysilane, couramment utilisé.

Une fonctionnalisation a ensuite été réalisée par condensation d’aminopropyldiméthylé-
thoxysilanes, suivant le méme mode opératoire. Cette approche peut étre schématisée selon

la Fig. 5.2.
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F1G. 5.2 — Schéma de la formation d’une couche de silice fonctionnalisée sur les NPs de Yi_,Fu;V Oy
stabilisées avec du citrate en deux étapes : la formation d’une couche de silice, puis la formation d’une couche
d’alcoxysilane fonctionnalisé.

Formation de la couche de silice

Stober, Fink et Bohn ont décrit les premiers la synthése sol-gel de NPs de silice dans un mi-
lieu alcoolique & partir de tétraalcoxysilanes en présence controlée d’ammoniaque et d’eau. 8!
Cette voie de synthése a ensuite fait I’objet de nombreuses études, tant expérimentales que
théoriques. L’équipe du LPMC a alors adapté et optimisé le protocole de Stober aux cas des
NPs d’oxyde. 8!

L’enrobage des NPs par des tétraalcoxysilanes a été caractérisé par ’épaisseur de la couche
déposée. Cette épaisseur a pu étre suivie au cours du processus de polymérisation par diffusion
dynamique de la lumiére et par microscopie électronique en transmission.

La formation lente d’une couche de silice autour des NPs d’une épaisseur de 10+1 nm a été
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observée. Cette épaisseur est légérement inférieure a I’épaisseur de 12 nm calculée d’aprés les
résultats de 'analyse élémentaire. Il a été montré que 67 & 100% du tétrapropoxysilane initiale-
ment introduit se dépose en surface des particules. La vitesse de dépot des tétrapropoxysilanes

1

est relativement lente, de 1.940.3 min™", ce qui favorise le dépot des tétraalcoxysilanes en sur-

face des NPs, et inhibe ainsi la formation de germes secondaires, i.e. de germes ne contenant
pas de NPs.
Les objets en fin de réaction sont bien séparés et peuvent étre schématisés de la maniére

suivante : une NP ovoide de 33 nm sur 19 nm, recouverte d’une coquille de silice de 10 nm.

10 +/- 1 nm

19 4+/-3.5 nm Y, Eu VO, b b FI1G. 5.3 — Schéma de I’encap-
oo <., sulation des NPs par des tétra-
i propoxysilanes.

33 +/-6nm

Cependant, cette méthode de fonctionnalisation engendre une augmentation importante
de la taille des objets, de 'ordre de 20 nm. Deux approches ont alors été utilisées pour
réduire 1’épaisseur de cette couche. La premiére consiste & stopper la réaction avant son
terme par purification mais a entrainé I'agrégation des objets pendant cette purification. La
seconde consiste & varier les rapports de concentration en tétrapropoxysilane et NPs mais
n’a pas permis un controle de I’épaisseur de la couche de silice déposée sur les NPs. Cette
augmentation de la taille des NPs peut apparaitre comme une limite pour 1'utilisation d’une

telle voie de fonctionnalisation.

Fonctionnalisation de la couche de silice

La fonctionnalisation de la surface des NPs enrobées d’une couche épaisse de silice a
été réalisée par condensation de monoalcoxysilanes sur la surface dans un milieu alcoolique
en présence controlée d’eau et d’ammoniaque. L’analyse élémentaire indique une densité de
fonctions amines de 1.7 & 2.1 amines par nm?.

Ce résultat est corroboré par des mesures de résonance magnétique nucléaire (RMN). La

Résonance Magnétique Nucléaire est une méthode permettant d’analyser un échantillon li-



124 Fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde

quide ou solide contenant des éléments présentant un spin nucléaire non nul. Lorsque 'on
travaille avec des échantillons solides, certaines interactions entre spins ne peuvent pas étre
moyennées, ce qui méne & un élargissement des pics de RMN. Afin de limiter cet élargissement,
il faut moyenner ces interactions en faisant tourner ’échantillon & 54.7° | angle appelé Angle
Magique (RMN MAS). La spectroscopie par Résonance Magnétique Nucléaire permet la ca-

ractérisation d’échantillons contenant du silicium. En effet, le silicium a un isotope de spin

nucléaire % en proportion naturelle de 4.7%, pouvant étre détecté par RMN. L’environnement
de chaque silicium, et notamment ses premiers et seconds voisins, modifie son déplacement
chimique, donné en ppm (partie par million). Ainsi, la RMN MAS?Si a permis de montrer
la présence de monoalcoxysilanes ainsi qu’'une condensation des siliciums constitutifs de la
couche d’enrobage. D’aprés ces mesures, sont greffés entre 2.8 et 3.5 aminopropyldiméthy-
léthoxysilanes par nm?. Ces valeurs sont en accord avec la littérature, et notamment avec
une fonctionnalisation maximale d’une bille de silice par du triméthylméthoxysilane de 2.8

monoalcoxysilanes par nm?.

Des études de charge de surface ont été également menées a 1’aide de la mesure du po-
tentiel de surface (. Ce potentiel de surface des particules a été déterminé par une mesure
électrophorétique. Briévement, un systéme de franges lumineuses est créé par deux faisceaux
laser au sein d’une cellule, aux extrémités de laquelle se trouvent des électrodes. Lorsqu’une
tension alternative est établie entre ces deux électrodes, les particules chargées présentes dans
la cellule entrent en mouvement et traversent le systéme de franges a une fréquence qui est
directement reliée a la vitesse des particules selon l'effet Doppler. Les photons détectés sont
ensuite analysés par un corrélateur, ce qui permet de retrouver les valeurs de la mobilité élec-
trophorétique des particules. L’équation de Smoluchowski permet alors de calculer le potentiel
¢. On admet généralement que si le potentiel est tel que |(|>30 mV, les NPs sont stables en
solution, sinon elles sont instables. Ce potentiel caractérise la valeur de la charge de surface
de la double couche en surface de la particule (Cf. section 5.3.2) ; il dépend de la valeur du pH
de la solution. Plus le pH augmentera, plus la charge de surface des particules sera négative.
L’allure des courbes de potentiel de surface en fonction du pH sera donc toujours la méme,
passant d’une valeur positive aux faibles pH a une valeur négative aux forts pH. L’intersection

de la courbe avec 0 est appelée point de charge nulle (PCN).

Tandis que les NPs enrobées de silice présentent un PCN a pH 2.5, trés proche du point

de charge nulle de la silice, les NPs fonctionnalisées avec une amine présentent un point de
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charge nulle trés différent a pH 5.7. La surface a bien été modifiée, mais la valeur du PCN est
assez éloignée de la valeur du pKa de 'aminosilane de valeur 9 : les amines greffées en surface
ne sont que partiellement accessibles, et ne participent pas toutes a la charge de surface.

Un dosage par fluorescence réalisé par réaction entre un fluorophore organique (FITC)
présentant une fonction isothiocyanate réagissant avec les amines et les NPs fonctionnalisées
avec des amines donne une densité de fonctions amines réactives en surface des particules de
0.05 & 0.3 par nm?. Le dosage réalisé ne permet donc pas de doser toutes les amines présentes
en surface des particules, mais seulement de 3 & 18 % de ces amines. Ce résultat corrobore la
suggestion d’'une non-accessibilité d’une partie des fonctions amines.

Nous avons donc vu que, si de nombreux aminopropyldiméthyléthoxysilanes ont été accro-
chés sur la surface des NPs enrobées de silice, seulement une partie de ces fonctions amines
sont accessibles pour de futures réactions chimiques. Ceci semble étre dii & une interaction
entre ’amine et le silicium au pH de la réaction, qui diminue fortement la réactivité et 1’ac-

cessibilité des amines.

5.2.2 Enrobage par de la silice fonctionnalisée en une étape

Afin d’enrober les NPs par une couche polymérique plus fine que 10 nm, une deuxiéme voie
d’enrobage a été testée, consistant a former un réseau polymérique d’alcoxysilanes fonction-
nalisés enrobant les NPs. Pour cela, ’équipe du LPMC a condensé des trialcoxysilanes, i.e.
des aminopropyltriéthoxysilanes (APTES), en surface des NPs. Une couche de silice formée
par complexation de silicates sert d’amorce a la couche de fonctionnalisation. Le schéma de

principe de la fonctionnalisation est montré sur la figure suivante.

™ oW g
OH“/Sqfc‘) OH"/Sif(l) siC
% (. Of LIl o) .
2 O/S; OH C AT %] F1G. 5.4 — Schéma de la for-
- Q - Q Si . .
v\ﬁx Y i o N Yo oH mation d’une couche fonctionna-
o F R L oSO g ., N
o or N Ys}].‘ oR. Rl liste de silice sur les NPs de
. + Si—oMe —— | R i
/ OM / Si S
) o e e ) >0 Y,_,Eu, VO, silicatées avec des
)?” ™o % 0-\51,,,‘,_8H*S,\R alcoxysilanes trifonctionnels. Les
o] a0 N T
o/ 'O\sfo H,St\' = fleches indiquent une complexa-
T | o] : 3
B MO o ) tion sur les Yttrium. R corres-
si SR .
g "nd pond aux amines.

Cette fonctionnalisation se déroule en milieu hydro-alcoolique faiblement basique afin d’ac-

célérer 'étape cinétiquement déterminante de 1'hydrolyse de ’aminopropyltriéthoxysilane.
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Lors de cette fonctionnalisation, des germes de polysiloxanes fonctionnalisés dans la solu-
tion peuvent également se former. Une purification par centrifugation permet de les éliminer
efficacement.

Le dépot d’aminopropyltriéthoxysilane sur des NPs a été caractérisé de maniére moins
poussée que précédemment : seules des analyses par spectroscopie infrarouge et par analyse
thermogravimétrique ont été menées.

La spectroscopie infrarouge a permis de sonder les propriétés vibratoires des groupements
chimiques présents dans la solution de NPs et notamment les vibrations des alkyls, des liaisons
Si-O-Si et des amines. Cette méthode ne permet pas la quantification du dépét d’aminopro-
pyltriéthoxysilane a cause d’un recouvrement des bandes d’absorption vibrationnelle.

L’analyse thermogravimétrique (ATG) est une méthode de caractérisation généralement
couplée a I’Analyse Thermique Différentielle (ATD). Un échantillon est introduit dans un four,
sous atmosphére controlée. Sa masse est mesurée au cours d’'une montée en température. La
variation de masse correspond a 'occurrence d’une réaction, dont le caractére endothermique
ou exothermique est révélé par I'allure de la courbe d’ATD. De maniére générale, cette mé-
thode permet de caractériser le pourcentage de matiére organique présent dans un échantillon.
En particulier et sous certaines hypothéses!'®! elle a permis de mesurer la perte de masse as-
sociée aux aminopropyltriéthoxysilanes et donc de quantifier leur densité de départ.

Ces deux analyses révelent un dépot de polysiloxanes atteignant 1.9 & 3.3 nm d’épaisseur
et une densité surfacique en aminopropyltriéthoxysilane par nm? de 23 a 53. Cette méthode

permet donc de diminuer considérablement 1’épaisseur de la couche. Cependant, dans ce cas

19 +/- 3.5 nm

s FI1G. 5.5 — Schéma de I’encap-
Ol _OH sulation des NPs par I'aminopro-
G Nl oY pyltriéthoxysilane. R représente
' S le groupe aminé.

Aminopropyltriéthoxysilane:
1,9-3,3 nm
de figure, de nombreux aminopropyltriéthoxysilanes sont emprisonnés dans la couche poly-
mérique et ne seront donc pas réactifs.
La surface des NPs fonctionnalisées avec des aminopropyltriéthoxysilanes semble étre sta-

bilisée par des amines, comme le montre la valeur du point de charge nulle & pH 9 obtenu en
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zétamétrie.

Un dosage des fonctions réactives avec le fluorophore FITC montre une densité variant
entre 0.1 et 1.4 amines réactives par nm?. Cette densité est supérieure a celle trouvée pour la
premiére approche de fonctionnalisation.

Finalement, du fait de la diminution de I’épaisseur de la couche d’alcoxysilane et de la
plus grande densité en fonctions amines, nous avons alors choisi la seconde méthode de fonc-

tionnalisation.

5.3 Couplage des NPs aux protéines : analyse prépara-
toire

Il s’agit a présent de coupler ces NPs présentant a leur surface des fonctions amines avec

des protéines comportant, en général, des fonctions amines, carboxyliques ou thiols libres.

5.3.1 Couplage par "cross-linking"

La réactivité de ces groupes est faible. Ceci implique que pour faire réagir une amine avec
une protéine nous allons devoir activer ces fonctions chimiques.

Par exemple, les groupes N-hydroxysuccinimide ester (NHS ester) augmentent la réacti-
vité des acides carboxyliques avec les amines, cette réaction aboutissant alors a une liaison

covalente de type amide selon le schéma suivant.

F1G. 5.6 — Schéma de réaction
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molecule compound L.
une proteéine.

Un autre exemple consiste en la réaction d’une fonction maléimide avec un groupe sulthy-
dryl ce qui forme une liaison stable thioether.

Ainsi, a l'aide d’une de ces activations, la conjugaison entre protéines et NPs peut étre
effectuée.

Une des méthodes biochimiques classiques est d’utiliser des cross-linkers contenant deux

groupements activés. Un des groupements réagit d’abord avec, par exemple, la NP puis 'autre
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0 0
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containing compound sphére représente la protéine.

molecule

groupement réagit avec la protéine. Ces cross-linkers peuvent étre hétérobifonctionnels ou
homobifonctionnels selon que les groupements activés sont différents ou identiques.

Notre premiére application était le suivi de la toxine € pour laquelle I’équipe de M. Popoff a
I'Institut Pasteur avait déja réalisé avec succés des conjugaisons ciblant les fonctions amines de
cette toxine avec des fluorophores organiques. Notre choix s’est donc porté sur un cross-linker
du type di-succinimidyl suberate (DSS) comportant deux NHS ester.

Notre seconde application portait sur le suivi intracellulaire d'un fragment de la toxine
botulique. D’apreés les travaux de 1’équipe de M. Popoff, cette toxine comporte des fonc-
tions sulfhydryles disponibles et a donc nécessité la mise au point d'un autre processus de
conjugaison. Notre choix s’est porté cette fois sur un cross-linker hétérobifonctionnel du type
succinimidyl-4-(N-maleimido-methyl)cyclohexane-1-carboxylate (SMCC) portant a la fois une
fonction maléimide et une fonction NHS ester.

Ces techniques sont classiques et ne nécessitent pas d’optimisation importante du proto-
cole de couplage. Dans notre cas, le couplage a été rendu extrémement difficile du fait de
I'instabilité des NPs au pH requis pour effectuer le couplage. Nous abordons dans la suite les

difficultées associées & la stabilité colloidale.

5.3.2 Probléme de la stabilité colloidale

Les mesures de zétamétrie et de diffusion dynamique de la lumiére (DDL) ont montré que
les NPs aminées sont stables en solvant aqueux uniquement dans la gamme de pH telle que
pH<4 ou pH>10. A notre connaissance, il n’existe aucun cross-linker commercial fonctionnant
dans ces gammes de pH. Le NHS ester du DSS, par exemple, réagit avec les amines dans des
conditions légérement basiques pour lesquelles on observe en DDL une augmentation du rayon
hydrodynamique des NPs de 1000% en 20 min, temps caractéristique de la réaction d’acyla-
tion. Ainsi, 'agrégation des NPs étant beaucoup plus rapide que le temps caractéristique de

couplage, le protocole a da étre complétement revu.
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Apreés avoir présenté les conditions permettant d’obtenir une solution colloidale stable de
NPs, nous étudieronss quel type de cross-linker est nécessaire pour qu’in fine les NPs soient
stables puis quel type de solvant est nécessaire pour effectuer le premier couplage entre NPs

et cross-linkers.

Théorie DLVO

A ce point de I'exposé, il peut étre utile de rappeler la théorie DLVO (Deyarguin, Landau,
Verwey et Overbeek) qui permet de comprendre les conditions pour lesquelles une solution
colloidale est stable. L’exposé suivant de cette théorie est un résumé effectué a partir de la
thése d’Arnaud Huignard."l Cette théorie s’appuie sur un bilan des forces attractives et
répulsives s’exercant en solution entre particules. 4

— Les principales forces attractives entre particules sont les interactions de van der Waals

qui proviennent de la fluctuation de distribution de charges électroniques autour d’un
atome. L’interaction de deux atomes distants de r est alors de type dipole induit/dipole
induit et varie en r . Dans le cas de deux particules sphériques identiques de rayon "a",
situées a une distance "d" I'une de 'autre, Hamaker a montré que ce potentiel attractif

s’écrit : V=- A—g ou A est la constante de Hamaker, dépendant fortement de la nature

des particulescit du milieu. Sa valeur est généralement comprise entre 0.25 et 25 kgT.

La zone d’action des forces de Van der Waals est typiquement comprise entre 0.2 et 10

nm.

— Il existe deux types de sources d’interactions répulsives qui peuvent s’opposer aux forces
de van der Waals et permettre ainsi de stabiliser une solution colloidale : les forces
électrostatiques et I’encombrement stérique.

— La répulsion électrostatique est due a l'existence d’une charge nette a la surface des
particules. Cette charge peut provenir soit de I’adsorption préférentielle d’ions chargés
sur la surface soit de la dissociation ou de l'ionisation de groupements de surface.
Compte tenu de la nécessité de conserver 1’électroneutralité au sein de la solution, la
situation peut étre décrite par un modéle de double couche, schématisée sur la Fig.
5.8.

La couche interne est appelée couche de Stern. Elle est constituée de contre-ions for-
tement adsorbés et de molécules de solvant structurées a la surface des particules. Le

rayon extérieur de cette couche de Stern correspond sensiblement au rayon hydrody-
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Couche de Stern Couche diffuse

FIG. 5.8 — Modéle de la double couche
et évolution du potentiel électrique (¢g4
potentiel électrique et x inverse de la

longueur d’onde d’ écrantage de Debye-
Hiickel)

-
distance

namique de la particule (délimitation du plan de cisaillement du solvant lorsque la
particule est en mouvement). Le potentiel électrique correspondant ¢4 est sensible-
ment égal au potentiel ( mesuré par mobilité électrophorétique des particules.

La couche externe est appelée couche diffuse. Elle est constituée de contre-ions qui
sont soumis au potentiel électrique de la surface et a 'agitation thermique. Au sein
de cette couche, le potentiel décroit exponentiellement en fonction de la distance a

Lot k est linverse de la longueur

la surface, avec une distance caractéristique s~
d’écrantage de Debye-Hiickel, proportionnelle a la racine carrée de la force ionique du
milieu.

Lorsque deux particules chargées sont en interaction, leurs couches diffuses s’interpé-
nétrent, ce qui provoque une augmentation locale de la concentration en contre-ions.
On peut en déduire alors un potentiel répulsif résultant.

Aux courtes et aux grandes distances entre particules, ce sont les forces de van der
Waals qui prédominent. En revanche, pour des distances voisines de la longueur
d’écrantage de Debye-Hiickel, la répulsion électrostatique peut prévaloir et conduire a
I’existence d’une barriére d’énergie. La stabilité de la solution colloidale dépend alors
de la comparaison de la hauteur de cette barriére avec I’énergie d’activation thermique
kgT.

La hauteur de cette barriére d’énergie dépend essentiellement de la charge de surface
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et de la force ionique du milieu, cette derniére fixant la longueur d’écrantage de Debye-
Hiickel. Ainsi, une force ionique faible et une charge de surface élevée permettront une
meilleure stabilisation de la solution colloidale.

— La présence de molécules organiques adsorbées ou chimiquement liées a la surface des
particules est une deuxiéme voie de stabilisation des solutions colloidales : c’est la stabi-
lisation par encombrement stérique. Ces molécules organiques permettent de limiter la
distance d’approche entre particules jusqu’a rendre négligeables les forces attractives de
van der Waals. Les principales conditions nécessaires a I’obtention d’une solution colloi-
dale stabilisée par répulsion stérique sont alors les suivantes : les molécules organiques
utilisées, qui sont des molécules simples ou des polymeéres tel que du polyéthyléne glycol
(PEG), doivent avoir une forte interaction avec la surface des particules; il doit exister
une affinité élevée entre le solvant de redispersion et les molécules greffées a la surface
des particules.

Contrairement aux QDs pour lesquels I'encombrement stérique est en général utilisé, nous
avons choisi en réalisant I’enrobage par une couche d’organosilanes aminés d’utiliser la répul-
sion électrostatique comme moyen de stabilisation colloidale. Cependant, cette stabilisation
n’est pas suffisante. La valeur du PCN de 9 éloignée du pK, de 'aminosilane (10.25) atteste
du fait que la surface n’est pas entiérement recouverte de fonctions amines, elle présente plutot
un mélange de fonctions amines, de fonctions Si-OH et éventuellement de YVO4:Eu dans le
cas ot la silice ne recouvre pas complétement le coeur de la NP. Nous estimons que ce mélange

de groupes de pK, différents est a ’origine du probléme de stabilité des NPs aux pH neutres.

Choix d’un cross-linker chargé

Nous avons proposé I'idée iconoclaste d’utiliser le cross-linker pour augmenter la répulsion
électrostatique entre NPs. Il faut donc choisir un cross-linker qui soit chargé afin qu’avant et
aprés la conjugaison de la protéine il puisse assurer la stabilité colloidale des NPs. Dans la
mesure ou le but ultime de cette conjugaison est d’aboutir & une stoechiométrie 1 :1 entre
NPs et protéines, nous savons que la quasi totalité des fonctions amines des NPS ne sera pas
engagée dans le processus de couplage avec les protéines. Ainsi, si nous choisissons de saturer
la surface des NPs avec un cross-linker qui posséde deux groupements réactifs chargés, apres
la premiére réaction entre NPs et cross-linker, nous devrions avoir des NPs présentant une

charge de surface plus importante. L’idée principale est donc énoncée : nous allons saturer



132 Fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde

la surface des NPS avec un cross-linker chargé puis faire réagir ces NPs stabilisées avec des
protéines.

Le choix du bon cross-linker est, dans ce cas, particuliérement important. Nous avons
choisi le bis(sulfosuccinimidyl)suberate (BS?), la forme chargée du DSS mentionnée plus haut
(fourni par Pierce). Plus précisément, un groupe sulfonate SO5 a été rajouté sur chaque NHS
ester. De plus, cette addition permet de transformer le DSS, hydrophobe, lipophile et pouvant
traverser les membranes cellulaires, en une espéce soluble dans I’eau et lipophobe. La structure

est donnée ci-dessous.
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Un point particuliérement important est que les fonctions NHS ester s’hydrolysent facile-
ment dans un solvant aqueux basique. Cette réaction est compétitive de la réaction d’acylation
souhaitée. Cependant, en cas d’hydrolyse, le groupement NHS ester sulfoné quitte le squelette
carboné et laisse une fonction acide carboxylique qui compte tenu de son pK, de 4.8 et du pH
neutre que 'on souhaite utiliser lors des expériences de suivi de protéine prend la forme car-
boxylate (RCOO™) qui est chargée. Ainsi, avant ou aprés hydrolyse, le groupement terminal

du BS? et donc la surface des NPs resteront chargés.

Choix du transfert dans un solvant fortement polaire

La stratégie de couplage/stabilisation par le biais du BS® vient d’étre précisée. Il reste a
présent & étudier la premiére étape qui permettra de coupler les NPs aux BS?.

En effet, nous nous sommes intéressés précédemment & la stabilité des NPs une fois les
cross-linkers couplés aux NPs. Nous en avons alors déduit quel devait étre le cross-linker
optimal pour assurer la stabilité a la fois avant et apres le couplage aux protéines. Cependant,
la réaction de couplage choisie est une réaction d’acylation qui nécessite un solvant aqueux
dont le pH est compris entre 7 et 9. En effet, si le pH est plus faible que 7, la réaction n’a pas
lieu et s’il est plus grand que 8 la réaction compétitive d’hydrolyse devient prédominante ce

qui provoque le départ du groupe NHS ester et ne permet donc plus le couplage entre NPs et
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protéines. Or nous avions aussi précisé que les NPs sont absolument instables pour ces pH. Il
faut donc dans un premier temps stabiliser la solution de NPs.

Plusieurs possibilités s’offrent a nous. La premiére consisterait a stabiliser les NPs par
effet stérique en couplant de facon covalente un polymére. La seconde serait d’ajouter dans
le milieu de réaction un agent complexant sur la surface des NPs tel que le citrate ou I'acide
polyacrylique. Il faudrait que la constante d’association de cet agent avec la surface soit
suffisamment faible pour permettre la réaction et suffisamment forte pour stabiliser les NPs.
Ces deux possibilités nous sont apparues comme difficiles & mettre en oeuvre. La solution que
nous avons retenue est un échange de solvant.

Comme nous ’avons vu dans la théorie DLVO, une des caractéristiques essentielles est la
couche d’ions qui entoure la NP, on parle de solvatation. Or cette solvatation des NPs dépend
évidemment du moment dipolaire du solvant. Ainsi, si nous choisissons un solvant plus polaire
que l'eau la solvatation et donc la stabilité des NPs s’en trouveraient améliorées.

Le diméthyl sulfoxide (DMSO) s’est alors imposé car il présente un moment dipolaire plus
fort que l'eau (upprso =3.996 D et fieq, =1.83 D) et est en méme temps moins toxique que
d’autres solvants fortement polaires comme le héxaméthylphosphorotriamide (HMPA) ou le
diméthylformamide (DMF).

Cependant, un échange de solvant n’est pas, a priori, neutre quant a la cinétique de la
réaction. Nous aborderons par une étude bibliographique 'effet spécifique de cet échange
sur cette réaction dans l'annexe B. Le résultat essentiel est que la cinétique de la réaction

d’acylation doit étre considérablement ralentie dans le DMSO.

5.4 Couplage des NPs aux protéines : protocole et résul-

tats

A Taide des considérations précédentes, nous allons présenter le protocole choisi pour
le couplage des NPs aux protéines. Certains détails du protocole qui n’ont pas encore été
présentés seront de plus commentés. Nous montrerons ensuite les résultats qui ont été obtenus
tant sur le plan de la stabilité colloidale que sur la quantification du nombre de protéines par
NP. La section suivante sera consacrée a cette méme quantification mais effectuée au niveau

des NPs uniques.
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5.4.1 Protocole de couplage

Nous ne présentons pas ici le travail d’optimisation effectué et montrons directement le
protocole définitif. Ce protocole comporte six étapes :

— une sélection en taille par centrifugation,

— un transfert des NPs du solvant aqueux au DMSO,

— la premiére réaction d’acylation entre les NPs et le BS?,

— un transfert des NPs du DMSO au solvant aqueux,

la seconde réaction entre NPs activées (NPs-BS?) et protéines,

une séparation entre protéines libres et NPs couplées aux protéines.

Sélection en taille des NPs

Les synthéses de NPs avec APTES dont nous disposions présentaient une grande variabilité
en taille. Afin d’obtenir des résultats reproductibles, nous avons avant chaque fonctionnalisa-
tion procédé a une séparation en taille des NPs.

La sélection en taille par chromotographie d’exclusion n’a pas pu étre effectuée a cause
principalement de problémes d’accrochage non-spécifique et de stabilité colloidale & I'intérieur
de la colonne. La séparation en taille par centrifugations a alors été choisie.

Les NPs sont d’abord transférées par 3 centrifugations successives dans un tampon acétate
(10 mM, pH=4) dans lequel nous savons que les NPs sont parfaitement stables.

Les caractéristiques de cette centrifugation que nous qualifierons par centrifugation longue
dans la suite sont les suivantes : rotation a 16000 rcf pendant 80 mn d’une solution de 1 mL
de NPs puis redispersion par sonication pendant 10 s du culot. En mesurant 1’absorbance des
NPs a 280 nm (bande d’absorption des vanadates) avant et aprés centrifugation, nous avons
déterminé que nous perdions a chaque centrifugation 2% de NPs. Le volume typique d’un culot
est, dans nos conditions expérimentales, proche de 10 L. Ainsi, a chaque centrifugation, nous
diluons le solvant initial d’un facteur 100 aprés redispersion du culot dans un volume final
égal au volume initial. Apreés trois centrifugations, le solvant final ne contient plus qu’une tres
faible proportion (107%) du solvant initial.

Des rampes de centrifugations sont réalisées dans le tampon acétate afin d’enlever les
grosses et les petites NPs. Typiquement pour enlever la partie supérieure de la distribution,

des centrifugations de 3x5 mn a 2000 rcf, 2500 rcf, 3000 rcf, 3500 rcf et 4000 rcf ont été
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effectuées. Pour enlever la partie inférieure, les centrifugations de 2x30 mn 9000 rcf ont été
choisies (rétention du culot). Dans tous les cas, nous arrétions les centrifugations lorsque la
taille obtenue par diffusion dynamique de la lumiére (DDL) donnait un Zgyerqge entre 100 et
120 nm. Ce Zgyerage représente la donnée brute du calcul de corrélation (cf Chap. 1). Pour
des solutions de NPs suffisamment monodisperses, la transformation de cette donnée brute
en distribution de taille de NPs est effectuée a I'aide de 'algorithme "Contin itératif" proposé
par Provencher (fourni par le constructeur Malvern). Cette algorithme permet notamment
de donner un poids statistique correcte aux petites et grosses NPs. Ce Zgperqge correspond a
une distribution en taille présentant en général un pic situé entre 25 et 30 nm. Ce diamétre
hydrodynamique correspond a une taille de NPs autour de 20 nm d’apres les images de
MET. 8l

Nous obtenons une solution de NPs dont la taille, la concentration et le rendement quan-
tique sont mesurés et serviront de référence pour la quantification de l'efficacité de couplage.

Dans la mesure ot lors du couplage protéines-NPs activées la réaction compétitive d’hy-
drolyse de l'ester se produit, nous devons travailler & une concentration en NPs la plus forte
possible afin d’accélérer la réaction. Typiquement, nous utilisons une concentration en vana-
date de 30-40 mM ce qui correspond pour une taille de NPs de 20 nm a une concentration en

NPs autour de 1 puM.

Transfert solvant aqueux-DMSO

Trois centrifugations longues sont choisies pour effectuer ce transfert. Dans la mesure ou
les temps de réaction d’acylation dans le DMSO sont longs, le DMSO doit étre parfaitement
anhydre.

Premiére réaction d’acylation dans le DMSO

Nous dispersons le dernier culot dans 1 mL de DMSO anhydre et pompé sous atmosphére
d’Argon afin d’enlever toute trace d’humidité.

Domitille Giaume (LPMC) avait effectué un dosage des groupements amines réactives par
greffage de FITC. Le nombre d’amines par ion vanadate est égal a 0.01440.010. Ainsi, pour
une concentration en ions vanadates de 40 mM, nous devons avoir 0.56 mM d’amines réactives.

Afin d’éviter tout cross-linking entre NPs, un large excés de BS® (40x) est introduit dans le
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mélange réactionnel. Notons que c’est bien la concentration en amine qui doit étre considérée

et non la concentration en NPs.

Le mélange réactionnel comprend typiquement 30 mg de BS?® ([BS3|=26 mM) et une
solution de triéthylamine anhydre (|[TEA]=28 mM) afin de catalyser la réaction. Cette solution
est laissée a température ambiante et sous atmosphére d’Argon. Au bout d'un temps de
réaction de typiquement 7 jours, le transfert inverse (DMSO-solvant aqueux) est réalisé sur

tout ou partie de la solution.

Transfert DMSO-solvant aqueux

Trois centrifugations longues sont 1a aussi choisies. Les deux premiers culots sont redis-
persés dans du DMSO propre, le troisiéme dans le solvant de prédilection de la protéine a
coupler. Typiquement, nous souhaitons coupler des protéines dont la concentration est de
I'ordre de 10 pM. II est donc essentiel de retirer tout le BS? libre afin d’éviter un cross-linking
entre protéines : trois centrifugations successives assure un facteur de dilution du BS® de
10° ce qui est largement suffisant compte tenu de la concentration initiale en BS? (26 mM).
Notons inversement que le DMSO n’est pas complétement retiré lors de la seconde réaction.
Une concentration jusqu’a quelques % en DMSO est toutefois bien tolérée par la plupart des

protéines.

Seconde réaction d’acylation dans un solvant aqueux

Nous redispersons le dernier culot dans le volume minimal de tampon aqueux (300 L)
ce qui correspond au volume nécessaire pour pouvoir redisperser par sonication le culot.
Généralement, nous utilisons un tampon de type phosphate (40 mM, pH=7.4). La réaction est
alors conduite pendant 1-2 heures a température ambiante ou 5-6 heures a 4°C. Typiquement,
la concentration initiale en protéine varie de 0.2 uM a 15 uM selon le but recherché notamment
en termes de nombre de protéines par NP. Généralement, des couplages paralléles et en série
sur plusieurs jours sont effectués sur la méme solution initiale de NPs de telle sorte a avoir

une concentration en NPs de 0.1 M pendant la réaction.
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Séparation du conjugué NP-proteines des protéines libres

Trois centrifugations longues sont choisies pour effectuer une séparation totale entre les
NPs conjuguées aux protéines et les protéines libres. Dans la mesure ot les NPs ne subissent
aucune altération de leur propriétés de luminescence apres congélation a -20°C ou -80°C , la so-
lution finale peut étre congelée et les expériences de molécules uniques conduites des semaines
aprés cette fonctionnalisation (sous réserve, évidemment, d’une innocuité de la congélation

pour les protéines).

5.4.2 Résultats en terme de stabilité colloidale et d’efficacité de cou-
plage

Trois propriétés de la solution finale de NPs doivent étre identifiées. La premiére est que
les NPs sans protéines doivent étre stables en solvant aqueux et en milieu fortement ionique
i.e. en milieu physiologique. La seconde est que la surface des NPs doit présenter un grand
nombre de NHS ester encore actif. La troisiéme propriété doit étre la possibilité de coupler

quantitativement les NPs a un nombre déterminé de protéines.

Stabilité colloidale des NPs

Dans la mesure ou in fine le nombre de protéines par NP doit étre faible, la surface des
NPs présentant uniquement du BS? hydrolysé doit étre suffisamment chargée pour assurer
une bonne répulsion électrostatique entre NPs.

Le temps de la premiére réaction d’acylation a été déterminé afin d’obtenir une parfaite
stabilité des NPs. Les expériences ont montré qu’en dessous de 7 jours de réaction les NPs
s’agrégeaient rapidement sur une échelle de temps caractéristique de 'ordre de la dizaine de
minutes. Nous avons choisi un temps de réaction de 10 jours & température ambiante. Ce temps
de réaction de 10 jours est tout & fait en accord avec la baisse de réactivité observé par Cline et
Hanna dans le cas du dioxane ce qui confirme a posterior: la validité de I'interprétation de ce
ralentissement dans le DMSO proposée dans I'annexe B. 18581 Un temps minimum de réaction
de 3 jours a aussi été utilisé en se placant cette fois & 50°C. Nous ne reviendrons pas sur cette
possibilité car les caractérisations sont moins étoffées. De plus, nous avons choisi de nous placer
avec une concentration en base catalytique (TEA) relativement faible (méme concentration

que le cross-linker). Nous pensons qu’en augmentant la température et la concentration de
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catalyseur ou méme en changeant la base pour une plus forte (le DMSO étant un acide faible,
il accepte les bases fortes), nous pourrons obtenir un temps de réaction autour de 24 heures.

Nous comparons les résultats de DDL pour les NPs avant fonctionnalisation dans du
tampon acétate (solution initiale), aprés fonctionnalisation et hydrolyse du BS? i.e. aprés 5
heures en tampon phosphate & pH 7.4 et dans une solution PBS (|NaCl|=150 mM, [tampon

phosphate|=10 mM). Nous pouvons voir que les distributions sont proches, ce qui indique une
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bonne stabilité des NPs et ’absence d’agrégation de NPs au cours de la premiére réaction
d’acylation. Nous insistons sur le fait qu’obtenir cette mesure en DDI de la distribution initiale
en taille de NPs a été rendu extrémement difficile du fait des trés nombreuses centrifugations
nécessaires pour l'obtenir. Un point important est que ces résultats sont obtenus pour un délai
entre la derniére sonication et la mesure de DDL de 60 mn pour la mesure dans le tampon
phosphate et de 90 mn pour celle dans le PBS. Ceci assure que la stabilité des NPs sera
suffisante pour la plupart des expériences sur cellules.

Ce résultat indique que la surface des NPs a bien été modifiée et que le BS? chargé a permis
de stabiliser considérablement la solution de NPs qui avant fonctionnalisation est totalement
instable a ce pH légérement basique. Ceci sera confirmé par la suite. Notons cependant qu'une
mesure de zétamétrie serait une indication plus directe du changement d’état de surface. Ces
mesures seront conduites prochainement. En outre, ce résultat n’indique pas si la stabilité
est due aux ions sulfonates ou aux ions carboxylates, ¢.e. avant ou aprés hydrolyse de 'ester

activé.
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Efficacité de couplage pour I’a-bungarotoxine

Pour caractériser ce couplage, nous avons utilisé I’a-bungarotoxine, une petite protéine de
74 acides aminées (M, =7985 g.mol™!), couplée & un fluorophore organique de type Alexa
(Alexa 488, Molecular Probes). Ceci nous permet de nous placer dans des conditions du cou-
plage avec des protéines tout en pouvant doser précisément la quantité de protéines accrochées
aux NPs par le biais du fluorophore.

Une calibration de I’émission de 1’Alexa (Fig. 5.11) a été effectuée et la proportion de pro-

téines accrochées aux NPs déterminée. Par exemple pour un des couplages, la concentration
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initiale de protéines était de 7.6 uM et celle de protéines couplées de 0.807 uM ce qui cor-
respond & 10.5% de couplage. Ce taux d’accrochage dépend évidemment de la concentration
en NPs. Dans cette expérience, cette concentration était de 0.13 M ce qui correspond a 6.2
protéines par NP. Nous avons de plus vérifié, en analysant les surnageants, que la somme des
protéines dans les surnageants contenait exactement la partie complémentaire des protéines
couplées. Ceci assure en outre que le rendement quantique de 1’Alexa n’est pas différent de
celui de I’Alexa couplée aux NPs.

Nous avons déterminé que 30 min seulement étaient suffisantes pour accomplir cette ré-
action presque totalement en mesurant la concentration de protéines couplées aprés 30mn
(10.5% de couplage), 1h30 (10.8%) et 3h30 de réaction (11.4%). La réaction a été stoppée a
'aide d’un tampon HEPES (115 mM, pH=9) qui provoque une hydrolyse rapide du BS?.

De plus, la concentration finale de NPs est inférieure de seulement 17% a la concentration
initiale ce qui correspond exactement a la perte engendrée par chacune des centrifugations.

Pour vérifier que le couplage est quantitatif, des réactions en paralléle avec des concen-
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trations initiales en protéines différentes ont été menées (Fig. 5.12). Nous observons bien la
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linéarité de ’accrochage dans ces conditions ol la concentration initiale en protéines est loin
de permettre la saturation de la surface des NPs.

Un dernier controle consiste en la vérification de la nature covalente du couplage. En effet,
les protéines étant généralement chargées, le couplage pourrait étre de nature électrostatique.
Aprés avoir hydrolysé complétement le BS?, un essai de couplage a été réalisé avec une concen-
tration initiale de protéines de 7.4 uM. La concentration de protéines couplées aux NPs est de
0.009 uM ce qui est a la limite de détection. Dans les mémes conditions et avant 'hydrolyse,
nous trouvons 0.27 uM de protéines couplées ce qui correspond a 30 fois plus de couplage
covalent.

En termes de couplage de protéines, le rendement de cette réaction entre 5% et 12% reste
faible. Ce résultat est certainement partiellement lié au fait que nous utilisons une concen-
tration en NPs faible, typiquement 0.5 uM. Une autre explication pourrait provenir d’une
dégradation du BS? dans le DMSO. Pour vérifier ce point, nous avons comparé la concen-
tration de protéines accrochées lorsque la réaction est initiée dés 'introduction du tampon
phosphate ou 30 mn aprés cette introduction. Nous trouvons qu’il subsiste 72% d’accrochage
aprés ces 30 mn d’hydrolyse. Ceci implique que I'hydrolyse ne peut étre tenu pour seule res-
ponsable de ce rendement faible. Nous soutenons dans ce qui suit une autre explication qui
est liée a I'accrochage de I’Alexa sur la bungarotoxine.

Staros et al ont montré que I'amine de la lysine était la plus réactive dans 'attaque
nucléophile du NHS ester.!8”l. Pour ce premier argument qualitatif, nous considérons que
seules les lysines accessibles peuvent réagir. L’a-bungarotoxine constituée de 74 acides aminés

comporte 6 lysines dont 3 ne sont pas accessibles. La structure de ’a-bungarotoxine est
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montrée ci-dessous (source : RCSB protein data bank). Ainsi, aprés le couplage avec I’Alexa,

F1G. 5.13 — Stucture de I’a-bungarotoxine : atomes de lysine
sous forme de sphéres de van der Waals (Azote en bleu, Carbone
en gris, Hydrogéne en blanc, Oxygéne en rouge).

nous verrons dans la section 5.4 qu’il y a 80% de protéines avec 1 Alexa et 20% de protéines
avec 2 Alexa, au moins un site sur trois, certainement le plus accessible, est occupé et n’est plus
disponible pour la réaction d’acylation. Ceci explique certainement le fait que le couplage de
cette toxine aux NPs soit si faible. Nous verrons dans la partie suivante que cette explication
est soutenue par la plus grande réactivité de la toxine €, une protéine de taille plus importante

et dont toutes les lysines de surface sont disponibles pour la réaction.

5.4.3 Couplage entre NPs et toxine ¢

Apres les controles effectués sur I’a-bungarotoxine, nous présentons les résultats obtenus
pour le couplage de la toxine €. Nous détaillerons la structure et ’activité de cette toxine dans
le dernier chapitre de ce manuscrit consacré au suivi de toxines € uniques.

Pour déterminer la concentration de toxine € couplée aux NPs, nous appliquons cette fois
un protocole BCA modifié. Ce protocole est basé sur la réaction entre ’acide bicinchoninique et
les amines des protéines qui provoque ’apparition d’une absorption du produit de la réaction
(le chélate Cu-BCA) vers 560 nm.

Nous utilisons une boite de 96 puits dans laquelle est réalisée une calibration identique sur
les trois premiéres lignes avec 7 concentrations différentes de BSA (Bovine Serum Albumine).
Dans chaque puits, sont introduits des volumes différents de protéines (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30
pL 2 0.2 mg.mL~! de BSA), complétés a 30 uL. avec du tampon phosphate (23 mM, pH=7.4),
puis 10 pLb d'une solution d’hydroxyde de sodium a 0.3 M. La méme procédure est appliquée
pour le dosage de la toxine £ couplée pour laquelle au moins trois puits sont remplis avec le

méme volume. Aprés une attente de 15 min & température ambiante, les réactifs du test BCA
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(volume ajouté 200 pL) sont ajoutés a chaque puit. Aprés le mélange vigoureux des solutions
et une attente de 1h a 37°C, I'absorbance de chaque puit a 560 nm est analysée a 1'aide d’un

lecteur de plaques.

Nous montrons dans la figure suivante un exemple de calibration qui résulte du moyennage

des trois premiéres lignes.

0.12+
0.08+

0.041 F1G. 5.14 — Calibration du test BCA sur de la BSA.
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Une concentration de toxine € couplée de 5.23 uM a été trouvée pour une concentration
initiale de 5.4 uM et pour une concentration en NPs de 0.26 uM. Dans ce cas, le couplage
approche les 97% en toxine e. Les concentrations de toxine dans les surnageants ont été
vérifiées et sont proches de 0. De plus, les NPs sans protéines ne donnent pas de signal
quantifiable par ce test BCA ce qui indique que ce résultat correspond bien au dosage des
protéines. Pour la toxine &, nous déduisons des concentrations précédentes un nombre de
toxines par NP de 20. Ceci est un chiffre trop important. A ce jour, le chiffre le plus faible
est de 8.6 toxines par NP obtenu pour les conditions suivantes : 1.1 uM de NPs et 9.3 uM de

toxines € accrochées pour initialement 15.5 uM de toxine.

Dans le cas de I'a-bungarotoxine, 1’expérience la plus proche en termes de concentrations
initiales était celle avec une concentration de protéines couplées de 0.807 uM pour 7.4 puM
initialement et une concentration en NPs de 0.13 uM. Nous voyons que pour une concentration
en NPs deux fois supérieure, la toxine € s’accroche 6.5 fois plus. Nous estimons que le facteur
3.3 observé confirme ’explication proposée précédemment pour le faible accrochage de I'a-

bungarotoxine.
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5.4.4 Autres couplages

D’autres couplages ont été effectués mais n’ont pas été, pour I'instant, pleinement utilisés
ou caractérisés. Pour cette raison, nous ne ferons que les mentionner.
e Nous avions discuté dans la partie consacrée a la stabilité colloidale 'utilité d’avoir une
surface de NPs chargée. Cependant, ces charges vont pouvoir interagir non-spécifiquement
avec la membrane des cellules. Dans le cas des QDs, cette difficulté des interactions non-
spécifiques a été résolue en partie par 'ajout de polymeére, du type polyéthyléneglycol (PEG)
sur la surface de ces NPs. Nous avons donc fonctionnalisé nos NPs de telle sorte a ce que les
fonctions activées libres (ester activé du BS? couplé aux NPs) réagissent avec du PEG.
Nous avons réalisé plusieurs essais en utilisant le protocole précédent légérement modifié. Le
temps de réaction minimal pour la toxine € a été déterminé et vaut 15 min. Nous avons de
plus précisé, dans le cas de I'a-bungarotoxine, que le BS? conservait une bonne partie de sa
réactivité (72%) aprés 30 min dans le tampon phosphate. La réaction de couplage entre les
NPs, la toxine € et le PEG a donc été conduite comme suit : 15 min de réaction avec la toxine
£ puis ajout en trés large excés d'une solution de PEG (=20 mM) comportant & une de ces
extrémités une fonction amine (fourni par Polypure).
Des réactions en paralléle ont été menées avec trois PEG de nombre de sous-unités différents :
PEG-7, PEG-15 et PEG-27. Les solutions étant congelées et 1'activité de la toxine conservée
(cf. chap.b), des tests pour déterminer si les différents PEGs se sont bien accrochés et s’ils
réduisent les interactions non-spécifiques seront effectuées prochainement.
e Le deuxiéme couplage porte cette fois sur I'accrochage de la xanthine oxidase (XO). Nous
avons réussi a l'aide du méme protocole de réaction a coupler 2 XO par NP. Le but sera
d’utiliser ce conjugué dans des expériences de quantification d’espéces oxydantes.
e Le dernier couplage se base non sur le BS? mais sur le sulfo-SMCC. Ce cross-linker possédent
deux groupements activés : I'un est un sulfo-NHS ester et ’autre une fonction maléimide qui
réagit avec les fonctions sulfhydryles (cf. Fig. 5.7). Le protocole utilisé est le méme que celui
du BS? a part le fait que les ponts disulfures de la protéine doivent étre cassés avant la réaction
entre les NPs activées et les fonctions sulfthydryles. Ceci est effectué classiquement par ajout
d’un agent réducteur (TCEP fourni par Pierce) avant la réaction. Des essais sur le couplage
de 'a-bungarotoxine qui posséde aussi des ponts disulfures se sont montrés concluants. Le

mélange réactionnel contient 0.17 uM de NPs, 7 uM de a-bungarotoxine et 700 uM de TCEP
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(3 heures de réaction, température ambiante, sans lumiére). Aprés séparation, nous obtenons
0.41 M de protéines accrochées.
Cependant, des premiers essais de couplage avec cette méthode sur un fragment de la toxine
botulique qui sera notre prochaine protéine d’étude se sont révélés infructueux a cause notam-
ment d’une grande instabilité de cette protéine disponible sous forme de protéine recombinante
(Institut Pasteur, unité BAT) avec un marqueur His-tag (6 histidines). Ce marqueur His-tag
joue certainement un réle dans I'instabilité de cette protéine.

Toutes les caractérisations précédentes du nombre de protéines par NP sont basées sur un
ensemble de NPs en solution. La prochaine partie traite de ces mémes caractérisations mais

au niveau de NPs uniques.

5.5 Quantification du nombre de protéines par NP a I’échelle

de la NP unique

Les expériences de caractérisation faites en solution nous donnent des informations impor-
tantes mais ne nous renseignent pas sur la véritable distribution du nombre de protéines par
NP. Par exemple, pour les faibles nombres de protéines par NP, on peut se demander si la dis-
tribution est véritablement poissonnienne ou si une surface trop irréguliére ou trop changeante
d’une NP a l'autre n’induit pas un élargissement de cette distribution. De plus, nous n’avons
pas encore réussi a séparer nos NPs par des voies électrophorétiques ou par chromotographie
d’exclusion. Il n’est donc pas possible de séparer des NPs couplées & des nombres différents de
protéines. Plus généralement, il sera extrémement difficile de séparer ces différents conjugués
lorsque la taille des NPs est beaucoup plus importante que la taille des protéines ou quand
la distribution en taille des NPs est large. Dans ces cas, il sera impossible de quantifier par
séparation cette distribution.

Nous proposons une méthode pour mesurer cette distribution du nombre de protéines par
NP. Cette méthode consiste principalement a réaliser un double marquage de la protéine d’in-
térét avec une NP et un fluorophore organique et d’utiliser conjointement le photoblanchiment
par marche du fluorophore organique et le nombre de photons émis par ces fluorophores pour
déterminer précisément la distribution du nombre de protéines accrochées aux NPs. Ces résul-

tats pourront alors étre comparés a ceux obtenus en solution. De plus, elle est simple & mettre
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en oeuvre et applicable a tous types de NPs. Cette partie a fait I'objet d’une publication

récente dans JACS Communications. 27l

5.5.1 Taille des NPs et nombre moyen de protéines couplées aux

NPs

Pour réaliser cette expérience, nous avons utilisé la fonctionnalisation suivante. Le proto-
cole de couplage a l'aide du BS? est le méme que précédemment ainsi que la détermination
du nombre moyen d’a-bungarotoxines couplées aux NPs. Dans notre cas, la protéine est déja
couplée avec I’Alexa 488. Nous trouvons pour une concentration initiale de 18.15 uM et une
concentration en ions vanadate de 7.9 mM une concentration d’a-bungarotoxine couplée de
1.26 pM.

Nous n’avons pas détaillé précédemment comment nous obtenions la concentration en NPs
a partir de celle en ions vanadate. Ces deux concentrations sont reliées par le rayon de la NP
(R) et le paramétre de maille cristalline qui vaut 0.685 (Cf. chap. 2). Nous réindiquons ici la

formule permettant ce passage :

[INP] = (5.1)

Ixm(E )3 x4

La taille des NPs est calculée par la méthode décrite au chapitre 2. Les NPs couplées aux
protéines sont déposées a la tournette sur une lamelle en silice et le nombre de photons émis
par NP est analysé en microscopie en champ large afin de remonter a la distribution en taille
des NPs (conditions expérimentales :mn, =2.5 (Cf. Chap. 2 et annexe A), temps d’exposition :
500 ms, intensité incidente : 2.9340.27 kW.cm 2, rendement quantique : 12.8% , facteur de
photo-réduction : 1.26). La distribution suivante est obtenue :

La taille moyenne de 20 nm est en accord avec celle trouvée en DDL pour une synthése
similaire (cf. Fig. 5.10) et avec celles obtenues en général pour ce type de NPs en MET. Dans
ce cas, lefficacité de détection atteint son maximum (> 95%) pour une valeur inférieure a 15
nm ce qui implique que la distribution observée n’est pas tronquée par la limite de détection.
Nous reviendrons plus loin sur ce point. Nous ne pouvons cependant pas expliquer I'asymétrie

observée.

De cette histogramme de valeur moyenne 20 nm (écart-type : 4.5 nm), nous déduisons que
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la concentration en NPs est de 0.15 uM et que le nombre de protéines par NP de 840.8.

5.5.2 Colocalisation des spots NPs et Alexa

Conjointement & cette derniére expérience, les images correspondant a ’émission d’Alexa

ont été enregistrées. Un spot d’émission Alexa peut correspondre & un nombre indéterminé

pour 'instant d’Alexa.

Deux filtres interférentiels sont utilisés successivement : I'un pour les NPs (617+4 nm) et
lautre pour I’Alexa (54247 nm). Les molécules d’ Alexa sont excitées a 1'aide d’une des raies
Argon a 488 nm jusqu’a extinction de tous les fluorophores. Puis ce sont les NPs qui sont

excitées a 466 nm. Les images suivantes montrent la localisation des NPs et des molécules

Alexa dans une méme région.

FI1G. 5.16 — Images de fluorescence d'une
3 lamelle de silice avec un dépo6t d’une solu-
tion de conjugué NP-a-bungarotoxine-Alexa.
Image de gauche : canal NP (T.;,=500 ms,
1=2.93+0.27 kW.cm~2). Image de droite :
canal Alexa (Teyp=30 ms, I=0.85%0.08
kW.cm~2). Echelle : 5 pm.

On peut observer qu’il existe une colocalisation presque totale entre les NPs et les Alexas.
En traitant plusieurs images, nous obtenons en tout un ensemble de 168 spots. Sur ces 168
spots, 17 ne sont pas colocalisés dont 6 correspondant & un spot NP sans Alexa et 11 corres-
pondant a un spot Alexa sans NP. Deux enseignements peuvent étre tirés de ces données.

Le premier est a rapprocher du calcul de tailles précédent. En effet, si nous admettons
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que les petites NPs (D<15 nm) doivent étre aussi couplées a de I'a-bungarotoxine, le fait
que seulement 7% (11/162) des Alexa ne soient pas associées a des NPs indique que nous
observons bien la trés grande majorité des NPs et que la distribution en taille calculée (cf.
Fig. 5.15) ne présente pas de seuillage important.

Le second est que seulement 4% (6,/157) des NPs ne sont pas couplées a de I’a-bungarotoxine.
Le fournisseur (Molecular Probes) assure que la solution de a-bungarotoxine contient moins
de 1% de protéines non marquées (séparation par HPLC). Ainsi, le fait de ne pas observer de
spot Alexa colocalisé avec I’émission de la NP indique que il n’y a pas de protéines couplées
a la NP.

On confirme donc par cette expérience que le couplage a bien été réalisé et ce de maniére
covalente. En effet, ces expériences intervenant plusieurs jours aprés la fonctionnalisation,
un couplage électrostatique aurait été accompagné d’un fort relarguage des protéines compte

tenu du facteur de dilution utilisé.

5.5.3 Estimation du nombre d’Alexa par NP

Nous étudions tout d’abord le photoblanchiment par marches des spots d’Alexa. Cette
idée a notamment été utilisée par le groupe de Schmidt pour étudier 'agrégation des canaux
calciques[®! et par le groupe de Selvin pour déterminer la localisation de plusieurs fluorophores
situés dans un méme spot de diffraction. ®!

Ce nombre de marches nous permet directement de connaitre le nombre d’Alexa par spot
et donc le nombre d’Alexa par NP. Dans la section suivante, nous indiquerons comment passer
ensuite au nombre de protéines par NP. Sont représentées dans la Fig. 5.17 huit exemples de
photoblanchiment de spots Alexa. Nous avons indiqué en rouge les temps pour lesquels nous
considérons qu’'une marche est présente.

La difficulté réside dans la détermination correcte de ce nombre de marches. Seule une
fraction des courbes de photoblanchiment peut étre traitée car le bruit est, dans notre cas,
assez important. Les courbes présentant 1, 2 ou 3 marches peuvent étre identifiées sans trop
de difficultés. En revanche, au dela il serait périlleux de penser que le nombre de marches
observé correspond parfaitement a la réalité. Par exemple, la courbe de photoblanchiment en
bas a droite de la Fig. 5.17 pourrait trés bien comporter une marche additionnelle entre le

second et le troisiéme palier. Nous estimons toutefois la valeur moyenne du nombre initial
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F1G. 5.17 — Exemples de photoblanchiment par marches de huit spots Alexa.

de coups pour les courbes de photoblanchiment présentant 1, 2, 3 et 4 marches & 191+£109,
4494151, 6654260 et 11074207, respectivement. Notons que le nombre de spots traités ne

représente que 20% du nombre total de spots Alexa.

Nous ajoutons qu’une polarisation linéaire a été utilisée pour exciter les fluorophores ce
qui aurait pu entrainer une sous-estimation du nombre de fluorophores par NP. En effet,
les fluorophores dont le dipole est orienté perpendiculairement & la polarisation du laser ne
peuvent pas étre excités et donc détectés. Cependant, le cross-linker utilisé¢ (BS?) posséde une
chaine carboné contenant 7 atomes de carbone qui peut autoriser la rotation des fluorophores
par rapport aux NPs qui sont fixées a la lamelle et donc par rapport a la polarisation du laser.
Ceci conduit a penser que cet effet de sous-estimation du nombre de fluorophores par NP lié a
la polarisation du laser est faible. Une polarisation circulaire serait cependant préférable dans

les expériences a venir. Enfin, 1'utilisation d’une solution sans dioxygéne serait préférable
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dans la mesure ou cela permettrait de détecter plus de photons avant le photoblanchiment
des fluorophores.

Nous avons insisté sur le fait que mesurer seulement la distribution du nombre de marches
n’est pas suffisant. Le nombre de coups initialement détecté pour un spot Alexa est alors
utilisé et les résultats comparés avec la méthode du nombre de marches. Nous représentons la

distribution de ce nombre de coups initial dans la figure suivante. Cette distribution présente

F1G. 5.18 — Histogramme du nombre
initial de coups associé & chaque
spot d’Alexa et l'ajustement des 6
premiers pics par 6 gaussiennes est
montré en bleu (seuls les 4 pre-
miers sont utilisés pour la comparai-
son avec la méthode des marches).
Texp=100 ms, I=0.085+0.015 kW.cm 2
1000 2000 3000 4000 o N, 4100a=379

Nombre initial de coups

Populations

de nombreux pics bien visibles dont les six premiers ont été ajustés par des gaussiennes. Nous
trouvons pour la position des quatre premiers pics (unité : coups) les résultats suivants :
1764176, 428+29, 763194 et 1266487, respectivement.

L’accord avec le nombre initial de coups déterminé par les courbes de photoblanchiment
est tout a fait satisfaisant : nous en concluons que les pics observés sur I'histogramme de la
Fig. 5.18 correspondent bien aux différents nombres d’Alexa par NP. En prenant la moyenne
du nombre de coups initial détectés pour chaque spot Alexa, nous estimons que le nombre

moyen d’Alexa par NP est de 7.9£0.5. Pour les mesures d’ensemble nous trouvions 840.8.

5.5.4 Estimation du nombre de protéines par NP

Il ne nous reste plus qu’a estimer la distribution du nombre d’Alexa par protéines pour
connaitre a partir des expériences précédentes celle du nombre de protéines par NP.

Nous appliquons la méme méthode a savoir nous déposons a la tournette les conjugués
protéines-Alexa sur une lamelle en silice et nous analysons le nombre de marches pour chaque
spot.

Nous rappelons que le fournisseur assure qu’il n'y a pas de protéines non-marquées (en

fait 1% que nous négligeons). Nous montrons 4 exemples de photoblanchiment dans la Fig.
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5.19. Ces résultats sont plus facilement analysables : sur 126 spots Alexa traitables (80% du
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F1G. 5.19 — Courbes de photoblanchiment de 4 spots Alexa. La montée du signal correspond & 1'ouverture

de 'obturateur d’excitation au début de 'acquisition. Te¢;,=50 ms, I=0.25+0.04 kW.cm 2.

total), 78.6% présentent une marche, 19.8% deux marches et 1.6% trois marches. Nous avons

considéré par souci de simplicité que 80% des protéines étaient liés & 1 Alexa et le reste a 2

Alexa. Pour calculer la distribution en termes de nombre de protéines par NP, nous avons

choisi de calculer les différentes probabilités combinatoires comme suit.

La probabilité qu'une NP soit couplée & une molécule Alexa (M1) s’écrit comme le produit

de la probabilité qu'une Alexa soit couplé a une protéine (Q1) et de la probabilité qu'une NP

soit couplé a une protéine (P1). On en déduit les autres probabilités de proche en proche ce

qui s’écrit :

P

PQt + PiQs

PsQ} 4 2P,Q1Q>

PQt + P,Q3 + 3P3Q7Q,

P5Q5 + 4P1Q3Qs + 3P3Q50Q):.
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En se basant sur les surfaces associées a chaque gaussienne de I’ajustement de I’histogramme
(cf. Fig. 5.18), on peut déterminer les probabilités M; et en déduire les probabilités P; avec

Q =0.8 et Qo =0.2. Nous résumons ces résultats dans le tableau suivant :

i 1 2 13145 |>5
Probabilité d’avoir i Alexa/NP (%) 91195]19] 16 | 75| 31
Probabilité d’avoir i Protéines/NP (%) | 11 | 11 | 31 | 8.4 | 3.5 | 35

F1G. 5.20 — Tableau récapitulatif des probabilités associées aux nombres d’Alexa et de pro-
téines par NP.

Ceci constitue le résultat principal de cette méthode : nous pouvons, a ’aide d’une ap-

proche de NPs uniques, déterminer la distribution de protéines par NP.

Un point important est que le pic de cette distribution (3 protéines par NP) ne correspond
pas a la valeur obtenue par les expériences en solution (8 protéines par NP). En revanche,
le nombre moyen de protéines par NP est proche de 8 ce qui est en trés bon accord avec
les mesures d’ensemble. Ceci est certainement dii & la présence de NPs de taille importante
couplées a un grand nombre de protéines qui font dévier le résultat moyen du résultat du pic

de la distribtion.

Pour aller plus loin, nous avons voulu savoir si le lien entre la taille des NPs mesurée a
partir de la luminosité de chaque spot et le nombre de coups associé a chaque spot Alexa
nous permettait de retouver une dépendance surfacique du nombre de protéines par NP.
Pour ce faire, nous utilisons les expériences de colocalisation. La figure suivante représente
la racine carrée de ce nombre de coups détectés en fonction de la taille des NPs. Pour des
résultats plus clairs, nous avons regroupé les NPs par tranches de taille de 2nm (barre d’erreur
horizontale) en moyennant le signal des spots Alexa correspondant (barre d’erreur verticale).
Ces barres d’erreur indiquent donc simplement 1’écart-type des valeurs prises dans chaque
tranche. L’importance des valeurs des écart-types verticaux provient du fait que, pour chaque
taille, une distribution poissonnienne autour d’une valeur centrale est attendue pour le nombre
d’Alexa par NP. Une dépendance linéaire est trouvée comme on pouvait s’y attendre en notant

que le nombre de protéines par NP dépend de la surface de la NP.
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5.6 Conclusions

En conclusion, nous pouvons faire le bilan des résultats obtenus dans ce chapitre portant
sur la fonctionnalisation des NPs de YVOg4:Eu. L’équipe du LPMC a reussi a encapsuler
ces NPs par une coquille polymérique de silice selon deux méthodes aboutissant soit a une
couche épaisse de silice de l'ordre de 10 nm soit & une couche fine de 'ordre de 2.5 nm.
Nous avons choisi d’utiliser les NPs avec une couche fine de silice. Cette couche comporte en
outre des fonctions amines permettant le couplage des NPs avec les protéines. Un couplage
a l'aide d'un cross-linker homobifonctionnel a ensuite été mis au point et comporte deux
étapes. La premiére est constituée par la réaction du cross-linker avec les amines présentes a
la surface des NPs dans du DMSO, un solvant organique permettant de stabiliser les NPs.
A Tissue de cette premiére étape, 'augmentation de la charge de surface des NPs permet de
stabiliser les NPs. Ensuite, la seconde étape permet le couplage entre NPs et protéines. Le
processus de couplage avec les protéines a été évalué en termes de stabilité finale des NPs et
de quantitativité du couplage des protéines. Enfin, une technique originale de détermination
de la distribution du nombre de protéines par NP a été proposée. Elle se base principalement
sur un couplage préalable de la protéine a coupler aux NPs avec un fluorophore organique.
Des mesures conjointes réalisées sur ce fluorophore organique a savoir le photoblanchiment
par marches et le nombre de photons détectés initialement permettent alors de quantifier
cette distribution. Enfin, en termes d’applications biologiques, nous pouvons envisager de
mesurer les marches de photoblanchiment des fluorophores organiques puis de sélectionner
uniquement les trajectoires (Cf. chap. 6) ou d’autres caractéristiques des NPs couplées a un

nombre déterminé de protéines.



Chapitre 6

Détection de peroxyde d’hydrogeéne

6.1 Introduction

Nous proposons dans ce chapitre une nouvelle méthode de détection de peroxyde d’hydro-
géne (HyO,) intracellulaire a base de NPs d’oxyde dopées par des ions lanthanides, Y;_,Eu,VOy.
Nous avions montré dans le chapitre 3 que ces NPs, détectables individuellement, présentent
un recouvrement de leur photoluminescence lors d’'un ajout de HyO,. Cette dépendance de-
vrait permettre une mesure quantitative de la distribution locale et de la dynamique de
production de HyO, suite & une stimulation extérieure. Notre approche sera utilisée pour
déterminer le role de HyO5 produit par la NADPH oxydase membranaire dans la transactiva-
tion entre récepteurs et pourra étre étendue au vaste ensemble des voies de signalisation via
le H,O5. Nous présenterons dans ce chapitre les premiers résultats portant sur la faisabilité
de la détection de HyO5 avec ce type de NPs et sur activité de la NADPH oxydase. Plus
précisément, aprés avoir présenté le role de HyOy dans les processus de signalisation vascu-
laire, nous étudierons les différents types de senseur & HoO, existant. Nous détaillerons ensuite
Ieffet de HoO5 sur la luminescence des NPs dans des expériences sur un ensemble de NPs
puis en NPs uniques ce qui nous permettra de proposer différents moyens pour quantifier des
changements de concentration en HoO,. Enfin, nous utiliserons cette détection de HyO5 pour
étudier I'activité de la NADPH oxydase suite a une stimulation hormonale. Cette recherche
a été réalisée en collaboration avec 1’équipe de Pierre-Louis Tharaux, néphrologue, du centre

de recherche cardiovasculaire Inserm-Lariboisiére.



154 Détection de peroxyde d’hydrogéne

6.1.1 Contexte biologique

Le peroxyde d’hydrogéne est une molécule utilisée a forte concentration par les orga-
nismes vivants comme outil de défense. Longtemps considéré uniquement comme une molécule
toxique, son role a faible concentration en tant que molécule de signalisation a été progressi-
vement reconnu. ® 11 intervient, en particulier, dans des processus de signalisation cellulaire
basés sur des mécanismes d’oxydo-réduction tels que I'oxydation des résidus cystéine modi-
fiant I'activité catalytique de certaines protéines, et induit diverses réponses physiologiques
comme la prolifération cellulaire, la différentiation et la migration.®!l Par ailleurs, a plus
forte concentration, le peroxyde d’hydrogéne joue un réle important dans le déclenchement
de lapoptose.l??l Enfin, une augmentation de la concentration en HyO, a été reliée notam-
ment a la pathogénése de nombreuses maladies cardiovasculaires telles que I’hypertension,
'athérosclérose, la resténose et les crises cardiaques congestives. 9!

Une production transitoire de peroxyde d’hydrogéne est stimulée par une grande va-
riété de facteurs de croissance et de cytokines, tel que le PDGF (Platelet-Derived Growth
Factor), 'EGF (Epidermal Growth Factor), I'insuline, le TNF (Tumor Necrosis Factor) et
I'interleukine-1 (IL—1). Par ailleurs, le peroxyde d’hydrogéne et les dérivés réactifs de 1’oxy-
géne (ROS, Reactive Oxygen Species) dans leur ensemble jouent un role central dans la
signalisation, la régulation du tonus et le remodelage vasculaire.l%%%%%! Nous nous intéres-
serons dans la suite & la signalisation vasculaire. Les deux schémas ci-dessous montrent les

différentes sources de HyO,, dont la NADPH oxydase est la principale (schéma de gauche),

ainsi que la variété des voies de signalisation régulées par les ROS (schéma de droite). [
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FIG. 6.1 — Schémas présentant le role de la NADPH oxydase dans les mécanismes de production de ROS
(gauche) ainsi que les voies de signalisation régulées par les ROS. Figures extraites de la référence (941
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L’enzyme NADPH oxydase est responsable de la production de peroxyde d’hydrogéne dans
les neutrophiles ot il est utilisé pour I’élimination de microorganismes étrangers. Cependant
des isoformes de cette enzyme sont présentes dans pratiquement toutes les cellules et tous types
de tissus ot le peroxyde d’hydrogéne produit intervient dans un grand nombre de processus
de régulation réversible.

Nous nous intéresserons plus précisément a la génération de H,O, induite par I’endothéline-
1 (ET-1) et a son role dans la transactivation du récepteur de 'EGF. L’ET-1 est une hormone
peptidique constituée de 21 acides aminés présentant un fort effet vasoconstricteur et mito-
génique. L’ET-1 se fixe sur son récepteur membranaire ce qui provoque une stimulation de la
NADPH oxydase et la production de HyO,. Il a été proposé que le HyO4 ainsi généré participe
a la transactivation du récepteur de 'EGF induit par 'ET-1 selon le schéma de régulation
ci-dessous. "I activation du récepteur ’ET—1 provoque l'activation de métalloprotéinases
(MMP) qui clivent le proHB-EGF membranaire pour libérer le HB-EGF (Heparin Binding
EGF) actif qui & son tour active le récepteur de 'EGF. L’activation de ce récepteur est régulée
par la phosphorylation de résidus tyrosine. Son état d’activation dépend de 'activité relative
d’une tyrosine kinase qui phosphoryle le récepteur et d’une tyrosine phosphatase (SHP-2) qui
le déphosphoryle. Le HyO4 généré par la stimulation de la NADPH oxydase oxyde le résidu
cystéine du site actif de la tyrosine phosphatase SHP-2 et inactive cette enzyme jouant ainsi
un role important dans la transactivation du récepteur EGF induit par 'ET-1 et aboutissant
a la prolifération cellulaire. La NADPH oxydase joue un role central dans cette transacti-
vation et plus généralement dans la pathogénése des maladies cardiovasculaires mentionées

précédemment. (93]

LI 1
ET, [ HB-EGT EGF
:\’:.:J.::ktl ecepLor ‘q\”!/ \‘ receptor
FIG. 6.2 — Génération de ROS
Cell ..._ — ' induite par I’endothéline—1 (ET-
membrane 1) et participant a la transactiva-

\ / 1 tion du récepteur de 'EGF. Fi-

ROS gure extraite de la référence!97].
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/

Proliferation

Nous allons utiliser les NPs Y;_,Eu, VO, pour la détection intracellulaire de montées tran-
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sitoires de HyO4 suite & la stimulation par 'ET—1. Les NPs seront introduites dans des cellules
musculaires lisses vasculaires en culture par lyse osmotique de vésicules de pinocytose. %*!Nous
présenterons dans la suite les premiers résultats obtenus récemment sur la détection intra-
cellulaire de ROS. Ce travail est actuellement poursuivi par Thanh-Liém Nguyen (LOB) qui

replacera cette détection de ROS dans le contexte de la transactivation du récepteur de 'EGF.

6.1.2 Senseurs a peroxyde d’hydrogéne

Etant donné sa toxicité, la concentration de H,O45 dans la cellule doit étre finement régulée
aussi bien spatialement que temporellement. Dans ce contexte, disposer d'un senseur local a
Hy0, quantitatif et dynamique représente un enjeu majeur pour la compréhension de ces
mécanismes cellulaires. De plus, de part I'implication du peroxyde d’hydrogéne en tant que
produit ou réactif de réactions catalysés par des enzymes telles que les oxydases de glucose
ou d’amines, les catalases et les peroxydases, sa détection permet d’avoir une vision directe

de l'activité de ces enzymes impliqués dans de nombreux processus cellulaires.

Malgré I'importance du peroxyde d’hydrogéne en biologie cellulaire, les sondes de peroxyde
d’hydrogéne dont on dispose actuellement présentent plusieurs inconvénients. Une approche
trés couramment utilisée consiste en la détection de H,O5 via I'oxydation du diacétate de
dichlorofluorescéine (HoDCFDA) en dichlorofluorescéine (DCF), la forme oxydée étant fluo-
rescente. %! Cependant, 'exposition de la DCF & la lumiére peut produire des dérivés réactifs
de I'oxygéne induisant une amplification du signal mesuré.[19%191 Une autre approche utilise
I'enzyme peroxydase qui en présence de HoO et de substrats adaptés (tel que Amplex Red,
Invitrogen) donne des produits fluorescents. Cette méthode est trés sensible (50 nM de HyO5)
mais nécessite 'ajout d’enzymes et de substrats et est ainsi réservée a des mesures extracel-
lulaires. De plus, des incubations pendant des durées de I'ordre de 30 min sont préconisées ce
qui interdit des mesures de transitoires. En 2002, I'utilisation de la tétracycline d’Eu®™ (EuTc)

a été proposée par l'équipe de Wolfbeis!?%:102l

: une augmentation de la fluorescence est ob-
servée en présence de HoOy qui remplace des molécules d’eau, sources de désexcitation non
radiative de I'ion Eu®", en contact avec I'EuTc. Cette sonde commercialisée par Chromeon
est prometteuse mais présente une plage de détection de la concentration en HyO, relative-
ment faible (2-200 pM). Trés récemment, une protéine fluorescente a été introduite dans le

domaine senseur de la protéine OxyR de Escherichia coli, protéine spécifiquement sensible &
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H,0,.119] Le changement conformationnel du domaine senseur en présence de HoOo induit
un déplacement spectral de la fluorescence de cette sonde. Cette sonde trés sensible n’est
cependant linéaire que sur une zone de concentration en HyOq trés étroite (8-20 uM). Pour
une revue compléte des méthodes physiques ou chimiques basées sur une simple oxydation,
sur la formation de complexe métallique ou assistées par des enzymes afin de détecter le per-
oxyde d’hydrogéne, nous recommandons chaleureusement la lecture de la thése de Wu Meng,
doctorante de I’équipe du Prof. Wolfbeis, et disponible en anglais. 194

A notre connaissance, des mesures quantitatives de transitoires de concentration de HyOq
intracellulaire n’ont pas pu étre effectuées jusqu’ici. De plus, aucune de ces sondes n’a été
détectée individuellement et aucune information sur la distribution locale de HyO5 n’est dis-
ponible actuellement. Il est important de préciser qu’il est communément admis que HyOq
est une molécule qui diffuse librement et rapidement & l'interieur des cellules et a travers les
membranes. Le groupe de Sugita a méme proposé que la diffusion de HyO5 soit proche de
celle du dioxygéne et caractérisée par une constante de diffusion de 4-15 x107% cm?.s~*. 1109l
Cette constante de diffusion implique que, dans une cellule, en quelques dizaines de milli-
secondes la concentration en HyOy est homogéne. Cependant, des expériences récentes ont
montré que certaines membranes ne sont que trés peu perméables & HyOs. Le transport de
cette molécule est en fait régulé notamment par la composition lipidique des membranes, par
des effets mécaniques sur la membrane et par la présence d’aquaporines. %! Compte tenu des
temps d’acquisition nécessaires pour détecter nos NPs (=50 ms), il sera difficile d’observer
localement de différence de concentration intracelulaire de HyO5. En revanche, I’approche en
NPs uniques pourra étre utile dans des expériences futures en couplant détection de HoO5 et
ciblage par exemple de lumiére de compartiments cellulaires.

Dans ce chapitre, nous allons tout d’abord décrire les propriétés photophysiques de nos

NPs au contact du peroxyde d’hydrogeéne. Nous étudierons ensuite 'activité de la NADPH

oxydase membranaire lors de l'activation du récepteur de I’endothéline-1.

6.2 NPs de YVO, : Eu comme senseurs & H,O,

Nous détaillons dans cette partie les caractéristiques principales du recouvrement de la
photoluminescence (PL) induit par la présence de HyOo. Nous présenterons tout d’abord

les résultats obtenus sur des NPs déposées a forte densité sur une lamelle en silice. Ceci
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nous permettra de dégager les différents paramétres agissant sur le recouvrement de photo-
luminescence (PL). Nous envisagerons dans un second temps l'effet du HyOq sur des NPs

individuelles.

6.2.1 Expériences d’ensemble

Dans la mesure ot le photoblanchiment et ’'oxydation induite par HoO5 des ions Europium
sont étroitement liés, nous rappelons brievement les résultats obtenus sur le photoblanchi-
ment des NPs. Le photoblanchiment des NPs de YVO, :Eu est un mécanisme photo-induit
présentant des constantes de temps caractéristiques s’étendant sur plusieurs ordres de gran-
deur. Ce photoblanchiment est entiérement lié¢ & un mécanisme de photo-réduction (PR) des
ions Europium trivalents présents initialement dans la structure cristalline. La PR s’explique
probablement par le transfert d’un électron d’un défaut cristallin vers l'ion Europium. La
dynamique de PR peut étre séparée en deux étapes : une dynamique initiale et rapide liée a la
PR des ions Europium du coeur de la NP et une dynamique plus lente liée aux ions Europium
proches de la surface. Enfin, suite & la PR, I'introduction de HoO5 en solution permet une

oxydation des ions Europium divalents ce qui se traduit par un recouvrement de la PL des

NPs.

Nous présentons tout d’abord une série d’expériences portant sur le recouvrement de PL
en fonction de la concentration en HyO, injectée et de I'intensité incidente. Les courbes de

PL sont obtenues :

— en déposant des NPs silicatées (dopage 40%) a la tournette sur une lamelle en silice (den-
sité 200 fois supérieure a celle nécessaire pour une observation en NPs individualisées)
puis recouverte par une solution de tampon phosphate (pH=7.4, 50 mM),

— en photo-réduisant les NPs pendant 200 s,

— puis en injectant a t=200 s une solution de concentration déterminée de HyOs, 'injection

et I’homogénéisation de la solution se faisant en moins de 10 s.

Nous retrouvons tout d’abord sur ces courbes de PL (Fig. 6.3) la dépendance en intensité de
la PR : plus I'intensité est forte plus la PR est importante. De plus, nous observons que plus

la concentration de HyO4 est forte plus le recouvrement de PL est important.
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F1G. 6.3 — PL d’ensemble de NPs dans différentes conditions d’intensité incidente et de concentration en
H,05 injectée (temps d’injection : 200%¢™¢ s). NPs silicatées, dopage 40%, Te.,=200 ms.

Effet de la concentration en H,O, sur le recouvrement

Afin de représenter cet effet, les courbes de PL de la Fig. 6.3 sont normalisées en moyennant

les valeurs de PL sur les 10 secondes précédant 'injection puis en égalisant cette moyenne a 1.

Nous montrons dans la Fig. 6.4 le recouvrement de PL induit par différentes concentrations de

H,0, et pour une intensité incidente de 5.5 kW. cm™2. Sur cette représentation, nous voyons

tout d’abord que méme pour des concentrations faibles (7 uM) le recouvrement est visible

lorsque 1’on le compare a I’évolution de la PL sans injection de HyO5. Nous observons de plus

que le recouvrement, sans étre instantané, est relativement rapide : le temps nécessaire pour

arriver a la valeur stationnaire est au maximum égal a 100 s. La rapidité de cette remontée
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dépend clairement de la concentration en HyO,. Par exemple, pour 450 uM ce temps est
égal & 15 s. Sur la courbe obtenue pour une concentration de 150 M, nous observons une
dynamique non-monotone que nous ne pouvons pas pour l'instant expliquer. Notons enfin que
ce senseur réagit trés rapidement dans la mesure ot entre le moment d’injection et le moment
ou l'on commence & observer un effet sur la PL il ne se passe que quelques secondes.

Nous définissons le ratio de recouvrement comme le rapport de la moyenne des valeurs de
la PL a t= 400 s£10 s (valeur de la PL quasi stationnaire) sur celle avant injection t= 190
s+10 s. Ce ratio est montré dans la figure suivante en fonction de la concentration en HyOq

et pour trois intensités incidentes différentes. Quelque soit l'intensité incidente, le ratio de

—=— 18 kW.cm?

4.0] ——9.1kW.cm?
= ——5.5kW.cm?
c 357 —e— 1.3 kW.cm™
£ 30
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0 45] concentration en HoO2 . NPs silicatées,
.% 101 dopage 40%, T.;;=200 ms.
X 054 , , , :
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[H,0,] en uM

recouvrement ne montre pas de dépendance linéaire en fonction de la concentration en HyOs.
Nous verrons dans la suite qu’en changeant les conditions expérimentales une linéarité de la
valeur stationnaire observée pourra étre trouvée entre 3 et 100 uM. Nous remarquons que
plus l'intensité est forte plus le recouvrement est important.

Le recouvrement total de PL peut étre obtenu pour une concentration en HoOo de 10 mM
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(cf. chapitre 3). En revanche, pour 1 mM nous n’avons pas observé de recouvrement total
(cf. Fig. 6.9). Ceci autorise a affirmer que ce type de NPs peut étre utilisé pour une gamme
de concentration en HyOy allant de quelques uM a quelques mM, la réponse de ce senseur
n’étant tout de fois pas linéaire pour la gamme entiére. Pour une PR aboutissant & 90% de

photons émis en moins, le ratio de recouvrement s’étend alors de 1 a 10.

Lien entre pente de recouvrement et concentration en H,O,

Afin de voir l'effet de la concentration sur la dynamique de recouvrement, les premiers
instants du recouvrement (20 s) observé sur la Fig. 6.3 ont été ajustés par une droite. Nous
montrons dans la Fig. 6.6 a gauche un exemple d’ajustement pour une concentration en

H,0,5 de 15 uM et une intensité de 18 kW. ecm~2. Dans la figure de droite, est indiquée la

Intensité=18 kW.cm?

"-E 0.035
3 i
o 0201 c g'gzz
0 [H,0,] = 15 uM o
2 L 0.020
T 0.184 Intensité = 18 kW.cm™ <
£ : E 0015
S PL = A + B*temps = 0.010] Y=A+B*X
j 0.164 A =0.0454 +/- 0.00084 9 : A=-496E-4 +/- 1.67E-4
T B =0.0006 +/- 3.8752E-6 g 0005 B= 7.27E-5 +-86E-7
o 0.000
0.144 T T T T T T 1 ) ) . . ) )
160 200 240 280 320 360 400 0 100 200 300 400 500
Tempsens [H,0,] en uM

FIG. 6.6 — Ajustement linéaire du recouvrement initial et dépendance en concentration de H,O, de la pente
de 'ajustement. NPs silicatées, dopage 40%, Tezp=200 ms.

dépendance des pentes de I'ajustement linéaire en fonction de la concentration en HoO, pour
une intensité de 18 kW. cm™2. On remarque une remarquable linéarité de cette pente en

fonction de la concentration en HyO5. Nous reviendrons sur ce point dans la suite.

Effet de l’'intensité incidente sur le recouvrement

Nous montrons dans la figure suivante l'effet d’'un changement d’intensité au niveau de
la phase stationnaire du recouvrement. Une intensité constante de 8 kW. cm~2 est appliquée
pendant la PR puis pendant le recouvrement. Ensuite, I’intensité est portée a 12 kW. cm ™2

puis & 6 kW. cm—2

et enfin a 12 kW. ecm~2. Cette figure montre clairement que pour une
intensité supérieure a celle de départ le systéme va évoluer vers un état d’équilibre avec

un signal de PL inférieur & celui que devrait donner proportionnellement cette augmentation
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d’intensité et inversement pour une intensité incidente plus faible. Ceci démontre que la phase
stationnaire du recouvrement résulte d’un état d’équilibre entre d’une part la PR induite par
le laser et d’autre part 'oxydation induite par HyOs. En fait, ce mécanisme d’équilibre est
plus complexe que ce que laisse entendre cette derniére expérience.

Afin de clarifier I'effet de I'intensité incidente, nous réalisons les expériences suivantes qui
consistent a illuminer les NPs pendant la phase de PR avec une méme intensité et pendant

celle de recouvrement & des intensités variables.
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Le premier point marquant est que 1'utilisation d’intensités différentes permet de moduler
d’une maniére importante le recouvrement des NPs tant sur le plan de la valeur d’équilibre
que sur la dynamique de remontée. Cette propriété intéressante sera utilisée dans la suite dans
les expériences intracellulaires.

Pour les intensités décroissantes allant de 8.7 4 1 kW. cm ™2, nous observons un recouvre-

ment dont la pente initiale et la valeur stationnaire sont plus importantes. Ceci est en accord
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avec l'expérience précédente : une intensité plus faible permet de déplacer 1’équilibre en rédui-
sant 'effet négatif de la PR sur le signal de PL. En revanche pour les intensités encore plus
faibles (de 1 & 0.08 kW. cm™2), nous observons que la pente initiale devient de plus en plus
faible. Ceci implique que 'augmentation d’intensité incidente permet, dans ces conditions, un
recouvrement plus rapide ce qui est en total désaccord avec ce qui précede.

Pour confirmer cet effet positif du laser, le comparatif d’'un recouvrement avec et sans
illumination a été mené. Plus précisément, nous avons comparé le recouvrement pour une
illumination en continu pendant le recouvrement a celui avec un arrét de 200 s de I'illumination
juste aprés l'injection de HoO5 puis une reprise de l'illumination afin de sonder la valeur de

PL apres cet arrét (Cf. Fig. 6.9 points gris et noirs, respectivement). On voit clairement que

avec arrét
1 sans arrét
0.9~:
()] §
~$ ‘;
T 0.6 FIG. 6.9 — Effet de I’arrét de I’illumination pendant
£ la phase de recouvrement. [HoOz]=1 mM, I;,.=8
e kW. ¢cm™2, Te., =200 ms. NPs silicatées, dopage
0.3
T 40%.
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I'illumination a provoqué un recouvrement deux fois plus important (0.35 aprés 200 s sans
illumination et 0.7 avec illumination). Ceci confirme donc le double réle du laser : il s’oppose
au recouvrement pour les fortes intensités et il le facilite pour les plus faibles. Pour expliquer
ces effets paradoxaux, nous présentons dans la partie suivante des recouvrements obtenus avec
une illumination laser & des longueurs d’onde non-résonantes avec les niveaux d’énergie des

ions Europium.

Effet de longueurs d’onde non-résonantes sur le recouvrement

Nous présentons dans les figures suivantes, 'effet sur le recouvrement de l’illumination
a 472 nm, 488 nm et 501 nm. Les NPs sont illuminées pendant 200 s & 466 nm. Ensuite,
I'illumination est arrétée afin de changer de longueur d’onde puis la solution de HyOy est
ajoutée pendant I'illumination des NPs a ces autres longueurs d’onde (200 s, méme intensité

qu’a 466 nm). Enfin, 'illumination & 466 nm est reprise afin de sonder la PL des NPs. Pour
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F1G. 6.10 — Effet de la longueur d’onde d’illumination sur le recouvrement. [HoOz|=1 mM, I;,.=8 kW.
cm™2, T.;»=200 ms, NPs silicatées, dopage 40%.

les trois longueurs d’onde, nous observons les mémes effets : & la reprise de l'illumination &
466 nm, la PL décroit rapidement et se stabilise a la méme valeur que lors de 'excitation en
continu a 466 nm (autour de 0.7). Ceci implique qu’en excitant les NPs a ces longueurs d’onde
non-résonantes la PL peut remonter a une valeur largement supérieure a celle qu’elle aurait
atteinte sans illumination. De plus, le fait d’observer les mémes effets quelque soit la longueur
d’onde utilisée indique trés certainement que ce phénoméne non-résonant est aussi présent
lors d’une illumination & 466 nm. Ceci permet d’expliquer pourquoi nous avions observé deux
effets opposés du laser (Cf. Fig. 6.8). Le premier effet, résonant, permet la photo-réduction
des ions Europium trivalents. Le second effet, non-résonant, permet quant & lui d’activer
l'oxydation des ions Europium divalents (Cf. chapitre 3). Au fur et & mesure que l'intensité
incidente décroit, les dépendances du recouvrement de la Fig. 6.8 décrivent le rapport qui
existe entre ces deux effets. Pour les fortes intensités, 'effet de PR domine : lors d’une baisse
mesurée de l'intensité, cet effet de PR diminue et le recouvrement est plus fort. En revanche

pour les faibles intensités, 1'effet d’oxydation photo-induit prédomine : lors d’une baisse de
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I'intensité, cet effet diminue et le recouvrement diminue. Ceci permet en outre d’expliquer la
décroissance rapide observée lors de la reprise de l'illumination a 466 nm (Cf. Fig. 6.10). Lors
de 'excitation non-résonante, le recouvrement n’est pas géné par la PR ce qui entraine une
valeur au niveau de la reprise plus importante que dans le cas de ’excitation a 466 nm. Le fait
de réilluminer & 466 nm, modifie I’état d’équilibre en rajoutant 'effet de PR ce qui conduit &

une stabilisation de la PL a une valeur inférieure & celle initiale.

Au dela de P'explication satisfaisante des données expérimentales, ce double effet pourra
certainement étre utilisé dans des expériences futures en utilisant notamment deux excita-
tions simultanées (résonant et non-résonant). Dans ce cas, I'application des deux excitations
redéfinira un nouvel état d’équilibre observé sur les temps longs lors de la PR (Cf. chapitre 3).
En utilisant deux intensités incidentes différentes, nous pourrons alors certainement moduler
le recouvrement d’une maniére encore plus importante que ce que permet a I’heure actuelle
une modulation simple de I'intensité incidente & 466 nm. Par exemple, en utilisant ’excitation
a 466 nm comme une sonde i.e. a faible intensité et I'excitation non-résonnante & forte in-
tensité, nous pourrons certainement obtenir une valeur stationnaire aprés recouvrement plus
importante et une dynamique de recouvrement beaucoup plus rapide. En fin de compte, cette
utilisation de deux lasers sera assez proche de ce qu’utilise I’équipe de Zhuang pour moduler
la PL du conjugué Cy5-Cy3.145! Cette équipe est cependant en mesure d’éteindre et d’allumer

ces conjugués ce qui sera difficilement réalisable dans notre cas.

De cette section consacrée au recouvrement de la PL dans le cas de NPs déposées a forte
densité, nous pouvons tirer les enseignements suivants. L’effet de HyO4 sur la PL se carac-
térise par un recouvrement important de la PL aprés la PR induite par le laser. La rapidité
du recouvrement ainsi que la valeur stationnaire de la PL observée aprés cette remontée
dépendent clairement de la concentration en HyO,. La dynamique de recouvrement dépend
linéairement, du moins pour les 20 premiéres secondes, de la concentration en HyO,. En re-
vanche, la valeur stationnaire ne dépend pas linéairement de cette concentration mais elle
en dépend de maniére quantitative sur une gamme allant de quelques uM a quelques mM.
Cette valeur résulte de I’équilibre entre la PR et 'oxydation induite par HyO,. L’importance
et la rapidité du recouvrement peuvent étre fortement modulées par 'intensité d’illumina-
tion utilisée pendant la remontée via ’absorption résonante des ions Europium trivalents et
I’absorption non-résonante que nous avons attribué a une absorption des défauts cristallins

qui facilite le transfert des électrons des ions Europium divalents vers les défauts. Sous cette



166

Détection de peroxyde d’hydrogéne

apparente complexité, se revélent en fait des possibilités simples pour adapter la réponse du

senseur & des expériences spécifiques. Nous détaillerons notamment dans la suite les conditions

d’illumination adaptées a chaque situation expérimentale.

Nous abordons a présent les expériences de réponse du senseur dans le cas de NPs indivi-

duelles.

6.2.2 Expériences en NPs individuelles

Nous montrons tout d’abord la courbe de PL de NPs individuelles soumises & une PR

pendant 400 s puis a des concentrations de HyO, variables. Nous observons les mémes ca-
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FIG. 6.11 — Dépendance du recouvre-
ment de la PL de NPs individuelles en
fonction de la concentration en HyOs.
Line~3 kW. cm™2, Tezp=500 ms, NPs
silicatées, dopage 40%.

ractéristiques générales que pour les expériences d’ensemble & savoir un recouvrement qui

devient de plus en plus important a mesure que la concentration en HyO, croit. En revanche,
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nous voyons apparaitre un comportement biphasique du recouvrement : une croissance rapide
de la PL pendant 50 s suivie d’une croissance plus lente qui améne a une saturation du re-
couvrement vers 700 s (cf. cas 100 uM). Nous attribuons ce comportement que ’on retrouve
sur d’autres expériences a plus forte concentration en HyOy & une oxydation rapide des ions
Europium divalents de surface suivie d’une oxydation plus lente de ceux du ceceur. En effet,
nous savons qu’en raison, notamment, de leur temps de vie plus faible, les ions Europium de
surface présentent une PR moins importante que ceux de ceeur : ’excitation résonnante va
donc moins s’opposer au recouvrement induit par HyO,. Ces ions Europium vont donc rapi-
dement se retransformer en ions trivalents et ce d’autant plus rapidement que ces ions sont
proches de la surface ot HyO5 agit directement. Nous estimons ensuite que les ions trivalents
du coeur de la NP vont étre de proche en proche oxydés sous 'effet initial du HoO5 en surface.

Un dernier point reste a préciser et concerne le respect de ’électroneutralité a 'intérieur
de la NP. Nous savons que le nombre de défauts a I'intérieur de la structure est limité et est
de l'ordre du nombre d’ions Europium. Nous savons de plus que l'effet de HyO5 est compléte-
ment réversible i. e. des cycles de PR et d’oxydation peuvent étre effectués sans observer de
diminution de I’'amplitude de PR. Ceci implique que le nombre de défauts disponibles pour la
PR ne varie pas a la suite de ces cycles, donc que les défauts ne peuvent pas étre oxydés par
H50,. Ceci entraine que lors de I'oxydation seuls les ions Europium divalents sont oxydés. Si
nous tenons compte uniquement de cette oxydation nous sommes confrontés a une sérieuse
difficulté portant sur 1’électroneutralité des NPs. En effet, a la fin de la PR et avant I'injection
du Hy0O,, les NPs sont neutres et comportent essentiellement des ions Europium divalents et
des défauts ionisés. Apres injection d’une forte concentration de HoO5 et toujours dans I'hy-
pothése d’un effet unique sur les ions Europium, les NPs devraient présenter alors une charge
globale positive. Pour respecter 1’électroneutralité, nous sommes conduits & penser que lors
de 'oxydation induite par HyOs, les défauts retrouvent, tout comme les ions Europium, leur
nombre d’oxydation de départ. Une hypothése raisonnable consiste alors en le transit des élec-
trons via le réseau des défauts ionisés et non pas uniquement par le réseau des ions Europium

divalents. Certains de ces défauts pourraient servir alors a réduire les défauts ionisés.

Détermination de la concentration en H,O, par la valeur stationnaire

Nous abordons & présent la linéarité du recouvrement vis a vis de la concentration en

H50,. Nous avons traité 'ensemble des courbes de PL de NPs individuelles (N=120) dont
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certains exemples ont été montrés dans la Fig. 6.11 en mesurant le ratio de recouvrement
défini comme le rapport entre la valeur a 700 s qui correspond & la valeur stationnaire et celle
avant injection. Nous reportons dans la figure suivante ce ratio en fonction de la concentration

en HyO» (0, 25, 50, 75 et 100 uM). Nous observons une dépendance linéaire nette de la réponse
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du senseur. La limite de détection a 30 est dans ce cas de 5 uM.

Nous observons de plus que I’écart-type du ratio de recouvrement défini sur I’ensemble des
NPs individuelles reste raisonnable. Deux paramétres influencent cet écart-type. L’intensité
incidente, nous ’avons vu, a un effet majeur sur le ratio de recouvrement. Or il est difficile
dans une expérience de microscopie d’avoir exactement la méme intensité sur tout le champ
de vue. Afin d’avoir une statistique sur un nombre plus grand de NP, nous avons préféré
montrer les résultats obtenus sur des NPs illuminées par une intensité moyenne de 842 kW.
cm~2. L’autre paramétre important est la taille des NPs. La PR ne dépend que trés peu de la
taille car elle est liée essentiellement & un effet de volume. En revanche, I'oxydation qui est un
effet de surface va dépendre de la taille. Nous avons montré les résultats sur I’ensemble des
NPs clairement détectables afin de présenter des résultats a 'image des synthéses dont nous
disposions. Compte tenu de ces considérations, nous estimons que les écart-types trouvés sont
trés satisfaisants pour une approche de NPs uniques. A notre connaissance, cette capacité
de détection a I’échelle de la NP unique est une premiére. Cependant, des efforts importants
devront étre conduits pour diminuer la dispersion en taille des NPs afin de réduire ces écarts-
types. Des expériences devront aussi étre conduites pour déterminer quelle est la sensibilité
de ces NPs a d’autres oxydants tels que 1'ion superoxyde ou le radical hydroxyle. Des études

préliminaires sont en cours et conduites au LOB par Liem N’Guyen.
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Dans le but que nous nous étions fixé, a savoir obtenir une résolution temporelle suffi-
sante pour observer des productions transitoires de HyOs, ce mode de détermination de la
concentration en HoO5 par la valeur stationnaire est cependant insuffisant. En effet, le temps
nécessaire pour obtenir une concentration est de I'ordre de 5 mn. Nous verrons par la suite que
ce temps, tout en étant bien inférieur & celui nécessaire pour d’autres senseurs, n’aurait pas
permis d’obtenir une résolution suffisante pour ’expérience visant & observer 'activité de la
NADPH oxydase lors de 'activation par I’endothéline-1. De plus, les concentrations produites
dans ces expériences sont faibles et de l'ordre de 20 pgM. Il nous a donc fallu mettre au point
une détermination plus rapide et plus sensible.

Nous avons essayé tout d’abord sur les expériences précédentes de baser la corrélation
avec la concentration en HyOs sur la valeur de PL & un temps inférieure & celui stationnaire
(typiquement & 50 s). Méme si cette méthode donne des résultats corrects, une saturation
apparait sur les courbes donnant le ratio de recouvrement en fonction de la concentration en
H505. De plus, pour des concentrations en HyO5 changeantes, il serait difficile de remonter &
ces changements de concentration a partir de la dynamique de recouvrement.

Une autre méthode serait d’augmenter 'intensité incidente. En effet, ceci entraine une aug-
mentation importante de la PR lors du recouvrement ce qui se manifeste par une saturation
du recouvrement beaucoup plus rapide (cf. Fig. 6.8). Cependant, dans ce cas, les concentra-
tions en HyO4 détectables deviennent de plus en plus faibles et le risque de perturber 'activité
cellulaire augmente.

Nous avons abandonné 'idée de déterminer la concentration en H,O5 par le biais de la
valeur stationnaire car manifestement, en I’état actuel des choses, il existe une incompatibilité
entre sensibilité et rapidité de la réponse. Nous proposons dans la suite une autre méthode
pour déterminer ces concentrations, adaptée aux expériences sur cellules que nous souhaitons

réaliser.

Détermination de la concentration en H,O, par la dynamique de remontée

Nous avons observé dans la Fig. 6.6 que la pente du recouvrement mesurée sur les premiers
instants était linéaire avec la concentration en HyO,. Ceci fournit le concept général : nous
n’allons pas attendre que la PL atteigne son état stationnaire, nous allons mesurer directement
la concentration par le biais de la pente du recouvrement. Cependant, ceci n’est pas suffisant

car cette pente évolue au cours de la remontée. Il faut donc se placer dans des conditions
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ou la PL augmente linéairement au cours du temps pendant une durée au moins égale a
la durée du processus cellulaire de production de HyO,. D’aprés la Fig. 6.8, nous voyons
que nous pouvons obtenir une quasi-linéarité de la remontée pour des intensités faibles et
sur des temps relativement longs. En d’autres termes, en se placant a des intensités faibles
nous allons réduire au maximum les effets résonnant et non-résonnant sur le recouvrement
induit par HyO,. Dans ces conditions, chaque rupture de pente indiquera un changement de
concentration. Cette approche a enfin 'avantage de permettre a des concentrations faibles
d’étre détectées et de minimiser I'impact de I'illumination sur la cellule.

Nous proposons la méthode suivante pour déterminer la concentration en HsO,, cette
méthode sera ensuite utilisée pour mesurer 'effet de 'E'T-1 sur la production de ROS. Elle
consiste en deux étapes :

— une étape de PR pendant 200 s avec une intensité de 6 kW. cm =2 avec un tampon HBSS

(Gibco) a 37° dans le support .

— une étape de recouvrement de 600 s avec une intensité 0.67 kW. cm~2 et une injection

de Hy05 a la 507™¢ seconde.
Un exemple de recouvrement pour chacune des concentrations en HoOs (3.3 uM, 6.6 puM,
13 uM, 26 M) est montré dans la figure suivante. Un ajustement linéaire de ces courbes
entre t=50 s et t=500 s est aussi indiqué sur les courbes. Nous remarquons sur l’ensemble
des courbes une linéarité du recouvrement en fonction du temps. Pour la concentration la
plus forte, nous n’avons pas considéré jusqu’a son terme ’enregistrement de la PL car il s’est
produit une défocalisation intempestive qui change la variation du recouvrement et donc la
pente associée.

La bonne linéarité observée pendant prés de 500 s indique que pour des phénomeénes variant
moins vite que cette durée la concentration pourra étre mesurée a partir de cette pente. De
plus, nous avons pour chacune des concentrations réduit la durée sur laquelle sont ajustées
par une droite les courbes de recouvrement sans observer de modifications de la valeur de la
pente. En fin de compte, la durée minimale pour laquelle I'incertitude sur chaque mesure de
pente reste raisonnable fixe notre résolution temporelle. Dans ces conditions expérimentales,
cette durée est proche de 30 s et elle est liée essentiellement au bruit de photon.

Nous avons appliqué la méme procédure que celle qui est indiquée sur la Fig. 6.13 (ajuste-
ment les courbes par une droite entre la 100%™ et la 500°°™¢ seconde). Pour la concentration

en HyOy de 26 M | nous avons réduit pour certaines courbes de recouvrement la durée
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FIG. 6.13 — Recouvrement linéaire de la PL de NPs individuelles pour chacune des concentrations en HyOs.
Ajustement réalisé entre t=100 s et t=500 s (mise & part pour la plus forte concentration pour laquelle t=100
s et t=300 s). L;,.~0.7 kW. cm™2, T,,,=200 ms, NPs silicatées, dopage 40%.

d’ajustement (& 300 s au minimum). La valeur moyenne des pentes de recouvrement ainsi
que I’écart-type associé sont reportés dans la Fig. 6.14. Cette figure montre que nous pouvons
établir une correspondance nette entre pente de remontée et concentration qui nous servira
dans les expériences intracellulaires. Nous avons conduit aussi des expériences & plus faibles
concentrations (0.5 uM et 1.6 pM) qui ont montré 1a aussi un recouvrement linéaire au cours
du temps. Nous n’avons pas ajouté ces points expérimentaux car ils ont été obtenus pour une
intensité deux fois plus forte. Le point important est que nous pourrons trés certainement
par cette méthode déterminer avec une bonne précision des concentrations submicromolaires.
Ceci est une preuve de plus de la grande versatilité en termes de plages de détection de ce

type de senseurs.

Comparaison avec les autres senseurs

Nous pouvons comparer ces résultats a ceux obtenus pour les autres principaux senseurs
a HyOs.

Dans le cas du DCF, la linéarité et la gamme d’utilisation du signal est trés étendue (de 50



172 Détection de peroxyde d’hydrogéne

Y= a+b*[H,0,]
0004]  @=0.00055 +/-0.00027
b = 0.00012 +/- 0.00003

-1

=

z_ 0.003 l F1G. 6.14 — Pente du recouvrement
o en fonction de la concentration en HyOo
..GC_'E 0.002. 1 (N=120 NPs). Les barres d’erreur cor-
) ’ I respondent & l’écart-type des valeurs
o I obtenues sur I’ensemble des NPs indivi-

0.001+ } [ duelles. I;;,.=0.7 kW. cm™2, T¢,,=200
ms, NPs silicatées, dopage 40%.

0 5 10 15 20 25 30
[H,O,] en uM

nM & 200 pM) avec une augmentation mesurée du signal de fluorescence (facteur 4 pour une
augmentation allant de 20 & 100 uM). Notre gamme d’utilisation s’étend de qq uM a qq mM
mais la linéarité est plus faible (5 & 100 uM). L’augmentation du signal de PL peut aller dans
notre cas jusqu’a un facteur 10. Un temps d’incubation de 5 a 15 min a 37°C et 'addition de
Fe?* (10 M) sont cependant nécessaires ce qui n’est pas notre cas.!”! L’oxydation du DCF
est non spécifique a HyO5 et peut engendrer lorsqu’il est illuminé une production de ROS.
Nous n’avons pas déterminé pour l'instant la réponse de nos NPs & d’autres oxydants mais il
semble clair que le recouvrement de PL de nos NPs ne soit pas spécifique a HyO5. En revanche,
des oxydants & durée de vie courte (ion superoxyde par exemple) auront certainement un
effet minime sur ce recouvrement. Le DCF peut de plus traverser la membrane cellulaire
mais ne peut pas étre fonctionnalisé afin de cibler un compartiment ou une zone du milieu
intracellulaire. Nous verrons dans la section suivante que nous pouvons a ’aide de la technique
de pinocytose faire pénétrer les NPs dans les cellules. Nous avons vu de plus dans le chapitre
5 que nos NPs pouvaient étre fonctionnalisées. Enfin, un point important pour I’étude de
phénomeénes de production et de consommation de HyOq est que le DCF ne peut pas étre

réduit contrairement & ce que nous observons sur nos NPs.

L’amplex Red fourni par Invitrogen est spécifique et a une zone de linéarité extrémement
importante allant de 50 nM a 1 mM avec une multiplication de fluorescence par un facteur
50. Cependant, cette méthode nécessite une longue incubation (30 mn) et 'ajout d’enzymes

(peroxidases) et de substrats et est ainsi réservée a des mesures extracellulaires.

L’Europium tétracycline a une plage de linéarité s’étendant de 1.8 uM a 200 uM ce qui

correspond pratiquement a sa gamme d’utilisation. L’augmentation du signal correspondante
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est égale & un facteur 20 et est réversible. Il est spécifique pour la détection du HyOy mais a
une forte dépendance vis a vis du pH et de la présence de phosphate, de citrate, de Cu?*. 15l
En ce qui concerne nos NPs, nous n’avons pas encore testé la dépendance du recouvrement
par rapport au pH.

Dans le cas de la protéine OxyR modifiée, une grande spécificité, une bonne réversibilité,
une faible gamme de linéarité allant de 8 a 20 M, une augmentation faible de la fluorescence
et un temps de montée rapide (quelques secondes) ont été trouvées. 1%

Il apparait clairement que chacun de ces senseurs posséde au moins un avantage relatif
par rapport aux autres. Le choix du meilleur senseur doit donc se concevoir par rapport a
une problématique spécifique. Dans le cadre de 'effet de 'endothéline-1 sur la production et
la consommation de ROS intracellulaire et pour les raisons que nous venons d’indiquer, le

senseur le plus adapté et le plus simple d’emploi se trouve étre précisément le type de NPs

que nous utilisons.

6.3 Production de ROS stimulée par I’endothéline-1

Nous abordons & présent la détection de la production de ROS intracellulaire suite a

I’activation de la NADPH oxydase par ’endothéline-1.

6.3.1 Protocole d’introduction des NPs dans les CMLV

Les NPs ont été introduites dans des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) en
culture par lyse osmotique de vésicules de pinocytose.[?® Cette étape d’introduction des NPs
a été réalisée par Thanh-Liém Nguyen au LOB qui a adapté le protocole du fournisseur a
ce type cellulaire. Les CMLV utilisées dans cette étude sont au stade P5 et ont été déposées
sur lamelles de verre. Aprés deux jours et la vieille de I'observation en microscopie, le milieu
complet (RPMI 1640 avec 20% de serum de veau foetale, Gibco) a été remplacé par du
RPMI sans sérum qui peut induire une inactivation des récepteurs d’ET-1. Les NPs silicatées
(initialement 150 L a 18,9 M en vanadate) ont été diluées dans 350 L. de tampon phosphate
filtré. Le tout a été soniqué (10 s) puis centrifugé a 2000 g pendant 5 min. Le culot a été retiré
(agrégats) et le surnageant soniqué puis centrifugé a nouveau a 4000 g pendant 30 min afin de
séparer les NPs de trés faible taille. Le culot a été ensuite suspendu dans 600 L de solution

hypertonique et soniqué (10 s). Ce sont ces NPs qui ont été utilisées pour la calibration
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de Deffet de HoO4. Aprés avoir exposé les cellules au milieu hypertonique (150 pL pendant
10 min) ce qui induit la formation de vésicules chargées de NPs, les lamelles sont placées
dans 500 pL. de milieu hypotonique (RPMI dilué a 70% dans de 'eau ultra-pure) pendant
2 min afin d’obtenir la lyse des vésicules. A la fin de ce traitement, les cellules sont remises
en condition de culture pour une demi-heure (RPMI, 37°C). Ces lamelles sont enfin placées
dans un support contenant du milieu HBSS pour l'observation en microscopie. Le support
est maintenu a 37°C (% 0.1°) pendant toute 'observation a ’aide d’une platine chauffante.
La concentration injectée en NPs a été déterminée afin d’avoir quelques dizaines de NPs
par cellule. Nous n’avons pas observé d’augmentation significative du nombre de photons
moyen des spots de diffraction représentant les NPs ce qui conduit a penser que le processus
d’internalisation n’entraine pas d’agrégation importante des NPs.

Nous montrons dans la figure suivante, les images en lumiére blanche et en fluorescence
d’une CMLV aprés introduction des NPs. Les spots lumineux sont associés & des NPs comme
nous avons pu le vérifier en illuminant les cellules & 472 nm, longueur d’onde non-résonante
avec ’absorption des NPs. Notons la présence a droite de la cellule de NPs défocalisées et
accrochées non spécifiquement a la lamelle qui nous permettrons dans la suite de controler

leffet de ’'ET-1 sur des NPs situées a U'extérieur de la cellule.

FIG. 6.15 — Image typique
d’une celulle musculaire lisse vas-
culaire en lumiére blanche et
en fluorescence (excitation : 466
nm, détection : 617 nm, barre
d’échelle : 7 pm). I;,.=6 kW.
cm™2, Tezp=200 ms. NPs silica-
tées, dopage 40%.

6.3.2 Reésultats expérimentaux
Comportement biphasique

Aprés 'internalisation des NPs, la PL des NPs individuelles est observée dans les condi-
tions d’illumination décrites dans la partie précédente (étape 1 : PR, étape 2 : observation du

recouvrement & faible intensité). L’'ET-1 est ajoutée a la 50%™¢ s de I’étape 2 & une concen-
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tration de 1 uM ce qui assure une saturation de leffet de I'ET-1.119"1 Nous présentons les
résultats obtenus pour 2 cellules différentes. Des expériences supplémentaires sont en cours.

Nous montrons, dans la Fig. 6.16, 4 exemples de PL. de NPs individuelles. Le signal de PL
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FI1G. 6.16 — Recouvrement de la PL de NPs individuelles induite par I'injection de 'ET-1 & la 50%™¢ s,
Line~0.7 kW. cn—2, T..»=200 ms, NPs silicatées, dopage 40%. NPs observées a U'interieur d’une méme cellule.

présente des caractéristiques que 1'on retrouve sur I'ensemble des NPs observées (N=33). On
observe deux séquences d’augmentation puis de diminution de la PL. La premiére intervient
immédiatement aprées l'injection de I'ET-1, a une durée moyenne de 150 s et une amplitude
faible. La seconde est caractérisée par un recouvrement globalement linéaire commencant a
la 200 ™€ s et finissant selon les NPs entre la 300™¢ et la 350%™ s. Ensuite, le signal de PL
est quasiment constant pendant 100 s. Enfin, le signal rediminue jusqu’a une valeur proche
de celle initiale au bout d'un temps que ’on peut estimer a 100 s.

La premiére séquence de production de HyO5 par sa durée et sa pente faible est difficilement
quantifiable en termes de concentration en HyO,. Cependant, nous pouvons affirmer que la
concentration en HyOy produite est faible (moins de 5 uM) et que la présence de HyO5 produit
par ce premier mécanisme ne dure pas plus de 75 s.

La seconde séquence est largement quantifiable. Nous avons utilisé alors la calibration de

la section précédente afin de donner une estimation de la concentration en HyOy présente.
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Nous avons fait varier la durée sur laquelle nous ajustions les courbes expérimentales ainsi
que le temps initial. De cette premiére étude ressort que la dynamique de recouvrement peut
étre divisée en deux phases : une premiére phase rapide durant 50 s (de t;=200s & t2=250 s)
et une phase plus lente pendant les 100 s suivantes (de t;=250 s a t3=350 s).

En moyenne (N= 33 NPs), nous trouvons :

Cellule 1 : pentel = 0.0049 £ 0.0012 M ™', pente2 = 0.0029 £ 0.0010 M ! (6.1)
Cellule 2 : pentel = 0.0050 4 0.0012 uM ', pente2 = 0.0034 £ 0.0013 M ! (6.2)

En moyenne 'incertitude associée a la mesure de chaque pente est faible et de 'ordre de 5%.
Nous estimons que le fait que la premiére pente soit plus importante n’est peut étre pas lié a
une plus forte concentration en HyO,. En effet, nous avons observé sur certains recouvrements
(Cf. Fig. 6.13) une augmentation de la PL suite a ’ajout de HyO5 plus importante au niveau
des 50 premiéres secondes. Dans le doute, nous préferons ne pas considerer cette premiére
pente. A partir de la valeur de la seconde pente, nous pouvons déterminer ’équivalent en
H505 de la concentration en ROS produite. En moyenne, la concentration présente pendant
les 150 s que dure la remontée de la PL est de 22+8 M. Il est important de rappeler que le
recouvrement linéaire de PL est di & un déséquilibre entre I'effet photo-réducteur du laser et
I'oxydation photo-induite ou spontanée due a H,O,. Ainsi, la stagnation de la PL observée
apres cette remontée ne correspond pas a une concentration en HyOy nulle mais a celle qui
équilibre la réduction et I'oxydation. Cette concentration est nécessairement plus faible que
0.5 uM puisque pour cette concentration nous avons observé un recouvrement. Ceci explique
aussi pourquoi la PL peut diminuer. En effet, lorsque la concentration devient nulle, 1'effet
photo-réducteur I'emporte sur ’oxydation ce qui aboutit & une chute du signal de PL. Ceci est
en effet un des avantages principaux de ce senseur par rapport au DCF qui ne peut étre réduit.
Nous n’avons cependant pas encore calibré la chute de PL correspondant & une diminution

de la concentration en H5O,.

Expériences de controdle

Trois expériences de controle ont été réalisées. Nous avons tout d’abord observé que sans
injection d’ET-1, la PL des NPs individuelles intracellulaires ne montrait ni augmentation ni

diminution (6 cellules, une vingtaine de NPs par cellule). Ceci montre que I'introduction des
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NPs et/ou l'illumination laser n’engendrent pas de production de ROS détectable.

Nous avons de plus observé que la PL de NPs accrochées a la lamelle i. e. a 'extérieur de
la cellule et & une certaine distance ne variait pas en présence d’ET-1. Ainsi, 'ET-1 n’a pas
d’effet direct sur la PL des NPs, point que nous avons également vérifié en déposant des NPs
sur une lamelle en absence de cellules. De plus, ce controle est intéressant du point de vue
pratique car il permet sur une seule séquence d’images d’observer l'effet d'un agent tel que
I’ET-1 & la fois a 'intérieur de la cellule et a 'extérieur de la cellule. L’approche de détection
de NPs uniques est dans ce cas nécessaire pour réaliser ce type de controle. Ce controle montre
que le recouvrement est lié & la présence de ROS intracellulaire et non a celle de ROS dans
tout le support.

La troisiéme expérience de contrdle concerne 'inhibition de la NADPH oxydase qui est
la principale responsable de la production de ROS dans les cellules vasculaires.!”! Cette
enzyme a été inhibée avec de I’apocynine qui inhibe I’association des sous-unités cytosoliques
et membranaires de la NADPH oxydase, responsable de son activité catalytique (100 M,
incubation d’une demi-heure avant observation en microscopie). Sur trois cellules, nous n’avons
observé aucune augmentation de la PL des NPs. Ceci confirme donc que 'augmentation de

la PL suite a une stimulation par I'ET-1 est bien due a la production de ROS.

Bilan expérimental

Ces mesures nous ont permis de décrire, au moins partiellement, la dynamique de pro-
duction et de consommation de HyOs (équivalent HyO5 des ROS en réalité). Immédiatement
apres l'injection d’ET-1, une production de Hy O, s’établit pendant approximativement 75 s et
est caractérisée par une concentration produite faible (< quelques uM). Cette concentration
diminue rapidement jusqu’a ne plus étre détectable par nos senseurs. Ensuite, une deuxiéme
vague de production de HyO, s’établit. Elle intervient 150 s apres l'injection de I'ET-1. Une
concentration moyenne de 22+8 M a été alors déterminée et est présente pendant une durée
de 150 s. Il est clair cependant que la résolution temporelle de notre senseur n’est pas suffi-
sante pour observer I'établissement de cette concentration. Enfin, & la suite de cette phase de
production, la concentration en HyOy diminue jusqu’a ne plus étre détectable au bout de 100
S.

Ces premiers résultats sont trés encourageants quant a la possibilité de mesurer le H,O,

intracellulaire avec ce type de NPs. Nous voulons insister sur le fait que la sensibilité de
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nos NPs pourra étre améliorée de facon radicale dans les expériences a venir. En effet, ces
expériences ont été conduites sur des lamelles en verre a cause de la difficulté a faire pousser
les CMLV sur celles en silice ce qui a conduit a une multiplication par 8 du signal de fond lors
de 'observation en microscopie. Nous avons récemment pu faire pousser ces cellules sur des
lamelles en silice en déposant préalablement une couche de collagéne. De plus, les expériences
ont été conduites avec un temps d’acquisition court de 200 ms ce qui, compte tenu de la
dynamique de recouvrement induite par 'ET-1, n’est pas nécessaire. Ainsi, nous pourrons
avoir prochainement un rapport signal & bruit considérablement augmenté ce qui permettra
de diminuer le temps nécessaire pour mesurer les pentes de recouvrement et donc la résolution
temporelle de ce senseur.

Enfin, une des limitations actuelles est la nécessité de photo-réduire les NPs afin de les
transformer en senseur intracellulaire de HoO5. Cette limitation pourra étre dépassé compte
tenu du fait que nous avons démontré que nous pouvions photo-réduire les NPs dans une cuve

a ’aide d’une excitation laser & 466 nm et préalablement & leur introduction cytoplasmique.

Implication biologique du caractére biphasique de la production de ROS

Au dela de la démonstration de faisabilité, cette étude a mis au jour un comportement
nouveau de 'effet de 'ET-1 sur les CMLV.

Il est connu depuis quelques années que ’ET-1 induit la production de ROS dans de nom-
breux types cellulaires et que la NADPH oxydase joue un role prédominant dans cette produc-
tion. %! Bou Daou et Srivastaval'®! ont montré notamment que ’ET-1 induisait 1’activation
de kinases (ERK 1, ERK 2), de la protéine kinase B (PKB) et de la protéine tyrosine kinase
2 (Pyk 2), enzymes essentielles de la croissance et de la prolifération des CMLV, ainsi que la
nécessaire médiation des ROS induits par 'ET-1. Ils ont pu mesurer I’évolution temporelle
de lactivité de ces kinases (pic & 5 min aprés 'injection de I'ET-1) mais n’ont toutefois pas
mesuré I’évolution temporelle de la concentration en ROS intracellulaires. Les seules études a
notre connaissance montrant I’évolution de cette concentration ont été proposées par 1’équipe
de J.J Chen.!'9%10] Cette équipe a d’abord observé l'effet de 'ET-1 sur la production de ROS
dans des cardiomyocytes ainsi que sur 'expression du géne précoce c-fos.['91 Des résultats
similaires a ceux sur les CMLV ont été trouvées notamment en termes du récepteur a 'ET-1
impliqué (ET4) et du role de la NADPH oxydase. Notons d’ailleurs qu’une des conclusions
de cette étude est que 'ajout de catalase annihile I'effet de ’'ET-1 sur la production de ROS.
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Dans la mesure ou la catalase dégrade spécifiquement le HyO5 et non les autres ROS, ceci im-
plique que le principal ROS produit est du HyOs. L’évolution temporelle de la concentration
en HyOs mesurée dans cette étude a la forme d’une sigmoide présentant une saturation 12
mn apreés 'injection de 'ET-1. Cependant, leur résolution temporelle de 3 mn et 'emploi du
DCF rendent impossible toute mesure plus précise de cette évolution et donc I’observation du
caractere biphasique révélé dans notre étude. La seconde étude porte sur I'induction du géne
de 'ET-1 par la production de ROS induite par 'ET-1 exogéne dans des fibroblastes car-
diaques. "' Des résultats similaires quant a la production de ROS par V'ET-1 ont été trouvés
pour ce type cellulaire. Dans ce cas, 1’évolution de la concentration en ROS est qualitative-
ment la méme que celle obtenue dans les cardiomyocytes a part que la saturation intervient
apres 30 min. La encore, 'emploi du DCF et la résolution temporelle, cette fois de 5 min, ne

leur permettent pas d’observer des variations rapides de cette concentration.

Nous voudrions faire quelques commentaires sur ces deux études ainsi que sur I’ensemble
des études que nous avons pu considérer touchant au mécanisme de production de ROS.
Tout d’abord, dans ces études, aucune concentration absolue de HoO5 n’est proposée ce qui
rend d’autant plus importante la possibilité de les quantifier précisément. De plus, le DCF en
I’absence de stimulation par I’'ET-1 montre une augmentation substantielle de sa fluorescence,
ceci étant particulierement flagrant dans la seconde étude (75% d’augmentation en 30 min, a
comparer aux 300% d’augmentation avec stimulation). Dans notre cas, le signal de PL des NPs
sans ajout d’E'T-1 n’évolue pas ce qui facilite les quantifications. Le dernier commentaire est
que le DCF ne peut pas étre réduit ce qui impose une grande prudence quant a I'interprétation
de la forme sigmoidale de I’évolution de la concentration en ROS. Les auteurs associent
directement 1’évolution de la fluorescence de la DCF avec celle de la concentration en ROS ce

qui n’est pas correct. Ceci limite donc la validité de 1'utilisation du DCF sur des temps longs.

Le caractére biphasique de la production de ROS peut étre rapproché de celui induit par
I'angiotensine-11 (A-IT) mesuré par le groupe de Griendling. 1] 1,7 A-TT est, comme ’ET-1, une
hormone vasoactive impliquée dans la contraction, la croissance et la migration des CMLV
dans les tissus vasculaires. L’effet de cette hormone passe par I'activation de la NADPH
oxydase et la production de ROS associée peut alors transactiver le récepteur de 'EGF de
maniére similaire ce qui est observé a 'ET-1. Cette équipe a observé une production de
ROS d’amplitude faible intervenant juste aprés l'ajout d’A-II suivie d’une production plus

importante et plus lente montrant un maximum aprés 30 min et pouvant durer plusieurs
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heures. L’évolution de la concentration de ROS est montrée dans la figure suivante ainsi
que le modéle proposé par Griendling et al pour expliquer la nature biphasique de cette

production.

ROS Production
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FIG. 6.17 — Gauche : Analyse en cytométrie de flux de la production de ROS par des CMLV & ’aide de la
fluorescence du DCF suite a une injection d’A-II. Droite : Modéle proposé pour la production de ROS induite
par ’A-II. I’A-II se fixe sur son récepteur induisant une rapide génération de HoO5 par I'intermédiaire de ’ac-
tivation de la protéine kinase C (PKC). Cette production initiale active une tyrosine kinase (Src) aboutissant
a la transactivation du récepteur de 'EGF. Cette transactivation induit la formation du phosphatidylinositol
triphosphate (PIP3) par le biais de I’activation de la phosphatidylinositol-3 kinase (PI3-K). Le PIP3 provoque
alors la transformation du guanine diphosphate (GDP) couplé a la protéine G (Rac). La protéine G peut
alors se lier a la NADPH oxidase induisant de nouveau une production de ROS. Cette production stimule de
nouveau le Src amplifiant 1’activation de la NADPH oxydase. Figures extraites de la référence '],

La production initiale de ROS serait alors liée a I’activation rapide de la NADPH oxydase
par le biais de la protéine kinase C (PKC) et celle plus lente par 'amplification de 'activité de
la tyrosine kinase Src qui induit la transactivation du récepteur de 'EGF qui provoque a son
tour I'activation de la NADPH oxydase. Nous utiliserons prochainement différentes méthodes
d’inhibition sélective du récepteur de 'EGF pour déterminer le role de ce récepteur dans le
comportement biphasique que nous observons suite a la stimulation par 'ET-1. Il est enfin
intéressant de noter, que sans proposer de quantification précise de la production de ROS, ce
groupe assure que les mesures de fluorescence de la DCF se situent dans sa zone de linéarité
estimée entre 0.1 et 20 uM (dans notre cas, une concentration de 22uM a été trouvée).

Enfin, le dernier point restant a préciser concerne 1’élimination du H,O, intracellulaire.
Une étude intéressante a été proposée par le groupe de Sugita et portait sur I’élimination du
H,0, exogéne dans des fibroblastes. 1% 11 a été montré que cette élimination engageait les
glutathion peroxidases (GPx) localisées essentiellement dans le cytoplasme et les mitochon-
dries et les catalases dans les peroxisomes. La localisation des catalases dans les peroxysomes

implique que le HyO5 doive franchir la membrane de ce compartiment cellulaire ce qui explique
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le phénomeéne de latence de 'activité des catalases. Chacune de ces enzymes (GPx et catalase)
induit des cinétiques de décomposition différentes (type Michaelis-Menten et pseudo ordre 1,
respectivement) et permet une adaptation de la réponse cellulaire & des concentrations diffé-
rentes de HO,. Le groupe de Sakakura a continué cet effort en proposant un modéle complet
de I’élimination du HyO4 exogéne en tenant compte de la localisation de ces deux enzymes,
de leur activité catalytique et des constantes de perméation des différentes membranes. 2
Ce groupe a pu comparer avec succeés leur modéle avec les expériences effectuées sur diffé-
rents types cellulaires de mammiféres (fibroblastes, cellules épithéliales et neuronales). Ils ont
conclu que effet de latence di a la compartimentalisation des catalases se retrouvaient dans
ces différents types cellulaires. Il est probable que la baisse de concentration observée dans
notre étude sur les CMLV implique ces deux enzymes. La stagnation du signal de PL observée
aprés la remontée linéaire pourrait étre donc liée a l'activité rapide des peroxidases GPx qui
induit une transformation du H,O, rapide. La baisse de PL observée ensuite pourrait étre liée

alors a 'activité plus lente des catalases.

La diminution du signal de PL apreés la phase de recouvrement souléve la question peut-
étre la plus importante de cette étude. En effet, I’équipe de Griendling a démontré que,
lors de l'activation de la production de ROS par I’A-II, la seconde phase qui peut durer
jusqu’a 6 heures était siirement la plus importante en ce qui concernait le phénoméne de
signalisation lié & la croissance cellulaire.[''" Ainsi, une production de ROS supérieure a
ce que peuvent éliminer les catalases entrainerait l'activation du phénomeéne de croissance
sur le long terme. D’autre part, Bou Daou et Srivastava ont montré que I'ET-1 induisait
I’activation de kinases essentielles pour la croissance et la prolifération des CMLV. Le pic de
phosphorylation de toutes ces kinases intervient seulement 5 min apreés l'injection de I'ET-1
rendant donc superflue, dans ce contexte, la production de ROS sur le long terme. La question
que l'on peut alors se poser est quelle est la dynamique de production de ROS véritablement
nécessaire a la correcte signalisation de ces hormones (A-IT et ET-1) pour aboutir au processus
de croissance. Nous pensons que 'utilisation de ce senseur permettra de répondre a ce type

de question.
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6.4 Conclusions

Nous avons proposé dans ce chapitre une nouvelle méthode de détection de HyO4 a 'aide
de NPs uniques. En utilisant la PR des ions Europium trivalents, les NPs ont été préparées
dans un état sensible a la présence d’especes oxydantes. Le recouvrement de PL associé
dépend alors de la concentration en HyOy dans une large gamme allant de quelques puM
a quelques mM. Les principaux facteurs influencant ce recouvrement ont été déterminés et
notamment l'effet de I'intensité incidente sur la dynamique de recouvrement. Nous pensons
que I’élaboration d’un modéle complet décrivant 'effet des ROS sur la PL des NPs serait
un avantage indéniable quant a l'utilisation et 'optimisation notamment de la dynamique
de recouvrement de ce type de senseur. En guise de premiére application, nous avons étudié
la production de ROS induite par 'ET-1 : un comportement original et biphasique a été
observé lors de cette production. Ces résultats prometteurs doivent étre associés & des mesures
complémentaires portant sur la réactivité de ce type de senseur vis a vis d’autres oxydants
et sur l'origine de ce comportement biphasique. Nous pensons enfin que de coupler le ciblage
d’enzymes impliqués dans la production de ROS a temps de vie court comme I’ion superoxyde
par le biais de fonctionnalisations de NP adaptées et la détection locale de ROS pourrait étre

une application importante de ce type de senseur.



Chapitre 7

Suivi de toxines ¢ individuelles en

nanoparticules de YVO4:Eu

7.1 Introduction

Ce dernier chapitre est consacré a I’étude du mode d’action de la toxine € & ’aide du suivi
de NPs uniques couplées aux toxines.

L’activité de cette toxine passe tout d’abord par la reconnaissance d’un récepteur mem-
branaire localisé dans des microdomaines lipidiques de certaines cellules sensibles telles que
les cellules rénales de chien (MDCK, Madin-Darby canine kidney). A la suite d’un processus
d’oligomérisation, 7 toxines ¢ forment un pore dans la membrane cellulaire aboutissant & une
fuite rapide d’ions du milieu intracellulaire et & la mort cellulaire. Nous souhaitons suivre dans
cette étude ’évolution spatio-temporelle des récepteurs de la toxine € ainsi que le processus
d’oligomérisation.

La technique utilisée pour réaliser cette étude consiste au marquage de la toxine € par les
NPs fluorescentes de YVOg4:Eu associée au suivi par U'intermédiaire de NPs uniques (single
particle tracking, SPT) des mouvements de la toxine e.

Cette étude s’inscrit donc a la fois dans la démonstration de la faisabilité d’un suivi de
protéines a ’aide de nos NPs, dans le contexte de 'activité spécifique de la toxine ¢ ainsi que
dans le domaine actuellement controversé de I'existence, de la nature et de 1'utilité biologique
des compartimentalisations membranaires sous forme de microdomaines. Nous montrerons

les premiers résultats obtenus portant sur la dynamique du récepteur de la toxine € ainsi que
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ceux portant sur ’oligomérisation.

Dans cette introduction, nous détaillerons tout d’abord les différents processus associés a
Iactivité délétére de cette toxine en employant notamment les résultats obtenus par d’autres
groupes portant sur la localisation du récepteur dans des microdomaines membranaires et sur
le mode d’action de cette toxine. Nous aborderons ensuite la présentation de la technique de
SPT en soulignant les différents parameétres qui peuvent étre obtenus par cette technique. Ce
travail de recherche a été effectué en collaboration avec 1’'équipe de M. R. Popoff de I'unité

bactéries anaérobies et toxines & 'institut Pasteur.

7.1.1 Contexte biologique
Activité toxique chez les animaux

La toxine ¢ est la responsable essentielle de la virulence de Clostridium perfingens type
B ou D. Ce microorganisme peut provoquer une entérotoxémie mortelle 7. e. une maladie
causée par la prolifération anormale de Clostridium perfingens dans les intestins des agneaux,
chévres et plus rarement des bovins. Cette prolifération induit une production accrue de toxine
€ qui peut étre absorbée par les muqueuses intestinales et diffuser dans I’ensemble des organes
pouvant aboutir notamment & une nécrose du rein et a un gonflement du foie™'3114 et plus
généralement a une hémorragie et & un oedéme dans le cerveau, le coeur, les poumons, le foie
et les reins de ces animaux.[''? Il a été montré que cette toxine pouvait aussi s’accumuler

dans le cerveau des rats. 116l

Types cellulaires sensibles

Parmi les types cellulaires initialement étudiés, les MDCK ont montré une sensibilité
importante a la toxine . Récemment, Shortt et al!™7 ont identifié un autre type cellulaire
(G-402), d’origine humaine cette fois, sensible a cette toxine. Plus récemment, Soler-Jover et
al"8! ont démontré qu’une injection, dans une souris modéle, d’une protéine fusion toxine e-
GFP (Green Fluorescent Protein, GFP)) causait non seulement un oedeme et ’accumulation
des toxines dans le cerveau mais aussi que cette toxine avait une activité toxique sur les

cellules gliales (astrocytes et microglies). [l
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Mode d’action

Au niveau cellulaire, le mode d’action de la toxine ¢ a été initialement étudié par 1’équipe
de Popoff puis par celle de Sakurai.['?%'21l En associant marquage radioactif de la toxine
¢ par l'iode 125 et la technique de SDS-PAGE ainsi qu’en étudiant sa cytotoxicité, ils ont
pu démontrer que 'activité de cette toxine requiert la formation d’'un oligomeére de toxine
au niveau de la membrane des MDCK. Plus précisément, cette toxine est reconnue par la
partie extracellulaire d’un récepteur, non encore identifié, puis le processus d’oligomérisation
se déclenche. La forme inactive de cette toxine (proto-toxine ¢) est reconnue par le méme
récepteur que la forme activée (toxine ) qui résulte de la protéolyse d'un peptide en C-
terminal et en N-terminal de la proto-toxine €. Il a été observé que la forme inactive ne peut
toutefois pas former d’oligomeére ni étre cytotoxique ce qui a démontré la nécessaire implication
de I'oligomérisation dans la cytotoxicité de la forme activée de cette toxine.['?!] Notons que
cette toxine n’est a aucun moment internalisée et que l'oligomérisation dépend nettement de
la température contrairement a ce qui a été observé pour la reconnaissance de la toxine par
son récepteur. De plus, ces auteurs ont pu montrer que 1’'oligomérisation aboutissait a une
fuite du milieu intracellulaire d’ions Potassium ce qui les a conduit & proposer que la toxine
epsilon induisait la formation d’un pore a travers lequel ces ions peuvent passer. L’équipe
de M. Popoff confirma 'apparition de ce canal & ions dans une membrane artificielle. [ TIs
trouvérent de plus que ce canal permet aussi le passage d’autres ions tels que Cl~ et Na™, un
des résultats essentiels étant alors que le mécanisme toxique principal est lié & la formation
de ce pore. Ensuite, Miyata et all'®? ont montré dans les synaptosomes que 'oligomérisation

correspondait & une heptamérisation de la toxine .

La toxine € s’inscrit ainsi de part ces propriétés dans la classe générale des toxines for-
mant des pores qui incluent notamment 1’aérolysine, la toxine « de Clostridium septicum, la
toxine ¢ du Bacillus Thuringiensis, la toxine a du staphylocoque et la toxine de I’anthrax. 23l
D’ailleurs, la stucture tridimensionelle de la toxine £ a été déterminée par diffraction des
rayons X et montre une stucture allongée (=10 nm x 2 nm x 2 nm) constituée principalement
de feuillets 3 et de nombreuses similitudes avec la structure de ’aérolysine. ! Dans la mesure
ou ces toxines s’insérent dans la membrane sans I’aide d’autres protéines ou de la machinerie
de translocation, leur changement de conformation lors de l'insertion a été proposé comme

un nouveau moyen d’étude des interactions entre protéines et membrane. 123!
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Généralités sur la compartimentalisation membranaire

La toxine € a de plus attiré ’attention par la localisation de son récepteur et de son activité

toxique dans des microdomaines lipidiques. 12!

Depuis les années 70 et les travaux de Singer et Nicholson, "% la bicouche lipidique de
la membrane cellulaire était vue comme une "mosaique fluide" dans laquelle les protéines
membranaires, réparties de maniére homogéne, peuvent se mouvoir librement (diffusion brow-

nienne). Récemment, d’autres modeles sont venus affiner cette représentation.

eRadeaux lipidiques

Les travaux de Simons, van Meer et Ikonen, notamment, ont permis de donner une vi-
sion plus subtile dans laquelle la bicouche lipidique est parsemée de microdomaines consti-
tués essentiellement de cholestérol et de sphingolipides agrégés. 427 Ces microdomaines ou
radeaux lipidiques ont été conceptualisés initialement comme une solution au probléme bio-
logique particulier de la délivrance spécifique de lipides a la face apicale et baso-latérale des
cellules endothéliales polarisées. 28 En effet, la membrane apicale est enrichie par rapport a
la membrane baso-latérale en glycosphingolipides qui s’ordonnent grace a des liaisons hydro-
géne sous la forme d’agrégats, cette forme autorisant le piégeage de quelques protéines dans
le domaine. Le concept de microdomaine est né de ces premiéres observations. De plus, des
protéines spécifiques ancrées dans la membrane via un glycosylphosphatidylinositole (GPI)
ont été retrouvées en abondance dans la face apicale des cellules épithéliales. La polarité
de localisation observée pour ces glycosphingolipides et ces protéines ancrées a alors amené
a penser que ces deux molécules membranaires transitaient par le méme microdomaine et
étaient adressées spécifiquement du complexe de Golgi a la face apicale de ces cellules. Enfin,
d’autres études ont montré que les sphingolipides et les protéines ancrées par le GPI sont in-
solubles dans un détergent, le triton X-100, & 4°C tout spécialement lorsque du cholestérol est
présent. Ceci est devenu la véritable définition opérationnelle des radeaux lipidiques & savoir
qu’ils sont insolubles dans le triton. Cette définition est en général complétée par le critére
suivant : le caractere résistant au détergent doit disparaitre lorsque le cholestérol est enlevé par
de la méthyl-3-cyclodextrine. On les qualifie ainsi de membranes résistantes aux détergents
(DRM, detergent resistant membrane). Toute protéine incluse dans la partie insoluble sera
donc considérée comme appartenant au radeau lipidique avant extraction par le détergent.

Ce concept a ensuite rapidement diffusé et a été utilisé notamment dans la régulation de la
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polarité cellulaire, du trafic de protéines et de la transduction des signaux. Ce concept est
cependant largement débattu et controversé en raison notamment de mesures incohérentes
de taille et de temps de vie des domaines.'?® Selon les études et la méthode de détection
utilisée, la taille des radeaux varie de quelques dizaines de nm a plusieurs centaines de nm.
Des domaines de 700 nm ont été trouvées et correspondent certainement a des agrégats de
radeaux par exemple dans des cavéoles. 2"l Nous montrons un schéma explicatif, extrait de la
référencel'?” du role des radeaux lipidiques dans la création des cavéoles, du bourgeonnement

de certains virus et de la réponse immunitaire.
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de signalisation. Schéma extrait de la réfé-
rence[127],

eModeéles basés sur 'effet du squelette membranaire d’actine

Pour expliquer la compartimentalisation de certaines protéines ou lipides membranaires,

une autre approche a été utilisée.'?” Elle se base essentiellement sur le fait que la mem-
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brane cellulaire interagit avec le cytosquelette. Deux modéles ont été proposés par 1'équipe
de Kusumi."% Dans le cadre du modéle des "haies" ("membrane-skeleton fence model"),
la partie cytoplasmique des protéines transmembranaires peut rencontrer (ou percuter) le
squelette d’actine situé sous la membrane ce qui induit un confinement transitoire de ces
protéines. De plus, ces protéines peuvent s’échapper de ces domaines ("hopping") lors de
fluctuations thermiques de la structure du squelette d’actine ou lors du processus de po-
lymérisation/dépolymérisation de lactine. Il est important de souligner que ce modéle ne
s’applique qu’aux protéines transmembranaires.['3 En revanche, le second modéle dit des
"piquets" ("Anchored-Transmembrane Protein pickets") s’applique a toutes les molécules
membranaires. Cette fois ce sont les protéines transmembranaires, ancrées et alignées le long
du squelette membranaire (les haies précédentes), qui agissent comme des piquets créant par
effet stérique et par effet de friction un confinement transitoire des molécules situées a 'inté-
rieur d’une zone définie par ses piquets. Un schéma de ces deux modéles est proposé ci dessous

et est issu de la référence 30,

Membrane-Skeleton Anchored-Transmembrane

"Fence" Model "Picket" Model FIG. 7.2 — Modéles des "haies"
@ Transmembrane protein | Phospholipid ,, MSK-anchored proteins ot des "piquets" permettant de
\ \_ a - fi_/ rendre compte de la compar-
\. < . timentalisation des protéines
\\ / transmembranaires (gauche) et
A ls A’/ des molécules membranaires
) o et VA S v (droite). Schéma extrait de la

Membrane skeleton (MSK) . référence 1301,

Ces modéles, radeau lipidique et haies/piquets, ont été souvent opposés mais il semble
~ ’ 7.1 d, . d ’ . d . 1. . 1, . [131] E
a présent qu’ils décrivent des mécanismes de compartimentalisation complémentaires. n
tout cas, ces modeéles permettent d’apporter un regard nouveau sur le ralentissement allant de
5 & 50 des mouvements de molécules membranaires obtenues dans des membranes naturelles
par rapport a celles artificielles et qui a d’ailleurs été a l'origine de ces recherches sur la
compartimentalisation. En effet, quel que soit le modéle considéré, les protéines membranaires
ne sont pas dans un milieu homogéne comme dans le cas des membranes artificielles ce qui

induit une diminution de leur constante de diffusion.
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Reconnaissance et oligomérisation de la toxine ¢ dans des DRMs

Dans le cas de la toxine ¢, équipe de Miyata!'®! a montré que son activité se déroulait
essentiellement dans des DRMs de MDCK et de synaptosomes de rats.

Pour ce faire, ils ont utilisé les deux méthodes mentionnées précédemment : I’extraction
de la membrane cellulaire par le triton X-100 & 4°C et le retrait du cholestérol par la méthyl-
(B-cyclodextrine. Ils ont pu démontrer tout d’abord que la reconnaissance de la toxine € ou
de la proto-toxine e se faisait uniquement dans les DRMs. Ceci conduit & penser que le
récepteur toujours non identifié a I’heure actuelle est localisé dans un DRM. Ensuite, ils ont
montré que ’heptameére de toxine € se retrouve uniquement dans les DRMs. Ils ont d’ailleurs
confirmé cette analyse en marquant les DRM grace a un marquage de la cavéoline-1 et en
observant que I'heptameére et la cavéoline se retrouvait dans la méme phase insoluble (DRM).
Enfin, il a été observé que l’ensemble du processus d’oligomérisation se déroulait dans les
DRMs en observant notamment l'effet au cours du temps du traitement avec la méthyl-(-
cyclodextrine sur I’héptamérisation. Ces résultats aménent donc a une représentation claire de
I’activité toxique de la toxine ¢ : la reconnaissance, I’oligomérisation et la formation du pore
déclenchant la mort cellulaire se déroule dans des DRMs. Les auteurs émettent ’hypothése
que tout le processus se déroule dans un unique DRM et qu’en fin de compte la toxine ¢
utilise la stratégie la plus simple dans laquelle le microdomaine joue le role de concentrateur
de Peffet toxique.'®! Un des buts de notre étude & 1’aide de NPs uniques portera justement

sur 'unicité de ce DRM.

7.1.2 Technique du suivi de NPs uniques

Nous abordons a présent une bréve introduction a la technique de suivi en NPs uniques

(SPT).

Principe et avantage du SPT

Les premiers travaux portant sur le suivi de biomolécules individuelles & 'aide d’un mar-
queur fluorescent datent du début des années 80 et ont été réalisés par Barak et Webb.[132
D’autres méthodes de détection ont été proposées depuis avec notamment 'utilisation de la
"nanovid microscopy" sur des NPs d’or. Cette technique se base sur la diffraction Rayleigh de

la lumiére sur des NPs d’or. Ces NPs d’une taille, d, allant de 40 nm & 100 nm sont accrochées
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a la biomolécule d’intérét et le signal diffracté et donc le mouvement de la biomolécule sont
enregistrés a l'aide d'une caméra. Le signal diffracté étant proportionnel & d°, des NPs d’une
taille de quelques dizaines de nm permettent une cadence d’acquisition des images élevée qui
est de facon routiniére celle d’une vidéo standard (30 images/s).['*3l A 'aide d'un prototype
de caméra CMOS, I'équipe de Kusumi a obtenu des cadences allant jusqu’a 40000 images par
seconde. [130)

Les principaux concepts de SPT, utilisés par la suite pour d’autres marqueurs tels que les
Quantum Dots ou nos NPs de YVOy :Eu, ont été proposés dans le cadre des NPs d’or.

La technique de SPT permet une visualisation directe et précise de la trajectoire de chaque
biomolécule. Contrairement aux autres techniques, FCS et FRAP que 'on présentera par
la suite, elle permet de s’affranchir complétement des effets de moyenne et de mesurer les
hétérogénéités de mouvement entre les différentes biomolécules et celles temporelles pour
chaque biomolécule. Elle permet par ailleurs de connaitre la position de chaque NP avec une
précision bien inférieure a la limite par diffraction. En effet, pour un objet dont la taille
est inférieure a la longueur d’onde, son image obtenue par un microscope sera une figure
d’Airy dont la largeur est déterminée par la longueur d’onde d’observation (typiquement de
quelques centaines de nanomeétres). Deux objets dont les positions sont distantes d’une valeur
inférieure a cette largeur ne pourront pas étre résolus (critére de Rayleigh). En revanche
lorsque les objets, en 'occurrence des NPs, sont bien séparés les uns des autres chaque spot de
diffraction peut étre ajusté par une fonction d’Airy pour déterminer sa position ce qui permet
une localisation bien plus précise que ce qu’autorise normalement le critére de Rayleigh. La
précision du pointé va dépendre du nombre de photons émis ou diffractés par la NP et est
typiquement proche d’une dizaine de nm. L’approche SPT permet donc d’avoir une résolution

spatiale extrémement précise. 1%

Types de mouvement révélés par SPT

Cette technique permet aussi de classer les trajectoires des biomolécules marquées selon
la nature de la diffusion. L’équipe de Kusumi a proposé en 1993 d’utiliser le déplacement
quadratique moyen (MSD, mean square displacement) calculé pour chaque trajectoire de
NPs individuelles afin de distinguer les mouvements de type purement brownien, dirigé et
confiné. 134 D’autres techniques de séparation des trajectoires existent et sont résumées dans

la revue proposé par Saxton. [133]
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La définition du MSD pour un mouvement en deux dimensions (x,y) est donnée par :

MSD(At,) = MSD(nét) = MSD,(ndt) + MSD,(ndt) (7.1)
= ﬁ Z (2(j6t + ndt) — z(jot))? + (y(jot + ndt) — y(56t))37.2)

ou ot représente l'intervalle de temps entre chaque image et N le nombre total d’images.
A chaque type de mouvement est associé une forme particuliere du MSD exprimé en
fonction du temps écoulé At,,. Nous avons extrait de l'article de Kusumi la figure suivante

montrant la forme du MSD pour les mouvements browniens (a), dirigé (b) et confiné (c).

Fi1G. 7.3 — Forme du MSD en
d fonction de At d'une NP pour un
mouvement dans une dimension
h de type brownien (a), dirigé (b)
ou confiné (c). Figure extraite de
la référence 134,

c{,l; Maan Square
1
I
[

Pour un mouvement purement brownien, le MSD dépend linéairement du temps et vaut
4D A%, avec D le coefficient de diffusion.

Pour un mouvement dirigé, le MSD vaut : 4DAt+v?(At)? ou v représente une vitesse
constante de dérive associée au processus dirigé.

Enfin, pour un mouvement confiné, le MSD vaut : <r2>(1 - Ajexp(-4A,Dt/<1?>)) ou
r. est la taille du microdomaine et A; et A, dépendent de la géométrie du domaine.!'33! 11
est important de souligner que cette formulation du MSD résulte d’hypothéses sur la nature
du confinement notamment la présence d’une barriére d’énergie infinie et n’est qu'une ap-
proximation de la formulation sous la forme de série d’exponentielles donnée par Kusumi et
Saxton. 4 Nous utiliserons dans la suite une autre formulation du MSD pour I’étude de la

toxine €.
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Types de marqueur utilisé en SPT

La technique de SPT a initialement utilisé des NPs d’or et des billes de latex fluorescentes
comme marqueurs. Les principaux avantages résident dans la résolution temporelle et spatiale
qu’ils permettent d’obtenir ainsi que dans ’absence de photoblanchiment. Le principal désa-
vantage de ces marqueurs est leur taille (40 & 100 nm) ce qui peut influencer la dynamique

de la biomolécule d’intérét spécialement dans des milieux confinés.

Des fluorophores organiques ou des protéines fluorescentes ont également été utilisées. Ces
deux types de marqueurs ont une taille réduite (qq nm). Les protéines fluorescentes permettent
de plus d’obtenir une stoechimoétrie 1 :1 entre le marqueur et la protéine ciblée. Cependant,

leur photoblanchiment rapide (qq s) ne permet pas d’enregistrer des trajectoires longues.

En 2002, 'utilisation de QDs pour le suivi des récepteurs de glycine a élargi les possi-
bilités de cette technique.™! Le bon rapport signal a bruit des QDs a permis d’obtenir une
résolution temporelle de 75 ms et une résolution spatiale de 8 nm ce qui est assez proche de
celles obtenue en "nanovid microscopy" classique. Le rayon hydrodynamique plus faible des
QDs (20-25 nm) ainsi que la possibilité d’utiliser des QDs émettant & des longueurs d’onde
d’émission différentes afin de suivre plusieurs biomolécules en méme temps sont leurs princi-
paux avantages. En revanche, le clignotement de leur émission est une difficulté importante

pour reconstituer des trajectoires longues.

Plus récemment, une nouvelle technique de détection de NPs uniques a été proposée par
'équipe de B. Lounis.[3® Cette technique est basée sur 'augmentation de température in-
duite par 'absorption laser de NPs d’or a la résonance plasma et provoquant une modification
locale de I'indice de réfraction du milieu. Cette modification est ensuite détectée par contraste
d’interférence a ’aide d’un second laser. Cette méthode photo-thermique a permis de détecter
récemment des NPs d’or de 5 nm et de suivre les récepteurs AMPA marqués par ces NPs dans
des cellules vivantes.['*6] Cependant, deux limitations de cette technique sont & considérer.
Pour générer la modification d’indice de réfraction, des intensités trés importantes sont né-
cessaires, de l'ordre de 400 kW.cm™2 ce qui est deux ordres de grandeur supérieure & ce qui
est classiquement utilisé en microscopie de fluorescence. Selon le type cellulaire étudié, ces
intensités peuvent étre néfastes. De plus, la détection ne se fait pas avec une illumination en
plein champ mais avec une forte focalisation ce qui limite soit la résolution temporelle soit le

nombre de NPs pouvant étre observées simultanément. Ce groupe a cependant proposé une
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méthode de triangulation pour la prédiction de la position des NPs permettant d’aboutir a

une résolution temporelle de 33 ms pour le suivi d’'une NP unique. '3

Autres techniques pour l'investigation de la dynamique des membranes

Deux autres techniques sont aussi utilisées pour révéler le comportement dynamique de
molécules membranaires.

La premiére est connu sous I'acronyme de FRAP (Fluorescence recovery after photoblea-
ching). Elle utilise le fait que les marqueurs fluorescents perdent leur capacité d’émettre des
photons aprés une répétition trop importante des cycles d’excitation et d’émission. Un flash
laser intense et localisé permet alors de photoblanchir rapidement les fluorophores marquant
la biomolécule d’intérét. Le mouvement diffusif des biomolécules situés initialement dans des
zones non-photoblanchies permet alors de repeupler la zone photoblanchie en espéces fluores-
centes. La dynamique de ce repeuplement, suivie a faible intensité laser, permet de déterminer
les constantes de diffusion ainsi que la fraction mobile de ces fluorophores. Cette technique bien
que simple a mettre en oeuvre souffre cependant de plusieurs limitations liées principalement
a des artefacts de mesure et a une faible résolution spatiale. [131:137]

La deuxiéme technique est connue elle aussi par son acronyme FCS (Fluorescence corre-
lation spectroscopy). Cette technique est basée sur les fluctuations d’intensité de fluorescence
associées au passage de biomolécules marquées dans un volume d’observation limité par dif-
fraction. ['*!] Chaque bouffée de photons sera liée au passage de chaque biomolécule marquée.
La fonction d’autocorrélation de ce signal de fluorescence permet alors de calculer le temps
moyen de diffusion nécessaire pour qu’une molécule passe & travers le volume d’observation.
Dans sa forme standard, elle n’est que peu sensible aux molécules diffusant lentement et pos-
séde une résolution spatiale faible par rapport a la SPT. Ces trois techniques (SPT, FRAP,
FCS) sont comparées et commentées plus en détail dans un article récent proposé par Marquet

et al.[131

7.2 Suivi de la dynamique membranaire de la toxine ¢

Nous exposons dans cette section les premiers résultats obtenus récemment concernant le

suivi des NPs uniques couplées aux toxines e.
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7.2.1 Couplage des NPs aux toxines ¢

La méthode de couplage a été présentée au chapitre 5. Nous résumons dans la suite les
principales caractéristiques de ce couplage. Nous avons réalisé plusieurs couplages dont deux
nous ont servi pour les expériences de microscopie.

Le couplage est réalisé a partir de la réaction entre les fonctions esters activées du cross-
linker (BS?) préalablement accroché aux NPs et les fonctions amines de la toxine €. Le premier
couplage s’est déroulé pendant 4 heures a température ambiante dans une solution contenant
0.65 uM de NPs et 56 uM de toxine. Aprés plusieurs centrifugations qui servent a séparer les
NPs couplées des toxines libres, le culot est redispersé dans du tampon phosphate, 1’essentiel
de la solution de NPs couplées est alors conservé a -80°C. Une partie de cette solution est
analysée par le test BCA afin de déterminer la concentration en toxines couplées aux NPs.
Nous avons trouvé que 46 % de la concentration en toxines initiale est couplée aux NPs. Ceci
implique que chaque NP est couplée en moyenne & 40 toxines. Le second couplage utilisé met
en jeu initialement une solution contenant 0.35 M de NPs et 5.3 uM de toxine. Pour cette
réaction, nous avons obtenu 100% de couplage et 15 toxines par NP. Dans ce second couplage,
nous avons rajouté du PEG 27 dans le mélange réactionnel (cf. chap. 5).

Ces deux couplages aboutissent & un nombre élevé de toxines par NP. Nous souhaitons pré-
ciser qu’il résulte essentiellement d’une erreur commise au départ sur la concentration initiale
en toxine. D’autres couplages seront réalisés prochainement afin d’obtenir une stoechiométrie
NP-toxine proche de 1 :1. Notons cependant que nous avons montré dans le chapitre 527 que
le nombre moyen de protéines par NP ne correspond pas réellement au pic de la distribution
du nombre de protéines par NP. Ainsi, il est probable quun grand nombre de NPs soient
couplées & un nombre de toxines plus faible que les nombres avancés précédemment (40 et

15).

7.2.2 Préparation des cellules MDCK

Les cellules sont cultivées dans du milieu de culture DMEM (Gibco) complété avec 10%
de sérum de veau foetal (SVF) et un antibiotique et un antimycotique (milieu complet) et
repiquée tous les 4 jours & une concentration de 1x10° cellules par ml dans des boites de
culture de surface 25 cm?. Un a deux jours avant I'expérience de microscopie les cellules sont

trypsinées puis déposées sur des lamelles en verre dans le milieu complet et placées dans une
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étuve a 37°.

Afin d’éviter une oligomérisation des toxines non-controlée, nous utilisons le résultat de
I'équipe de M. Popoff portant sur l'inactivation de 1’oligomérisation & basse température. 120,
Le jour de l'expérience et aprés avoir remplacé le milieu de culture par du milieu HBSS
(Gibco), nous mettons les lamelles avec les cellules dans le support de microscopie a 4°C
pendant 10 min. Ensuite, nous rajoutons dans le support les toxines marquées. Cette solution
est constitué en outre de milien HBSS préalablement refroidi a 4°C et de 0.1% de SVF
afin d’éviter les interactions non-spécifiques. La concentration en NPs dans le support est
typiquement de 'ordre de 50 nM. Pour les expériences de microscopie nous avons sélectionné
par des centrifugations les tailles de NPs autour de 30 nm. Au bout de 30 min, nous ringons
plusieurs fois avec du milieu HBSS les toxines qui ne se sont pas accrochées aux membranes des
cellules. Le support est ensuite placé sur la platine chauffante du microscope. Les expériences

de suivi sont ensuite conduites soit & température ambiante soit a 37°C(£ 0.1).

7.2.3 Dispositif expérimental et précision de la localisation

Le dispositif optique expérimental est celui présenté au chapitre 1. Nous avons toutefois
enlevé 'afocale devant la CCD afin de réduire 1’étalement des photons émis par les NPs sur
les pixels de la CCD. L’objectif utilisé est un objectif Zeiss 63X avec une ouverture numérique
de 1.4. Chaque pixel correspond a une taille réelle au niveau de la lamelle de 317 nm. La
caméra CCD utilisée a un temps de lecture assez important : 170 ms pour une zone observée
de 200 par 200 pixels, 70 ms pour 100 par 100, 30 ms pour 50 par 50 et 13 ms pour 20 par
20 pixels. La résolution temporelle de notre suivi est la somme du temps d’acquisition (50 ms
ou 100 ms) et du temps de lecture. Cette résolution va donc étre considérablement dégradée
par le temps de lecture de la caméra.

Le groupe de W.Webb a proposé une formule permettant de calculer la précision de la
localisation d’un objet fluorescent de taille bien inférieure & la limite par diffraction (spot). 38l
La variance de l'erreur commise sur la localisation, <(AR)%>, dépend de l'ecart-type de la
PSF, s, de la taille du pixel, a, du nombre de photon provenant du signal de fond, b, et enfin
du nombre total de photons, N, associé & chaque spot de diffraction. La variance de cette
erreur s’ecrit alors comme :

s? a?/12  8mst?

< (AR)? >= A Ay (7.3)




196 Suivi de toxines ¢ individuelles en nanoparticules de YVO4:Eu

Pour 50 ms de temps d’exposition, le nombre moyen de photons détectés ainsi que le paramétre
s ont été déterminés sur un ensemble de NPs individuelles triées en taille (=~ 25-30 nm) et
valent respectivement 400+£300 photons et 300 nm. Le niveau de signal de fond au niveau de
la membrane des cellules MDCK déposées sur des lamelles en verre est compris entre 10 et
20. Enfin, le parameétre a vaut 317 nm. Ceci conduit a une résolution spatiale comprise selon

le niveau de bruit entre 40 et 75 nm pour 400 photons détectés.

7.2.4 Reésultats expérimentaux

Nous abordons d’abord la spécificité de ’accrochage des toxines marquées par les NPs sur
la membrane des MDCK. Ensuite, nous montrerons que les toxines marquées conservent leur
activité toxique. Enfin, nous étudierons le mouvement des toxines marquées et déterminerons

la nature de ce mouvement ainsi que ses principales caractéristiques.

Interaction spécifique entre les toxines marquées et la membrane extracellulaire

des MDCK

Nous avons tout d’abord vérifié que 'accrochage des toxines marquées sur la membrane
était spécifique. Pour ce faire, les toxines (40 toxines par NP) ont été incubées pendant une
demi-heure avec I'anticorps de la toxine € bloquant la fixation a son récepteur avant d’étre
rajoutées aux cellules MDCK confluentes et placées a 4°C. Dans les mémes conditions, des
toxines marquées sans anticorps sont introduites dans un autre support et les résultats sont
comparés en termes de nombre de NPs accrochées a la membrane des MDCK.

Nous montrons dans la figure suivante : deux images avec (droite) et sans traitement des
toxines avec Ianticorps (gauche).

Une quinzaine de champ de vue a été imagée pour chaque condition. Chaque champ
correspond & un nombre de cellules compris entre 2 et 3. Nous n’avons pas observé de NP
accrochées a la membrane dans le cas de la préincubation avec l'anticorps. En revanche,
lorsque les toxines marquées n’ont pas été inactivées par ’anticorps nous obtenons en moyenne
une vingtaine de NPs accrochées par région. Ceci indique que ’accrochage des toxines & la
membrane est spécifique. De plus, cela montre que dans le cas de ce couplage (40 toxines par
NP) les interactions non-spécifiques entre notamment la surface de la NP et la membrane des

MDCK sont faibles.
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F1G. 7.4 — Accrochage spécifique des toxines marquées par les NPs de YVO4:Eu. En haut : image en lumiére
blanche (gauche) et image en fluorescence (droite) de la méme région pour des toxines incubées avec I’anticorps
spécifique de la toxine €. En bas : idem mais sans incubation avec 'anticorps. Excitation : 466 nm, détection :
617 nm, L;,.=3-5 kW.cm ™2, Tezp=50 ms, Ticcture=70 ms, T=21°C. Echelle 6 pm.

Conservation de ’activité de la toxine aprés couplage avec les NPs

Des tests de toxicité de la toxine marquée ont été réalisés a l'institut pasteur par ’équipe

(1201 Des tests de cytotoxicité ont

de M. Popoff. Le protocole est expliqué dans la référence
été effectuées sur les toxines marquées selon le premier couplage (40 toxines par NP) ainsi
que sur des NPs-BS? (sans toxine). Nous avons trouvé pour ce couplage : une concentration
en NPs de 0.65 uM et une concentration en toxines couplées de 25.9 uM. La dose minimale
toxique de la toxine ¢ libre est de 0.024 pg.mL~! (0.75 nM) alors qu’elle est de 1.4 pg.mL™!
(43 nM) pour la toxine marquée. Aprés marquage, la toxine ne conserve donc que 1.7% de son
activité si on considére que chaque toxine couplée peut participer a 'activité toxique. Nous
estimons cependant qu’il est plus pertinent de prendre en compte la concentration en NPs
plutét que celle en toxines dans la mesure o, une fois que 'une des toxines couplées sur une
NP interagit avec son récepteur, la grande majorité des autres toxines couplées a cette méme

NP ne peut plus interagir. Il est cependant possible que deux toxines couplées & une méme

NP soient suffisamment proches 'une de 'autre et suffisamment bien orientées pour interagir
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avec deux récepteurs différents. En tenant compte de ces considérations, nous estimons que
la toxine marquée conserve entre 70% et 35% de son activité par rapport a la toxine libre.
Nous avions précisé que son activité toxique implique la formation d’un heptameére. Compte
tenu de la taille des NPs utilisée dans les tests de cytotoxicité (autour de 18 nm), il semble
difficile que 7 toxines appartenant a 7 NPs différentes puissent former cet heptamére. La
premiére explication pourrait provenir du fait qu’essentiellement ce sont les toxines couplées
aux NPs de petite taille (10-15 nm) qui sont impliquées dans le processus d’oligomérisation.
La seconde explication pourrait étre que plusieurs toxines couplées & une méme NP parti-
cipent a ce processus. Ceci pose une sérieuse difficulté quant a l'interprétation des résultats
notamment en termes de coefficient de diffusion de la toxine couplée & son récepteur. Pour
les prochaines études, nous nous attacherons a obtenir une stoechiométrie 1 :1 et & comparer
aussi la dynamique membranaire de la toxine € & sa forme non-toxique (proto-toxine). Les
tests de cytotoxicité effectués sur les NPs sans toxines ont montré que ces NPs n’avait aucune
activité toxique détectable sur les cellules MDCK jusqu’a une concentration en NPs de 0.65

M.

Mouvement confiné des toxines marquées

Nous voulons savoir & présent quelle est la nature du mouvement de la toxine marquée
et fixée a son récepteur. Nous noterons par la suite le complexe formé par la toxine et son
récepteur par R-T e. Nous avons tout d’abord étudié le mouvement du complexe avec une
résolution temporelle de 270 ms (T¢.,=100 ms, Tjecrure=170 ms). La figure suivante montre
I'image de fluorescence des NPs marquant les R-T ¢ ainsi que 4 exemples de trajectoire de

NPs dans le plan de la membrane (A, B, C, D).

Les trajectoires montrent un caractére confiné avec une taille de domaine de approximati-
vement 400 nm. Sur les quarante trajectoires étudiées, on observe ce méme comportement au
moins pendant 20 s. Nous observons aussi sur quelques trajectoires un comportement différent

marqué par I'apparition de plusieurs sous-régions dans la trajectoire (cf. trajectoire C).

Pour quantifier ce mouvement, nous utilisons le déplacement quadratique moyen (MSD,
mean square displacement). Nous étudierons a ’aide de ce MSD des expériences plus récentes

effectuées a 37°C et avec une résolution temporelle de 80 ms.
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Détermination des paramétres du confinement

e MSD d’un mouvement confiné

Pour chacun des déplacements (x(t),y(t)) des NPs individuelles, les MSD <x?>(t) et
<y?>(t) sont calculés a partir de I'équation 7.2. Nous ajustons ensuite ce MSD expérimentale
par le MSD théorique pour un mouvement confiné.

Nous utilisons principalement le modéle proposé par Kusumi en 1993 pour décrire le MSD
d’une particule diffusant librement dans un domaine bidimensionnel confiné par 4 barrieres
de potentiel infini.** Ce MSD est exprimé sous la forme d’une somme d’une constante
reliée & la distance séparant deux barriéres dans une direction (L, L,) et d’une série infinie
d’exponentielles. Nous ne conservons que les deux premiers termes de la série ce qui s’avére

largement suffisant pour décrire le mouvement des NPs. Les deux MSD (<x?>(t), <y?>(t))
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s’expriment alors comme suit 134
L?  16L2 1, 7o 1 3mo
2 _ T x xr\2 TN\2
<z’>(t) = - (exp(i( I )°t) +exp(§( I )°t)) (7.4)
L? 16L? 1 7o 1 3mo
2 y y Y2 Y2
<y >(t)=—— —(—=)7t — t 7.5
> () = 5 = el + explG (L), (75)

avec ag =2D, et U§:2Dy ou D, et D, représentent les coefficients de diffusion selon les deux
directions x et y( 4D=2D, +2D,).

Afin de s’affranchir de tout mauvais ajustement des courbes de MSD ou de la nature du
mouvement (brownien, confiné, dirigé), il a été proposé pour la détermination du coefficient
de diffusion (D) dans le domaine d’ajuster les premiers points expérimentaux par une droite.
Dans ce cas, la pente de la droite équivaut a 4D. Il n’y a cependant pas de consensus sur quels
points utiliser. Le groupe de Kusumi utilise le deuxiéme, troisiéme et quatriéme point des
courbes de MSD.[3 D’autres groupes préférent le premier, deuxiéme et troisiéme point. 3%
Nous choisissons d’utiliser ce dernier ensemble de points.

Enfin, chaque mesure de position est associée a une certaine incertitude ((AR)) dont I'im-
portance dépend du nombre de photons détecté pour chaque NP. Cette incertitude implique
que chaque courbe de MSD expérimentale est en fait la somme d’une valeur constante et d’une
courbe hypothétique de MSD obtenue dans des conditions ot I'incertitude sur la mesure de
la position des NPs est nulle. Ainsi, I'ajustement linéaire des premiers points ne conduit pas
a une droite d’ordonnée a l’origine nulle. Cette ordonnée non-nulle manifeste donc I'incerti-
tude sur la mesure de la position. %10 et est égale a 4((AR))?. Ainsi, pour tenir compte de
cet effet, nous soustrairons & chaque courbe de MSD cette valeur constante obtenue grace a
I’ajustement linéaire sur les premiers points. Ceci permet d’estimer avec plus de précision la
valeur de la taille du domaine (Cf. éq. 7.4).

e Caractéristiques des microdomaines

Nous appliquons ce traitement & nos données expérimentales. Une résolution temporelle
de 80 ms a été choisie (Teyp=50 ms, Ticcture=30 ms). Le second couplage (15 toxines par
NP) a été utilisé afin de limiter les interactions entre les différentes toxines accrochées aux
NPs et la membrane. De plus la température est portée 37°C. Ceci a cependant causé une
dérive de la platine de translation et limité notre temps d’observation a 20 s. Nous montrons
dans la figure suivante deux exemples de MSD pour chaque direction x et y ainsi que les

ajustements correspondants (éq. 7.4-5). Comme nous nous y attendions, ces courbes de MSD
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sont saturées ce qui implique que nous avons bien & faire & un mouvement confiné. L’accord
avec l'ajustement est relativement bon ce qui permet de déduire la taille des domaines. En
ajustant par une droite les trois premiers points, le coefficient de diffusion du complexe R-T ¢

est déterminé. En étudiant le mouvement des NPs sur 15 cellules MDCK, 37 trajectoires ont
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FI1G. 7.6 — Exemples de MSD de NPs couplées au complexe R-T e. Excitation : 466 nm, détection : 617 nm,
Line=3-5 kW.cm ™2, T¢;p=50 ms, Tiecture=30 ms, 500 images, Temp=37°C.

été obtenues dont 8 ne pouvant pas étre ajustées par les équations 7.4-5. Pour ces 8 trajectoires,
le mouvement ressemble & un mouvement confiné puis dirigé. Il est cependant probable que
cet effet soit un artefact dit & une dérive de la platine du microscope et/ou & un mouvement
de la cellule. Sur les trajectoires restantes, nous avons appliqué le traitement mentionné plus
haut. Les résultats en termes de coefficient de diffusion et de taille des domaines sont indiqués
dans le tableau suivant :

| Dy (pm?s™!) | Ly (nm) | Dy (wm?s™) | Ly, (nm) | D (um?s™!) | L (nm)
Résultats | 0.083+0.047 | 763+ 342 | 0.099 & 0.05 | 8354 282 | 0.091 + 0.047 | 799+311

FIG. 7.7 — Tableau récapitulant les coefficients de diffusion et la taille des domaines obtenus & partir
des résultats des ajustements des courbes de MSD (N=29 NPs). Le taille du domaine L a été calculée par
L=(L,L,)"/2.
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Le coefficient de diffusion D déterminé dans cette étude est proche de ceux trouvés dans
la littérature pour des récepteurs membranaires présentant un mouvement confiné dans des
microdomaines. Par exemple, ’équipe de Kusumi a déterminé un coefficient de diffusion de =~
0.1 wm?s~! pour les récepteurs de I’ap-macroglobuline et de la transférine. >l Un coefficient
de diffusion de 0.11 pm?s~" a été trouvé pour le mouvement des récepteurs des p-opiodes. 41

La taille des microdomaines révélée par notre étude se situe plutdét parmi les valeurs
importantes des tailles de microdomaines trouvées dans la littérature. %133 Cependant, la
détermination de ces tailles peut dépendre de la résolution temporelle du dispositif expéri-
mental.'?% L’équipe de Kusumi et Jacobson a notamment montré qu’a I'interieur de chaque
trajectoire en apparence confinée pouvaient exister des sous-microdomaines induisant un confi-
nement transitoire du mouvement des récepteurs.'3*! Nous avons observé de maniére claire
sur certaines trajectoires des sauts de la position des NPs (Cf. Fig. 7.5 C). Ainsi, la taille
des microdomaines est peut-étre surestimée pour certaines trajectoires. Nos données ne nous
permettent pas pour 'instant de déterminer plus précisément ces tailles ainsi que les temps de
résidence dans chaque microdomaine. L’équipe de Jacobson a proposé d’utiliser la probabilité
qu’une particule brownienne reste confinée dans une domaine pendant un temps donné pour
déterminer si la trajectoire observée est bien liée a un confinement plutot qu’a mouvement
purement brownnien.Cette méthode pourra étre fort utile dans les expériences & venir. 139142

Nous avons observé dans cette étude que le mouvement des toxines marquées et fixées a
leur récepteur était confiné ce qui est une confirmation des résultats biochimiques obtenus
par I'équipe de Miyata.['??! Cette étude a démontré que l'activité de la toxine se déroulait
dans des DRMs. En revanche, il n’est pas évident que le confinement que nous observons
est du uniquement a l'incorporation des récepteurs de toxine € dans des radeaux lipidiques.
Il pourrait tout aussi bien étre provoqué par la présence du cytosquelette d’actine. De plus,
contrairement & ce qu’affirmait cette équipe, il semble probable que toute I'activité de cette
toxine ne se déroule pas dans un DRM unique dans la mesure ot sur plusieurs trajectoires

nous observons un saut d’'un microdomaine & un autre.

Oligomérisation

Nous avons obtenu quelques séquences d’images montrant une possible oligomérisation
entre toxines €. Nous montrons dans le suite 'exemple du suivi de trois toxines marquées

présentant une coalescence des taches d’émission associées (spot) ainsi qu'une nette diminution
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du coefficient de diffusion des toxines au cours de ’enregistrement.

Cette expérience a été réalisée en ajoutant simplement une solution de toxines marquées
sur des cellules MDCK maintenues a température ambiante, 7. e. sans passer par 1’étape a
4°C. La figure suivante montre 6 images prises a différents instants et extraites d’'une séquence
d’images de 6 min. L’image A correspond a une région de la membrane d’une cellule MDCK
présentant une toxine marquée (T1) et prise 5 min apreés l'injection de toxines dans la solution
de HBSS dans laquelle se trouvent les cellules accrochées a la lamelle. Cette toxine est animée
d’un mouvement confiné. Ensuite, une autre toxine (T2), initialement en solution, se fixe a
la membrane (image B) et présente elle aussi un mouvement confiné. Les deux toxines se
meuvent a priori dans des microdomaines distincts (distance initiale entre les deux toxines
~ 2um). Sur la séquence d’images, on observe clairement que sur certaines images les spots
associés a ces deux toxines fusionnent pour ne former plus qu’'une tache unique. Ceci indique
que les toxines sont a une distance maximale d’environ 300 nm et certainement dans le méme
microdomaine puisque la taille des microdomaines a été évaluée a environ 800 nm. A la fin
d’une série d’éloignement-rapprochement (image C), les deux taches (T1-T2) finissent par ne
plus se séparer (image D). Ensuite, une autre toxine (T3) initialement en solution s’accroche
a la membrane (I'image E montre 'arrivée de la toxine dont le spot associé est initialement
défocalisé) a une distance d’environ 3-4 pixels (~ 1pum) des deux premiéres toxines. La encore,
on observe un mouvement confiné des deux taches et une série d’éloignement-rapprochement

qui aboutit enfin & une seule tache de diffraction(image E).

Afin de représenter plus clairement ces phases d’éloignement-rapprochement, nous avons
choisi d’étudier la PL d’une des taches de diffraction. Nous avons ajusté les deux taches de
diffraction associées a T'1 et T2 puis T1-T2 et T3 par une fonction bidimensionelle gaussienne.
Quand les deux toxines marquées sont trop proches, 'ajustement ne se fait plus correctement
(incertitude sur les parameétres d’ajustement forte). Le programme d’ajustement bascule alors
vers I’emploi d’une seule fonction bidimensionelle gaussienne. Ainsi, & chaque fois que deux
taches sont trop proches (= 1.8 pixels pic a pic), nous prenons en compte le nombre de photons
émis par les deux (dans le cas T1 et T2) et trois (dans le cas T1-T2 et T3) toxines marquées
ce qui induit une nette augmentation du signal de PL associé. Nous montrons dans la figure

suivante ’évolution temporelle de la PL détectée pour T1 (gauche) puis T1-T2 (droite).

Cette méthode rudimentaire permet de faire le lien entre distance entre taches de diffrac-

tion et nombre de photons émis par une des deux taches. Cependant, le photoblanchiment,
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F1G. 7.8 — Dynamique de trois toxines marquées arrivant successivement dans une méme région de la
membrane des cellules MDCK. Formation possible d’un trimére de toxines marquées. A a été prise sur la
séquence d’images 30 s aprés le début de I'acquisition, B aprés 34 s, C aprés 37 s, D aprés 69 s, E aprés 138 s
et F apres 158 s. L;;,.=7 kW.cm ™2, Terp=50 ms, Tiecture=70 ms, T=21°C.

notamment, rend difficile une interprétation plus poussée des courbes de la Fig. 7.9 (cf. de 145
a 160s). Elle permet cependant d’observer qu’avant de se rapprocher définitivement (image
D) les deux taches se rencontrent souvent. Ces différents résultats constituent une premiére

indication d’une oligomérisation entre les trois toxines.

Pour confirmer ce point, nous nous intéressons a 1’évolution du coefficient de diffusion
des toxines. L’équipe de Kusumi a en effet proposé que du fait de la présence des "haies" et
"piquets", la formation d’un oligomére induisait une diminution du coefficient de diffusion de
la molécule oligomérique par rapport a sa forme monomérique. ['*! Par la méthode de la pente
initiale des courbes de MSD, nous avons ainsi déterminé le coefficient de diffusion D sur trois
tranches de temps (0-27 s, 77-102 s, 336-384 s) correspondant a la toxine T1 seule, au couple
formé par T1 et T2 et au trio formé par T1, T2 et T3. On observe une baisse significative du
coefficient de diffusion valant initialement 0.010 pm?2s~!, puis 0.0055 pm?2s~—! et enfin 0.003
pm?2s~! (incertitude sur la mesure négligeable). Notons que cette expérience a été conduite a
température ambiante ce qui peut induire une diminution du coefficient de diffusion initiale
(a 37°C D=0.091 + 0.047).

Pour l'instant, nos données ne sont pas assez nombreuses pour confirmer cet effet sur

le coefficient de diffusion. Cependant cette approche semble intéressante et permet d’une
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F1G. 7.9 — PL de la toxine marquée T1 (gauche) et de T1-T2 (droite). Chaque pic indique que la toxine
marquée T2 (T3) se situe & moins de 570 nm de la toxine T1 (resp. T1-T2).1;,.=3-5 kW.cm ™2, T,,,=50 ms,
Tiecture=70 ms, Temp=21°C.

certaine maniére de dépasser la limite par diffraction pour deux toxines marquées proches. Si
ces résultats se confirment, nous pourrons estimer que les premiers mouvements de la toxine
fixée a son récepteur peuvent passer par plusieurs microdomaines distincts et que dés lors
que l'oligomérisation débute les sauts entre microdomaines deviennent de moins en moins

probables.

7.3 Conclusions

Cette étude a tout d’abord démontré que nous pouvions suivre une biomolécule avec une
résolution spatiale (/=55 nm) et temporelle (50 ms de temps d’acquisition, 70 ms de temps de
lecture) suffisante pour pouvoir quantifier le coefficient de diffusion et la nature du mouvement
de la biomolécule. Ces deux types de résolution pourront étre améliorés par 1'utilisation de
NPs recuites dont le rendement quantique est plus important, de lamelles en silice dont la
fluorescence est plus faible que celle en verre et d'une caméra CCD a amplification d’électrons
qui permet de réduire notamment le temps de lecture. La durée d’observation dans notre cas
a été limitée essentiellement par des dérives thermiques de la platine du microscope mais il
est clair que des durées d’observation d’au moins 10 min peuvent étre réalisées grace a ce type
de NPs. Le nombre de toxines par NP doit étre cependant réduit ce qui ne devrait pas poser
de difficulté majeure.

Le confinement du mouvement de la toxine € fixée a son récepteur a été démontré et les

différentes caractéristiques du mouvement estimées (D=0.091 4 0.047 um?2s~!, L=7994+311
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nm). Ce résultat est en accord avec l'observation par d’autres groupes d’une compartimen-
talisation dans des radeaux lipidiques de I'activité de la toxine . Un important travail reste
cependant a fournir pour comprendre si 1’'origine du confinement est entiérement liée a ces
radeaux lipidiques.

Enfin, le processus d’oligomérisation a été abordé. L’observation quantitative de ce pro-
cessus sera certainement la partie la plus difficile du travail de recherche qu’il reste a faire
tant au niveau expérimental pour se placer dans des conditions pour lesquelles sa survenue

est observable qu’au niveau du traitement d’images.



Chapitre 8

Conclusions

Le travail de recherche présenté dans cette these s’est interéssé aux propriétés photophy-
siques et aux applications dans le domaine de la biologie cellulaire des nanoparticules (NPs)

de vanadate d’Yttrium dopées par des ions Europium.

Nous avons démontré tout d’abord que nous pouvions mesurer précisément la taille de
NPs individuelles en se basant sur un calcul simple du nombre de photons émis par NP et en
accordant une attention toute particuliére aux diverses sources d’extinction de la luminescence
et au programme de traitement d’images. La précision finale de la mesure est tout a fait
satisfaisante compte tenu du rapport signal sur bruit pour ces NPs. Cette méthode est simple
d’application et automatisée. De plus, elle permet de s’assurer que, in situ, nous observons
bien des NPs uniques. Cette méthode ouvre de plus des perspectives nouvelles. Au dela de son
utilisation pour d’autres types de NPs a plusieurs centres émetteurs, on pourra par exemple,
voir I'influence réelle de la taille des NPs sur la dynamique de protéines membranaires ou intra-
cellulaires ou encore séparer, par le nombre de photons émis, des NPs de tailles différentes et

marquant des biomolécules différentes.

Nous avons montré par la suite que le photoblanchiment des NPs de YVO4:Eu est un
mécanisme photo-induit présentant des constantes de temps caractéristiques s’étendant sur
plusieurs ordres de grandeur. Ce photoblanchiment est entiérement lié & un mécanisme de
photo-réduction des ions Europium trivalents initialement présents dans la structure cristal-
line. La photo-réduction s’explique probablement par le transfert d’un électron d’un défaut
cristallin vers I'ion Europium. La dynamique de photo-réduction peut étre séparée en deux

étapes : une dynamique initiale et rapide liée a la photo-réduction des ions Europium du coeur
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de la NP et une dynamique plus lente liée aux ions Europium proches de la surface. Nous
avons ensuite proposé un modéle permettant de rendre compte de la dynamique de PR. Ce
modele est basé essentiellement sur la prise en compte de deux sous-régions a l'intérieur de la
NP présentant des temps de vie du niveau excité de I'ion Europium différents et d’un type de
transfert d’électrons entre défauts et ions Europium guidé uniquement par le nombre de ces
deux espéces. Ce modéle est en bon accord avec les résultats expérimentaux. Toutefois, des
expériences complémentaires devront étre réalisées pour clarifier certains points importants.
Tout d’abord, il faudra déterminer quelle est la nature des défauts cristallins et si ils sont bien
la source d’électrons servant a réduire les ions Europium. Ensuite, le mécanisme par lequel
I’électron est transféré du défaut vers I’ion Europium trivalent reste encore obscur. Il serait en
particulier important de savoir si le défaut absorbe aux longueurs d’onde utilisées. De maniére
symétrique, il serait intéressant de savoir si I'ion Europium divalent absorbe a ces longueurs
d’onde ce qui permettrait de préciser un peu plus comment 1’électron peut repartir vers le

défaut.

Par la suite, nous avons réalisé des expériences de transfert d’énergie résonant (FRET)
entre ces NPs et un fluorophore organique. La mesure de ce transfert permet notamment
d’inférer la distance entre deux biomolécules marquées par des sondes fluorescentes. Le FRET
a ¢té largement utilisé en biologie cellulaire pour détecter des processus d’association et de
dissociation de biomolécules ou encore des changements de conformation de protéines. Le
temps de vie long, le décalage de Stokes important et 1’émission étroite de ces NPs ont
rendu la détermination de ce transfert particulierement facile. De plus, pour expliquer la
différence obtenue entre différents types de mesures de lefficacité de transfert, un modéle
basé sur des donneurs multiples (ions Europium dans la NP) et des accepteurs multiples
(fluorophores organiques complexés en surface des NPs) a été appliqué avec succeés aux données

expérimentales.

Concernant la fonctionnalisation des NPs, étape nécessaire avant toute utilisation de ces
NPs en tant que sondes fluorescentes en biologie, nous avons utilisé le travail réalisé au LPMC
portant sur ’encapsulation des NPs par une couche fine d’organosilane fonctionnalisé afin de
coupler ces NPs a des protéines. Cette couche d’organosilane comporte des fonctions amines
qui ont été utilisées lors du couplage. Un couplage a I'aide d’un cross-linker homobifonctionnel
a ensuite été mis au point et comporte deux étapes. La premiére est constituée par la réaction

du cross-linker avec les amines présentes a la surface des NPs dans du DMSO, un solvant
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organique permettant de stabiliser les NPs. A I'issue de cette premiére étape, 'augmentation
de la charge de surface des NPs permet de les stabiliser. Ensuite, la seconde étape permet
le couplage entre NPs et protéines. Le processus de couplage avec les protéines a été évalué
en termes de stabilité finale des NPs et de quantitativité du couplage des protéines. Enfin,
une technique originale de détermination du nombre de protéines par NP individuelle et de la
distribution de ce nombre a été proposée. Elle se base principalement sur un couplage préa-
lable de la protéine a greffer aux NPs avec un fluorophore organique. Des mesures conjointes
réalisées sur ce fluorophore organique a savoir le photoblanchiment par marches et le nombre
de photons détectés initialement permettent alors de quantifier cette distribution a I’echelle de
la NP unique. Enfin, en termes d’applications biologiques, nous pouvons envisager de mesurer
les marches de photoblanchiment des fluorophores organiques puis de sélectionner unique-
ment les trajectoires ou d’autres caractéristiques des NPs couplées & un nombre déterminé de

protéines.

Nous avons également proposé une nouvelle méthode de détection de peroxyde d’hydro-
géne (Hy02) a l'aide de NPs uniques. Le peroxyde d’hydrogéne est une molécule pouvant étre
utilisée par les organismes vivants comme outil de défense, dans le déclenchement de 1’apop-
tose ou comme molécule de signalisation notamment vasculaire. Dans ce contexte, disposer
d’un senseur local & HyO5 quantitatif et dynamique représente un enjeu majeur pour la com-
préhension de ces mécanismes cellulaires. En utilisant la PR des ions Europium trivalents, les
NPs ont été préparées dans un état sensible & la présence d’espéces oxydantes. Le recouvre-
ment de photoluminescence associé dépend alors de la concentration en HyOy dans une large
gamme allant de quelques uM a quelques mM. Les principaux facteurs influencant ce recou-
vrement ont été déterminés et notamment l'effet de l'intensité incidente sur la dynamique
de recouvrement. Comme premiére application, nous avons étudié la production d’espéces
réactives d’oxygeéne (ROS) induite par ’endothéline-1, une hormone a effet vasoconstricteur :
un comportement original et biphasique a été observé lors de cette production. Ces résultats
prometteurs doivent étre associés a des mesures complémentaires portant sur la réactivité de
ce type de senseur vis a vis d’autres oxydants et sur I'origine de ce comportement biphasique.
Nous pensons enfin que de coupler le ciblage d’enzymes impliqués dans la production de ROS
par le biais de fonctionnalisations de NP adaptées et la détection locale de ROS pourrait étre

une application importante de ce type de senseur.

Enfin, nous nous sommes intéressés a la dynamique membranaire de la toxine ¢ marquée
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a I'aide de nos NPs. Cette étude a tout d’abord démontré que nous pouvions suivre une bio-
molécule avec une résolution spatiale (=55 nm) et temporelle (50 ms de temps d’acquisition)
suffisante pour pouvoir quantifier le coefficient de diffusion et la nature du mouvement de la
biomolécule. Le confinement du mouvement de la toxine € ancrée a son récepteur a été démon-
tré et les différentes caractéristiques du mouvement estimées. Ce résultat est en accord avec
I'observation par d’autres groupes d’une compartimentalisation dans des radeaux lipidiques
de I'activité de la toxine €. Un important travail reste cependant & fournir pour comprendre
si 'origine du confinement est entiérement liée & ces radeaux lipidiques. Enfin, le processus
d’oligomérisation de cette toxine a été abordé. L’observation quantitative de ce processus sera
certainement la partie la plus difficile du travail qu’il reste & faire sur cette problématique.
En dehors d'un vaste choix d’applications biologiques, beaucoup de progrés sont possibles
au niveau de I’amélioration des propriétés optiques, de la dispersion en taille, de la détection,
par exemple retardée, et de la mise au point d’autres NPs basées sur des matrices et des
ions émetteurs différents. Ainsi, les NPs d’oxyde dopées par des ions lanthanides peuvent
étre considérées comme des NPs trés prometteuse aussi bien pour le suivi de biomolécules

individuelles que pour la détection d’espéces oxydantes.



Annexe A

Détermination robuste du nombre de

photons émis par NP

Nous présentons dans cette annexe le traitement d’images qui nous a permis de déterminer

de maniére automatique et précise le nombre de photons émis par NP.

Dans la mesure ot nous souhaitons obtenir une statistique importante de NPs et disposer
d’une méthode rapide et reproductible, le recours a une procédure de traitement d’images
robuste s’impose. De plus, ce traitement doit pouvoir convenir & une large variété de signal de
fond. A ce propos, nous définissons le signal de fond comme toutes les sources de photons qui
ne proviennent pas des NPs. Essentiellement, ce signal de fond a pour origine la fluorescence de
la lamelle de verre. Nous appelons de plus "spot", la tache de diffraction associée putativement
a une NP unique. Pour les conditions mentionnées précédemment, le signal de fond est proche
de 400 coups. Dans la mesure ou la distribution du nombre de coups détectés par NPs est
large (typiquement de 50 & 2000 coups), nous devrons traiter des signaux qui peuvent étre
relativement faibles. Il faut en plus que l'on soit capable dans ces cas de faibles signaux de
déterminer précisément quelle erreur nous commettons dans leur mesure et d’éviter toute

erreur systématique liée a 'amplitude des signaux.

Une méthode de choix s’impose : elle consiste a créer une image théorique. Cette image
reproduisant fidélement les images expérimentales, i. e. les signaux de chaque spot lumi-
neux avec le signal de fond, doit nous permettre d’optimiser notre programme de traitement
d’images afin que le nombre de photons mesuré soit bien celui auquel nous nous attendons.

Nous ne présenterons cependant pas, dans la suite, ce travail d’optimisation, nous nous bor-
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nerons a expliquer les différentes étapes de la version finale de ce traitement a I'aide de ces
images théoriques. Au cours de cette description, nous détaillerons aussi quelques opérations
de base de traitement d’images. Nous pourrons de plus clairement quantifier des paramétres
aussi importants que le nombre de spots correctement identifiés en fonction de 'amplitude
du signal associé a chaque spot. Nous pourrons donc savoir en fonction d’un signal de fond
déterminé quel est par exemple le seuil de détection de notre traitement et indirectement ,

comme nous le verrons dans la prochaine section, le seuil de détection en termes de taille de

NP.

A.1 Création d’une image théorique

La constitution de cette image nécessite trois étapes. La premiére est de reproduire le
signal de fond qui peut étre approximé par une gaussienne bidimensionelle. La seconde est de
positionner les NPs dans I'image avec un nombre de NPs, un nombre de photons associés et
une position parfaitement déterminés. Enfin, il ne reste plus qu’a additionner pixel par pixel
ces deux parties et a rajouter sur chaque pixel une fluctuation du nombre de photons suivant
une distribution poissonnienne. En effet, dans nos conditions expérimentales les autres sources
de bruit (électroniques, thermiques..) sont négligeables devant le bruit de photons.

En premier lieu, on écrit le signal de fond B(i, j) sur chaque pixel défini par le couple (i, j)

sous la forme :

_2(i—o)*, 2(j — jo)®

B(i,j) = Ao+ Aye b % (A.1)
, ol Ay représente les sources de lumiére parasite et iy et jo la position du pixel central. Les
différents parameétres sont déterminés en utilisant une lamelle de verre sans NPs. Typiquement,
des acquisitions d’images de 200X200 pixels sont réalisées avec une amplitude du signal de
fond de 300 coups et un o, de 280 pixels. Nous utilisons un objectif 100X et un systéme de
lentilles afocal, placé avant la CCD, d’un grandissement de % ce qui conduit & une valeur de

120 nm au niveau de la lamelle pour chaque pixel de I'image.
Comme le signal de fond vient, dans notre cas, essentiellement de la fluorescence de la
lamelle, le profil mesuré pour le signal de fond correspond au profil d’intensité du laser au
niveau de la lamelle. En plagant un calorimeétre au dessus de la lamelle, on peut avoir accés

a la puissance laser incidente. Cette puissance correspondant & l'intégrale de 'intensité, ceci
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permet de mesurer en chaque point 'intensité incidente sur les NPs . Du point de vue pratique,
nous faisons une marque sur la lamelle afin de trouver la bonne hauteur de focalisation. En
effet, une erreur sur la hauteur de focalisation entraine une erreur sur ’estimation de la largeur
a mi-hauteur de la gaussienne, cette erreur se répercutant alors directement sur ’estimation

de lintensité incidente.

Il s’agit & présent de créer la PSF (Point Spread Function) théorique,i. e. une fonction
décrivant I'image d’un point source, ici une NP, a travers le systéme optique de détection. Les
données obtenues sur les NPs les plus lumineuses permettent de quantifier la forme de cette
PSF. Nous nous limitons dans la suite a la forme de cette PSF dans le plan de la lamelle. Elle

peut étre la encore correctement représentée par une gaussienne 2D symétrique :

_2(d —2i0)2+2(.7 —2‘70)2
S(i,j) = Age O3 o (A.2)

La largeur a mi-hauteur o, est un paramétre tout a fait essentiel en termes de détection car il
conditionne I'étalement des photons émis par une NP sur un plus ou moins grand nombre de
pixels et donc le nombre de photons regus par pixel. La encore, se placer a la bonne hauteur
de focalisation en minimisant la largeur & mi-hauteur de S est primordial. Il convient alors de
mesurer précisément la valeur de cette largeur a mi-hauteur et aussi de s’assurer que d’une

image a 'autre le plan de focalisation est correctement trouvé de fagon visuelle.

Nous procédons de la fagon suivante : des NPs sont déposées sur une lamelle en verre afin
d’enregistrer, aprés optimisation visuelle, 13 images, correspondant & des endroits différents
de la lamelle. Pour chacune de ces images, nous estimons la largeur (FWHM) a l'aide du
programme de traitement d’images que nous présenterons par la suite. Sur le graphique de
gauche de la figure 8, nous reportons pour chaque image la moyenne de la largeur & mi-hauteur
mesurée sur un vingtaine de NP a I’aide d’un ajustement 2D gaussien. Nous voyons clairement
que chaque image présente la méme moyenne aux erreurs sur la mesure prés. Ainsi, nous
pouvons étre surs qu’une estimation visuelle de la bonne hauteur de focalisation est suffisante.
Nous pouvons de plus vérifier a posteriori que la moyenne des largeurs obtenue sur une
image quelconque correspond bien a cette valeur qui peut donc servir comme référence étant
entendu qu’elle est spécifique au systéme optique considéré (objectif, valeur de grandissement
de I'éventuelle afocale présente avant la CCD...). Il est bon de rappeler que les fluctuations

sur cette largeur ne sont pas liées a des fluctuations réelles de largeur de PSF : elles sont
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en fait lices aux effets de pixellisation et & la distibution poissonienne du nombre limité de

photons regu par pixel.
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F1G. A.1 — Moyenne des largeurs 4 mi-hauteur mesurées sur un ensemble de NPs individuelles pour différentes
positions sur la lamelle (gauche) et histogramme des largeurs a mi-hauteur déduit de I’ensemble des images
(droite).

L’histogramme de droite montre simplement que la moyenne de cette largeur peut étre
dans ce cas bien définie et se situe autour de 2.8 pixels, valeur que nous conserverons pour
créer 'image théorique.

Pour I’étape consacrée a I'introduction du signal des NPs dans I'image théorique, il ne nous
reste plus qu’a positionner les NPs. Au choix, nous pouvons les répartir soit aléatoirement
soit sur un réseau de pas prédéfini. Notons toutefois que pour chaque position dans I'image
correspond une intensité incidente et que nous devons en tenir compte dans le nombre de
photons émis par NPs méme si cette variation d’intensité dans la zone considérée est relati-
vement faible (200x200 pixels & comparer a la FWHM du faisceau au niveau de la lamelle de
280 pixels).

Enfin, il suffit d’additionner ces deux images (signal des NPs et signal de fond) puis pour
chaque pixel de tenir compte de la distribution poissonienne du nombre de photons émis
inhérente & tout processus d’émission. La Fig. A.2 montre le résultat de cette approche pour
deux types de NPs émettant en moyenne 800 et 2000 photons. La gamme des couleurs s’étend
sur ’ensemble des valeurs du nombre de photons.

Dans la suite, nous présenterons comment fonctionne le programme de traitement d’images
permettant d’associer a chaque spot un nombre de photons. Son fonctionnement sera présenté

a 'aide de ce type d’images théoriques.
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F1G. A.2 — Examples d’images théoriques obtenues pour un nombre moyen de photons par NPs de 800
(gauche) et 2000 (droite). Le nombre de NPs est fixé a 30 par image avec un signal de fond d’amplitude 300
et de largeur a mi-hauteur de 280 pixels.

A.2 Présentation du programme de traitement d’images

Classiquement, une approche pour ce type de traitement est de raisonner sur le signal des
objets que I'on cherche a quantifier. Or nous avons vu précédement que ces signaux pouvaient
étre relativement faibles comparés au signal de fond et que de plus ce signal de fond n’était
pas constant sur ’ensemble de I'image. Afin de traiter automatiquement un grand nombre
d’images, la premiére des difficultés est de créer un masque binaire permettant de séparer
spatialement les zones contenant les NPs de celles n’en contenant pas (signal de fond). Nous
proposons alors un point de vue radicalement opposé : nous allons raisonner uniquement sur le
signal de fond pour créer ce masque, i. e. le cheminement sera d’estimer la forme et I'amplitude
de ce signal puis de fixer un seuil dépendant directement des fluctuations de ce signal. Une
fois ce masque créé, le signal de fond a I'emplacement des NPs sera interpolé. Enfin, il ne
restera plus qu’a attribuer un nombre de photons & chacune des zones représentant des NPs

individuelles et a estimer précisément la position de ces NPs.

A.2.1 Rappel sur le filtrage spatial

Il est utile pour la suite de faire un bref rappel de la technique de filtrage en traitement

d’images. Nous présentons l'effet d’un filtre moyenneur sur une image en niveaux de gris.

Le filtrage spatial consiste & convoluer pour chaque pixel (i,j) I'image I(i,j) avec un filtre



216 Détermination robuste du nombre de photons émis par NP

F(i,j), le résultat R(i,j) s’écrivant comme :

R(i.j)=>_ Y F(k,DI(i—kj—1) avec F

Wi Wi

ol la sommation s’effectue sur le voisinnage de chaque pixel Wj et W;. Concrétement, pour
un filtre moyenneur F de dimension 3, le filtrage consiste a balayer avec ce filtre tous les pixels
de I'image et a prendre pour chaque position la moyenne des valeurs des pixels environnants.

Ci-dessous est présenté 'effet d’un tel filtre sur une image en niveaux de gris en indiquant sur

11
11 (A.3)
111

la matrice du milieu de la Fig. A.3, une des positions occupée par le filtre (en rouge).
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De nombreux filtres existent du type gradient, laplacien, passe-haut, passe-bas..., mais
aussi des combinaisons de filtre, par exemple 'ouverture qui sera présentée par la suite et qui

permet de purifier des images. Enfin, I'effet du filtre est généralement normalisé en divisant

I'image finale par la somme des normes des valeurs du filtre.

Fic. A3 -
Effet dun filtre
moyenneur 3 par
3 sur une image
en niveaux de gris.
En haut, image et
matrice correspon-
dante initiales, au
milieu exemple de
positionnement du
filkre =~ moyenneur
matérialisé par un
carré rouge, en
bas résultat du
moyennage.
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A.2.2 Création du masque binaire

Tout d’abord, nous estimons le signal de fond. Le filtre laplacien est particuliérement
adapté dans ce cadre car son application permet d’une part de rehausser toutes les variations
brusques d’intensité dans I'image, ces variations correspondant au passage d’une zone de signal
de fond a une zone de signal d’'une NP, et d’autre part d’éliminer complétement la valeur
moyenne du signal de fond afin de ne laisser dans ces zones que la moitié des fluctuations du
signal de fond comme expliqué dans ce qui suit.

Voyons comment ce filtre agit. Nous choisissons le filtre laplacien 5 par 5 suivant. Dans une

-1y-1]-11(-11-1

zone sans NPs; si nous écrivons que le signal est caractérisé par une valeur moyenne m et une
déviation standard o, nous pouvons écrire que la valeur d’intensité I en un pixel donné vaut

m-+c avec ¢ € [—30, 30]. Ainsi, aprés application du filtre en un pixel, I'intensité Iy s’écrit :

1 2 :
[f - E<24$[central —1 [environnant> (A4)
m+c m
B m A5
Lon (A-5)
C
_ < A6
2 (A.6)

On comprend alors tout I'intérét de ce filtre qui permet d’éliminer complétement les variations
de valeur moyenne dans I'image.

Ensuite nous homogénéisons I'image a 1’aide d’un filtre moyenneur trois par trois. Les deux
histogrammes de la Fig. A.4 représentent les distributions du nombre de photons obtenues
sur une image théorique sans NPs, présentant un signal de fond constant de 300 photons et
apres application du ou des filtre(s) laplacien et moyenneur.

Ces distributions sont évidemment parfaitement gaussiennes et centrées sur 0. Elles sont
caractérisées par un écart-type de 8.9 photons qui correspond bien au @ dans le cas du
filtre laplacien seul et de 2.2 photons aprés application supplémentaire du filtre moyenneur,
1. e. une division par quatre de ’écart-type. Ceci est tout a fait intéressant dans la mesure

oll nous pouvons & présent définir de facon rigoureuse un seuil qui ne dépendra que de la
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F1G. A.4 — Distibution du nombre de photons sur une image théorique avec un signal de fond d’amplitude
constante de 300 photons aprés application du filtre laplacien (gauche) et du filtre laplacien suivi du filtre
moyenneur (droite).

valeur du signal de fond (de forme gaussienne B(i, 7)). Ainsi, nous pouvons écrire que ce seuil

Seuil(i, j) déterminé par un nombre d’ecart-type, n,, restant a définir :

nO’
Seuil(i,j) = B(i,j)g. (A.7)
Ainsi, si nous choisissons de prendre ce nombre d’écart-types égal a 1, le seuil sera supérieur
a 84% des valeurs du signal de fond (50% pour toutes les valeurs négatives et 34% pour les

valeurs positives < ). Nous serons donc strs que 'essentiel des zones sans NPs sera rejeté.
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F1G. A.5 — Effet d’un filtre laplacien sur une image théorique contenant des NPs emettant 800 photons
(gauche). Vue en 3D d’une autre image théorique présentant 5 NPs alignées émettant 2000 photons (droite).

Sur les deux images de la Fig. A.5, nous voyons clairement l'effet du filtre laplacien :
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les NPs apparaissent plus clairement sur l'image et les zones sans NPs dans toute l'image
posseédent a présent une valeur moyenne nulle.

Il est important de bien préciser que méme si généralement on utilise la PSF, qui peut étre
considérée comme un filtre, afin de rehausser le signal des NPs, ici son utilisation est inutile
dans la mesure ou elle ne permet pas d’enlever le signal de fond. Nous montrons dans la Fig.
A.6 Deffet d’'une convolution de 'image de départ avec la PSF. Indéniablement, 1'utilisation

du laplacien est plus adaptée.
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300 FIG. A.6 — Effet d'un filtre basé sur la PSF
sur 'image théorique présentant 5 NPs ali-
280 gnées émettant 2000 photons chacune.
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Il s’agit a présent de créer un masque permettant de distinguer les zones correspondant
a des NPs de celles du signal de fond. Une premiére technique pourrait consister & seuiller
I'image afin de retirer les zones de NPs puis d’estimer les fluctuations de I'image. En réalisant
cette opération sur toute I'image, on ne prendrait pas en compte le fait que les fluctuations
sont plus importantes au centre de 'image que sur les bords. Nous proposons alors de réaliser
le masque en deux temps.

Un premier seuil basé sur la moyenne du nombre de photons sur toute I'image est d’abord
créé. Le signal des NPs étant faible et occupant une zone totale restreinte, ce premier seuil
permet de distinguer une grande partie des NPs. Nous créons alors un masque binaire inverse :
les 0 correspondent aux zones NPs, les 1 au signal de fond. Ce masque est appliqué a I'image
de départ : il en résulte une image ou les regions de valeurs non-nulles correspondent aux
zones sans NPs. Un ajustement gaussien 2D sur cette image est réalisé. Nous avons alors a
disposition ’amplitude de ce signal de fond ce qui permet de remonter aux fluctuations locales
observées aprés application des filtres laplacien et moyenneur. Nous utilisons alors le seuillage

mentionné plus haut (avec n, = 3).
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Nous en déduisons le masque non-inversé de la Fig. A.7 (gauche). Nous remarquons que
le seuil a effectivement rempli son role : I'essentiel du signal de fond a disparu. Il persiste
cependant des zones de 1-2 pixels qui ne correspondent pas & des NPs. Dans la mesure ou
I'image comporte 40000 pixels il est tout a fait normal que statistiquement certains pixels du
signal de fond passent au dessus du seuil. Pour n, = 3, le seuil permet de rejeter 99.5% des
pixels des zones sans NPs ce qui correspond & 200 pixels franchissant le seuil. En revanche
la probabilité que deux pixels franchissent le seuil et soient cote a cote est considérablement

plus basse. On observe d’ailleurs clairement cet effet sur la Fig. A.7.

L’application de deux filtres particuliers et successifs sur le masque est alors utilisée.
Briéevement, cette opération dite d’ouverture consiste a éroder d’abord toutes les zones de
NPs puis a reconstituer par une dilatation les zones qui n’ont pas disparu lors du premier
filtrage. En plus de symétriser toutes les zones de NPs, elle permet de retirer du masque tous

les pixels individuels de valeurs non-nulles. Nous pouvons voir cet effet sur 'image de droite

de la Fig. A.7.
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F1G. A.7 — Masque binaire non-purifié (gauche) : 0 pour les zones sans NPs, 100 pour celles avec NPs.
Masque binaire purifié par application d’une "ouverture" (droite).

Enfin, le masque binaire définitif est déduit du précédent en ajoutant une étape de dila-
tation permettant de retrouver la surface initiale en pixels de chaque NP. Dans la Fig. A.8,
nous représentons ce masque dilaté ainsi que l'image de départ. L’ensemble des NPs a été

ainsi correctement retrouveé.
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F1G. A.8 — Image théorique de départ (gauche) et masque final (droite) : en rouge zones de NPs et en bleu
zones sans NPs.

A.2.3 Soustraction du signal de fond et image finale

A partir du masque binaire précédent, nous allons pouvoir interpoler le signal de fond a
I’emplacement des NPs. Nous avons dans ce qui précéde donné une premiére estimation du
signal du fond. Nous allons I’estimer une seconde fois en tenant compte cette fois du masque
plus précis qu’est le masque définitif.

Tout d’abord, le signal de fond est lissé. Dans ce but, le masque définitif est inversé, . e.
des O pour les NPs et des 100 pour le signal de fond. Le filtre moyenneur 3 par 3 est ensuite
appliqué sur cette image. Puis, afin de ne pas moyenner les valeurs nulles correspondant aux
NPs et les zones adjacentes de signal de fond, ce masque inversé est réappliqué (Fig. A.9 : en
haut a gauche).

Ensuite, le signal de fond au niveau des zones de NPs est interpolé (Fig. A.9 : en haut a
droite). Nous obtenons alors une image compléte du bruit de fond & laquelle nous appliquons
de nouveau un ajustement 2D gaussien. Cet ajustement est la meilleure mesure que nous
puissions avoir du bruit de fond.

Ce bruit est soustrait a I'image de départ (Fig. A.9 : en bas a gauche). Enfin, le masque
non dilaté est appliqué une derniére fois a cette image (Fig. A.9 : en bas a droite). Nous
appliquons le masque non dilaté afin de ne pas avoir trop de zones de NPs qui se touchent et
qui pourraient étre considérées, sans attention particuliére, comme une NP unique.

Il ne reste donc plus qu’a attribuer un nombre de photons et une position a chacune de ces
zones. Sans rentrer dans les détails, cette étape consiste a associer a chaque zone de valeurs

non-nulles et présentant un nombre de pixels compris entre 3 et 64 (afin de ne pas considérer
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F1G. A.9 — En haut a gauche : signal de fond lissé. En haut a droite : interpolation du signal de fond. En
bas & gauche : image de départ sans le signal de fond retiré aprés ajustement. En bas & droite : image finale
avec des 0 pour les zones sans NPs et les valeurs réelles pour les NPs.

des spots qui se touchent), un carré de pixels ot 'on réalisera un ajustement 2D gaussien nous
permettant d’accéder au nombre de photons détecté pour chaque NP et a la position précise
de ces NPs. Notons que nous ajoutons a cet ajustement 2D gaussien un offset permettant de
prendre en compte des erreurs faibles et locales de I'ajustement du signal de fond et aussi les
eventuelles inhomogénéités des images dues aux défauts des optiques avant et apreés la lamelle,
dans le cas réel de I'expérience. Enfin, notons que nous avons parlé essentiellemnet dans ce
qui précéde de photons mais en fait le signal donné par la CCD s’exprime en "coups" avec
une correspondance entre le nombre de coups et le nombre de photons dépendant du gain de

la caméra. Comme précedemment, nous identifierons dans la suite coups et photons.
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A.3 Efficacité du traitement d’images

A T'aide des images théoriques, nous allons & présent quantifier 'efficacité de ce traitement
d’images. Nous le ferons pour deux amplitudes de signal de fond correspondant aux deux cas
réels d’'une lamelle en verre et d’une lamelle en quartz.

Les paramétres essentiels que nous voulons quantifier sont : le fraction du nombre de
NPs détectées et I'erreur commise sur chaque détermination du nombre de photons émis et
ce pour différents nombres totaux de photons émis par NP. Pour ce faire, nous utilisons une
image théorique o1 361 NPs sont positionnées sur un réseau. Les résultats sont similaires pour
une répartition aléatoire des NPs. Nous voulons de plus quantifier 'effet du seul parameétre
ajustable du programme a savoir le nombre d’écart-types intervenant dans la définition du

seuil séparant les NPs du signal de fond (éq. A.7).

A.3.1 Cas d’un fort niveau de signal de fond

Nous rappelons que dans ce cas, nous prenons un signal de fond d’amplitude maximale
égale a 300 photons et de largeur & mi-hauteur 280 pixels. Nous définissons l'efficacité de
détection du programme de traitement d’images comme le nombre de NPs détectées correc-
tement, 4. e. localisées au bon emplacement, sur le nombre total de NPs. Si I'on choisit un
nombre d’écart-types inférieur & 1.5, un nombre non-négligeable de NPs sont détectées qui ne
correspondent en fait & aucune NP réelle. En revanche, pour les valeurs supérieures ou égales
a 1.5, 100% des NPs détectées correspondent a des NPs réelles et ce quelque soit la luminosité
des NPs considérées. Nous choisissons donc de montrer en premier lieu 'efficacité de détection
en fonction du nombre total de photons émis par chaque NP. De plus, nous reportons cette
efficacité pour chaque valeur du seuil (Fig. A.10 & gauche). Evidemment, plus ce seuil est élevé
moins le programme va détecter des NPs faiblement lumineuses. Ces premiéres courbes sont
a considérer conjointement avec les erreurs associées a chaque mesure du nombre de photons
(Fig. A.10 a droite). En effet, pour les seuils faibles un grand nombre de NPs sont détectées
mais I'estimation du nombre de photons se trouve entachée d’une erreur importante pour les
NPs les moins lumineuses. Par exemple, pour un nombre total de photons égal a 300, I’erreur
moyenne mesurée sur un ensemble de NPs individuelles est de -80% ce qui correspond a une
surestimation du nombre de photons.

Il peut paraitre étonnant que l’erreur moyenne ne soit pas nulle. Cette erreur correspond
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F1G. A.10 — Efficacité de détection du programme de traitement d’image et erreurs moyennes sur la déter-
mination du nombre de photons en fonction du nombre moyen et théorique de photons. Chacune de ces deux
figures est montrée pour différents nombres d’écart-types (nsigmq) utilisés pour la détermination du seuil.
Nous employons le terme de moyen pour le nombre de photons car I'intensité sur un image n’est pas constante
ce qui entraine une variation du nombre de photons émis pour les NPs.

au fait que statistiquement lors de I’ajustement gaussien, le programme a plus tendance a sur-
estimer la largeur a mi-hauteur qu’a la sous-estimer. Ainsi, & amplitude maximale constante,
le programme attribue un nombre de photons plus important. Nous pourrions alors borner
les valeurs de cette largeur & mi-hauteur. Cependant, I'introduction de ces bornes induirait
un effet de seuillage qui se reléve étre difficilement quantifiable. Nous préférons alors conser-
ver cette erreur systématique mais borner son importance en choisissant un seuil plus haut

typiquement entre 2.5 et 3 écart-types du signal de fond.

Remarquons de plus que les courbes pour différents seuils sont remarquablement similaires
ce qui conduit a considérer que, méme si pour les faibles signaux nous commettons une erreur,
cette erreur est quantifiable et que nous pouvons a posteriori corriger statistiquement chaque
mesure. Il est utile aussi de noter que pour un nombre total de 300 photons le rapport signal
sur bruit est faible. Si nous définissons classiquement le signal d’une NP comme la valeur
du pixel central et le bruit comme la racine carré du signal de la NP sommé a celui de fond
ce rapport est égal a 1.2. Visuellement, cela correspond & une image ou il est extrémement
difficile de distinguer les NPs. Insistons de plus sur le fait que sur une distribution entiére du
nombre de photons, ces erreurs ne concerneront qu’'une partie minime de cette distribution
dans la mesure ou peu de NPs faiblement lumineuses sont détectées. Ainsi, la possibilité de
réduire 'importance de ces erreurs et de pouvoir les quantifier semble tout & fait satisfaisante.

Enfin, nous pouvons remarquer que pour un nombre total de photons détectés au dessus de
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600 photons ce qui correspond & un rapport signal sur bruit de 2.6, I’erreur est inférieure a
10%.

Nous étudions a présent et plus en détail le cas d’un faible niveau de signal de fond.

A.3.2 Cas d’un faible niveau de signal de fond

Nous montrons ci-dessous comme précédemment 'efficacité de détection et I’erreur com-
mise sur la mesure pour chaque nombre total de photons. Comme attendu, nous observons
un décalage du seuil de détection vers les plus faibles nombres de photons. Nous confirmons
qu’'un nombre d’écart-type de 2.5 contraint I'erreur a rester inférieure a 40% quelque soit le

nombre total de photons par NPs.

c 10‘ —a—f—8a—" - o

-_.g /o//'/ i i 0 . ”/gr,_(,n:—:::vff,

3 0.8 / r/ “a—n_ = O 5] %

2 j . o s

‘O | // —e—n =25 [, —m—n =2
0.6 J sm o} , e

o / no=3 c -40{ Y-

o sgma € 7 o ™2

| 0o

o 04 /. // % 60 ./ sigma

2 o2 // E g0 /

(@) /A

© 'y %)

E;:;) 0.04 t 8 8 -1004 -

0 0 100 200 300 400 500 600 £ 0 100 200 300 430 500 600

Nombre moyen de photons Nombre moyen de photons

F1G. A.11 — Efficacité de détection du programme de traitement d’image et erreurs moyennes sur la déter-
mination du nombre total moyen de photons en fonction du nombre moyen et de photons. Les résultats sont
donnés pour différents nombres d’écart-type (nsigma)-

A.3.3 Cas d’une distribution de NPs de tailles différentes

Le cas réel de I'expérience correspond en fait a une distribution de NPs de luminosités
différentes présentes sur chaque image. Il faut donc s’assurer a présent qu’il est équivalent
de considérer efficacité de détection pour chaque lunimosité puis de remonter a l'efficacité
de détection sur I’ensemble de la distribution et celle obtenue directement sur la distribution
compleéte.

Pour ce faire, nous créons une distribution homogéne de nombre de photons répartie entre

50 et 500 photons. Nous ajoutons de plus sur chacun de ces nombres les variabilités liées a
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la position des NPs et au bruit de photon. Nous traitons successivement plusieurs images ce
qui conduit a plus de 1800 NPs détectées sur 3600 NPs virtuelles. Nous tenons compte de
I'efficacité de détection calculée et la multiplions avec la distribution de NPs virtuelles de
départ (Fig. A.12, nggme = 2.5). Ensuite, nous comparons cette distribution seuillée a celle
correspondant aux NPs détectées correctement par le programme de traitement d’images.
Insistons sur le fait que dans un premier temps nous ne nous intéressons pas aux erreurs
commises sur la mesure du nombre de photons , i. e. que nous tenons compte uniquement
des NPs détectées mais associées non pas aux nombres de photons estimés par le programme

mais a celui de départ.

Il Distribution théorique X Efficacité de détection
] n [ Distribution détectée
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F1G. A.12 — Distribution théorique du nombre de photons émis par des NPs virtuelles (gauche). Comparatif
des distibutions obtenues par multiplication de Defficacité de détection (nsigme = 2.5) et la distribution
théorique (noir) d’une part et la distribution calculée sur les NPs détectées (gris) d’autre part.

Sur la partie supérieure a 300 photons (Fig. A.12 a droite), on doit retrouver nécessai-
rement la méme forme de distribution dans la mesure ou l'efficacité de détection est égale a
1. La partie intéressante concerne les nombres de photons inférieures a 300. Nous retrouvons
pour les deux distributions exactement la méme forme : ceci prouve que le programme détecte
avec la méme acuité des NPs de faibles luminosités présentes dans une image présentant des
NPs de luminosité homogéne et dans une image présentant des NPs de luminosité largement
inhomogeéne.

Ceci est un point capital et a mettre au crédit de la technique de seuillage utilisée dans
ce programme. En effet, comme le seuil n’est basé que sur l'estimation du signal de fond
et de ses fluctuations, peu importe que la distribution du nombre de photons soit large ou

étroite. En revanche, une technique de seuillage basée sur le signal des NPs aurait été comple-
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tement dépendante de cette distribution et ceci aurait entrainé des erreurs différentes selon

les caractéristiques de cette distribution.
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A présent, afin de comparer les distributions du nombre de photons théoriques et calculées,
nous nous rapprochons du cas réel de ’expérience en créant une nouvelle distribution théorique
plus large. Comme précédemment, nous créons une distribution homogéne du nombre de
photons répartie cette fois entre 50 et 1000 photons. On voit clairement sur la Fig. A.13 que
I’accord est excellent tant au niveau des faibles que des fortes luminosités. Ceci démontre que
notre programme rend compte d’une maniére robuste de la distribution théorique du nombre
de photons pour les NPs détectées et permet en outre de connaitre précisément l'effet de
seuil associé au signal de fond et conduit donc a distinguer un effet de seuil d’une forme de
distribution réelle.

Pour étre complet, il est utile de préciser qu’en aucune maniére nous n’affirmons que le
passage de la distribution théorique a celle calculée est de nature bijective.

En effet, sur la figure suivante (Fig. A.14), nous représentons a gauche I’histogramme
normalisée de 'erreur commise sur chaque mesure du nombre de photons pour la distribution
théorique précédente. Nous observons que les erreurs sont distribuées autour d’une valeur
moyenne de -2.2% et avec un écart-type de 21%. Ainsi, comme a chaque mesure correspond une
erreur, il ne peut y avoir de bijection entre ces deux distributions et donc la véritable précision
du programme ne peut pas étre mesurée en comparant simplement ces deux distributions.
L’histogramme précédent correspond a la convolution de la distribution du nombre de photons
avec celle de la distribution des erreurs pour chaque nombre de photons.

Sur la Fig. A.14 de droite, nous reportons 'erreur commise sur la mesure et I'écart-type
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associé en fonction du rapport signal sur bruit. Ainsi, comme nous connaissons pour chaque
mesure 'erreur et la distribution des erreurs associée nous pouvons savoir a posteriori pour une
distribution déterminée a I’aide du programme de traitement d’images a quel point la distri-
bution réelle est correctement estimée. Concrétement, pour des distributions théoriques telles
que la distribution précédente, il n’y aucune modification, plus précisément il n’y pas d’élar-
gissement de la distribution. En revanche, pour des distributions centrées sur des nombres de
photons plus faibles et présentant des écart-types plus faibles, il faudra tenir compte de cet
effet.

Nous avons proposé dans cette annexe consacrée au traitement d’images une technique
de seuillage basée sur la détermination du signal de fond et adaptée aux images que nous
souhaitions traiter et qui possédent comme caractéristiques : un signal de fond gaussien, un
rapport signal sur bruit faible et une distribution de signaux large. La technique employée est
basée essentiellement sur un filtrage laplacien qui permet d’accéder aux fluctuations du signal
de fond. Le seuillage qui en découle permet de complétement s’affranchir des caractéristiques
de la distribution du nombre de photons émis par les NPs. Pour déterminer l'efficacité de
cette approche, nous avons utilisé des images théoriques reproduisant fidélement les images
expérimentales. Nous avons quantifié les erreurs sur la mesure du nombre de photons et
comparé, favorablement, les distributions théoriques et calculées méme en présence de NPs
dont le rapport signal sur bruit est faible. Ceci a abouti & un programme robuste et entiérement

automatisé.



Annexe B

Difficultés associées au couplage des NPs

avec un "cross-linker"

Dans cette annexe, nous souhaitons tout d’abord soulever quelques questions générales
relatives a la cinétique de la réaction entre des NPs et une molécule chargée, en 'occurence le
cross-linker BS®. Nous proposerons ensuite une étude bibliographique sur la réaction d’acy-
lation conduite en solvant aqueux et en solvant organique. Nous concluerons alors sur la

cinétique de cette réaction dans le cas du couplage des NPs aux BS? réalisé dans du DMSO.

B.1 Considérations générales sur la réaction entre NPs et

"cross-linker"

Pour aborder la cinétique d’une réaction dans un cadre général, il est intéressant d’étudier
la théorie de Smoluchowski, étendue par Debye, portant sur les réactions bimoléculaires entre
deux ions!®!. Cette théorie étant rudimentaire, elle ne nous servira qu’a dégager les paramétres
essentiels de ce type de réaction. Ceci nous permettra en outre de montrer les difficultés

associées au couplage avec des NPs et avec ce type de surface de NPs.

B.1.1 Théorie de Smoluchowski et Debye

La théorie de Smoluchowski est basée sur I'hypothéese forte que la réaction entre deux

molécules A et B intervient dés la premiére collision. On dit alors que la réaction est controlée
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par la diffusion. Il est commode de représenter la molécule A par une sphére d’influence de
rayon r4 et de supposer qu’'une molécule B disparait lorsque sa sphére d’influence de rayon
rp atteint la sphére d’influence de A. Le rayon de cette sphére est donc la somme de deux
rayons, i.e. ¢ = 14 + rg. Le coefficient de diffusion D de B par rapport & A peut alors
s’écrire simplement par D g = Dy + Dp.

En utilisant la premiére loi de Fick, on peut écrire que le gradient de concentration de
I’espéce B, %, est proportionnel au flux J de molécules B traversant vers l'intérieur la

surface sphérique de rayon r centrée sur A avec r >> o :

d[B] B J
dr  47r’Dag

(B.1)

Cette équation peut alors facilement s’intégrer en notant que le flux J est indépendant de r et
que [B](0) = 0. De cette expression de [B](r) et de la relation de Stokes-Einstein, on déduit
Iexpression de la constante de réaction, k, entre A et B (avec 7 la viscosité du milieu, kg la

constante de Boltzmann et 7' la température) :

k= 4moDyp (B.2)

Si les deux espéces sont chargées (charge zse pour A et zge pour B), il nous faut tenir compte

dans la relation de Fick d’un terme supplémentaire lié & I’énergie potentielle U(r). Cette

ZA2362

irrati exprimer k£ comme précédemment

théorie proposée par Debye améne pour U(r) =
mais avec un terme correctif o.rr. Avec € la permittivité du milieu, la constante de réaction

s’écrit :

kK = 4’/TJeffDAB (B4)

2

(0% ZAZBE
A = t = —. B.5
Oelf e% 1 @ o dmekgT (B.5)

B.1.2 Commentaires sur la réaction entre NPs et molécules chargées

A la suite de ce rapide développement, nous pouvons faire trois commentaires qualitatifs.
e Le premier est d’ordre général. Nous voyons apparaitre les termes de diffusion qui dépendent

directement de la taille des espéces A et B. Le protocole de conjugaison fourni par Pierce tient
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compte d'un couplage entre protéines et BS®. On doit donc s’attendre dans le cas des NPs a
une cinétique de réaction considérablement ralentie de 1’ordre du rapport des rayons hydro-
dynamiques. Si nous pouvons nous placer en large excés de cross-linker, la réaction ne sera
plus controlée par la diffusion ce qui conduit a minorer 'effet des rayons hydrodynamiques.

e Nous voyons aussi que la constante de réaction est inversement proportionnelle & la viscosité.
Dans le DMSO, la réaction sera donc deux fois plus lente que dans 'eau (nprrso = 2 X Neau)-
e Enfin, dans le cas d’ions on voit que le potentiel coulombien va jouer un réle dans I’amorce
de la réaction. Prenons tout d’abord le cas d'un solvant aqueux aux pH légérement basiques
(7a9). Le couple acido-basique R-H2SO3/R-HSO3 | présent dans le NHS sulfoné, a un pK,
proche de 2. Au pH de réaction, cette fonction sera sous la forme déprotonée et donc chargée.
Le couple acido-basique R-NH; /R-NH, de ’aminopropyltriéthoxysilane ayant un pK, proche
de 10, ’amine est sous une forme protonée i.e. chargée. Ceci correspond aux cas de la théorie
de Debye ot deux particules chargées sont de signes opposés (o.rr > o, effet attractif). On

aura donc un effet positif sur la dynamique de la réaction. Qu’en est-il a présent dans le

DMSO??

Pour répondre & cette question il faudrait connaitre le pK, de tous ces couples dans le
DMSO. A notre connaissance, aucun article ne propose les valeurs de ces pK,. Nous nous
contenterons alors de 'argument élémentaire suivant. Le DMSO n’étant pas acide, les formes
protonées, R-NHJ , et déprotonées, R-HSOj , des deux réactifs doivent étre conservées et donc

le role positif de I'attraction coulombienne sur la rapidité de la réaction.

Pour conclure sur cet effet du potentiel, nous voulons soulever une derniére question géné-
rale. Que se passe-t-il si nous considérons a présent le cas réel de la réaction entre la surface

partiellement aminée des NPs et le NHS ester du BS? ?

Le pK, de la silice polymérisée est acide autour de 2.2.1'81 Elle sera donc sous une forme
déprotonné négative (R-SiOj3 ). Ces charges négatives, identiques a celle du sulfonate et spa-
tialement proches des amines (moins de 1 nm) devrait donc créer un potentiel coulombien
répulsif supplémentaire qui diminue I’effet du potentiel attractif précédent. Une réponse prag-
matique consisterait a dire que ce type de couplage est appliqué, avec succes, dans le cas des
amines présentes dans les protéines pour lesquelles nous savons qu’il existe des acides ami-
nés chargés négativement qui peuvent créer, 1a aussi, un potentiel environnant répulsif. Mais
nous ajoutons aussitot que les amines concernées sont celles qui sont accessibles, concept qui

englobe d’une part ’encombrement stérique et d’autre part ce potentiel répulsif des acides
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aminés environnants. La question demeure donc pertinente : qu’advient-il si I’ensemble des
sites d’amines sont proches de sites chargées négativement ? Nous pouvons au moins dire
qualitativement que cet effet aura un impact négatif sur 'accomplissement de la réaction.
Nous avons rapidement soulevé les difficultés associées & un couplage entre NPs et cross-
linker. Cependant, nous n’avons pas tenu compte de la réaction spécifique entre le BS? et les
fonctions amines de la surface des NPs lorsque 1'on conduit cette réaction dans un solvant
organique. Or en chimie organique, le solvant est souvent un des éléments déterminants de la
cinétique de la réaction. Par exemple, dans les substitutions nucléophiles de type 1 ou 2, le
caractére protique ou aprotique du solvant joue un réle considérable. Il nous faut donc mieux

comprendre quel mécanisme réactionnel sous-tend le couplage que nous souhaitons utiliser.

B.2 Reéaction d’acylation dans un solvant aqueux ou or-

ganique

Nous abordons dans cette section la réaction entre le NHS ester et 'amine de 'APTES.
Nous allons présenter en détail les résultats obtenus par le groupe de Cline et Hanna. [8%%6]
Ces résultats nous permettront de comprendre quel est le mécanisme réactionnel et quelles
sont les étapes cinétiquement déterminantes pour ’accomplissement de la réaction dans un
solvant aqueux ou dans un solvant organique. Nous rapprocherons alors ces résultats de nos
conditions expérimentales afin de conclure sur la cinétique de la réaction d’acylation dans du
DMSO.

Nous pensons que la fonctionnalisation des NPs aura, a n’en pas douter, de plus en plus
recours a des approches chimiques plus poussées. Il est alors important de comprendre au-
tant que faire se peut les moyens tant expérimentaux que théoriques a disposition de cette
communauté afin d’établir les mécanismes réactionnels. Cette réaction en fournit une parfaite
illustration. Nous irons donc plus loin que le simple exposé des résultats obtenus par ce groupe.
Nous donnerons en outre les définitions communément admises par cette communauté.

La seconde motivation est de fournir un cadre de réflexion claire aux équipes du LOB, du
LPMC et peut-étre au dela pour améliorer la cinétique de cette réaction. Nous verrons en effet
tant expérimentalement que théoriquement que cette réaction est considérablement ralentie

dans le DMSO. Il faudra alors, pour la suite, imaginer des stratégies notamment catalytiques
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pour accroitre sa vitesse.

Nous rappelons ci-dessous la réaction globale d’acylation dans le cas de ’aminolyse par
un NHS ester. Cette réaction fait partie des réactions de substitution nucléophile d’acyle. Le
schéma réactionnel est celui d’'une réaction d’addition-élimination. L’addition correspond a
I’attaque par un réactif nucléophile d’un carbone appartenant a un dérivé d’acide carboxylique.
Ceci aboutit & un état intermédiaire instable ot le Carbone de I'acyle est tetrahédrique.
Ensuite, 1’élimination consiste au départ du groupe partant. Dans notre cas, le nucléophile
est I'azote de 'amine qui compte tenu de son doublet d’électrons non-liants va pouvoir créer
une liaison avec le carbone, électrophile, de ’acide carboxylique. Le groupe partant est le

groupement N-hydroxysuccinimide.

o}
7 P R QR / F1G. B.1 — Schéma global
N—O — C N <= N + N—oH de l'aminolyse d’'un NHS ester
\\ \Ar \R- Ar R f\ conduisant & ’expulsion du NHS
o) o) et a la formation d’un amide. Ar

signifie le groupe général aryle.

Nous commencons par ’étude de cette réaction dans un solvant organique.

B.2.1 Reéaction d’acylation dans le 1,4 dioxane

Le premier article de Cline et Hanna publié en 1987 considére les réactions entre 12 amines
de basicité et d’encombrement stérique différents et 4 acyles basés sur le benzoyl, activés par
le N-hydroxysuccinimide ester. Ils réalisent en fait une étude "structure-réactivité" 7. e. en
utilisant différents types de réactifs, notamment en termes de pK,, leur réactivité va étre me-
surée et le type de mécanismes réactionnels et les étapes cinétiquement déterminantes déduits.
Nous allons dans un premier temps donner les définitions nécessaires a la compréhension de

cette étude ainsi que les structures des réactifs utilisés.

Définitions

La basicité définie par la constante de basicité K}, est directement reliée au pK, du couple
que forme la base avec son acide conjugué selon la relation : pK, = 14 + log(K}) a 25° et 1
bar. Ainsi, on identifiera directement la basicité d’une amine au pK, du couple.

Un acyle (R-CO) est un groupe fonctionnel dérivé d'un acide carboxylique (R-COOH)

auquel on a enlevé I’hydroxyle. Nous discuterons essentiellement du benzoyle (C¢gH5CO) dérivé
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de 'acide benzoique, un acide carboxylique aromatique dérivé du benzéne.

Le groupe aryle qui apparait dans la figure précédente sous la forme "Ar" est un terme
générique qui englobe tous les groupes fonctionnels dérivés des cycles aromatiques. Le benzyle
par exemple est dérivé du benzéne avec un éthyle sur un des carbones.

Ces réactions sont conduites dans du 1,4 dioxane. Ce solvant est, comme le DMSO, un sol-
vant polaire aprotique. Un solvant polaire protique comme l’eau, I’éthanol ou 'acide acétique
contient des liaisons O-H ou N-H conduisant a la création de liaisons hydrogénes entre les
molécules de solvant et aussi de substrat. Plus généralement, ce type de solvant peut donner
des ions H™ qui stabilise les anions dissous. Un solvant polaire aprotique ne pourra donc pas
former de liaisons hydrogénes, ni donner d’ions H* afin de stabiliser les anions.

Dans cet article, les auteurs ménent deux études basées sur des réactions compétitives
entre deux couples de réactifs. Par exemple, ils font réagir deux amines avec une en exces
par rapport a l'autre avec un acyle et ce de maniére simultanée. Ils analysent ensuite les
résultats en terme de constante de réaction relative en mesurant les différentes concentrations
des produits par des techniques de séparation par HPLC.

Un point important est que toutes les réactions sont conduites en large excés d’amine afin
de se placer dans des conditions de pseudo-ordre 1 en acyle. Les constantes de réaction ob-
servées (kops) dépendront alors de la concentration en amine (kyps =K, ¢e;[Amine|). La réaction
de type bimoléculaire sera alors considérée comme ne dépendant que de la concentration en

acyle et de ks ce qui conduit a ’expression "pseudo-ordre 1" en acyle.

Réactifs aminés utilisés

Cette réaction étant une substitution nucléophile, la basicité de 'amine joue un roéle pré-
pondérant dans l'attaque nucléophile. Ce phénomeéne est bien connu depuis les années 50.
En revanche, le lien qui existe entre les constantes de réaction et le pK, des amines donne
des informations spécifiques sur le mécanisme réactionnel et notamment permet de savoir si
I’attaque nucléophile est ’étape limitante. On parle alors de lien entre la nucléophilie et la
basicité de ’amine.

Les auteurs ont utilisé 12 amines de basicités différentes. Par souci de clarté, nous avons
représenté les structures des amines ci dessous par ordre de pK, croissant a 'aide du logiciel
libre ChemSketch. Pour les amines primaires, cet échantillon a une gamme de pK, allant de

4.6 pour l'aniline a 10.6 pour le n-butylamine. Il est étrange que certaines amines, réputées
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aniline anisidine benzylamine
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CH, o
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comme basiques, puissent avoir des pK, d’acide faibles. Ceci s’explique comme suit.

La basicité d’une amine dépend de la disponibilité de la paire d’électrons non-liants de

I’azote, des propriétés électroniques des substituants et du degré de solvatation de la forme

acide de ’amine. Pour l'effet des substituants, deux cas peuvent étre considérés.

— Pour les substituants de type alkyle (R=CHjs, CH3-CHs...), la basicité est augmentée
par rapport aux aryles. Ceci est lié essentiellement a ’effet inductif qui correspond & une
propagation d’une polarisation électronique le long d’une chaine d’atomes. En général,
cet effet peut prendre deux formes dont les effets sont opposés. L’effet inductif positif
(4+1I) qui correspond au cas des alkyles nécessite de la part de la chaine d’atomes un
effet donneur d’électrons. L’effet inductif négatif (-I) correspond au cas des aryles et a
un effet attracteur d’électrons.

Pour les substituants de type aryle, la basicité est diminuée. Ceci est lié d’une part
a l'effet -1 et d’autre part a l'effet mésomérique négatif. Cet effet mésomérique peut

avoir 1a aussi deux effets opposés : +M pour un effet donneur du cycle et —M pour un
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effet attracteur. Dans le cas d’un cycle aromatique, on a donc un effet —M car la paire

d’électrons peut se délocaliser sur le cycle par résonance.

Une derniére précision doit étre faite sur la présence de groupes dits activateurs ou désactiva-
teurs sur le benzéne. Le groupe nitro (NO,) est considéré comme un groupe de désactivation
fort qui va baisser la densité électronique du cycle (Cf p-nitrobenzylamine). La présence de ce

groupe induit donc une baisse de 'effet mésomérique et donc une diminution de la basicité.

Inversement, le groupe ester OC Hj est un activateur fort (Cf. p-méthoxybenzylamine).

Ces quelques rappels basiques permettent de comprendre en grande partie ’ordre des pK,

pour cet échantillon d’amines.

Reéactifs acyles utilisés

Nous présentons ci-dessous la structure des acyles utilisés dans cette étude. Le méme type

~r

benzoyl-N-hydrosuccinimide ester

(p-H)
o
| +
04N
(0]
7
(0]
|
~r
p-nitro

benzoyl-N-hydrosuccinimide ester

(p-NO))

de raisonnement peut étre effectué sur la réactivité du carbone de 'acyle appartenant aux
différents esters. La présence de groupes désactivateurs ou activateurs en position para du

cycle va jouer sur la valeur de la charge 6 de ce carbone. Le groupe désactivateur le plus fort

anisoyl-N-hydrosuccinimide ester
(p-OCH3)

0§N+,o'

3,5-dinitro

benzoyl-N-hydroxysuccinimide ester

(p-(NO,))

Fic. B.3 Stucture des
benzoyl-NHS esters substitués
par 4 groupements R différents

(p-R).
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est l'acyle noté p-3,5(NOy), dans la Fig. B.3.

Résultats sur les réactions entre chaque acyle et les différentes amines

Aprés cette présentation des réactifs, nous pouvons passer aux résultats obtenus en faisant
réagir successivement les différentes amines sur chaque acyle. Les données les plus complétes
portent sur 1’ acyle p-NOs.

Cline et Hanna ont montré tout d’abord que la réactivité de 'amine avec le plus faible
pK, est environ 10000 fois inférieure a celle de plus fort pK,.[*? Ils montrent de plus que la
réactivité relative des différentes amines primaires exprimée par log(keps) est linéairement
dépendante du pK, de ces amines et que la pente de cette droite [(3,,. est égale a 0.73
(log(kops )= BrnucpKa). Ceci est le premier résultat important.

En écrivant la relation donnant (,.,., ils réalisent en fait un graphique de type Bronsted
qui relie la nucléophilie de I'amine avec sa basicité. De la valeur de cette pente, Jencks et al
en 1967 ont déduit deux grands types de comportement pour la cinétique de la réaction et
pour la répartition des charges sur I'état intermédiaire. 3! Ceci a été effectué dans le cadre de
I’aminolyse des esters avec comme groupe partant non pas des N-hydrosuccinimides mais des
alkyles ou des phényles. Notons aussi que c¢’est dans ce cadre qu’a été démontrée la présence
de I’état intermédiaire tétrahédrique pour les réactions d’aminolyse. Ces deux comportements
sont les suivants.

— Pour des valeurs de f3,,,. proches de 0.2, la nucléophilie est peu sensible aux changements
de substituant sur 'amine. Ceci indique que ’amine a perdu peu de charges lorsqu’elle
est dans 1’état intermédiaire par rapport a son état en tant que réactif. 3 On dit alors
classiquement qu’il y a eu un développement d’une "charge faible" sur l'azote et que le
groupe de ’état intermédiaire ressemble a celui en tant que réactif. On comprend alors
que I’étape cinétiquement déterminante est la premiére étape de formation de I’état
intermédiaire i.e. ’attaque du nucléophile et non pas la seconde étape de décomposition
de I’état intermédiaire en produits.

— En revanche pour des valeurs de 3, supérieures a 0.5 et idéalement proches de 1, la
nucléophilie est trés sensible aux changements de substituent de I’amine. Ceci implique
les conclusions inverses notamment le développement d’une charge positive importante
sur l'amine et le fait que 1’étape déterminante est cette fois la décomposition de 1’état

intermédiaire.
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Ainsi, la valeur de 0.73 pour .. indique que I’étape déterminante de la réaction d’acylation
est la décomposition de I'état intermédiaire.

Pour étre tout a fait précis, un autre 3 doit étre pris en compte. Il représente le 3, du
groupe partant et correspond a la pente de la droite donnée par la dépendance du log(kops)
en fonction du pK, du groupe partant. Les mémes conclusions peuvent cependant étre tirées

et bien souvent les deux valeurs de 3 sont proches. 143!

Constante de réaction absolue

Le deuxiéme résultat important est que Cline et Hanna ont pu quantifier les constantes
de réaction absolues observées pour la réaction entre soit le n-butylamine soit la piperidine et
I’ester p-OCHj3. Ces constantes de réaction montrent une dépendance avec deux composantes :
une linéaire et I'autre quadratique avec la concentration en amine. Nous montrons les valeurs

pour le n-butylamine.

kops = ki[Amine] + ko[ Amine]? (B.6)
kb = 3.9x10 %!
ky = 14x107*M st (B.8)

L’apparition de cette non-linéarité est connue pour ce type de substitution nucléophile d’acyles
et provient du role catalytique de 'amine dans cette réaction. Deux voies de réactions sont
présentes : 1'une non-catalysée (k1) et lautre catalysée par une base générale (ky). Nous

reviendrons dans la suite sur cet aspect.

Résultats sur les réactions entre chaque amine et les différents acyles

Le dernier résultat porte sur la réaction cette fois entre une amine et différents esters
substitués.

Cline et Hanna ont montré que plus le benzoyle est substitué avec un groupe désactivateur
fort plus la réaction est rapide. Comme précédemment, un formalisme permet & partir des
constantes de réactions observées de remonter a des parameétres concernant 1’état de transition.
Le formalisme utilisé est celui d’Hammett.

En travaillant sur les substitutions d’acide benzoique, Hammett a démontré ’existence

d’une loi empirique reliant les constantes de réactions relatives a une référence, noté par ko,
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(kﬁ) aux deux parameétres suivants : I'un dépendant uniquement du substituant spécifique R
0
(constante de substitution, o), 'autre uniquement de la réaction (paramétre de la réaction,

p). La relation d’'Hammett s’écrit :

log(kﬁo) = op. (B.9)

Connaissant les valeurs de o pour chaque substituant, ils peuvent remonter au parameétre p
dont la valeur est une indication sur la nature chargée de 'acyle lors de ’étape intermédiaire.
La valeur est proche de 1.1 pour le benzylamine ce qui implique une grande sensibilité de
la réaction a la présence du substituant sur le cycle et confirmerait d’aprés les auteurs un
développement de charge sur I'acyle.

En utilisant les résultats précédents, un schéma réactionnel a été proposé et les étapes

cinétiquement déterminantes identifiées. Deux voies sont possibles pour la seconde étape.

0
/ o R J |
/ R
EéN—O—C/ + H—N 4_) N—O—C|—”+\
\ R R
W\ Ar \ Ar
Fic. B.4 — Mécanismes réac-
k' tionnel de I’aminolyse d’'un NHS
Q ester.
XS {
SN + N—O- . HN*RR'
Ar R 2
\
k o]

e La voie £ est la voie non catalysée : elle dépend uniquement de la concentration en amine.
Des travaux faits sur les alkyles d’ester ont montré que dans ce cas tout a fait comparable a
celui du NHS ester, I'étape déterminante était liée a la scission de la liaison acyle-oxygéne. [*]
e La voie ky est la voie catalysée par les amines et correspond au retrait d’un proton de 'azote.
Cline et Hanna estiment tout comme dans le cas des alkyles et des phényles d’esters que ce

retrait du proton est I’étape déterminante de cette voie.

Q O- o O- fo) B , ~
J | R fent J ~ ‘) R o R J EI'G. B.5 5 D'ecornpc,)

N—O—C— N+ — N—O—C— N - o+ n—o Sition de l'état intermeé-
A\ | RB gH+ Y\ \ R A R \\ diaire par voie catalytique
° Ar ° Ar 0 basique.

Cline and Hanna ont aussi réalisé une autre étude "stucture-réactivité" sur 'aminolyse

des NHS ester mais cette fois en solvant aqueux.
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B.2.2 Reéaction d’acylation en solvant aqueux

Les auteurs ont étudié la réactivité de 'anisoyle-NHS ester avec des amines de pK, diffé-
rents dans un solvant aqueux avec 20% en volume de 1,4 dioxane. Les structures des réactifs

sont représentées ci-dessous. Notons que les acyles avec leur charge 6" sur le carbone ont

P
O
(0}
0 Fi1G. B.6 — Stuc-
| H,N HoN o
o N o _>7 _>7 ture des réactifs
0 NH .
v 4 \CH 4 o lors de ’aminolyse
3 : du benzoyle-NHS
HO .
ester (pK, crois-
anisoyl-N-hydrosuccinimide ester glycine ethyl ester glycylglycine sant de 7.75 pour
le glycine éthyl
(P-OCH)) ester a 10.63 pour
le méthylamine).
H2N H2N H2N
_>—0H _\_CH3 _\_\ H,N—CHj
0 CHs
glycine allylamine n-butylamine methylamine

une basicité plus faible que 1’équivalent en alkyle par effet inductif négatif. Les constantes
de réaction absolues ont été déterminées pour chaque couple de réactifs dans des conditions
de pseudo-ordre 1 en acyle en se plagant en large excés d’amines et les auteurs suivent la
décomposition de l'ester.

Nous allons étudier les deux réactions mentionnées dans cet article : la premiére correspond
a 'hydrolyse de l'ester i.e. & la réaction naturelle des esters avec le solvant aqueux sans autre

nucleophile présent, la seconde correspond a la réaction d’aminolyse qui nous intéresse.

Réaction d’hydrolyse de ’ester

Il est connu que les esters peuvent s’hydrolyser en solvant aqueux basique. '3 Jencks et al
ont d’ailleurs trouvé les constantes de réaction pour la décomposition des esters dans le cadre
plus général de 'attaque nucléophile par des oxyanions dont OH~ fait partie. En étudiant
notamment les pK, des acides conjugués de ces oxyanions et les pentes (3,,. et G, ils ont

montré que deux types d’état intermédiaire pouvaient étre formés selon la différence de pK,
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entre le groupe partant, dans notre cas le NHS ester et dans le leur des alkyles d’ester, et le
nucléophile, dans notre cas OH~ et dans le leur une classe plus générale d’oxyanions.

Si Bhue est proche de 0.3, I'état intermédiaire est proche de celui des réactifs, I'étape
limitante est celle de 'attaque nucléophile et le pK, du nucléophile est supérieur a celui du
groupe partant (et inversement si 3, est proche de 1). Ce dernier point correspond donc a
la situation inverse de 'attaque par un nucléophile tel qu'une amine ou des valeurs de (3,,,.
proche de 0.2 sont un corollaire d'un pK, de 'espéce attaquante plus faible que le pK, du
groupe partant.

Ainsi, pour 'hydrolyse du NHS ester, la constante de réaction observée (k.s) est du

premier ordre en OH™ et s’écrit :

kops = kow-[OH] (B.10)
kow- = 8TM 's™! (B.11)

Quelques ordres de grandeur peuvent nous aider & comprendre 'importance de ce phénomeéne.
A pH =7, le temps de demi vie du NHS ester est de 1380 min, & pH=7.5 de 419 min, & pH=8
de 132 min, & pH=8.5 de 42 min et & pH=9 seulement de 13 min. Tournier et al rapportent un
kor- de 203M 157! pour un sulfo-NHS ester présent a une des extrémités d'un cross-linker
hétérobifonctionnel avec un hexane séparant les deux groupements activés.['*4 Staros et al

rapportent un kog- de 173M s~ pour un sulfo-NHS agissant sur un propionyle. 87!

Réaction d’aminolyse de ’ester

En présence d’amines, le k.5 est la somme de ’hydrolyse et de ’aminolyse de ’anisoyle-
NHS ester. Contrairement au cas du dioxane anhydre, le ks dépend uniquement de la concen-
tration en amine et non plus de la concentration en amine au carré. De plus, le ks ne dépend
pas de la concentration en amine totale mais uniquement de la concentration en amine libre.
Ce terme amine libre fait référence a I'amine déprotonée. En utilisant la relation suivante,

nous pouvons calculer cette concentration en amine libre [Amine|ype.

[Amine]pre [ H ]

K, = —1
b Og( [Amine]protonée

(B.12)

. [Amme] totale
[Aminel e = T ke (B.13)
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La relation donnant k., en fonction de la constante de réaction de la réaction d’aminolyse k;

s’exprime comme (valeur de k; pour la n-butylamine) :

kobs — kor-|[OH™] = ki [Aminel,,, . (B.14)
ky = 50.9M 's7. (B.15)

Ce k;, dépendant linéairement de [Amine|;pe, correspond donc & la voie non-catalytique
observée dans le dioxane anhydre. A partir de la relation B.10, nous pouvons déduire le

rapport des vitesses d’avancement des réactions d’aminolyse, v4, et de ’hydrolyse, vy de

I'anisoyle NHS ester (ANHS).

vy = % — k[ Aminelip [ANHS] (B.17)
VA o kl [Amine]totale 14
v Ton | 1007 1 100%s 10 (B.18)

Ce rapport en fonction du pH donne une sigmoide décroissante centrée sur la valeur du pK,
de 'amine. Pour une amine de pK, de 10.25 (APTES) et une concentration en amine de 1
M, ce rapport vaut 3300 pour un pH égal a 7.4.

Enfin, le dernier résultat obtenu par Cline et Hanna constitue la désormais classique étude
de structure-réactivité du nucléophile.

Ils trouvent que le (,,. vaut 1, ceci implique que I'étape déterminante est la décompo-
sition de I’état intermédiaire tétrahédrique. Ceci nous ameéne directement a la partie la plus
intéressante, pour notre application, de cette étude.

Si nous comparons les deux valeurs de k; dans le dioxane anhydre et dans le solvant aqueux,
nous voyons un facteur 1300 qui implique un ralentissement considérable de la réaction dans
le dioxane.

Le fait de n’observer aucune contribution de la voie catalytique (absence de contribution
quadratique dans le cas du solvant protique) est une indication de la disproportion entre
la voie non-catalysée k/l et celle catalysée k/z (Cf. Fig. B.4). Dans un solvant protique tel
que l'eau, les transferts de proton via le solvant et la stabilisation des anions par les liaisons
hydrogénes vont considérablement faciliter respectivement 1’élimination de la charge résiduelle

de I'azote et 'expulsion du NHS. La voie k; sera donc favorisée. Ainsi, dans la mesure ot I'étape
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cinétiquement déterminante est justement 1’étape de décomposition de 1’état intermédiaire
qui nécessite a la fois la déprotonation de I’amine et ’expulsion du NHS ester, on comprend
bien l'origine de ce considérable ralentissement de la cinétique de la réaction dans le dioxane

anhydre.

/

De plus, le rapport des deux constantes de réactions (%) va étre lié aux capacités relatives
de départ du NHS et de 'amine de I’état intermédiaire. leus le pK, du groupe sera faible et
plus le groupe sera un bon partant. !4l Ainsi, dans le cas du NHS ester (pK, = 6), toutes
les amines ayant un pKa supérieur, comme c’est le cas pour le n-butylamine (pK, = 10.6),
aboutiront a une expulsion facilitée du NHS et donc & un recours moins important, en solvant

aqueux, a la voie catalysée. 140!

De cette rapide incursion en chimie organique, nous pouvons faire le résumé suivant. La
cinétique de la réaction est ralentie d’un facteur 1300 par passage d’un solvant aqueux au
dioxane du fait du caractére aprotique de ce dernier. Dans les deux solvants, le mécanisme
réactionnel d’acylation de I'ester par une amine comporte un état intermédiaire tétrahédrique
dont la décomposition en produits est ’étape cinétiquement limitante. Dans le dioxane, deux
voies de décomposition ont été trouvées : I'une catalysée par une base (I’amine), d’ordre 2 en
amine et 'autre non-catalysée, d’ordre 1 en amine. La voie catalysée est limitée par I'expulsion
du proton sur 'azote de I'état intermédiaire tandis que la voie non-catalysée est limitée par
I’expulsion de l'ester. Dans I'eau, l'ester peut soit réagir par voie non-catalytique avec une
amine afin de donner I’amide désirée soit perdre sa réactivité par hydrolyse en milieu basique.

La question est a présent de savoir si nous pouvons appliquer ces résultats au cas de la
réaction du sulfo-NHS ester présent dans le BS? avec ’aminopropyltriéthoxysilane (APTES)

présent a la surface des NPs.

B.2.3 Reéaction d’acylation entre PAPTES et le BS?

Nos conditions expérimentales sont différentes de celles précédentes sur au moins quatre
points. Nous utilisons comme solvant le DMSO au lieu du dioxane. Les résultats précédents
portent essentiellement sur 1’étude des dérivés du NHS ester de benzoyle alors que nous
utilisons un NHS ester d’une part sulfoné et d’autre part relié & une chaine carbonée proche
du propyle. Enfin, dans notre cas nous utilisons une aminopropyle alors que précédemment

I’amine la plus proche structurellement est la butylamine.
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Comme nous 'avons mentionné, le point important concernant la diminution de la réac-
tivité due a ’échange de solvant est le caractére aprotique du dioxane. Le DMSO étant aussi
un solvant polaire aprotique, nous pouvons considérer que son utilisation a un effet similaire

sur la cinétique de la réaction.

Le sulfonate placé en substituant d’un hydrogéne sur le succinimide modifie la solubilité
du BS? mais ne modifie pas son pK, qui est le paramétre déterminant dans la décomposition

de I'état intermédiaire.

Le passage benzoyle-propyle doit étre apprécié, en revanche, avec plus de précautions. En
effet, la valeur du parameétre de Hammett p égale a 1.1 indique que cette réaction d’acylation
est sensible a la présence de substituant sur le benzoyle. Nous avions observé que plus le
substituant était désactivateur plus la réactivité était forte. Autrement dit, plus cette chaine
carbonée attire les charges du carbone de 'acyle plus la réactivité est forte. Dans le cas des
aryles, un effet mésomérique négatif se combinera a un effet inductif négatif desquels résultera
une forte attraction des charges et donc une plus grande réactivité que dans le cas des alkyles
ol on retrouvera un effet inductif positif. Nous en déduisons que la réactivité globale du BS?
doit étre moins importante que celle trouvée pour l'ester de benzoyle. En revanche, cette
baisse de réactivité touchera de la méme maniére la réaction dans ’eau et dans le DMSO ce

qui conduit a penser que cela n’aura pas d’effet sur la baisse de réactivité relative dans le

DMSO.
Enfin, 'aminopropyle et I'aminobutyle ayant des pK, trés proches (dpK = 0.04) ceci

n’aura pas d’incidence sur la réactivité.

Une bonne partie des conclusions précédentes peut donc étre conservée pour nos conditions
expérimentales et notamment celle sur une réactivité beaucoup plus faible dans le DMSO. Il
faudra donc augmenter considérablement le temps de réaction d’une heure préconisé par le
fournisseur du cross-linker pour un solvant aqueux. Il faudra de plus rajouter une base dans
le mélange réactionnel. En effet, une partie de la décomposition de 1’état intermédiaire se
fait selon une catalyse basique générale, I’amine jouant le role de réactif et de catalyseur.
Or dans le cas des NPs, les amines qui pourraient jouer le role de catalyseur sont fixées
a la surface des NPs. Il serait alors hautement improbable que ce mécanisme puisse étre
conservé. Nous devons donc rajouter une base afin que la déprotonation de I'ammonium
appartenant a l’état intermédiaire puisse se faire. Jencks et al ont montré a ce sujet que

dans la réaction d’aminolyse entre I’hydrazine (amine=hydrazine) et I’ester p-chlorophényle
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acétate (groupe partant=p-chlorophényle), un ajout de triéthylénediamine qui joue le role de
base peut catalyser cette réaction.!'6! Nous avons choisi d’utiliser la triéthylamine comme

base supplémentaire.
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