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Résumé

es nanostructures d’or peuvent étre utilisées comme antennes optiques : elles se couplent
L a un émetteur ou récepteur de photons en champ proche et amplifient 'interaction de
celui-ci avec le champ lointain. Nous montrons ici comment des dimeres de nanoparticules
d’or assemblés autour d’un brin d’ADN fonctionnent comme des antennes aux fréquences
optiques, alimentées par un émetteur quantique unique.

L’électrophorese permet d’isoler des nanoparticules de 36 nm de diametre fonctionna-
lisées par un seul monobrin d’ADN de 30 ou 50 bases et, apres hybridation de séquences
complémentaires, de dimeres de géométries controlées. Les fréquences de résonance de
ces assemblages indiquent un décalage spectral vers le rouge pour des distances inter-
particules réduites; en excellent accord avec des calculs théoriques corrélés a une étude
topologique par microscopie électronique cryogénique.

En alimentant ces dimeéres par une unique molécule d’ATTO647N, nous produisons des
sources de photons uniques dont les taux d’émission spontanée sont exaltés de deux ordres
de grandeur par rapport a des fluorophores isolés. Les taux de désexcitation mesurés sur
plusieurs centaines de molécules uniques (isolées et en présence d’une ou deux nanopar-
ticules d’or) coincident quantitativement avec les exaltations estimées en théorie de Mie.
Des mesures d’ensemble par spectroscopie de corrélation de fluorescence indiquent égale-
ment une exaltation de plus d'un ordre de grandeur des coefficients d’extinction molaire
et un gain en signal de fluorescence pour les dimeres les plus courts malgré une réduc-
tion notable du rendement quantique. En modifiant fondamentalement ’environnement
électromagnétique local, ces nanostructures hybrides offrent une nouvelle voie d’ingénierie
des propriétés photochimiques de systémes moléculaires.

Mots-clés

Emission spontanée, plasmon, nano-antennes optiques, temps de vie de fluorescence,
spectroscopie de corrélation de fluorescence, section efficace de diffusion, électrophorese,
microscopie confocale, microscopie en champ sombre, molécule unique, ADN






Summary

old nanostructures act as optical antennas : they couple efficiently in the near field
G to photon emitters in order to enhance their radiation the far field. A typical way
to design nanoantennas is to couple the plasmonic modes of several nanoparticles positio-
ned a few nanometers apart. We demonstrate here how gold nanoparticle dimers can be
assembled around a DNA double-strand that features a single dye molecule.

Using electrophoresis, we purify 36 nm diameter gold particles preferentially linked to a
single DNA single strand. Hybridization of complementary sequences drives the assembly
of dimers with spacings ranging between 7 and 18 nm. Shortening the DNA linker induces a
clear red shift of the plasmon resonance wavelength as observed in scattering spectroscopy.
A statisitcal analysis of scattering spectra is performed over several dozens of groupings
and correlated with cryo-electron microscopy images and theoretical calculations.

By adding a single molecule in the centre of the particle dimers, we observe accelerated
single photon emission in time-correlated fluorescence measurements. Efficient coupling
between the active photon source and the passive gold nanostructure enhances the spon-
taneous emission rate by up to two orders of magnitude. Ensebmle measurements in
fluorescence correlation spectroscopy also indicate a one order of magnitude enhancement
of the molar extinction coefficient and an increase of the fluorescence count rates for the
shortest dimers while the quantum yield is significantly reduced. Dye molecule driven gold
particle dimers thus operate effectively as antennas for light.

Key-words

Spontaneous emission, plasmons, optical nanoantennas, fluorescence lifetimes, fluores-
cence correlation spectroscopy, scattering cross-section, electrophoresis, confocal micro-
scopy, darkfield microscopy, single-molecule, DNA
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Introduction

e nanometre est devenu une échelle incontournable en matiere condensée, que ce soit
dans la conception de circuits intégrés optimisés ou pour avancer dans la compréhen-
sion de la machinerie biologique. Toutefois, a ces dimensions, 'interaction entre la lumiere
et la matiere devient tres faible : les sections efficaces d’absorption ou d’émission de pho-
tons sont plus de six ordres de grandeur plus petites que la longueur d’onde au carré et
la propagation de la lumiére est a peine modifiée (faible diffusion ou déphasage induit).
Il est donc difficile de sonder et d’analyser optiquement des nanostructures mais aussi de
leur faire absorber, diffuser ou émettre efficacement de la lumiere. Exalter les interactions
lumiére / matiere aux échelles nanométriques semble donc primordial au développement
de capteurs, de détecteurs, de sources de lumieres mais aussi de cellules solaires plus
compacts et efficaces.

Alors qu’un atome isolé interagit efficacement avec une onde optique de fréquence cor-
respondant exactement a une transition électronique, des phénomenes d’élargissement
homogenes et inhomogenes en matiere condensée réduisent considérablement les sections
efficaces d’absorption, d’émission et de diffusion de la matiere condensée a température
ambiante. Il faut donc imaginer une méthode capable d’exalter, sur une large gamme
de fréquences, les propriétés optiques de nanostructures qui sont régies par la physique
quantique.

En 1946, E. M. Purcell a montré, dans un article de quelques lignes, que les propriétés
optiques d’un systéme quantique ne lui sont pas intrinseques [1]. Il indique que le taux
d’émission spontané d’un atome, placé dans un état électronique excité, est considéra-
blement modifié lorsque que celui-ci est au sein d’une cavité optique résonante. Ainsi,
I'exaltation du taux d’émission de I'émetteur dans un mode de la cavité, de facteur de
qualité @ et de volume Vi, est proportionnelle & @Q/V;, appelé facteur de Purcell. Ce
couplage ne se produit que si la fréquence d’émission des photons est égale a la longueur
d’onde de résonance de la cavité ; mais est alors extrémement efficace [2]. Ce couplage fort
ne peut étre reproduit en matiere condensée, avec des microcavités, qu’a de tres faibles
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températures ou les émetteurs quantiques présentent des largeurs spectrales proches de
leur valeur naturelle [3].

Indépendamment, la premiere expérience qui a démontré que I’émission spontanée d'un
systeme quantique dépend de son environnement, a été réalisée par K. H. Drexhage dans
les années 60 [4]. La variation de la distance entre I’émetteur quantique et un miroir
d’argent modifie le temps de vie de luminescence d’ions lanthanides. Dans ce cas, le
processus n’est pas spécifique a une fréquence mais les modifications du taux d’émission
ne sont que d'une dizaine de pourcents. Un couplage efficace entre les états de la matiere
et du rayonnement peut toutefois étre transposé a température ambiante. Pour cela, le
résonateur dans lequel est placé I’émetteur doit avoir une largeur de résonance spectrale
similaire a ce dernier. En terme de facteur de Purcell, cela implique un faible facteur de
qualité Q. Par conséquent, pour obtenir une forte exaltation du taux d’émission, il est
nécessaire de confiner le champ dans un petit volume V. Il nous faut donc concevoir
des résonateurs large bande qui vont se coupler a des échelles sub-longueur d’onde avec
I’émetteur et réémettre un rayonnement en champ lointain.

Dans le domaine des télécommunications, les antennes ont été initialement congues
pour envoyer des signaux a longue distance. En effet, ces dispositifs sont tres utilisés en
électronique pour obtenir un couplage efficace entre une onde propagative et une source
électrique ou un détecteur de taille sub-lambda, sur une large gamme de fréquences. La
partie passive de I'antenne est composée de structures fortement polarisables qui servent
a amplifier la puissance rayonnée en champ lointain. Ces propriétés sont donc tres proches
de celles recherchées pour la lumiere avec, en guise d’absorbeur ou d’émetteur de champ
électromagnétique, un systéme quantique.

L’idée est donc apparue dans la littérature en 2005 de redimensionner les antennes
aux fréquences optiques pour coupler un émetteur quantique avec le champ lointain en
I'entourant de nanoparticules de métaux nobles polarisables [5]. La lumiere oscillant un
million de fois plus rapidement que les ondes radio, les antennes obtenues vont étre ty-
piquement 10° fois plus petites que les antennes RF. Les métaux parfaits n’existent pas
aux fréquences optiques mais des nanoparticules de métaux nobles (Au, Cu, Ag) peuvent
étre utilisés a leur résonance plasmon comme objets fortement polarisables permettant de
confiner le champ électromagnétique.

Les antennes optiques demandent alors une précision de fabrication inférieure a la di-
zaine de nanometres. Les techniques avancées en nanosciences permettent d’atteindre
cette résolution par le biais de nouveaux processus de fabrication "top-down" (faisceau
d’ion focalisé et lithographie par faisceau d’électrons) [6,7,8] et par voie chimique, par
l'utilisation des techniques "bottum-up' d’auto-assemblage [9, 10, 11].

Cependant, fabriquer de fagon reproductible et a grande échelle des nanoantennes cou-
plées avec un émetteur unique reste d’'une grande complexité. En effet, une variation
nanométrique de la position de I’émetteur par rapport a la structure polarisable engendre
une forte variation de la densité locale d’état optique [12,13,14]. Le controle, a cette
échelle, de la position entre un émetteur et une nanoparticule d’or est possible en utili-
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sant un microscope a force atomique [13,14]. A plus large échelle, la lithographie électro-
nique a également permis de coupler efficacement des émetteurs avec des nanostructures
métalliques pour obtenir une émission spontanée exaltée et/ou directionnelle. Mais la
position relative des parties actives et passives de antenne est soit aléatoire [15], soit
présente une incertitude de plusieurs dizaines de nanometres [16,17,18,19] Les techniques
d’auto-assemblage permettent une meilleure résolution dans le controle de la position de
I’émetteur vis a vis d’une nanostructure d’or. En particulier, ’ADN synthétique permet
de positionner, avec une précision nanométrique, une molécule unique a proximité d’une
nanoparticule d’or qui, dans ce cas, éteint 1’émission spontanée [20]. En effet, une nano-
particule d’or individuelle n’est pas une bonne antenne avec une faible section efficace de
diffusion et un faible confinement du champ. Il est donc préférable d’utiliser un dimere
de nanoparticules confinant le champ en son centre. Des tentatives d’études de dimeres
de particules de métaux nobles associés, grace a 'ADN, a un émetteur quantique ont
été décrites dans la littérature [21,22]. Néanmoins, une faible pureté des échantillons n’a
pas permis une analyse statistique non-ambigué de ces nanostructures. Des dimeres d’or
auto-assemblés, présentant un nombre incontrolé de molécules fluorescentes, ont toute-
fois pu étre purifiés par des techniques biochimiques usuelles et influencer les propriétés
d’émission spontanée [23].

Dans ce travail de these, je vais démontrer qu’il est possible d’utiliser I’assemblage dirigé
par des brins d’ADN pour produire, de maniere reproductible, des dimeres d’or purifiés
présentant une section efficace de diffusion élevée et, surtout, un unique émetteur quan-
tique. Je prouverai en particulier que la position de I’émetteur est contrélée au nanometre
pres au centre des dimeres, permettant des modifications du taux d’émission spontanée et
de la section efficace d’absorption de plus d’un ordre de grandeur. Des facteurs de Purcell
supérieurs a 100 seront mesurés dans ces nanoantennes, tout en conservant les propriétés
d’émission de photons unique d’un systeme quantique individuel.

Ce manuscrit est construit en cing chapitres : le premier est consacré aux aspects théo-
riques qui régissent les phénomenes physiques impliqués dans 1’étude des nano-antennes.
Nous verrons pourquoi controler de fagon tres précise la position de I’émetteur dans la
structure passive est un atout nécessaire pour obtenir un couplage efficace. De plus, nous
verrons quelles sont les techniques existantes pour coupler un émetteur fluorescent avec
une structure métallique. Puis, nous présentons la méthode que nous utilisons pour la
réalisation d'un tel systeme.

Nous détaillons, au cours du second chapitre, comment fabriquer des dimeres de nano-
particules d’or auto-assemblés autour d’un unique brin d’ADN. La fabrication de nano-
antennes nécessite un controle total de ’environnement chimique et, en particulier, de
connaitre le nombre de brins d’ADN greffés par particule pour positionner 1’émetteur
quantique. Puis, nous validons notre méthode d’auto-assemblage par la caractérisation
morphologique des groupements en microscopie électronique a transmission dans des
conditions cryogéniques (cryo-EM).

Le troisieme chapitre est voué a la caractérisation des spectres de résonance de nano-
structures uniques en fonction de la distance interparticules, par le biais d’un microscope
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confocal a champ sombre. L’étude statistique des fréquences de résonance est comparée
a des calculs par la théorie de Mie généralisée en prenant en compte les parametres géo-
métriques estimés en cryo-EM. Nous concluons ce chapitre sur I'influence de la flexibilité
de 'ADN sur les réponses optiques des groupements de nanoparticules.

Une fois notre méthode de fabrication validée et les réponses optiques parfaitement
caractérisées, nous présentons, dans le chapitre quatre, I'influence des dimeres sur 1’émis-
sion spontanée d’une molécule unique. Nous détaillons une analyse statistique de 1’exal-
tation de taux d’émission en fonction de différentes géométries d’échantillon que nous
comparons a des calculs théoriques. Cette analyse permet d’estimer la position exacte de
I’émetteur dans la structure passive et de montrer quels sont les parametres géométriques
qui influencent le taux d’émission et le signal de fluorescence. Nous montrons également
qu'un dimere d’or associé a une molécule individuelle est une source accélérée de photons
uniques.

Apres avoir analysé le fonctionnement des antennes par des mesures de molécules
uniques, nous estimons, dans le chapitre cing, les valeurs quantitatives moyennes de la
section efficace d’absorption, du taux d’émission et du rendement quantique de dimeres
d’or alimentés par une molécule fluorescente. Nous combinons, pour cela, plusieurs mé-
thodes de mesures comme la spectroscopie par corrélation de fluorescence (FCS) et les
mesures de fluorescence corrélées en temps (TCSPC).
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e but de mes travaux de these est de controler I’émission spontanée d’une source quan-
tique de lumiere en matiere condensée, en structurant le champ électromagnétique
environnant par le biais d’'une architecture métallique.

Controler le couplage entre un émetteur quantique et une structure métallique, de
facon efficace et précise, requiére une connaissance exhaustive des phénomenes physiques
impliqués. Ce chapitre est consacré a introduire les concepts fondamentaux qui régissent
les modifications des propriétés photophysiques d'un émetteur fluorescent a proximité
d’une structure plasmonique. Il est scindé en quatre parties : introduction au concept
d’antenne optique pour exalter U'interaction lumiére / matieére; descriptions des parties
passives (nanostructure métallique) et active (émetteur quantique) d’une nano-antenne;
discussion autour des résultats emblématiques de la littérature sur ce théme.

1.1 Pourquoi associer émetteur quantique et an-
tenne nanométrique ?

Dans ce paragraphe, nous allons expliquer pourquoi une antenne redimensionnée aux

fréquences optiques peut étre particulierement intéressante pour coupler une source quan-
tique avec le champ électromagnétique.
En modulant I'environnement d’un émetteur quantique, il est possible de controler ses
propriétés optiques. Ceci découle directement de la regle d’or de Fermi : si nous considé-
rons un systeme quantique a deux niveaux d’énergie, notés |g) pour I’état fondamental
et |e) pour I'état excité, localisé a ry, avec un moment dipolaire de transition noté P fai-
blement couplé au champ électromagnétique ; le taux de transition de |e) a |g) est donné
par :

r— {_:h|<g|P|e>|2pp<ro7w> (1.1)

Ou w est la fréquence de transition, et p, définit la densité des états électromagné-
tiques en ry, couramment appelée LDOS pour "Local Density Of States". En modifiant
I’environnement de I’émetteur, il est possible de modifier la LDOS et donc la capacité du
systeme quantique a émettre des photons. La modification du taux d’émission en fonction
de 'environnement local a été mise en évidence expérimentalement pour la premiere fois
par Drexhage en 1966. Cette expérience consiste a mesurer le temps de vie de fluores-
cence d’émetteurs quantiques a proximité d’'un miroir d’argent en fonction de la distance
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d émetteur-surface. Le résultat de la mesure est présenté sur la figure 1.1 [4].

1.2
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Figure 1.1 — Temps de vie de fluorescence des ions Eu3+ en fonction de la distance émetteurs-
surface d (points). Calculs théoriques estimés par [24] (courbe continue noire). Image
tirée de la référence [24].

Le taux d’émission I' de I'émetteur quantique est défini comme I' = 1/7, avec 7 le
temps de vie de I'état excité. D’apres la figure 1.1 (tirée de 'article [24]), des oscillations
du temps de vie sont constatées, ainsi qu'une brutale chute du temps de vie lorsque d — 0.
Apres la publication de ces résultats, il a été possible d’expliquer quantitativement 1’effet
mesuré en analysant comment le champ rayonné par I’émetteur agit sur lui méme [24].

1.1.1 Densité locale des modes électromagnétiques (LDOS)

Pour estimer la LDOS a la position d’un émetteur quantique, il faut analyser comment le
champ rayonné, par celui-ci, I'influence apres avoir interagit avec son environnement. Ceci
peut étre exprimé en fonction du tenseur de Green G [25,26]. L'utilisation du formalisme
de Green permet de relier un dipole source au champ électrique qu’il génére en tout
point de I'espace en régime monochromatique. La fonction de Green peut étre introduite
indifféremment pour un dipole source quantique ou classique. La LDOS est alors définie
de la fagon suivante [26] :

pp(ro,w) = 7%:2[np.I?”n{G(ro,7°0,w)}.np] (1.2)

ou n, est le vecteur unité dans la direction du dipole source P.

Lorsque I’émetteur est dans le vide la LDOS est donnée par :

Pr= "3 (1.3)
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et le taux d’émission est :

w’[P]

Ty = — =1
0 3mheyc?

(1.4)

La modification du taux d’amortissement par rapport au taux d’amortissement dans le
vide I' /Ty, dépend donc uniquement du rapport des LDOS qui est une grandeur d’élec-
trodynamique classique :

£ _ pp(rovw)
T~ pow) (15)

En accord avec les observations de Purcell en 1946, nous venons d’introduire que le
taux d’émission n’est pas une propriété intrinseque de 1’émetteur [1]. Supposons qu’un
émetteur soit placé dans une cavité optique (deux miroirs). Cette cavité est caractérisée
par un certains nombres de modes optiques p,. Lorsque la taille de la cavité est de ’ordre
de la longueur d’onde d’émission de I’émetteur, 'intensité des modes est confinée au sein
de la cavité.

Ainsi, Purcell considére un mode optique confiné dont la résonance correspond a 1’éner-
gie de transition d’un émetteur de 'état excité vers ’état fondamental. Dans ces condi-
tions, Purcell prévoit une forte modification du taux d’émission comparée a un émetteur
dans le vide I'y. Le facteur de Purcell est alors défini par I'expression suivante :

o= ()

:FO_4W2 V.

F
Vin

(1.6)

Une cavité résonante est caractérisée par son facteur de qualité ) et le volume du mode
Vi de résonance. Lorsqu’un systeme quantique est en interaction avec les modes du champ
électromagnétique, deux situations tres différentes de couplage peuvent exister. Dans le
cas ou le couplage est faible (le champ optique est décrit comme un continuum de modes),
on utilise la regle d’or de Fermi décrite ci-dessus et I’équation 1.6 peut étre appliquée.
Si, au contraire, la cavité présente de tres faibles pertes optiques et des modes discrets,
alors le photon émis par ’émetteur peut étre réabsorbé apres avoir été diffusé par son
environnement local. Si le photon est absorbé puis réémis périodiquement (oscillations de
Rabi), alors les niveaux électroniques du systéme quantique et les modes optiques de la
cavité seront hybridés avec une levée de dégénérescence des fréquences de résonance. On
parle de couplage fort [27].

L’interaction entre un émetteur quantique et une cavité résonante est un processus fon-
damental de I'électrodynamique quantique, en particulier avec des systemes atomiques
isolés [1,28,29]. Toutefois, reproduire ces processus en matiere condensée est nettement
plus complexe. Pourtant ils permettraient d’optimiser la capacité de la matiere a émettre,
absorber ou diffuser des photons. En matiere condensée, I’émetteur interagit avec son
environnent, ce qui entraine un élargissement homogene de ses états électroniques. II est
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toutefois possible de minimiser ces effets a basse température pour obtenir un couplage
fort entre un systéme quantique et une micro-cavité [3].

Mais pour pouvoir travailler a température ambiante, il faut utiliser un résonateur de
largeur spectrale similaire a un émetteur fluorescent comme une boite quantique semi-
conductrice (QD), une molécule ou un cation métallique. Dans ce cas, la largeur homo-
gene de I'émetteur en longueur d’onde est de plusieurs nanometres a plusieurs dizaines
de nanometres. Dans le cadre de cette étude, nous ne nous intéresserons qu’a des cas de
couplage faible entre I’émetteur et le champ électromagnétique a température ambiante.
En terme de facteur de Purcell, ceci correspond a une tres faible valeur de (). Pour cou-
pler efficacement 1’émetteur quantique avec le champ électromagnétique, il va donc falloir
confiner le champ pour avoir une valeur de V,, faible et compenser ). Il faut alors imaginer
des résonateurs qui vont se coupler a des échelles sub-longueur d’onde avec I’émetteur.
Les antennes radiofréquences permettent de coupler efficacement le champ électromagné-
tique avec une source ponctuelle en 'entourant de structures polarisables a des échelles
sub-A. De plus, elles peuvent fonctionner sur de larges gammes de fréquences. L’idée est
donc apparue dans la littérature en 2005 de redimensionner les antennes aux fréquences
optiques pour coupler un émetteur quantique avec le champ lointain en I'entourant de
nanoparticules polarisables [5].

1.1.2 Introduction aux nano-antennes

De fagon générale, on peut associer a une antenne le fait de convertir une onde pro-
pagative en énergie localisée pour se coupler efficacement a la matiere a des échelles
sub-longueurs d’onde [30]. Le principe général de la théorie des antennes optiques est
illustré par la figure 1.2.

Contrairement aux micro-cavités, caractérisée par un spectre de résonance étroit, les
antennes optiques vont pouvoir présenter des résonances large bandes compensées par
des modes optiques confinés. Il serait alors possible d’exalter 1’émission spontanée d’un
émetteur quantique a température ambiante [31,30].

Les antennes sont typiquement composées d’éléments passifs, fortement polarisables,
alimentés par une source active, de taille petite par rapport a la longueur d’onde. La
confection reproductible de nanostructures polarisables dans le domaine de I'optique né-
cessite des dimensions nanométriques qui n’ont été démontrées que récemment [6,7,8]. Aux
fréquences optiques, la partie active de I'antenne sera également de taille nanométrique et
régie par les lois de la physique quantique. Alors qu’en radiofréquences les antennes sont
caractérisées par le gain en puissance émise par la source classique ; en optique, une nano-
antenne alimentée par une source quantique va entrainer une variation du taux d’émission
I'. La différence de taille entre la partie active de I’antenne et la longueur d’onde implique
une différence d’impédance en radiofréquences qui peut étre redéfinie en optique pour
une source quantique [31]. Comme la puissance dissipée par un dipdle classique est pro-
portionnelle a la LDOS, le rapport des puissances dans une antenne et dans le vide est
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Antenna

) Radiation
Transmitter Q ——> — >
b
Antenna
Radiation > \ h ——> O Receiver

Figure 1.2 — Schéma de principe du concept d’antenne en émission (a) et en réception (b). tiré de
I'article [30].

rigoureusement égal au rapport des taux d’émission d’une source quantique [32] :

r P
- (1.7)
Iy L

ou P, et P sont respectivement les puissances dissipées par un dipole classique dans
le vide et a proximité d’une antenne. Il est donc possible d’analyser une antenne par sa
réponse classique pour estimer son influence sur un émetteur quantique.

La présence d’une antenne peut donc exalter les propriétés d’un systeme quantique
servant d’émetteur ou de récepteur de lumiere. Cependant, elles vont introduire des pertes
non-radiatives dissipées sous forme de chaleur car il n'y a pas de métaux parfaits en
optique. Dans le cas d'une antenne radiofréquence, on peut définir son efficacité comme
le ratio entre la puissance rayonnée en champ lointain et la puissance totale émise par
la source. En optique, on pourra également introduire une efficacité 7 comme le rapport
entre le taux d’émission radiative I'g et le taux d’émission total I' qui est la somme de
’émission non-radiative I'yg et de I'r [30].

Afin de se coupler efficacement avec un émetteur a température ambiante, la structure
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passive doit répondre aux criteres suivant : fortement polarisable, de taille sub-lambda
(nanométrique) et de résonance large bande dans le visible. De plus, pour compenser
le mauvais facteur de qualité associé a la largeur du spectre voulu pour se coupler a
I’émetteur, le champ électromagnétique doit étre fortement confiné. Nous verrons que les
nanoparticules de métaux nobles (Ag, Au, Cu et Al) sont particulierement adaptées pour
remplir les exigences imposées pour le couplage a un émetteur a température ambiante.

1.2 Eléments passifs d’une nano-antenne

Dans ce paragraphe, nous allons expliquer pourquoi des nanoparticules de métaux
nobles peuvent étres utilisés comme éléments passifs d’une antenne optique. De maniere
générale, les nanostructures de métaux nobles peuvent se polariser sous une excitation
optique grace a leurs électrons de conduction qui répondent comme des électrons libres.
La constante diélectrique d'un métal noble est alors généralement décrite par le modele de
Drude. Dans ce modele, on traite classiquement la dynamique dun électron a la position
r soumis au champ électrique oscillant a la fréquence w :

m— +my— = —ekl (1.8)

ou m est la masse de I’électron et v le coefficient d’amortissement qui est 'inverse du
temps de collision des électrons sur les phonos et impuretés.

L’expression de la fonction diélectrique dans le modele de Drude est définie de la fagon
suivante :

2
wp

_ _ 1.9
w? + iyw (1.9)

€Drude (w> =1

ou wy est la fréquence plasma w, = \/ne?/meey (e est la charge d’un électron et m sa
masse). En pratique, ce modele n’est pas directement applicable car les métaux nobles
présentent des transitions inter-bandes dans le proche UV, entre les bandes d (électrons de
coeur) et la bande s—p (électrons de conduction). Ces transitions sont d’ailleurs a I’origine
des couleurs typiques du cuivre et de l'or. La présence de ces transitions électronique est
généralement décrite par une constante diélectrique €. (w) de forme Lorentzienne. 11 est
alors possible de décrire correctement la constante diélectrique d’un métal noble avec un
modele de Drude-Lorentz :

Wp

o (1.10)

(W) = €xo(w) —

Pour des valeurs de w inférieures a w,, la partie réelle de la constante diélectrique
du métal peut étre négative. C’est le contraste entre une constante diélectrique négative
(pour les métaux nobles dans le visible) et une constante diélectrique positive (pour un
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milieu diélectrique environnant) qui est a l'origine des propriétés optiques originales des
nanostructures métalliques.

En particulier, il est possible de produire une oscillation des charges surfaciques du métal

en les couplant de maniere résonante avec la lumiere. On parle dans ce cas de plasmon
de surface délocalisé, également appelé plasmon-polariton de surface. Le terme "plasmon'
est utilisé pour décrire une oscillation collective des électrons de conduction du métal.
Ces plasmon-polaritons se caractérisent par une onde qui se propage le long de 'interface
entre un métal noble et un diélectrique avec une décroissance exponentielle de 'intensité
dans la direction normale a l'interface, caractéristique d’une onde évanescente [33].
Dans le cas d'un objet métallique de taille inférieure par rapport a la longueur d’onde de la
lumiere, il est également possible d’exciter une résonance plasmon. Le nuage électronique
de la particule se polarise sous l'effet de I'excitation pour obtenir un systeme de charges
oscillantes de taille sub-longueur d’onde. On parle alors de résonance plasmon localisée.
Dans le paragraphe suivant, nous allons expliquer pourquoi cette interaction est résonante
sur une large gamme de fréquences et pourquoi cela permet de concevoir la partie passive
d’une antenne : c’est a dire des objets fortement polarisables permettant de confiner le
champ électromagnétique a des échelles nanométriques.

1.2.1 Reésonance plasmon de nanoparticules petites par rap-
port a la longueur d’onde

Pour des nano-particules métalliques, les plasmons de surfaces localisés apparaissent
sous l'excitation d’une onde électromagnétique incidente. La fréquence de résonance de
ces oscillations varie en fonction de la taille, de la forme, du type de métal, et de I’environ-
nement diélectrique [34,35,36]. Pour comprendre 'origine des résonances plasmons dans
les nanoparticules, nous allons considérer, dans un premier temps, une particule beau-
coup plus petite que la longueur d’onde. Dans ce cas, le champ incident est homogene
a ’échelle de 'objet et on peut considérer que la réponse du systéme sera proche de la
réponse électrostatique (approximation quasi-statique).

Une particule sphérique homogene de rayon R, soumise a un champ statique (figure 1.3),
va présenter un dipdle induit avec une polarisabilité scalaire de la forme :

aow) = Am 2@ = ém (1.11)
ep(w) + 261,

ol €,(w) et €, sont, respectivement, les constantes diélectriques de la particule et du mi-
lieu. Comme la partie réelle de €, peut étre négative, la partie réelle du dénominateur de
ap(w) peut s’annuler : la polarisabilité diverge et on obtient une résonance plasmon. La
longueur d’onde pour laquelle cette résonance apparait dépend donc du métal (e,(w)) et
de l'environnement (¢,,) mais, dans 'approximation quasi-statique, elle est indépendante
de la taille de la particule. La largeur de la résonance dépend du libre parcours moyen
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des électrons dans le métal v qui introduit des pertes d’énergie sous forme de chaleur.

Comme le dipole induit dans la sphere oscille a la fréquence incidente w, il peut rayonner
en champ lointain. Toutefois, cette puissance rayonnée est nulle dans I'approximation
quasi-statique car les effets retard sont négligés et le théoréme optique (conservation de
I’énergie) n’est plus vérifié. Ceci suppose que toutes les charges de la particule répondent
simultanément au champ extérieur. En considérant R < Aje o0 Ajpe = 27c/w est la
longueur d’onde de l'onde incidente Ei,. dans le vide, et en étudiant la réponse de la
sphere en une position r bien supérieure a R, r > R, on peut approximer la réponse de
la particule a un dipole rayonnant induit avec une polarisabilité :

ap(A)
alw) = 2% (112
1— 267040(/\)
qui vérifie bien, dans le cas statique (kK — 0), a(w) = ag(w). On parle alors d’ap-
proximation dipolaire. Cette différence d’expression entre a(w) et ap(w) est généralement
nommeée correction radiative. L’expression de la section efficace de diffusion est alors :

kA :
Odiff = 67T|Oé(w)| (1.13)

Avec la correction radiative, la fréquence de résonance plasmon dépend de la taille de la
particule avec un décalage spectral vers le rouge quand R augmente. Surtout, la largeur
de la résonance dépend alors de deux contributions : le libre parcours moyen des électrons
~ mais aussi les pertes par rayonnement. C’est pourquoi une particule métallique peut
agir comme une antenne optique large bande : le faible facteur de qualité de sa résonance
plasmon est en partie lié a des pertes radiatives. Le ratio entre les pertes par échauffement
du métal (génantes) et par rayonnement (souhaitées) sera un parametre a optimiser dans
la conception d’une nano-antenne.

v

\ 4
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- E(w)

—
r

—
r

Figure 1.3 — particule sphérique de constante diélectrique €, dans un milieu homogene (e,,) soumise
a un champ électromagnétique.

Nous nous sommes focalisés sur le cas d'une particule sphérique mais I'approximation
dipolaire peut étre aisément généralisée a des particules non-sphériques comme représen-
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tées sur la figure 1.4. En particulier, si on considere une particule ellipsoide de volume V/,
I’expression de la polarisabilité quasi-statique vectorielle est donnée par :
(W) — €m

ap(w), = Vem Ly (@) — o) (1.14)

e ——
Nm
T ——
Einc S '
- w)
e ——

Figure 1.4 — particule elliptique longueur a pour le grand axe et b pour le petit axe, €, €, sont
respectivement les fonctions diélectriques de la particule et du milieu.

ou L; est un facteur géométrique dépendant de ’excentricité de 1’ellipsoide. La somme
des L; selon les trois axes de l'ellipsoide vaut 1. Surtout, il est important d’observer que
la polarisabilité est maintenant un vecteur présentant trois composantes qui vont diverger
pour différentes valeurs de w. Par conséquent, une particule non-sphérique peut présenter
trois résonances différentes en fonction de la polarisation incidente. En introduisant la
correction radiative décrite ci-dessus, il est possible de correctement décrire des particules
de forme ellipsoidale dans I’approximation dipolaire.
Il est intéressant de noter que la fréquence de résonance de la nanoparticule métallique
peut donc étre accordée, en jouant sur sa forme et sur le métal utilisé, a la longueur d’onde
d’émission ou d’absorption d'un émetteur quantique.

1.2.2 Résonance plasmon de nanoparticules quelconques : Théo-
rie de Mie

Jusqu’a présent, nous avons considéré une particule de taille inférieure a la longueur
d’onde, ce qui nous a permis de traiter les propriétés optiques par une approximation
dipolaire. Cependant, lorsque la taille de la particule devient plus grande, la phase du
champ électromagnétique ne peut plus étre considérée comme uniforme dans la particule.
En effet, la distribution des charges ne décrit plus nécessairement un dipole et des ordres
plus élevés sont a prendre en compte. La résolution des équations de Maxwell pour une
particule de taille et de forme quelconque est un probleme complexe. Toutefois, elle est
possible pour des particules sphériques en utilisant la théorie de Mie [37]. L’étude de par-
ticules sphériques permet de mettre en évidence tous les processus physiques sous-jacents
a la conception d’une antenne optique. De plus, les particules utilisées dans cette these
pourront, généralement, étre approximées a des spheres.

La théorie de Mie est basée sur la résolution analytique des équations de Helmholtz en
coordonnées sphériques. Cette théorie s’applique au cas particulier d’une sphere d’indice
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quelconque n,,, en milieu homogene n,,, soumise a une onde plane incidente. Compte tenue
de la symétrie sphérique du systeme, les champs E et H sont exprimés, en tout point de
I’espace, sur une base d’harmoniques sphériques vectoriels en fonction de deux séries de
parametres a, et b, [37]. Les bases d’harmoniques sphériques vectoriels sont obtenues
en combinant des harmoniques sphériques scalaires, décrivant la dépendance angulaire,
et des fonctions de Riccoti-Bessel pour la dépendance radiale. Leurs expressions sont
complexes mais les conditions aux limites des champs électromagnétiques, transverses et
longitudinaux, a la surface de la sphére permettent d’exprimer simplement les parametres
ay et by selon [37] :

_ min(ma)iy, (2) — Ya(2)Y, (ma)
mipn(mz)&), (x) — & ()¢, (ma)

ap

(1.15)
 a(ma)i (@) — m,(2)¢) (ma)
b (M€, () — mé, (2, (ma)

by

ou x est un parametre dimensionnel dépendant du rayon de la sphere R, des indices

Ny et n,y, et de la longueur d’onde incidente A selon x = . x est un parametre sans

2mnm R
dimension et réel dans I'hypothese ou le milieu est supposéksans pertes. m = n,/n, est
le rapport des indices de réfraction entre la particule et son environnement. Les fonctions
() et &,(z) sont définis a partir des fonctions de Bessel (J,,(z)) et de Hankel (H,,(z)))
d’ordre n par ¢, (p) = pdn(p) et & (p) = pHa(p).

La résolution analytique par la théorie de Mie fournit des solutions rigoureuses des ré-
ponses optiques de particules sphériques de taille quelconque. Elle permet surtout d’obte-
nir des expressions simples des sections efficaces d’extinction, de diffusion et d’absorption

d’une particule sphérique [37] :

" )\2 00
ol = 553 (20 + 1) Rfar + b}

m” =1
" )\2 oo
Taifs = Tmmz; (204 1) (laol” + 10af?) (1.16)
O-Zlfs = O-Z:(I:)t - O-lezz}f

Ces équations permettent de mettre en évidence 'aspect multipolaire de la réponse
optique d'une sphere de rayon similaire a la longueur d’onde. En se limitant a [ = 1,
on remonte a la réponse dipolaire de la sphére qui domine pour R << \. La figure 1.5
illustre les calculs de la section efficace d’extinction d’une particule d’argent de 100 nm de
diametre. On observe deux pics de résonance dans les spectres d’extinction, de diffusion
et d’absorption sur la figure 1.5-a. Le pic centré autour de 550nm correspond au mode
dipolaire [ = 1. Le deuxieme pic autour de 430nm correspond a l’excitation d’un mode
quadrupolaire [ = 2. Les aspects dipolaires et quadrupolaires de ces deux modes peuvent
étre vérifiés en estimant le champ local a la surface de ces spheres par la Théorie de Mie
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sur la figure 1.5-b. De tels calculs sont possibles car le champ électromagnétique peut
étre exprimé analytiquement en tout point en fonction des coefficients a; et b et des
harmoniques sphériques vectoriels.
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Figure 1.5 — (a) Calculs par la théorie de Mie des sections efficaces d'une particule sphérique d’argent
de 100 nm de diameétre avec un indice diélectrique du milieu n,,=1.5 et de |'argent
massif pour la particule. Cartes de la distribution de l'intensité calculées : longueur
d’onde d'excitation A = 430nm (b), longueur d'onde d'excitation A = 550nm (c).
Figure tirée de la theése d'Alexis Devilez [127].

Les cartes d’intensité des figures 1.5-b et -c¢ sont calculées a A = 430nm et A = 550nm.
L’image figure 1.5-c indique deux points de surintensité a la surface de la sphere d’argent :
la sphere répond comme un dipole parallele a la polarisation incidente. Cette surintensité
de plus d’un ordre de grandeur a la surface de la sphere est due au contraste d’indice
entre l'argent et le diélectrique environnant : elle démontre que les particules de métaux
nobles peuvent confiner le champ électromagnétique a des échelles nanométriques. La
figure 1.5-b montre, au contraire, quatre points intenses distribués a la surface de la
particule, typique d’une résonance quadrupolaire. Les surintensités de champ a 430nm
sont méme supérieures a celles observées a 550nm : un mode multipolaire peut donc
confiner efficacement le champ a la surface d’'une nanoparticule.

Toutefois, les sections efficaces de la figure 1.5-a démontrent le comportement radicalement
différent des modes dipolaires et multipolaires. En effet, a 550nm, la section efficace
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d’extinction est dominée par la section efficace de diffusion : les pertes radiatives sont
donc majoritaires. Au contraire, le pic a 430nm n’apparalt presque pas dans la section
efficace de diffusion mais est tres net dans la section efficace d’absorption. Ceci signifie
que le quadripole induit ne rayonne pas efficacement mais introduit des pertes ohmiques.
La faiblesse du rayonnement quadrupolaire se retrouve dans le facteur de qualité plus
élevé de la résonance a 430nm par rapport a 550nm. La résonance quadrupolaire d’une
sphere métallique fournira donc une mauvaise antenne : faible gamme de fréquence avec
pertes par absorption dominantes. Au contraire, une sphére excitée a son mode dipolaire
est une antenne optique : elle confine localement le champ, présente une résonance large
bande et rayonne efficacement.

Si une sphére unique peut agir comme ’élément passif d’'une antenne optique, la ma-
jorité des systemes radio-fréquences utilisent plusieurs objets polarisables. La raison est
double : les dipoles induits peuvent interférer de maniere constructive dans une direction
de I'espace pour obtenir une réponse directionnelle ; le champ sera d’avantage confiné entre
plusieurs spheres qu’a la surface d’une. Dans le paragraphe suivant, nous allons expliquer
comment le couplage électromagnétique entre plusieurs nanoparticules métalliques peut
étre analysé qualitativement par une description dipolaire. Nous indiquerons les limites
de ce modele et introduirons une généralisation de la théorie de Mie permettant de ré-
soudre les équations de Maxwell pour un systeme quelconque de sphéres soumises a une
excitation en champ lointain ou proche (source dipolaire ponctuelle).

1.2.3 Couplage plasmon dans des groupements de spheéeres

Comme expliqué précédemment pour une sphere dans 'approximation dipolaire, la
polarisabilité est scalaire. Par conséquent, pour trois polarisations incidentes orthogonales,
la fréquence de résonance plasmon ne change pas. Si on approche deux spheres présentant
des dipdles induits, ceux-ci se couplent et de nouveaux modes doivent étre définis. Dans
I’approximation quasi-statique, ce phénomene de couplage est similaire a 'interaction des
orbitales p d’un atome d’hydrogene, c¢’est pourquoi ce couplage plasmon pour les dipdles
induits d’une sphere est généralement nommé "modele d’hybridation" [38]. Le couplage
des dipoles induits de deux spheres est représenté sur la figure 1.6.

Les six modes dipolaires initialement dégénérés se couplent en deux modes longitu-
dinaux et quatre modes transverses deux fois dégénérés. L’évolution de la fréquence de
résonance de ces modes dépend de l'interaction des dipdles induits. Ainsi, si un dipole
induit est orienté comme les lignes du champ électrique issu de second dipole induit,
alors le couplage est "coopératif' et la fréquence de résonance est décalée vers le rouge
(basses énergies). Dans le cas contraire, I'interaction induit un décalage spectral vers le
bleu (hautes énergie). Trois modes ont été entourés sur la figure 1.6 : ils correspondent
a des modes couplés dipolaires. On les décrit généralement comme des modes brillants.
Le mode longitudinal fournit une interaction plus forte entre les dipoles induit : il domi-
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Energie

Figure 1.6 — Représentation schématique du couplage dipolaire entre deux sphéres.

nera en général la réponse optique d'un dimere de particules et c’est lui qui sera utilisé
pour I'élément passif d’une antenne optique. Les trois autres modes sont essentiellement
quadrupolaires et ne se coupleront pas efficacement au champ lointain. On les dénomme
souvent "'modes sombres".

Ce raisonnement est quasi-statique et dipolaire. Il n’est donc valable que pour des par-
ticules tres petites devant A et pour des distances non-négligeables entre les spheres. 11
ne peut donc étre que qualitatif. Pour des petites particules treés proches (distance bord
a bord inférieure a leurs rayons), il faut considérer que le couplage va faire intervenir
des modes d’ordres supérieurs (par exemple un dipole induit dans une spheére se couplant
au quadripdle induit dans l'autre). Par contre, le systéme couplé restant de dimension
sub-\, il est possible de considérer son couplage en champ lointain par une approximation
dipolaire avec correction radiative.

Dans le cas ou les particules deviennent de dimension semblable a la longueur d’onde,
il est nécessaire de résoudre quantitativement les équations de Maxwell pour prendre en
compte tous les processus multipolaires. Il est alors possible de résoudre analytiquement
un groupement quelconque de spheres en milieu homogene en généralisant la Théorie de
Mie. Cette généralisation passe par une expression des champs E et H en harmoniques
sphériques vectoriels dans le référentiel de chaque sphere. L’expression des champs en
tout point de I'espace passe alors par un changement de référentiel dans le référentiel du
laboratoire. Les expressions mathématiques des harmoniques sphériques vectoriels, apres
changement de référentiel par translation et rotation, sont complexes mais restent ana-
lytiques. Il est alors possible de résoudre numériquement ce probléeme en regardant les
conditions de continuité du champs électromagnétique a la surface des spheres et en se li-
mitant a un ordre multipolaire [. Il faut alors vérifier que cet ordre a permis la convergence
du calcul. Il sera alors possible d’obtenir les sections efficaces d’'un ensemble de spheres et
le champ électromagnétique en tout point de I’espace. Pour des groupements de particules
de taille similaire a la longueur d’onde, les raisonnements issus du modele d’hybridation
peuvent ainsi étre totalement inversés. En effet, le mode transverse décrit précédemment
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comme sombre peut devenir brillant (section efficace de diffusion élevée) en prenant en
compte les effets de phase dans le couplage entre les dipdles induits [39,40].

La figure 1.7 présente le champ local entre deux spheres d’or de 40 nm dans un milieu
d’indice n,, = 1,5, excitées avec une polarisation parallele a 'axe du dimere a 685nm
(mode longitudinal brillant) et avec une séparation bord a bord de 1 nm. On observe bien
un tres fort confinement du champ entre les spheéres avec une exaltation de l'intensité
incidente de pres de 5 ordres de grandeur. La théorie de Mie généralisée permet donc
d’étudier quantitativement les propriétés électromagnétiques d’un ensemble de spheres et
de vérifier qu'un mode longitudinal dans un dimere doit fournir un élément passif efficace
pour une nano-antenne.

= N W P~ U

0

Figure 1.7 — Calculs par la théorie de Mie généralisée du champ électrique, entre deux spheéres d'or
de 40 nm dans un milieu d'indice n,, = 1,5, excitées avec une polarisation paralléle a
I'axe du dimére a 685nm (mode longitudinal brillant) et avec une séparation "bord a
bord" de 1 nm.

Comme expliqué en introduction de ce chapitre, le fonctionnement d’une antenne en
émission peut étre analysé en électrodynamique classique par la puissance totale émise
par un dipole source. La théorie de Mie généralisée permet d’étudier un ensemble de
spheres soumis a une excitation locale. Pour remonter a la puissance totale ou rayonnée
par le dipole dans I’ensemble de sphere, il est plus aisé d’utiliser le formalisme de Green
plutdt que d’exprimer directement les champs E et H en tout point de l'espace [41]. Nous
allons voir dans le paragraphe suivant comment une nanostructure polarisable passive va
influencer les propriétés photophysiques d’un émetteur quantique utilisé comme élément
actif de 'antenne.

1.3 Partie active d’une nano-antenne

Dans ce paragraphe, nous allons, dans un premier temps, introduire les parametres défi-
nissant l’absorption et I’émission d’un systeme quantique en matiere condensée a tempéra-
ture ambiante. Surtout, nous allons introduire comment ces propriétés vont étre modulées
en présence de nanostructures métalliques pour comprendre comment optimiser la struc-
ture de I'antenne optique. Ceci nous permettra, dans le paragraphe suivant, d’analyser
les résultats marquants de la littérature et de définir notre cahier des charges pour conce-
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voir de maniere reproductible des nano-antennes alimentées par un émetteur quantique
unique.

1.3.1 Principes de la luminescence

Un émetteur / récepteur quantique de photons est typiquement défini par sa capacité
a absorber un photon pour passer dans un état excité (section efficace o), sa rapidité
a se désexciter (taux d’émission I') et son efficacité a émettre un photon plutét que de
perdre I’énergie sous forme de chaleur (rendement quantique ¢). En matiére condensée
et a température ambiante, les niveaux électroniques de 1’émetteur quantique sont cou-
plés a des états vibrationnels (molécules organiques et organo-métalliques, nanoparticules
luminescentes). Ces états sont quantifiés et peuvent étre considérés comment étant des
niveaux d’énergie supplémentaires au dessus de chaque niveaux électronique. Le spectre
d’absorption d’un émetteur a température ambiante est plus complexe a cause des éner-
gies vibrationnelles (phonons) qui engendrent un élargissement des bandes d’absorption
et d’émission. On utilise en général un diagramme de Jablonski pour décrire un émetteur
quantique en matiere condensé comme illustré sur la figure 1.8.

Croisement
S1 Eéz, intersysteme
—
Gabs I'r
I'nr Phosphorescence

S, e

Figure 1.8 — Diagramme de Jablonski : représentation des niveaux électroniques fondamentaux

L’émission spontanée de photons est appelée fluorescence quand la transition suit un
processus dipolaire électrique autorisé de spin. Dans ce cas le temps de décroissance (temps
de vie de fluorescence) est de I'ordre de la nanoseconde a la picoseconde. Si la désexcitation
ne peut pas se faire par un dipdle électrique (& cause de la symétrie des états fondamentaux
et excités) ou si la transition n’est pas autorisé de spin, on parle de phosphorescence avec
des temps de vie de la minute a la microseconde. L’énergie du photon est E=hv = %
avec h la constante de Planck, v la fréquence, A\ la longueur d’onde et ¢ la vitesse de la

lumieére.

Nous considérons que I’émetteur est initialement dans son état fondamental Sy. Lorsque
un photon est absorbé, I'émetteur passe de 1’état (supposé singulet) Sy vers 1’état excité
S1. Cette transition instantanée est suivie par une relaxation rapide vers le niveaux vi-
brationnel le plus faible de état excité Sy ,—o (v correspond aux numéros des niveaux
vibrationnels). Pour un photon incident plus énergétique que 1'état S, I’émetteur peut
étre porté vers d’autres états excités S, (n > 1). Le passage de I'état excité Si,—o vers
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I’état fondamental Sy peut se faire soit en cédant 1’énergie de fagon radiative par émis-
sion de photons I'g, soit non-radiative I'yr en se couplant avec les phonons du systeme.
L’émission de fluorescence se produit donc entre les états S; et Sy avec un taux total
' =Tr+ Tng = 1/7 ou 7 est le temps de vie de fluorescence. Si l'excitation se pro-
duit a l'instant ¢ = 0 alors la probabilité P.(¢) qu’il soit toujours dans ’état excité au
temps quelconque t suit une loi mono-exponentielle décroissante de constante de temps 7.
Compte tenu des états vibrationnels du systeme, le photon émis est décalé spectralement
par rapport au photon absorbé. Cette différence d’énergie est appelée décalage de Stokes.
Le ratio entre les taux de désexcitation radiative et non-radiative est le rendement quan-
tique fluorescence, » = I'g/(T'r + I'vr).

On peut alors exprimer le signal de fluorescence émis par I’émetteur quantique comme
le produit de la section efficace d’absorption o par l'intensité incidente (probabilité d’at-
teindre 1’état excité), le tout multiplié par le rendement quantique ¢ (probabilité de ré-
émettre un photon). Ceci n’est toutefois vrai qu’en régime linéaire, quand le systéme quan-
tique n’est pas saturé en excitation. Les processus de saturation seront discutés d’avantage
dans le chapitre 5 de cette these. A saturation, le systeme quantique a une probabilité
unitaire d’étre dans ’état excité et le nombre de photons émis par seconde est simplement
le taux radiatif I'p.

Il arrive cependant que 1’état excité se désexcite en changement d’état de spin vers un
état triplet 77, ce qui correspond a un "croisement inter-systeme'. La transition T} — S
étant interdite, I’émetteur reste dans ce niveau pendant une durée tres longue devant la
durée de vie de I’état excité S;. Le retour de T} — Sy a une probabilité de se réaliser par
émission de photons (phosphorescence) ou par processus non radiatif. La présence de 1’état
T, est fondamental dans la photophysique d’un émetteur en matiere condensée. En effet,
cet état peut généralement interagir avec le dioxygeéne environnant qui est triplet dans
son état fondamental. Cette interaction facilite la désexcitation non-radiative 77 — Sy
mais peut surtout entrainer une réaction chimique qui modifie les états électroniques de
I’émetteur et détruit, en général, la fluorescence. On parle dans ce cas de photoblanchiment
- processus courant avec des molécules a température ambiante - dont nous reparlerons
dans les chapitres expérimentaux.

1.3.2 Influence d’une nano-antenne sur un émetteur fluores-
cent

Comme discuté au début de ce chapitre, la durée de vie de 1'état excité n’est pas in-
trinseque a la molécule et dépend fortement de I'environnement électromagnétique local.
De plus, le couplage entre un émetteur et une structure métallique entraine deux types
d’émissions : radiatives qui fournit le signal de fluorescence ou non-radiatives qui sont liées
aux pertes par dissipations thermiques. Le rendement quantique ¢ va donc étre modifié
en présence de la nano-antenne. Comme le champ d’excitation est localement exalté a la
surface d’une nanoparticule métallique, la capacité d’un systeme quantique a absorber la
lumiere va également étre décuplée. Finalement, si I’antenne est directionnelle, la collec-
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tion de la lumiere émise par la source quantique dans un systeme optique donné peut étre
modifiée.

Dans le cadre de cette these, nous n’allons étudier que des antennes de taille sub-A pour
lesquelles les effets de directivité sont négligeables. En effet, comme discuté en introdui-
sant le couplage plasmon, un groupement de sphére petit par rapport a la longueur d’onde
peut étre approximé a un dipdle oscillant dont le rayonnement sera similaire a celui d’un
émetteur quantique unique. De plus, les phénomenes d’exaltation de champ ont été décrits
en introduisant la théorie de Mie.

Il nous reste donc a analyser 1’évolution de I' en présence de I'antenne, qui est similaire a
I’augmentation de la puissance émise par un dipole classique en traitant 'antenne en élec-
trodynamique classique. C’est également vrai pour I'g en analysant la puissance rayonnée
en champ lointain. La théorie de Mie généralisée va donc nous permettre d’analyser com-
ment une spheére métallique va modifier I' et ¢.

L’augmentation de ['yg requiere une grande attention car une antenne optique n’est in-
téressante que si elle permet d’émettre les photons en champ lointain. On définit donc
I'efficacité de 'antenne 77 comme le ratio entre la puissance radiative et la puissance totale
pour une source dipolaire classique ou le ratio entre I'g et I' pour une source quantique.
Le rendement quantique modifié ¢ dépend de I" et I'g selon :

- Tr+Twyr+To(1— ¢o)/do

& (1.17)

ou ¢g et I'y sont le rendement quantique et le taux de désexcitation de 1’émetteur en
absence de la nano-antenne.

Pour comprendre comment le couplage entre une sphere métallique et un dipdle source
modifie I', nous reprenons, dans la figure 1.9, un calcul de la référence [12]. Les auteurs
considerent un émetteur dans un environnement diélectrique homogene d’indice 1.3, avec
un rendement quantique intrinseque de 1% dans le vide. La figure 1.9 présente des calculs
théoriques de I'r et I'yg en fonction de la distance entre un dipole source et une sphere
d’argent de 60 nm de diametre. Les calculs sont réalisés par théorie de Mie (nombre de
multipoles = 60), avec une longueur d’onde d’émission correspondant au mode dipolaire
de résonance plasmon de la spheére (Ao, = 433nm).

Nous observons sur la courbe 1.9-a une forte augmentation de I'r en se rapprochant
de la surface de la sphere d’Ag. Cette augmentation est entierement due au couplage de
I’émetteur avec le mode dipolaire induit dans la nanoparticule qui rayonne efficacement
en champ lointain. Par contre, I’évolution de I'ygr avec la distance émetteur-particule est
sensiblement différente. Tout d’abord, on observe que le taux non-radiatif augmente plus
rapidement en se rapprochant de la nanoparticule et devient nettement supérieur a I'g.
Surtout, le couplage au mode dipolaire n’explique pas 1’évolution de I'yg. Celle-ci est,
au contraire, due au couplage avec tous les modes multipolaires induits dans la sphere.
Nous retrouvons donc 'argument introduit avec la théorie de Mie : le mode dipolaire
va agir comme une antenne grace a une section efficace de diffusion élevée. A l'inverse,
les modes multipolaires contribuent, a courte distance, a I’extinction du signal de fluo-
rescence par leurs fortes sections efficaces d’absorption. Ce sont ces processus qui sont a
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Figure 1.9 — Calculs théoriques du taux d'émission normalisé d'un dipdle a proximité d’une particule
d’'argent de 60 nm de diameétre, moyennés sur toutes les orientations du dipole source :
taux d'émission radiative 'y (a) et non-radiative I'yg (b) a proximité de la sphére
(lignes continues noires) par rapport au cas dans le vide (pointillés noir). Les lignes en
tirets correspondent aux valeurs des taux d'émission en ne considérant que le mode
dipolaire n = 1 et un mode multipolaire élevé n = 40. Ces calculs théoriques sont tirés
de la référence [12].

I'origine de la diminution du rendement quantique de fluorescence d’émetteurs dans les
nanostructures métalliques, généralement nommeée "quenching" de I’émission spontanée. 11
y aura donc un compromis a faire avec la distance émetteur-particule et avec la longueur
d’onde d’émission pour se coupler préférentiellement a des modes dipolaires plutot qu’a
des modes multipolaires.

Il est également important de préciser que les calculs de la figure 1.9 sont moyennés sur
toutes les orientations du dipole source. En effet, 'orientation du couplage entre le di-
pole source et le dipdle induit va également privilégier un rayonnement en champ lointain
de 'antenne ou un échauffement de la sphere métallique. En approximation dipolaire,
si le couplage est radial (dip6le source pointant vers la particule), le systeme couplé a
tres courte distance va agir comme un "super' dipole et rayonner plus efficacement. I'g
va augmenter. Au contraire, si le couplage est azimutal a trés courte distance, le dipdle
induit va étre en opposition de phase avec le dipole source et I'r va diminuer. Le mode
dipolaire de la sphere est alors un mode sombre et le déphasage entre les dipdles source
et induit peut entrainer de forts phénomenes d’émission directionnelle par interférences
destructives [39].

Par conséquent, la conception d’une antenne optique alimentée par une source quantique
va nécessiter de controler, a I’échelle nanométrique, la position de I’émetteur dans une
nanostructure métallique. Cette précision est nécessaire pour maitriser le couplage avec
des modes d’ordres élevés qui entrainent un "quenching" important de la fluorescence. De
plus, l'orientation du dipole de transition de 1’émetteur devra étre prise en compte pour
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estimer si 'augmentation de la densité de modes électromagnétiques est due a des pertes
ohmiques ou radiatives. Finalement, il faudra de préférence utiliser un groupement de
nanoparticules pour exploiter des modes dipolaires couplés (comme le mode longitudinal
d’un dimeére) qui confinent d’avantage le champ en excitation et présentent des sections
efficaces de diffusion plus élevées.

1.4 Etat de ’art

Nous souhaitons fabriquer de facon reproductible des antennes optiques alimentées par
un émetteur quantique. Dans ce paragraphe, nous allons discuter des exemples les plus
emblématiques de la littérature pour mettre en perspective les méthodes de fabrication
et d’analyse utilisées dans ce travail de these.

1.4.1 Couplage émetteur-particule par AFM

Les premieres expériences de couplage d’une molécule fluorescente unique avec une

sphere d’or ont été réalisées a ’aide d’un microscope a force atomique (AFM, pour Atomic
Force Microscopy) [13,14]. Le principe de 'expérience est présenté sur la figure 1.10 (a).
L’analyse des variations du signal de fluorescence et de I' liées a la force de couplage
entre une molécule seule et une NPAu, est illustrée sur la figure 1.10(b). Une nano-
particule d’or sphérique est fixée a 'apex de la pointe de ’'AFM, ainsi, la distance entre
la particule et I'émetteur est modifiée de facon contrélée a une échelle nanométrique. Ces
mesures confirment les calculs théoriques présentés sur la figure 1.9 : la distance entre une
molécule fluorescente et la surface métallique entraine soit une exaltation de 1’émission
de fluorescence soit, au contraire, une diminution compléte (quenching) lorsque Z—0. De
plus, la référence [14] montre que l'exaltation du signal de fluorescence est corrélée a une
forte augmentation de T'.
Une autre étude, parue dans Nature photonics [42], montre qu’il est également possible
de controler le diagramme de rayonnement d’un émetteur. Ainsi, cette expérience met en
évidence que le rayonnement angulaire de ’émission spontanée d’une molécule unique est
modifié a l'aide d’'une antenne de type monopole (ou dipdle demi-onde) par le biais d'un
nano-batonnet en aluminium. L’émission angulaire du systéme couplé est gouvernée par
le diagramme de rayonnement de ’antenne, quelle que soit I'orientation de la molécule.

Nous venons de voir qu’il est possible expérimentalement de mesurer 'interaction entre
une nanoparticule métallique et un émetteur fluorescent unique. Ce couplage peut exal-
ter le signal de fluorescence, le taux d’émission I' et contrdler ’émission angulaire d'un
émetteur. De plus, ces expériences confirment la nécessité fondamentale de controler la
position de I’émetteur fluorescent au nanometre pres. Cependant, ces études présentent
deux inconvénients majeurs :

-Les spheres d’or individuelles ne sont pas de bons éléments passifs d’une antenne car
les modes dipolaires et multipolaires sont spectralement proches. Le couplage de plu-
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Figure 1.10 — Couplage de molécules uniques avec une NPAu a I'apex d'une pointe AFM : a)
dispositif expérimental et signal de fluorescence en fonction de la distance molécule-
particule, b) temps de vie de fluorescence corrélé aux mesures du signal de fluorescence
en fonction de la distance inter-particule [13, 14].

sieurs spheres permet, au contraire, de décaler vers le rouge un mode dipolaire, favorisant
I’émission radiative, par rapport aux modes multipolaires. De plus, une sphére a résonance
plasmon offre un confinement de champ limité. En terme d’effet Purcell, pour obtenir une
forte exaltation de I'/T'y, le champ électrique doit étre confiné pour compenser le faible
facteur de qualité de la résonance associé aux pertes radiatives et non-radiatives dans la
particule métallique. De plus, un fort confinement de champ permet d’exalter la probabi-
lité d’excitation en régime linéaire.

-Un microscope a force atomique ne permet d’obtenir un couplage émetteur-particule
efficace que sur une expérience donnée et I'utilisation a grande échelle d’antennes optiques
est alors impossible.

1.4.2 Couplage par des systeémes lithographiés

Ces deux défauts peuvent étre palliés en fabriquant des nanostructures métalliques
lithographiées (approche "top-down"). A 1'aide de I'ingénierie plasmonique, les structures
lithographiées sont intéressantes car, une fois optimisées, elles doivent fournir des antennes
plus efficaces comparées a une particule sphérique seule, tout en étant fabriquées a grande
échelle. Plusieurs exemples de structures plasmoniques lithographiées sont illustrées sur
la figure 1.11.
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Figure 1.11 — Couplage de molécules par des structures plasmoniques lithographiées : a) Antenne
bowtie et signal de fluorescence en fonction de la distance inter-particule [15],antenne
de type Yagi-Uda couplée a une boite quantique et diagramme de rayonnement [16],
c) nano-ouverture d'argent couplée a un centre NV de diamant [15]

Le premier exemple concerne les études du groupe de W. E. Moerner [15]. Cette expé-
rience est illustrée sur la figure 1.11(a). Ces travaux montrent l’exaltation de fluorescence
par des dimeres de nano-triangles (en forme de nceud papillon, "bow-tie") positionnés de
telle sorte qu’ils aient un fort confinement et une importante intensité du champ entre les
deux pointes des triangles pour une excitation polarisée dans I’axe du dimere. Cependant,
les émetteurs fluorescents sont dispersés aléatoirement a la surface du substrat lithogra-
phié. Toutefois, quelques molécules se couplent efficacement a I’antenne lorsque celles-ci
sont positionnées au centre ("hot spot") et orientées parallelement au dimere. Ainsi, sous
I'effet de la structure plasmonique, un important facteur d’exaltation de fluorescence est
mesuré et une réduction du temps de vie de fluorescence. Dans cette étude, la structure
plasmonique est tres bien controlée, en revanche, la position et le nombre d’émetteur sont
aléatoires.

I1 est toutefois possible de controler la position d’un émetteur unique dans une structure
lithographiée. Sur la figure figure 1.11 (b), une boite quantique semi-conductrice (QD)
est placée de facon contrélée dans le champ proche d’une nano-antenne de type Yagi-
Uda [16]. Cette géométrie, initialement utilisée en radio-fréquence, a été redimensionnée
pour opérer dans le domaine des fréquences optiques. La figure 1.11 (b) illustre la struc-
ture lithographiée et la variation du diagramme de rayonnement de I’émetteur couplé. La
fabrication de ’échantillon nécessite deux étapes de lithographie électronique et une tech-
nique de chimie de surface afin de positionner le QD. Le rayonnement de I’émetteur couplé
a I’antenne est directionnel grace a 1'utilisation d’une premiere particule agissant comme
un réflecteur et d’une série de nanostructures jouant le réle de collecteur. Il est important
de noter que la position du QD présente une incertitude de 'ordre de quelques dizaines de
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nanometres. Si cette incertitude n’est pas génante pour controéler le diagramme de rayon-
nement de 'antenne, elle empéchera une modification reproductible des taux d’émission.
Un travail plus récent a démontré que les propriétés photophysiques des centres colorés
NV du diamant (atome d’azote N associé a une lacune V) peuvent étre modifiées en les
couplant avec une nano-ouverture d’argent [17]. La figure 1.11-c est une représentation
de I’échantillon lithographié et la statistique d’émission de photons d’un centre NV dans
une nano-ouverture. Cette mesure d’anti-coincidences montre que le centre NV reste une
source de photons uniques en présence de la structure photonique. Deux inconvénients
persistent dans cette étude : les variations de I'/T'y sont faibles (maximum de 6,6 : les
nano-ouvertures ne sont pas de bonnes antennes) et surtout le centre NV a une position
incertaine dans la nanoparticule de diamant qui fait plusieurs dizaines de nanometres de
diametre.

Nous verrons dans la suite que des techniques par voie chimique (bottom up), permettent
de résoudre le probleme de controle de la position de I’émetteur observé en lithographie.

1.4.3 Couplage par voie chimique

Dans cette partie, nous introduisons quatre études de couplage d’émetteurs avec des
particules métalliques fonctionnalisées par voie chimique.

La premiere étude, tirée de la référence [20], est illustrée sur la figure 1.12(a). Ce travail
montre que l'utilisation d’ADN synthétique permet de placer une molécule fluorescente a
proximité d’'une NPAu de 15 nm de diametre, avec une résolution nanométrique. Les brins
d’ADN sont fonctionnalisés en bout de chaine par un groupement chimique thiolé, afin de
les accrocher a la surface de 'or. La molécule fluorescente est positionnée a I'autre bout
du double brin d’ADN. L’utilisation de plusieurs longueurs de brins d’ADN permet de
varier la distance entre ’émetteur et la particule d’or. Les mesures statistiques (figure 1.12
(a)) montrent des réductions du temps de vie de fluorescence corrélées aux brins d’ADN
les plus courts. L’utilisation d’ADN synthétique a permis de placer une molécule unique
a proximité de NPsAu de 15 nm de diameétre avec une résolution nanométrique. Néan-
moins, les spheres d’or de cette taille "quenchent" 1’émission de fluorescence a cause de
leur section efficace de diffusion négligeable. De plus la procédure de fabrication ne permet
pas de controler le nombre d’émetteurs par particule. Cependant, leur dispositif expéri-
mental permet de trier optiquement les particules liées a une seule molécule fluorescente.

Pour favoriser ’émission radiative de I’émetteur fluorescent en présence d’une structure
plasmonique, 1’équipe de Joseph R.Lakowicz utilise des particules d’argent qui chauffent
moins que les particules d’or [21]. Cette étude prétend analyser 1'exaltation de ’émission
de fluorescence d’une molécule unique de Cy5, a proximité d’une particule et au centre
de dimeres de spheres d’argent de 20 nm de diametre. Les dimeéres sont liés par un brin
d’ADN de 46 bases et I’émetteur est situé au centre. Les auteurs indiquent observer une
exaltation de fluorescence d’un facteur 7x sous I'influence d'une NPAu comparée aux mo-
lécules isolées, tandis qu’au centre du dimere, ’exaltation est d’un facteur 13. Le temps
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de vie de fluorescence dans les deux géométries est évalué avec une réduction d’un facteur
4. Si les particules d’argent semblent intéressantes pour exalter le signal de fluorescence,
les auteurs ne purifient pas leurs échantillons et ne prouvent jamais directement qu’ils me-
surent leurs signaux de fluorescence en présence d'une particule ou au centre d'un dimere.
En effet, le procédé de fabrication des dimeres ne permet pas d’obtenir des échantillons
homogenes : les auteurs estiment que 6 % a 7 % des particules étudiées dans un échan-
tillon de "dimeres" sont réellement des dimeres liés par ADN. Or leurs études statistiques
de molécules uniques n’indiquent aucunement une sous-population de dimeres dans un
échantillon ressemblant d’avantage a un systéme avec une particule unique. Il est plus
probable que des effets d’agrégation dans les échantillons séchés, préparés pour les me-
sures optiques, leur permettent d’observer, par moment, de fortes exaltations du signal
d’une molécule unique. La purification des échantillons et leur analyse morphologique ap-
paraissent donc nécessaires pour s’assurer d’un couplage émetteur-particule reproductible.

Une étude, récemment publiée, a essayé de répondre a ce probleme de purification avec
des dimeres assemblés par ADN autour d’une boite quantique fluorescente (QD) [22]. Ce
travail présente I’auto-assemblage de NPsAu sphériques de 80 nm de diameétre, fonction-
nalisée par de PADN, autour d’une particule cceur-coquille de CdSe/ZnS. Pour lier les
NPsAu aux QDs, ces dernieres sont recouvertes de streptavidine et les brins d’ADN liés
a l'or ont un groupement chimique thiolé d’un coté et une biotine de 'autre. Les au-
teurs indiquent obtenir des suspensions purifiées de dimeres d’or grace a 1’électrophorese.
Toutefois, si 'obtention d’une suspension de dimeres d’or avec des particules de 20 nm
de diametre est démontrée avec une analyse en microscopie électronique (TEM), les au-
teurs ne peuvent pas étudier les dimeres de particules de 80 nm a cause de phénomenes
d’agrégation en TEM. Des mesures d’ensemble et une mesure de QD unique démontrent
des phénomenes d’exaltation de fluorescence et de taux d’émission mais les auteurs ne
présentent pas d’étude statistique d’émetteurs uniques prouvant que les dimeres de par-
ticules de 80 nm sont obtenus de maniere reproductible. Si des dimeres de particules d’or
avec un émetteur au centre semblent une géométrie particulierement intéressante pour
former des antennes optiques, la purification et la caractérisation statistique des échan-
tillons semblent primordiales.

Il est toutefois possible de purifier correctement des dimeres de particules d’or associés a
des molécules fluorescentes comme démontré dans des travaux de ’équipe de J. Feldmann
[23]. Une suspension de dimeres de NPsAu de 40 nm, liés par des protéines, est purifiée par
électrophorese et I’échantillon est caractérisé par TEM. Les particules sont couvertes de
molécules fluorescentes qui interagissent avec le résonateur plasmonique (figure 1.12(c)).
Les échantillons sont séchés sur un substrat pour les mesures optiques ultérieures : le
séchage entraine une grande variation de la distance inter-particules. Certaines molécules
sont situées au centre du dimere, ou le champ électromagnétique est le plus intense,
mais la majorité est située hors du "hot spot". Le dispositif expérimental utilisé permet
d’étudier simultanément les spectres de diffusion de résonance plasmon et ’émission de
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fluorescence du méme résonateur. Ainsi, ces mesures montrent comment la variation de
la force de couplage plasmon modifie la forme des spectres de 1’émission de fluorescence.
Cette expériences expose une méthode de purification efficace des échantillons de dimeéres.
En revanche, la procédure de fabrication ne permet de controler ni la position, ni le nombre
d’émetteurs.

Nous avons vu dans ce paragraphe qu’il est possible d’introduire un émetteur fluorescent
a proximité d’une particule métallique ou au centre de dimeres par le biais d’un double brin
d’ADN. De plus I'utilisation de groupement de particules permet de minimiser les pertes et
favoriser I’émission radiative. La purification par gel d’électrophorese semble une technique
efficace pour obtenir des échantillons de dimeres de grande pureté. Nous exposerons dans
le paragraphe suivant la méthode de fabrication que nous avons sélectionnée.

1.5 Meéthode de fabrication sélectionnée pour cette
these

Nous venons de voir que 'avancement des nanosciences en plasmonique permet d’at-
teindre des résolutions nanométriques. En effet, par le biais de nouvelles techniques de
fabrication "top-down' (lithographies optiques, électroniques ou par faisceaux d’ions) il
est possible de fabriquer des structures plasmoniques performantes. Néanmoins, le posi-
tionnement d’un émetteur reste incertain. Les approches "bottom-up" d’auto-assemblage
sont particulierement adaptées (en particulier grace a I’ADN synthétique) pour obtenir
des distances de quelques nanometres entre les nanoparticules et un émetteur a condition
d’avoir une méthode de purification efficace. Cependant, ’exaltation de la fluorescence
nécessite un groupement de plusieurs grandes spheres (> a 30 nm de diameétre environ)
couplées électromagnétiquement grace a une distance inter-particule plus petite que le
rayon des particules [43].

Pour cette these, nous avons choisi de fabriquer des dimeres de particules d’or assemblés
autour d’un brin d’ADN car c’est une molécule programmable, rigide, stable et aisément
greffée a des surfaces d’or.

L’ADN est un polymeére composé d’une succession d’acides désoxyribonucléiques ap-
pelées nucléotides. Les bases azotées sont attachées sur une ossature de phosphates via
un sucre. On trouve quatre types de bases : Adénine (A), Thymine (T), Guanine (G) et
Cytosine (C). Deux brins d’ADN de séquences complémentaires s’hybrident en respectant
deux regles simples :

-L’Adénine (A) se lie a la Thymine (T) par deux liaisons hydrogene et la Guanine (G)
se lie a la Cytosine (C) par trois liaisons hydrogene.

-L’hybridation se fait dans un sens donné. Les nucléotides comprennent chacun un
pentose (sucre & 5 atomes de carbone) et les phosphates qui les relient sont liés a des
cOtés asymétriques du cycle. Les extrémités des brins sont appelées 5’ et 3’ en fonction de
la position des liaisons phosphates sur les atomes de carbone du pentose. L’hybridation
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se fait de maniere antiparallele : 'extrémité 5 d’un brin est en contact avec 'extrémité
3" de 'autre et inversement.

Le double brin formé a une structure tridimensionnelle en double hélice de taille nano-
métrique comme le rappelle la figue 1.13. Si la largeur d'un brin d’ADN est d’environ 2
nm, sa longueur dépend linéairement de la taille de sa séquence : deux bases sont décalées
d’environ 0,34 nm et il faut a peu pres dix bases pour faire un tour de ’hélice. L’intérét de
I’ADN en nanosciences a été démontré en particulier dans les travaux de Ned Seeman [44].
La programmation de séquences d’ADN permet de produire, par simple mélange dans de
I'eau salée, des nanostructures tridimensionnelles extrémement complexes [44]. Récem-
ment, de nombreux groupes se sont tournés vers des pliages ("origamis") 2D ou 3D d’ADN
viral comme plate-formes d’assemblage de nanostructures [45,11].

Colonne
sucre-phosphate

paire de bases
G: guanine [l
T:thymine

A:adénine

C: cytosine [l

Figure 1.13 — Structure d'une double hélice d’ADN

Dans notre cas, ’ADN utilisé ne formera qu’une courte double hélice séparant les par-
ticules d’or. L’intérét de ’ADN reste multiple :

-Sa rigidité est associée a une longueur de persistance d’une trentaine de nanometres.

-On peut chimiquement modifier chaque base d’un brin pour associer des groupements
réactifs (fonctions amines, biotines, thiols) et optiquement actifs (fluorophores) a des
distances nanométriques : la synthese de ’ADN se fait en greffant le premier nucléotide,
coté 3’, a un support solide puis en incorporant les bases suivantes une a une.

-1l est possible de ne greffer quun seul brin a la surface d’une particule d’or comme
démontré par les travaux de I’équipe de A. P. Alivisatos [46]. Il est alors possible d’obtenir
des suspensions pures de dimeres dont I’environnement chimique est parfaitement maitrisé
[9], ce qui devrait nous permettre d’y inclure un émetteur quantique unique.

Toutefois, les groupements de NPsAu sur ADN n’ont été obtenus qu’avec des petites
particules de sections efficaces de diffusion négligeables. Dans les chapitres expérimentaux
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de ce travail, je vais démontrer comment, en adaptant ’assemblage sur ADN a des par-
ticules d’or de 40 nm de diametre, il est possible de produire de maniere extrémement
reproductible des nano-antennes alimentées par un émetteur quantique unique.

1.6 Conclusion

Les antennes optiques sont des systemes particulierement intéressants pour optimiser le

couplage lumiére / matiere a des échelles nanométriques et se coupler efficacement a un
émetteur quantique a température ambiante. Cependant, leurs performances dépendent
de leur habilité a réémettre des photons. En approximant les particules par des dipdles
induits il est possible de comprendre 1’origine des résonances plasmoniques et leur intérét
dans la conception d’antennes. Par contre, la présence d’ordres multipolaires supérieurs
doit étre prise en compte pour estimer 'efficacité d’une antenne et son effet sur un émet-
teur quantique. C’est pourquoi mes travaux expérimentaux seront toujours comparés a
des calculs obtenus par théorie de Mie généralisée pour ne négliger aucun effet, en parti-
culier sur les pertes ohmiques dans les nanostructures d’or.
Cette introduction théorique a permis de mettre en évidence le besoin de controler la
position de ’émetteur au sein de la structure plasmonique, pour favoriser 1’émission ra-
diative et le couplage avec un champ exalté en excitation. Nous allons montrer qu’il est
possible d’introduire un émetteur unique a proximité d’une particule d’or ou au centre de
dimeres de NPsAu par le biais d'un double brin d’ADN. Cela permettra de modifier les
propriétés photophysiques de I’émetteur : taux d’émission I', section efficace d’absorption
o et rendement quantique ¢. Nous obtiendrons ainsi des sources quantiques de lumiere
accélérées.



CHAPITRE 2

Synthése de dimeres de particules d'or liées par ADN et

caractérisation morphologique

Table des matiéres

2.1 Auto-assemblage de dimeéres . . . . . .. ... ... ..., 31
2.1.1 Conjugaison de nano-particules d’or a des simples brins ’ADN 31

2.1.2 Purification par électrophorese : séparation de particules mono-
fonctionnalisées . . . . . . . . ... 32

2.1.3  Controle du nombre de brins d’ADN pour des particules de dia-

metre >30nm . ... .. L 35
2.1.4 Formation des dimeéres . . . . . . . .. ... ... 38
2.1.5 Méthodes . . . . . . . . ... 40

2.2 Caractérisation morphologique par microscopie électronique
en transmission . . . . . . ... Lo s L e e e e e e e 43
2.2.1 Microscopie électronique en transmission (TEM "sec") . . . .. 44

2.2.2  Microscopie électronique en transmission sur grilles fonctionna-
lisées . . . . . . 45

2.2.3 Microscopie électronique cryogénique en transmission (cryo-EM) 47
2.3 Estimation des distances inter-particules ... ... ... ... 50

2.3.1 Méthode d’évaluation des diametres et des  distances
"centre a centre" . . . . . ... ... ... 50

2.3.2 Calcul de la fonction de projection . . . . . ... ... ... .. 52

2.3.3  Ajustement de la fonction de projection sur les données expéri-
mentales . . . . . ... 99

2.4 Conclusion . . . . @ i i i i i i i e e e e e e e e e e e e e e e e 56




Chapitre 2. Synthése de dimeéres de particules d’or liées par ADN et caractérisation
30 morphologique

a fonctionnalisation de nano-particules d’or (NPsAu) avec des brins d’ADN est un ou-
til puissant pour produire des assemblages dont les propriétés optiques dépendent de
la distance entre les particules [47,48]. Cette caractéristique a permis la conception de cap-
teurs biologiques [49,50], de regles moléculaires ("molecular rulers") [51,52] et I'exaltation
de la diffusion Raman [53,54] ou de I’émission de fluorescence de molécules ou nanopar-
ticules [23,55,22]. Pour toutes ces applications, il est nécessaire d’avoir un controle total
de I'environnement chimique des nanostructures et, en particulier, de connaitre le nombre
de brins d’ADN greffés par particule. L’utilisation de 1’électrophorese sur gel d’agarose et,
plus récemment, de la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC),
permet la purification de NPsAu liées avec un nombre connu de simples brins d’ADN
thiolés. La maitrise de I'hybridation entraine alors un assemblage bien défini de grou-
pements de particules [9, 56,57]. Cependant, la stabilité des suspensions colloidales de
particules d’or limite cette approche a des particules de diametre inférieur & 20 nm [58].
Pour des particules de cette taille, la purification par électrophorese avec un nombre connu
de brins d’ADN greffés nécessite des longueurs de brins de 90 ou 100 bases [58,57]. Tou-
tefois 'utilisation de nano-particules en imagerie et en spectroscopie exaltée requiere des
nano-structures avec des sections efficaces de diffusion et des couplages plasmoniques non
négligeables. Pour remplir ces conditions, les particules doivent avoir une taille supérieure
a 30 nm de diametre [51,52] et, pour un couplage plasmonique efficace, la distance inter-
particule doit étre inférieure au rayon des sphéres [59,60] ; ce qui nécessite 1'utilisation de
courts brins d’ADN. Au cours de ces travaux de thése nous avons développé une méthode
pour contrdler le nombre de courts brins d’ADN greffés sur des particules de diametre
supérieur a 30 nm.

Nous décrivons dans ce chapitre une méthode efficace de purification de nanoparticules
d’or (NPsAu) d’'un diametre de 30 nm et 40 nm greffées avec un nombre controlé de
brins d’ADN de longueurs pouvant étre inférieures a 10 nm pour obtenir des distances
inter-particules adéquates. Ces dimeres sont obtenus par ’hybridation d’une double hé-
lice I’ADN formées par deux séquences parfaitement complémentaires (cDNA). Nous
avons ainsi fabriqué des groupements de NPsAu asymétriques et symétriques dont nous
caractérisons la morphologie par microscopie électronique cryogénique en transmission
(cryo-EM).
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2.1 Auto-assemblage de dimeres

2.1.1 Conjugaison de nano-particules d’or a des simples brins
d’ADN

Les premiers travaux sur l'assemblage controlé de nanoparticules d’or par ADN datent
de 1996 dans les groupes de Mirkin et Alivisatos [47,48]. Ils exploitent des propriétés
connues de la chimie de surface de 'or; en particulier la grande affinité de ce métal pour
des molécules présentant des fonctions soufrées comme les thiols (SH). Il est ainsi possible
d’obtenir des liaisons fortes entre la surface d’une nanoparticule d’or et des mono-brins
d’ADN fonctionnalisés avec un thiol en position 5" terminale [47,48].

La greffe d’'un nombre controlé de brins d’ADN thiolés a la surface des NPsAu est pos-
sible en suivant différentes étapes d’échanges de ligands et de purifications électrophoré-
tiques, décrites dans la littérature [61,62]. Nous devons a la fois minimiser les interactions
non spécifiques entre ’ADN chargé négativement et la surface du métal ; mais aussi opti-
miser la stabilité de la suspension colloidale.

Deux techniques permettent de maintenir la stabilité d’une solution de colloides :

La stabilisation électrostatique : la répulsion électrostatique est un phénomene im-
portant pour la dispersion des NPs dans l'eau, et plus généralement dans tous solvants
polaires. Elle résulte de la répulsion entre deux surfaces de méme charge.

La stabilisation stérique : le second moyen de protéger les particules de I'agrégation
est la répulsion stérique. Il s’agit d’ajouter une couche protectrice de polymeres a la sur-
face des nanoparticules, ce qui rend impossible le contact direct entre les surfaces des NPs.

Les nanoparticules d’or commerciales sont préalablement stabilisées par des ions ci-
trates. Ces NPsAu sont stables sous forme de suspensions peu concentrées (9.10'° parti-
cules par mL pour une suspension commerciale de sphéres de 40 nm de diameétre). Pour
la fabrication de dimeres, en particulier pour visualiser les particules pendant la chro-
matographie par électrophorese, nous avons besoin d’une solution initiale de NPAu 100
fois plus concentrée. Pour garantir la stabilité des particules a cette concentration, la pre-
miére étape consiste a substituer le citrate par du bis(p-sulfonatophenyl) phenylphosphine
(BSPP). Les citrates sont des ligands labiles qui sont facilement suppléés par le BSPP car
la liaison phosphine-or est thermodynamiquement plus stable.

La couche de phosphine ainsi formée autour des particules métalliques est chargée né-
gativement. Les forces de répulsion entre les NPsAu permettent de maintenir la stabilité
de la suspension colloidale fortement concentrée, dans un milieu de faible force ionique.
L’étape suivante consiste a greffer un brin d’ADN & la surface de l'or. Pour cela nous
prenons un volume de cette solution de NPsAu concentrée que nous mélangeons avec des
brins d’ADN. Comme les liaisons phosphine-or ont une enthalpie libre plus faible que la
liaison or-soufre, nous utilisons des brins d’ADN fonctionnalisés en bout de chaine par
un groupement chimique thiolé. Cependant, pour greffer des brins d’ADN chargés néga-



Chapitre 2. Synthése de dimeéres de particules d’or liées par ADN et caractérisation

32 morphologique
ot~
ow’:_iﬂ ° & ,
o ’ S,M'
Echange e S
°7; 2 deli ds \”’\ WS
Z:&JO e |gan S \m:d/ \P/'w,sm
& 0 oH 0 —_— (] \(D/Sm
§ B 1 L)\co\%
§ S,
Citrate
BSPP

Figure 2.1 — Représentation schématique du premier échange de ligands. Les particules stabili-
sées avec du citrate sont passivées de bis(p-sulfonatophenyl) phenylphosphine (BSPP)
chargé négativement.

tivement aux NPsAu, également chargées négativement, nous devons modifier la salinité
de la solution et écranter ces charges grace a des cations Na™. La stabilité de la solution
colloidale pour des NPsAu de diameétre supérieur a 30 nm n’est toutefois optimale que
pour des concentrations en NaCl inférieures a 50 mM. Nous avons réalisé qu'une force
ionique intermédiaire, a 30 mM de NaCl, permet de greffer des brins d’ADN a la surface
de l'or sans agrégation notable des particules.

Pour assurer la stabilité des NPsAu conjuguées, la surface du métal est ensuite passivée
en ajoutant un exces de courts oligomeres d’ethylene glycol(PEG, n=6) thiolés neutres.
Ces courts oligomeres peuvent présenter des groupements chimiques pour fonctionnali-
ser les NPsAu. En particulier, il est possible d’obtenir un groupement biotine terminal.
Le PEG assure une stabilisation stérique de la suspension de particules, quand la force
ionique est augmentée, nécessaire a I’hybridation de nanoparticules fonctionnalisées avec
des séquences complémentaires d’ADN [61].

Pour minimiser le risque de détachement des brins d’ADN en présence de l'exces de
molécules de PEG thiolé, les groupements chimiques des brins d’ADN, placés aux extré-
mités 5’ ou 3’, comportent trois fonctions thiols comme discuté dans plusieurs publica-
tions [61,58,63]. En effet, 'adsorption d’'un thiol & la surface de 'or est thermodynami-
quement stable mais cinétiquement instable : la liaison or-thiol est souvent décrite comme
dynamique. Cette labilité est partiellement compensée en utilisant trois points d’"ancrage'
des brins d’ADN a la surface de l'or.

2.1.2 Purification par électrophorese : séparation de particules
monofonctionnalisées

Le controle du nombre de courts brins d’ADN pour des particules supérieures a 20 nm,
est une limite technologique qui n’a pas encore été franchie. La purification électrophoré-
tique est une technique basée sur la différence de vitesse de diffusion, sous champ électrique
statique, de biomolécules dans un gel aqueux. Pour une séparation efficace des particules
greffées avec un nombre connu de brins d’ADN, les particules passivées doivent avoir une
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Figure 2.2 — La phosphine et le brin d’ADN sont chargés négativement. Les forces de répulsion
induites ne permettent pas I'adsorption de ADN-or. Par écrantage des charges (Na+),
le brin d’ADN vient se greffer spécifiquement par liaison covalente a la surface de I'or.
La phosphine qui entoure les particules est remplacée par un court oligomere neutre
(Poly ethylene glycol) thiolé (PEG), pour augmenter la stabilité des groupements or-
ADN.

différence de mobilité électrophorétique significative, liée a leur volume hydrodynamique
et a leur charge. En pratique, les solutions que 'on souhaite purifier sont placées dans
un gel formé d’agarose (polymere de sucre) et d’une solution tampon (dans notre cas du
TBE : mélange de Tris, d’acide borique et d’EDTA). Une grande concentration d’agarose
dans le gel réduit la taille des pores dans lesquels les objets peuvent migrer et leur vitesse
de diffusion est diminuée. La concentration d’agarose est importante car elle détermine la
taille des objets que 1'on désire purifier. Les NPsAu sont chargées négativement, et donc,
sous l'effet d’un champ électrique, elles migrent vers I'anode a travers les pores du gel de
sucre.

La solution de colloides d’or inférieurs a 100 nm a une couleur rouge caractéristique de la
résonance plasmon (530 nm). Contrairement a la purification electrophorétique de brins
d’ADN;, il n’est pas nécessaire d’utiliser des colorants pour visualiser le résultat final dans
le gel d’agarose. La séparation des nano-structures est visible directement grace a la cou-
leur rouge de la solution colloidale. Nous verrons dans la suite de ce chapitre des exemples
de purification sur gel d’agarose, dans lesquels nous visualiserons nettement différentes
bandes de couleur rouge distribuées verticalement entre la cathode et I’anode. Ces bandes
indiquent la présence de particules fonctionnalisées ou de groupement de NPsAu que nous
pouvons séparer par électrophoréese.

Par exemple, pour des particules d’or de 5 nm de diametre, la formation de bandes
séparées est possible en greffant des brins d’ADN d’une longueur de l'ordre de 50 bases
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(17nm) [62]. La figure 2.3, tirée de 'article [57], illustre la purification de NPsAU de 5 nm,
8 nm et 18 nm liés a différentes longueurs de brins d’ADN. Les charges surfaciques des
NPsAu étant négatives, elles migrent vers I’anode sous I'influence d’un champ électrique
(la fleche noire indique la direction de diffusion vers I'anode). Les particules de 5 nm de
diametre ont été associées a des mono-brins de 50 bases (colonne 6). Comparativement
a des particules nues (passivée par du BSPP, colonne 5) les bandes supplémentaires,
faiblement séparées, indiquent le greffage d’'un ou deux brins d’ADN. Dans le cas des
particules de 18 nm, des brins d’ADN de 100 bases ont été utilisés (colonne 8). A nouveau,
des bandes apparaissent par rapport aux particules ne comportant pas d’ADN thiolé
(colonne 7). Le cas des NPsAu de 8 nm de diametre est différent et démontre la flexibilité
du greffage controlé d’ADN. Les colonnes 1 et 2 correspondent, respectivement, a des
particules nues et a des particules d’or conjuguées avec un unique brin de 100 bases
(complémentaire de celui utilisé avec les particules de 18 nm), préalablement purifiées par
électrophorese. Les colonnes 3 et 4 (identiques) démontrent qu’il est possible de greffer un
unique brin de 50 bases sur une particule comportant déja un brin de 100 bases, avec des
séquences totalement décorrélées (dans ce cas la séquence de 50 bases est complémentaire
de celle greffée sur les particules de 5 nm). L’hybridation de ces différents objets permet
d’obtenir des trimeres asymétriques de particules de 5 nm, 8 nm et 18 nm de diameétre [57].

Figure 2.3 — Purification de particules de 5 nm de diameétre (colonnes 5 et 6) de 8 nm (colonnes
1-4) et de 18 nm de diamétre (colonnes 7, 8). Les colonnes 1, 5 et 7 sont des bandes de
référence de particule simplement passivées de BSPP. La colonne 2 correspond a des
particules liées a un unique brin de 100 bases. Les colonnes 3 et 4 montrent des NPsAu
fonctionnalisées avec un brin de 100 bases et plusieurs brins de 50 bases. La colonne
6 illustre la purification de particules de 5 nm greffées avec un brin de 50 paires de
bases. La colonne 8 caractérise la purification de particules de 18 nm fonctionnalisées
avec un brin de 100 paires de bases.

Nous avons vu dans le chapitre d’introduction que la fabrication d’une nano-antenne
nécessite de fortes sections efficaces de diffusion. Pour cela, les particules doivent avoir une
taille supérieure & 30 nm de diametre [51,52], et la distance inter-particule doit étre infé-
rieure au rayon de la particule (pour obtenir un fort couplage plasmon), ce qui nécessite
l'utilisation de courts brins d’ADN [59,60]. Cependant, pour des NPsAu plus larges que
30 nm de diametre, les brins d’ADN greffés devraient probablement présenter plusieurs
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centaines de bases en longueur avant d’observer une différence significative de vitesses de
diffusion dans le gel d’agarose.

La figure 2.4 montre le résultat final de la purification électrophorétique de particules
d’or de 40 nm passivées de PEG méthylé et thiolé (colonne 1) et conjuguées avec des brins
d’ADN trithiolés de 30 bases (colonne 2, apres 12 heures d’incubation avec un exces de
(x33) de brins d’ADN dans une solution de NaCL 30 mM).

Q Owv

Figure 2.4 — Purification par électrophorése de particules passivées de PEG (colonne 1) et fonction-
nalisées d'un brin d’ADN trithiolé de 30 bases (colonne 2).

Nous pouvons constater que la colonne 2 ne présente pas de bandes avec des vitesses de
diffusion distinctes. La seule bande visible est légerement ralentie comparée a la colonne
1, ce qui indique une augmentation du volume hydrodynamique des particules lorsqu’elles
sont fonctionnalisées avec ’ADN. A ce stade, il est impossible d’estimer le nombre de
brins greffés par particule. Pour pallier a ce probleme, une solution consiste a augmenter
la longueur effective de 1’oligonucléotide trithiolé, afin d’augmenter, de fagon significative,
la différence de mobilité électrophorétique des particules une fois ’ADN greffé.

2.1.3 Controle du nombre de brins d’ADN pour des particules
de diametre > 30 nm

Afin de contourner la difficulté liée a une différence de mobilité électrophorétique insuf-
fisante entre les objets a purifier, nous modifions la longueur effective du brin trithiolé.
Pour controler le nombre de brins d’ADN greftfés par particule, la séquence d’ADN tri-
thiolée est hybridée avec de longs brins d’ADN de 100 bases, avant d’ajouter les NPsAu.
En pratique 'ADN trithiolé est hybridé sur 15 bases avec un premier long brin de 100
bases (L1), lequel peut étre allongé en ajoutant une autre longue séquence d’ADN de 100
bases (L2) également hybridée sur 15 bases, comme représenté schématiquement sur la
figure 2.5. On peut ainsi augmenter la longueur effective du brin trithiolé en ajoutant des
séquences de 100 bases (L1-L8) en fonction de la taille de la NP a purifier (le protocole
est détaillé dans le paragraphe méthodes).

Nous concevons toutes les séquences d’ADN afin de s’assurer que I’hybridation des
différents brins se produise dans un ordre controlé. En pratique, les 70 bases restantes
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ADN trithiolé + L1/L8 + L2/L7 + L3/L6 + L4/L5 + L5/L4

Figure 2.5 — Représentation schématique de la modification de la longueur effective de I'’ADN thiolé
par des longues molécules de 100 bases (L1-L8).

entre les longues molécules ’ADN de 100 bases sont des thymines, ce qui minimise les
interactions non spécifiques entre les brins. Cette technique a déja été démontrée dans la
littérature avec I’hybridation d’un seul long brin d’ADN de 100 bases sur des particules
d’or de diametre inférieur a 10nm [56]. Les extensions de brins d’ADN sont ajoutées en
exces afin de s’assurer que toutes les molécules d’ADN trithiolées sont hybridées avec le
méme nombre d’oligos. Dans un premier temps, seuls les brins trithiolés et les extensions
d’ADN sont mélangés dans une solution de NaCl adéquat. Cette solution est ensuite
plongée dans un bain thermique chauffé a 85°C afin de favoriser I’hybridation de ’ADN,
puis refroidie pendant 12 heures avant d’ajouter des NPsAu comme illustré sur la figure
2.6.

Hs.
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Brin thiolé + brins de 100 bases 12 h d’incubation |
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Figure 2.6 — Représentation schématique des étapes de fabrication de particules mono-conjuguées.

L’expérience de la figure 2.7 montre le résultat final de la purification de NPsAu de
40 nm de diametre passivées de PEG (colonne 1), fonctionnalisées avec de ’ADN de 30
bases (colonnes 2), et fonctionnalisées avec la méme séquence de 30 bases mais allongée
par un nombre croissant de brins de 100 bases (1 a 5, colonne 3 a 7). On commence a
distinguer des bandes a partir de l'ajout de trois brins de 100 bases (colonne 5). Une
distinction plus nette des bandes est obtenue lors de I’hybridation de 5 longs brins d’ADN
(colonne 7). Cette expérience démontre bien qu’il est possible de séparer des particules
supérieures a 30 nm de diametre conjuguées a de courts brins d’ADN en jouant sur le
volume hydrodynamique des structures.

Néanmoins, pour réaliser ’expérience de la figure 2.7, une précaution particuliere est né-
cessaire pour préserver la stabilité des solutions (colonnes 2-4). Des études ont en effet
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Figure 2.7 — Purification d'électrophorése de NPsAu de 40 nm de diamétre liées a un brin d’ADN de
30 bases hybridé sur 15 bases avec un nombre d’oligonucléotides de 100 bases compris
entre 1 et 5 (colonne 2 a colonne 7) comparé a une référence de particule seule (colonne

1).

montré [64,65] quun exces significatif de longues molécules I’ADN augmente la stabilité
des nanoparticules d’or. Ces travaux ont démontré la différence d’adsorption a la sur-
face de 'or entre ’ADN simple brin (ADNsb) et une double hélice d’ADN (ADNdb). Un
double ou simple brin d’oligonucléotide est un ligand tres différent pour les NPsAu car
I’ADNsb peut exposer ses bases hydrophobes qui interagissent de maniere non-spécifique
avec la surface d’or. Cette interaction stabilise la suspension colloidale. Une double hé-
lice d’ADN reste, quant a elle, rigide avec une "épine dorsale" sucre-phosphate chargée
négativement et hydrophile. Dans ce cas, des double brins d’ADN ne stabilisent pas la
suspension de nanoparticules. La présence du grand exces de mono-brins de 100 bases
non-thiolés dans les colonnes 5 a 7 permet donc de stabiliser les NPsAu pour supporter
la concentration de 30 mM en NaCl. Ce n’est pas le cas pour les colonnes 1 a 4 : dans
ces cas, nous ajoutons un brin supplémentaire non-thiolé de 100 bases qui ne s’hybride
avec aucun oligonucleotide impliqué dans la solution. En absence de ce mono-brin, les
particules agrégent partiellement, entrainant ’apparition de bandes supplémentaires qui
ne correspondent pas a l'accrochage de brins d’ADN. Ces bandes indiquent la présence
de dimeéres, trimeres, etc..., de NPsAu qui ne font nullement intervenir un liant d’ADN [66].

La technique décrite dans I'expérience figure 2.7 est utilisée pour ’assemblage controlé,
autour d’un unique brin d’ADN, de dimeres de particules de 30 nm et 40 nm de diametre.
Nous utilisons des brins d’ADN de 50 et 30 bases terminés coté 5’ ou 3’ par un groupement
trithiolé. Nous avons vu, dans le paragraphe précédent, un exemple de fonctionnalisation
de particules de 40 nm par un unique brin de 30 bases allongé de 5 monobrins de 100
bases. Nous avons également hybridé des particules plus petites, de 30 nm de diametre,
greffées avec des courts brins d’ADN complémentaires, en ajoutant cette fois 4 molécules
d’ADN de 100 bases. La figure 2.8 est une purification électrophorétique de NPsAu de
30 nm (colonnes 1-4) et 40 nm (colonnes 5-8), greffées respectivement avec des brins de
30 bases (hybridés avec 4 longs brins de 100 bases) et avec la séquence complémentaire
(hybridée avec 5 longs brins de 100 bases).

Les différentes colonnes (2-4 et 6-8) correspondent & une augmentation du ratio ADN/NPAu
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Figure 2.8 — Purification électrophorése de particules d'or de 30 nm liées a un brin de 30b-trithiol
hybridé a 4 longues molécules de 100 bases (colonnes 1-4) et 40 nm de diamétre liées
a un brin de 30b-trithiol-comp hybridé a 5 longues molécules de 100 bases(colonnes
5-8).

que nous pouvons comparer aux particules non conjuguées, simplement passivées de PEG
(colonnes 1 et 5). La densité relative des différentes bandes du gel d’agarose dépend for-
tement de I'exceés de concentration de brins d’ADN par rapport aux nanoparticules d’or.
Chaque bande correspond au greffage d’un brin supplémentaire par particule. Sur la figure
2.8, on voit que les bandes correspondant aux particules mono-conjuguées (colonnes 2, 3 et
7) sont bien contrastées. En augmentant le ratio ADN/NPAu, il est possible de fonction-
naliser les particules avec un nombre croissant de brins d’ADN. Toutefois, ce phénomene
sature pour le greffage de plus de 3 ou 4 brins d’ADN car les bandes se superposent
(colonnes 4 et 8). On peut donc optimiser les conditions de préparation de particules
monoconjuguées en ajustant le ratio ADN/NPAu.

2.1.4 Formation des dimeres

Les NPsAu monoconjuguées (colonnes 2, 3 et 6 et 7 de la figure 2.8) sont récupérées
en découpant la bande correspondante du gel d’agarose. Les particules en sont extraites
dans la solution tampon, utilisée en électrophorese, pour étre ensuite concentrées par
centrifugation pour permettre I'hybridation [9,62]. Pour faciliter I’hybridation, les longs
brins d’ADN hybridés sur 15 bases sont décrochés par traitement thermique (55 °C - la
température de fusion de 15 paires de bases est d’environ 40-45°C), puis les échantillons
sont mélangés avec les NPsAu greffées a la séquence complémentaire en augmentant la
concentration de NaCl (40 mM). L’ensemble incube pendant environ 12 heures en lais-
sant la température redescendre lentement a ’ambiante. Les étapes de la fabrication des
dimeres sont illustrées sur la figure 2.9.
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Figure 2.9 — Représentation schématique : Les NPsAu monoconjuguées extraits du gel d'agarose
sont plongées dans un bain thermique a 550 C pour décrocher les longues molécules
d’ADN de 100 bases, puis I'hybridation se fait avec une concentration de NaCl de
40mM.

Les NPsAu monoconjuguées sont alors hybridées pour fournir des dimeres asymétriques
de particules d’or de 30 et 40 nm de diametre, liés par des brins d’ADN de 30 et 50 paires
de bases. La figure 2.10 illustre schématiquement les géométries des dimeres asymétriques :
le brin d’ADN de 50 pb peut étre parallele ou perpendiculaire a ’axe du dimere, tandis
que le brin de 30 bases est conservé paralléle.

Une deuxiéme purification électrophorétique (figure 2.11) sépare les dimeres des na-
nostructures qui n’ont pas réagi lors de la dimérisation et des groupements de taille
supérieure (trimeres, ...). En fonction de la taille des particules monoconjuguées, nous ob-
tenons la purification de dimeres symétriques et asymétriques. Le succes de la synthese des

Dimeéres asymétriques

99 %0 00

50bp~16nm 50bp~16nm 30bp~10nm

Figure 2.10 — Représentation schématique de diméres de particules de 30 nm et 40 nm de diamétre
liées par un double brin de 50 et 30 paires de bases.

dimeres est visible sur les secondes bandes du bas des colonnes 2 et 3 de la figure 2.11a
et des colonnes 3 et 4 de la figure 2.11b. Dans la suite de ce chapitre nous vérifierons
lefficacité de la synthése de ces groupements par microscopie électronique.

L’obtention préférentielle de dimeres confirme que les différentes bandes des figures 2.7
et 2.8 correspondent bien a des particules greffées a un seul brin d’ADN. Néanmoins,
on constate qu’'une faible bande de trimeres peut étre observée dans le gel d’agarose.
Ceci signifie que le procédé de fabrication n’est pas efficace a 100% pour supprimer les
nanoparticules d’or multiconjuguées lors de la premiere étape de purification. On observe
systématique cet effet avec la technique de purification par électrophorese comparée a la
HPLC, qui permet une meilleure purification mais requiere une plus grande concentration
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Figure 2.11 — Deuxiéme purification par gel d'électrophorese, pour séparer I'hybridation de dimeres
des particules mono-conjuguées. (a) Dimeéres symétriques constitués de particules d’or
de 40nm de diamétre. (b) Dimeres asymétriques de NPsAu de 30 nm et 40 nm.

de NaCl, incompatible avec de particules d’or de plus de 30 nm de diametre [58]. 11 est
également possible de fabriquer des triméres en mélangeant des NPsAu greffées de deux
brins d’ADN avec des particules conjuguées de brins complémentaires. Dans ce cas, la
troisieme bande est nettement plus intense. Les bandes correspondant aux dimeres sont
ensuite découpées et la solution est extraite (le protocole d’extraction est détaillé dans la
paragraphe 2.1.5).

En pratique, les bandes sont placées dans un réservoir contenant la solution tampon uti-
lisée en électrophorese. Sous 'effet d’'un champ électrique, on fait migrer les dimeres dans
le tampon, permettant leur extraction a la pipette. Ces solutions peuvent étre conservées
plusieurs semaines a une température de 4°C. Leurs morphologies seront analysées par
cryo-EM et décrites dans le paragraphe suivant. Leurs propriétés optiques, qui seront ex-
posées dans le prochain chapitre, seront caractérisées en microscopie confocale de diffusion
utilisant une illumination en champ sombre (darkfield).

2.1.5 Meéthodes

Echange de ligands

Nous faisons réagir les particules d’or de 30 nm et 40 nm de diametre stabilisées de
citrate (BBInternational(UK)) avec du bis(p-sulfonatophenyl)phenylphosphine (BSPP,
Strem Chemicals). Nous incubons pendant 12 heures un volume de 50 mL de particules
avec 10 mg de BSPP. Cette solution est ensuite concentrée par centrifugation pour reti-
rer le surnageant. La solution est alors rincée trois fois par dilution/centrifugation avec
de I'eau milli-Q. Pour finir, la solution est resuspendue dans une solution de 0.5 mM de
BSPP. Nous obtenons ainsi une concentration finale de NPsAu de 0.05uM et 0.02uM pour
les particules de 30 nm et 40 nm.
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Synthése des nanoparticules monoconjuguées

L’expérience de la figure 2.8 est une purification électrophoretique de NPsAu, de 30
nm et 40 nm, greffées respectivement avec des brins de 30b-trithiol et une séquence com-
plémentaire de 30b-trithiol-comp. Les séquences d’ADN trithiolées sont obtenues chez
Fidelity systems, Inc DNA (purification PAGE) tandis que les brins d’ADN de 100 bases
proviennent de Integrated DNA Technologies Europe (Belgique, purification PAGE). Nous
concevons toutes les séquences d’ADN afin de s’assurer que ’hybridation des différents
brins se produise dans un ordre controlé.

Les séquences sont les suivantes :

30b-trithiol : 5’-trithio-GCACGAAACCTGGACCAGATGGGAACAGCA-3’
30b-trithiol-comp : 5’-trithio- TGCTGTTCCCATCTGGTCCAGGTTTCGTGC-3’
50b-trithiol : 5-trithio-GCACGAAACCTGGACACCCCTAAGCAACTCCGTATCA
GATGGGAACAGCA-3’

50b-trithiol-comp : 5’-trithio- TGCTGTTCCCATCTGATACGGAGTTGCTTAGG
GGTGTCCAGGTTTCGTGC-3’

50b-3’-trithiol-comp : 5-TGCTGTTCCCATCTGATACGGAGTTGCTTAGGGGTGTC
C AGGTTTCGTGC-trithiol-3

L1: 5-ATCCTGACATCGGCATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTGCTGTTCCCATCTG-
3

L2 : 5-TGCCGATGTCAGGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
GTAACGGTAGGCTGG-3’

L3 : 5-TCCCCAGTCTGAACATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
CCAGCCTACCGTTAC-3’

L4 : 5-TGTTCAGACTGGGGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGACCTCGCACTTAGT-3’
L5: 5-ACTGCGTTCATGGTGCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTACTAAGTGCGAGGTC-3’
L6 : 5-CACCATGAACGCAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGAGGACAATCGCTG-3’

L7 : 5-ACGAGCACCGAAGAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCAGCGATTGTCCTCC-3’

L8 : 5-TTCTTCGGTGCTCGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCACGAAACCTGGAC-3’

L3’-comp : 5’-CAGATGGGAACAGCACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTTT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTAACGGTAGGCT
GG-3’
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Les brins de 30 et 50 bases trithiolés sont hybridés sur 15 paires de bases, coté 3’, avec

un premier long brin (L1). Les brins complémentaires, 30b-trithiol-comp et 50b-trithiol-
comp, sont hybridés de la méme fagon avec une autre séquence de longue molécule (L8).
Le brin 50b-3’-trithiol-comp est hybridé, coté 5’; avec un long brin (L3’-comp). De ma-
niere générale, le brin Li est hybridé avec L(i+1) sur 15 paires de bases. Le L3’-comp
est, quant a lui, hybridé directement avec le brin L3. Pour les particules de 40 nm, les
séquences de 30b-trithiol et 50b-trithiol sont allongées avec 5 brins de 100 bases (L1 a
L5, colonne 7 de la figure 2.7). Dans les mémes conditions, les brins 30b-trithiol-comp et
50b-trithiol-comp sont rallongés par des molécules de séquences L8 a L.4. Quant a TADN
50b-3’-trithil-comp, l'ordre est L3, L3, L4, L5 et L6.
Ces longues molécules d’ADN (L1-8) sont mélangées avec le brin d’ADN trithiolé dans
un volume de 10uLl. avec une concentration finale de 40 mM de NaCl. Le premier long
brin (L1 ou L8) est ajouté avec un exces trois fois supérieur au brin d’ADN trithiolé. Les
brins supplémentaires sont ajoutés avec une augmentation de leur concentration de 1.5X.
Cette solution est ensuite plongée dans un bain thermique a 85°C, qu’on laisse refroidir
pendant 12 heures afin de garantir une hybridation totale.

Le protocole de la figure 2.8 est le suivant : nous mélangeons 0.1 pmol de NPsAu de
30 nm ou 0.06 pmol de NPsAu de 40 nm avec 2 pmol de brins d’ADN trithiolés qui
ont été préalablement hybridés avec un nombre choisi de brins de 100 bases. La solution
contenant les NPsAu et ’ADN est ensuite incubée 12 heures a température ambiante. Le
volume final de la solution est de 15 pL avec 30 mM de NaCl et une concentration finale
de 1 mM de BSPP. Le BSPP est utilisé comme agent réducteur qui permet de minimiser
I'oxydation des groupements thiols par I'eau.

Pour l'expérience de la figure 2.7, lorsque le nombre de longs brins de 100 bases est
inférieur & 3, nous ajoutons 100 pmol d’un brin d’ADN de 100 bases, qui ne s’hybride
ni avec les brins thiolés ni avec d’autres oligonucleotides impliqués. Par exemple dans les
premieres colonnes de la figure 2.7, le brin d’ADN de 30b-trithiol-comp n’a pas d’exten-
sion ou est simplement hybridé avec deux longs brins L8 et L7. En pratique, pour éviter
I’agrégation de ces échantillons, on ajoute un large exces de 100 pmol de L1.

Avant la séparation par électrophorese, la surface des NPsAu est passivée avec un exces
de courts oligomeres d’ethyléne glycol(PEG) thiolés neutres [61]. Le PEG méthylé et thiolé
est ajouté aux NPsAu de 40 nm de diamétre avec un exces de 7.10° qu’on laisse incuber
pendant 30 minutes. Ces courts oligomeres peuvent présenter des groupements chimiques
pour fonctionnaliser les NPsAu. En particulier, il est possible d’obtenir un groupement
biotine terminal. Le PEG biotinylé est obtenu sous forme d'un dimere lié par un pont
disulfure. La réduction du pont disulfure se fait avec un exces de 20X de BSPP, qu’on
laisse incuber pendant deux heures. On incorpore ensuite du méthyl PEG avec un ratio
de méthyl PEG /biotine PEG de 16, qu’on laisse réagir avec les NPsAu pendant une durée
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de 30 minutes.

Les solutions sont placées dans un gel d’agarose de 1.5% en poids (0.5x Tris-Borate-
EDTA comme solution tampon) en ayant préalablement ajouté un volume de ficoll pour
4 volumes d’échantillon pour éviter que la solution diffuse hors du gel. Le gel est ensuite
soumis a un champ électrique de 8 V/cm pendant 1 heure, ce qui nous permet d’obtenir
le résultat des figures 2.7 et 2.8. Nous procédons a 'extraction suivant la procédure sui-
vante [62,9] : les bandes, correspondant aux particules passivées d’'un brin d’ADN trithio-
lés, sont coupées puis placées dans un réservoir préalablement sculpté dans le gel d’agarose
rempli de la solution tampon (0.5x TBE). Le champ électrique fait migrer les particules
contenues dans la tranche de gel vers le réservoir. Les particules mono-conjuguées sont
prélevées a la pipette puis concentrées par centrifugation.

Fabrication des dimeéres

Les échantillons de NPsAu mono-conjuguées, d’une concentration d’environ 10nM, sont
mélangés dans un volume final de 15uL, avec une concentration de 40 mM de NaCl,
puis plongés dans un bain thermique a 55°C qu’on laisse refroidir pendant 12 heures. Les
solutions sont placées dans un gel d’agarose de 1.5% avec le méme procédé que celui décrit
précédemment. Les bandes correspondant aux dimeres sont découpées, puis placées dans
un réservoir contenant une solution tampon (TBE), qui, sous I'effet d'un champ électrique
fait migrer la solution de dimeres dans le tampon, avant d’étre finalement extraites a la
pipette. Ces solutions peuvent étre conservées plusieurs semaines a une température de

4°C.

2.2 Caractérisation morphologique par microscopie

électronique en transmission

Nous allons voir dans cette section que la caractérisation morphologique des groupe-
ments de NPsAu liés par des brins d’ADN requiere une attention particuliere a la fois
sur la stabilité des NPs ainsi que sur la rigidité de I’échafaudage d’ADN. Le controle des
forces électrostatiques qui régissent I’équilibre des dimeres en solution est un facteur im-
portant pour garantir des distances inter-particules fideles a celles attendues par le choix
des longueurs des brins d’ADN utilisés.

Le microscope électronique en transmission permet de visualiser directement 1'image de
I’échantillon sur un écran fluorescent ou une caméra placés dans le plan conjugué image
d’un systeme de lentilles magnétiques. Il est également possible d’imager la figure de
diffraction des électrons dans le plan de Fourier. Pour un échantillon suffisamment mince,
placé sous un faisceau d’électrons, le signal transmis permet de visualiser directement une
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image contrastée de 1’échantillon. La limite de résolution dépend de la longueur d’onde
de De Broglie des électrons.

Nous allons dans un premier temps caractériser la morphologie des solutions de dimeres
a I’aide d’un microscope électronique en transmission "sec". Le qualificatif "sec" est employé
pour signifier que les échantillons sont déposés directement sur un substrat constitué
d’une grille de cuivre recouverte d’un film de carbone. Nous verrons qu’il est impossible,
dans ces conditions, d’estimer la distance inter-particule a cause des interactions des
dimeres avec le substrat et des effets de séchage. Pour pallier a ces contraintes, nous allons
fonctionnaliser la surface des grilles de TEM avec différentes couches de protéines, afin de
fixer les dimeres a la surface. Nous verrons que cette solution n’est pas idéale pour garantir
la conformation des nano-structures telle qu’elles sont obtenues en solution. Cependant,
dans un environnement cryogénique, l'analyse des images de microscopie électronique
en transmission permet d’obtenir une excellente caractérisation morphologique. Cette
technique requiere de mettre en ccuvre une méthode de calcul pour prendre en compte la
projection d’un objet a 3 dimensions sur un plan en 2 dimensions perpendiculaire a I'axe
du faisceau d’électrons.

2.2.1 Microscopie électronique en transmission (TEM "sec"

Les mesures de TEM "sec " ont été effectuées a ’ESPCI (Ecole Supérieure de Physique et
de Chimie Industrielles de la ville de Paris) par le Dr. Xiangzhen Xu du laboratoire LPEM
sur un systeme JEM 2010 F de marque Jéol. Le fort contraste d’absorption du faisceau
d’électrons entre les particules d’or et le substrat permet de caractériser leur taille et leur
forme. Les grilles de support utilisées sont constituées d’une couche de carbone et d’une
grille de cuivre pour dissiper les charges qui s’accumulent sous 'effet du bombardement
d’électrons. Le film de carbone est hydrophobe et ne permet pas de déposer directement
les échantillons de suspension de dimeres. Il est nécessaire d’exposer les grilles de TEM a
un plasma d’oxygene, ce qui a pour effet d’oxyder la surface.

Pour faciliter cette analyse, nous allons caractériser des dimeres asymétriques afin de
mettre en évidence les interactions spécifiques entre les particules dues a 'ADN et évi-
ter toute confusion avec une agrégation non-spécifique. Des études ont montré que les
groupements de nanoparticules d’or de tailles supérieures a 10 nm de diametre tendent a
s’agréger lorsqu’elles sont déposées sur des grilles de TEM [67], comme illustré sur I'image
de la figure 2.12. La stabilité des NPsAu en solution aqueuse est, quant a elle, maintenue
grace a la répulsion électrostatique due aux charges effectives négatives et a la couche de
PEG qui minimise 'interaction entre les surfaces d’or des NPs.

Sur la figure 2.12, les particules d’or de 30 nm et 40 nm de diametre liées par un double
brin de 30 paires de bases (30pb) sont représentées par les cercles sombres. Le substrat de
carbone est visible en gris clair. Pour réaliser cette expérience, une goutte de la solution
contenant les dimeres est déposée sur la grille de TEM. Nous retirons le surplus par
absorption sur un papier filtre. La grille est ensuite séchées a I’air libre. On constate qu’il
y a des dimeéres asymétriques, au centre et en bas a droite de I'image, mais également
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Figure 2.12 — Image de microscope électronique en transmission. Les nano-structures composées de
particules d'or de 40 nm et 30 nm sont déposées sur la grille de carbone puis séchées
a température ambiante.

beaucoup d’agrégats. Le séchage sur la grille de carbone induit donc une agglomération
des groupements de NPsAu. La distance entre les particules correspond probablement a
I’épaisseur de la couche de PEG entourant les NPs. A ce stade, il est donc impossible
d’obtenir des informations sur I’échafaudage d’ADN et donc de valider notre procédure
d’hybridation. Pour limiter ce probleme, nous avons fixé les dimeres de NpsAu a la surface
des grilles de TEM fonctionnalisées par des protéines [68].

2.2.2 Microscopie électronique en transmission sur grilles fonc-
tionnalisées

Nous fonctionnalisons la surface des grilles de microscope avec plusieurs couches de
protéines pour éviter I'agrégation des particules, comme illustré schématiquement sur la
figure 2.13.

Pour greffer les particules a la surface de la grille, celles-ci sont recouvertes d’une molécule
qui aura une interaction spécifique avec la surface fonctionnalisée des NPsAu. Dans le pa-
ragraphe précédent, nous avons décrit la procédure pour enrober les NPsAu de biotine &
I’aide d’un PEG biotinylé. Nous avons vu que les grilles de TEM ne sont pas hydrophiles,
il est donc nécessaire de traiter la surface de la grille avec un plasma d’oxygene afin qu’elle
ait une affinité avec la solution qui sera déposée.
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Figure 2.13 — Fonctionnalisation des grilles de carbone avec deux couches de protéines. Les parti-
cules sont enrobées de PEG biotinylé qui se lie a la Neutravidine déposée sur les gilles
de TEM.

La procédure de fonctionnalisation des grilles est la suivante.

On dépose sur la grille de carbone un volume de 5yl de solution de BSA-biotine (albu-
mine de sérum bovin, plus couramment nommée en anglais bovine serum albumin) de
concentration 1 mg/mL d’eau qu’on laisse incuber pendant 5 min. L’excédent de solution
est retiré par capillarité a ’aide d'un papier absorbant et la grille est rincée avec du T50
(50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCL, pH 7). La BSA-biotine a une affinité non spécifique
avec le substrat. Nous déposons ensuite un volume de 5yl d'une solution de Neutravi-
dine (1mg/mL) pendant 5 min. La grille est ensuite nettoyée avec du T50. Toutefois, les
couches de protéines ne sont pas déposées de facon homogene sur toute la surface de la
grille. Pour limiter les interactions non spécifiques entre les particules et la surface de car-
bone qui n’a pas été fonctionnalisée, nous ajoutons un volume de 5ul. de "Superblock" sur
la surface de la grille, qu’on laisse incuber pendant 5 min. Cette solution est ensuite rincée
avec du T50. Un volume de 5uLi de solution de dimeéres de NPsAu (1-10nM), extrait du
gel de la figure 2.11, est déposé sur la grille. La Neutravidine est adsorbée par la biotine
ajoutée a la surface de 'or. Les dimeres sont incubés pendant 5 min avant d’étre rincés
avec du T50, puis séchés. La figure 2.14 montre une image de dimeres greftés a la surface
de la grille de TEM. IIs s’agit de dimeres de NPsAu de 30 nm et 40 nm liés par un double
brin de 30 bp.

Nous observons sur la figure 2.14 une diminution des agrégats et une meilleure répar-
tition des dimeres a la surface de la grille comparée a la figure 2.12. Afin de voir si la
procédure de fonctionnalisation de la surface des grilles de TEM permet bien une interac-
tion spécifique entre les nano-structures et le substrat, plusieurs tests paramétriques ont
été réalisés tels que le fait de varier les temps d’incubation des différentes solutions ou sur
la nécessité d’utiliser le "Superblock".

Les particules adsorbées sur la grille de TEM, par interaction entre la biotine et la
Neutravidine, se figent dans une configuration spécifique. Toutefois, nous observons que
les dimeres de particules d’or ont une distance "centre a centre" qui ne correspond pas aux
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Figure 2.14 — Image de microscopie électronique en transmission. La surface de la grille est fonc-
tionnalisée de plusieurs couches de protéines. Les diméres de particules d'or de 30 nm
et 40 nm, liées par un double brin de 50bp, sont enrobés de PEG biotinylé et greffés
a la surface de la grille.

longueurs de brins d’ADN utilisés. Les grilles de TEM sont séchées avant d’étre imagées :
ceci induit probablement une agrégation non spécifique des NPsAu qui rend impossible
Iestimation de la distance "centre a centre" liée a ’ADN qui lie les dimeres.

Pour contourner ce probleme, on effectue la caractérisation morphologique a I'aide d'un
microscope électronique en transmission cryogénique (cryo-EM). La cryo-fixation est une
technique permettant de conserver la conformation des groupements telle qu’obtenue en
suspension dans un milieu de force ionique donnée.

2.2.3 Microscopie électronique cryogénique en transmission
(cryo-EM)

Les inconvénients rencontrés lors de 1'utilisation du TEM "sec" ne permettent pas de
caractériser la morphologie des nano-structures liées par des brins d’ADN. La microscopie
cryogénique en transmission (cryo-EM) pallie aux inconvénients liés aux effets de séchage
ou aux interactions avec la surface de la grille [69,70]. Les mesures en condition cryogé-
nique ont été réalisées par le Dr. Eric Larquet, du laboratoire LEBS & Gif-sur-Yvette, sur
un instrument de 'IMPMC a I’Université Paris VI (Microscope JEOL 2100 LaB6). Les
grilles de cryo-EM sont différentes des grilles de TEM "sec" décrites dans les paragraphes
précédents. En effet, la surface de carbone comporte des trous dans lesquels les particules
seront imagées.
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Pour cette technique, nous déposons une goutte d’une solution contenant des dimeres
directement sur la grille a trous apres que celle-ci ait été traitée au plasma d’oxygene. Par
I'intermédiaire d’un papier filtre, cette goutte est "blottée" en vu d’obtenir une couche
d’épaisseur homogene a la surface de la grille. La grille est ensuite maintenue par une
pince pour étre plongée dans I’éthane liquide afin d’étre rapidement refroidie. Au final, on
obtient une fine couche de glace vitreuse comportant les dimeres. La grille est récupérée
dans l'azote liquide avant d’étre introduite dans le microscope pour éviter la formation
de cristaux (opaques pour le faisceau d’électrons) dans la membrane d’eau vitrifiée. On
obtient des images contrastées comme présentées sur la figure 2.15.

R o

Figure 2.15 — Image de cryo-EM diméres de NPsAu de 30 nm et 40 nm de diamétre liées par un
double brin de 50 pb a faible grandissement.

La figure 2.15 montre des dimeres de NPsAu de 30 nm et 40 nm de diametre liés par
un double brin de 50 pb. Le faible grandissement permet d’avoir une vue d’ensemble
de I’échantillon et ainsi de pouvoir apprécier la pureté de la solution de dimeres. Les
NPsAu sont visibles par des points noirs, la couche de carbone par le fond gris foncé et
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les trous par les cercles gris clair. Les trous ont pour but d’éviter ’adsorption des NPs sur
le carbone qui pourrait fausser la distance inter-particule. Les particules sont dispersées
a la surface de la grille mais préférentiellement sur le carbone. Ce phénomeéne n’est pas
une contrainte car I’étude se fera sur les dimeres localisés dans les trous. Le fait que les
NPsAu soient préférentiellement dispersées sur la couche de carbone est probablement lié
a des interactions non-spécifiques entre les NPsAu et la surface de carbone de la grille de
cryo-EM.

La figure 2.16 montre des images de cryo-EM de dimeres de NPsAu de 30 nm et 40 nm
de diametre synthétisées avec différentes longueurs de brins d’ADN. Les images (a) et
(b) présentent des dimeres liés avec un double brin de 50 pb, perpendiculaire a 'axe du
dimere. Une des deux particules est liée par le coté 5’ du brin d’ADN, tandis que 'autre
est greffée coté 3’ de la séquence complémentaire. La figure 2.16 (c,d) présente également
un dimere lié par une double hélice de 50 pb. Dans ce cas les deux particules sont liées
coté 5" des deux brins d’ADN. La figure 2.16 (e,f) correspond a un dimeére lié avec un
double brin d’ADN de 30 bp coté 5.

a) b)
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Figure 2.16 — Images de microscope électronique cryogénique en transmission pour trois géométries
différentes de diméres de particules d'or de 30 nm et 40 nm de diameétre. Les images
(a,b) et (c,d) illustrent des dimeres liés par un double brin de 50 paires de bases,
(e,f) dimeres liés par un double brin de 30 paires de bases, avec une orientation de
I'échantillon tourné de 45° entre |'image (e) et (f).



Chapitre 2. Synthése de dimeéres de particules d’or liées par ADN et caractérisation
50 morphologique

Le film d’eau vitrifié a la surface des grilles de carbone mesure plusieurs dizaines de nano-
metres d’épaisseur [69,70]. En raison du refroidissement rapide de I’échantillon, les diméres
sont figés dans des orientations différentes et certains sont probablement partiellement en
contacts avec la surface de la grille. Sur les images de la figure 2.16, les dimeres sont
localisés dans les trous sauf pour la figure 2.16(d). Les figures 2.16(e,f) représentent des
images du méme dimere avec une orientation de 1’échantillon tournée de 45° entre I'image
(e) et (f). En figure 2.16(e), les NPsAu sont partiellement superposées ce qui induit une
estimation erronée de la distance. Sur la figure 2.16(f) la distance semble correspondre aux
longueurs des brins d’ADN utilisés. Il est donc nécessaire de prendre en compte ’angle
entre le faisceau d’électrons et I’échantillon pour déterminer les distances inter-particules.
Dans le paragraphe suivant, nous estimerons cette fonction de projection. Nous avons ana-
lysé un grand nombre d’images de cryo-EM a faible grandissement, pour estimer la pureté
des échantillons des trois géométries de dimeres présentées dans les encadrés (a-e) de la
figure2.16. Ces puretés sont respectivement de 48%, 68% et 73%. Le reste des échantillons
est composé de particules seules de 40 nm de diametre (car les particules de 30 nm de
diametre sont mieux séparées par électrophorese) et moins de 7% d’agrégats.

2.3 Estimation des distances inter-particules

2.3.1 Meéthode d’évaluation des diametres et des distances
"centre a centre"

Les distributions de distances inter-particules et des diametres des NPsAu sont estimées
en analysant automatiquement les images de cryo-EM. Ces estimations se font en ajustant
un cercle autour de chaque nanoparticule puis en mesurant la distance entre les centres
de masse. Nous estimons également les distributions de diameétres des particules, par les
diametres des cercles ajustés, qui sont présentées pour des NPsAu de 30 nm et 40 nm sur
la figure 2.17. La distribution est ajustée par deux fonctions gaussiennes (courbe noire).
On distingue bien deux distributions, I'une centrée a pzy =27.3 nm et l'autre centrée a
140 =36 nm, avec un écart type respectif de 039 =1.65 nm et 049 =2.8 nm. Ces mesures
montrent que les particules utilisées ont une dispersion de taille non négligeable.

Les mesures statistiques des distances "centre a centre" pour trois géométries de dimeres
différents sont présentées sur la figure 2.18. La distribution (a) illustre les distances "centre
a centre" des dimeres liés par un double brin de 50 pb perpendiculaire a I'axe du dimere.
Les mesures (b) correspondent aux dimeres de 30 pb et la distribution (c¢) représente des
dimeres de 50 pb. Nous avons vu dans le paragraphe précédent que l’estimation de la
distance "centre a centre' est erronée si nous ne prenons pas en compte 'angle entre le
faisceau d’électrons et 'orientation du dimere dans la fine couche d’eau vitrifiée. Toutefois,
nous observons déja une augmentation globale de la distance inter-particule en passant
d’un brin d’ADN liant de 30 bp a 50 bp (b,c). De plus, nous vérifions que placer le brin
d’ADN perpendiculaire au dimere, grace a un brin trithiolé en 3’, permet de minimiser
la distance inter-particule [57]. Dans les trois géométries, 'analyse des images montre de
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Figure 2.17 — Distributions des diamétres des particules de 30 nm et 40 nm estimées a partir des
images de cryo-EM

larges distributions qui peuvent s’expliquer par trois facteurs : la dispersion des diametres
de particule représentée sur la figure 2.17; la distribution de distance "bord a bord" liée
aux échafaudages d’ADN ; et la projection de ’axe du dimeére sur un plan perpendiculaire
au faisceau d’électrons.
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Figure 2.18 — Distributions des distances "centre a centre" a) dimere lié par un double brin de 50bp
perpendiculaire b)dimeére lié par un double brin de 30bp c)dimére lié par un double
brin de 50bp.
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2.3.2 Calcul de la fonction de projection

Nous avons régulierement observé une superposition partielle entre les deux particules
d’un dimere sur des images de cryo-EM. Les trois images de la figure 2.19 représentent le
méme dimere avec des orientations de 1’échantillon tournées de 45° entre chaque image.
Cette figure illustre clairement que nos échantillons sont fondamentalement tridimension-
nels et qu’il est nécessaire de prendre en compte la projection du dimere sur le plan
perpendiculaire a I'axe du faisceau d’électrons pour évaluer précisément la distance inter-
particule.
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Figure 2.19 — Images de cryo-EM de Diméres de 30 bp. L'échantillon est tourné de 45° entre chaque
image

Nous devons estimer la distribution des distances "bord a bord", s, afin de caractériser
et de comprendre la géométrie des brins d’ADN qui relient les particules dans nos dimeres.
Soit [ la longueur "centre a centre', obtenue en additionnant la distance s avec les rayons
des nanoparticules estimés a partir de la figure 2.17. On définit [ comme étant la distance
de projection "centre a centre" mesurée en analysant les images de cryo-EM. La figure
2.20 est une illustration schématique en trois dimensions d’un dimere figé dans la couche
de glace. La distribution D;(l) est donc simplement obtenue & partir de la distribution de
distance Dg(s) (a déterminer) et des distributions gaussiennes Dgsg et Dgqo des diametres
des particules de 30 nm et 40 nm estimés a partir des mesures de la figure 2.17. La fonction

de distribution d’angles entre le faisceau d’électrons et 'axe du dimere Dy(l, 1) est définie

entre [0,7/2]. La fonction de distribution Dj(l) est donc la convolution de D;(l) par la

distribution d’angles Dy(f). Les calculs de la fonction de projection Dj(l) sont détaillés
dans la suite de ce paragraphe.

Pour une couche cryogénique épaisse, la distribution angulaire devrait étre isotrope,
ce qui correspond a Dy(l, l~) = 1/7. Cependant la couche d’eau vitreuse ne mesure que
quelques dizaines de nanometres d’épaisseur afin qu’elle soit suffisamment transparente
au faisceau d’électrons et que les images soient contrastées [70]. Comme les dimeéres ont
une longueur d’environ 100 nm, la probabilité de trouver des nano-structures paralléles
a l'axe du faisceau d’électrons est pratiquement nulle. A ce stade, il est impossible de

fournir une analyse précise des distributions de distance a partir des images de cryo-EM
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sans connaitre la distribution angulaire.

Calcul de la fonction D;(l)

X

Figure 2.20 — Représentation schématique en trois dimensions de diméres figés dans une fine couche
de glace vitrifiée.

L’estimation de la distribution de distance ne dépend pas de 'angle ® défini dans le
plan (x,y) car, quelle que soit 'orientation du dimeére dans ce plan, la distance projetée

reste invariante.

Nous supposons une distribution Gaussienne pour D;(l), définie de la fagon suivante :

1 _ (—pp)?

e i 2.1
oV 2T (2.1)

Di(l) =

avec (i) = 3o + fao + s €6 01 = \/0§0 + 0y + 02

La distribution de distances Dj(l) est définie en fonction de la distribution d’angles de
I'axe du dimere dans 1'épaisseur de la couche vitrifiée Dy(0) :

Dyldy = [ Doy D0, ) 2.2)

I

o5 On remplace dans I'équation 2.3

D’apres la représentation de la figure 2.20, [ =
Dy(0) par Dy(l,1)

Di(l) = ;Oo Dy <arcsm (;)) Dl(l)f;dz (2.3)
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D;(1) peut donc étre exprimée de la facon suivante :

Dy(l) (2.5)

—/[JrooDl( Dg(li)lm

11 est maintenant nécessaire d’utiliser une fonction de distribution Dy (f) compatible avec
la présence d’'une couche vitreuse fine par rapport a la longueur des dimeres. Dy(6) =
(2/7)sin?(A) correspond, par exemple, & une probabilité nulle dans 'axe paralléle au
faisceau d’électrons et une probabilité maximum dans le plan de l’échantillon. Toute
puissance paire de sin(f) va également avoir cette propriété et Dy(6) peut probablement
s’exprimer comme une série en sin®"(#). Le deuxi¢me terme normalisé de cette série s’écrit
comme Dy(0) = (8/3) sin*(). La figure 2.21 est une représentation tridimensionnelle des
deux premiers termes de la série.

a) b) _\6 ;

Figure 2.21 — Représentation tridimensionnelle des deux premiers termes de la série de la fonction
de distribution Dy(0), (a) Dy(0) = (2/7)sin?(0), (b) Dy(6) = (8/37)sin*()

Dans nos échantillons, nous avons observé des dimeres avec des angles supérieurs ou
égaux a /4 entre le dimere et le plan de I’échantillon (par exemple sur la figure 2.19).
Par conséquent, nous nous sommes limités aux termes en sin?(f) et sin*(#) pour cette
analyse. Ces deux fonctions peuvent s’exprimer en fonction de [ et [ comme :

Dy(1,1) = fr (;) Dy(l,1) = ?ir (i) (2.6)

On trace sur la figure 2.22 I’évolution de la distribution gaussienne de [, centrée a 45
nm avec un écart type de 3 nm, pour ces deux distributions angulaires. La courbe noire
correspond a la distribution gaussienne initiale. La courbe bleue représente une distribu-
tion isotrope de l'orientation du dimeére, Dy=1/m, qui s’étend jusqu’a 1=0. Ceci signifie
qu’il y a une probabilité non nulle de trouver des dimeres orientés quasi paralleles a I'axe
du faisceau d’électrons. Les courbes rouge et verte sont obtenues avec des distributions
d’angles Dy(0) = (2/m) sin?(0) et Dy(0) = (8/37) sin(#). Le centre, la largeur et la forme
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Figure 2.22 — Graphique de comparaison entre la distribution gaussienne D; (courbe noire) et la
distribution de projection D;(l) pour Dy(f) = 1 (courbe bleue), Dy(6) = 2 sin?(0)
(courbe rouge) et Dyg(6) = 5= sin®(6) (courbe verte)
de ces distributions gaussiennes "‘projetées'’ correspondent qualitativement aux distri-
butions des distances observées expérimentalement (figure 2.18). Lorsque 1'on permute
les deux fonctions angulaires, on observe une incertitude sur le centre des distributions
d’environ 1 nm et sur les écarts types de 0.5 nm. Méme si les données expérimentales ne
peuvent pas étre parfaitement ajustées sans connaitre la fonction de projection exacte,
I'utilisation d’une de ces deux distributions d’angles fournira une bonne estimation de la

distance inter-particule.

2.3.3 Ajustement de la fonction de projection sur les données

expérimentales

Nous obtenons les courbes noires de la figure 2.18 en utilisant la distribution d’angles
Dy(1,1) = (2)(I/1)%. Les centres des distributions s, pour les trois géométries différentes,
sont & 7 nm, 13 nm et 17.5 nm avec un écart type de &1 nm, £2 nm, £+3 nm. Le choix
déterministe de la fonction de projection angulaire introduit donc une erreur de l'ordre de
1 nm et 0.5 nm, respectivement, pour le centre des distributions et les écarts types. 1l est
important d’observer que les estimations de s correspondent aux distances attendues pour
les échafaudages organiques utilisés. La longueur des doubles brin d’ADN de 50 pb et 30
pb est, respectivement, de 16.5 et 10 nm et la largeur de la double hélice est environ de 2
nm. Pour apprécier la distance totale entre les particules, nous devons prendre en compte
la longueur du brin d’ADN; la longueur des groupements trithiolés et la couche de PEG
qui est de lordre de 2 nm [63]. Les valeurs des distances, estimées par les ajustements
des distributions de la figure 2.18, sont proches des longueurs maximales des différents
éléments organiques impliqués dans les trois géométries puisqu’elles atteignent 6 nm, 14
nm et 20.5 nm. Il est donc probable que les charges négatives a la surface des NPsAu et
de I’hélice d’ADN tendent a étirer la structure, en particulier pour les échantillons des
distributions (b) et (c). Pour I’échantillon représenté par la distribution (a), il est méme
possible que 'hybridation ne se fasse pas sur toute la longueur du brin; ce qui justifierait
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une estimation de s plus élevée expérimentalement que celle attendue en sommant les
différents éléments organiques impliqués.

Il est important de noter que pour maximiser la rigidité de ’ADN, la solution tampon
utilisée pour les mesures de cryo-EM contient une quantité de charges plus faible (<1mM)
que dans des études précédemment publiées sur la topologie d’échantillons or-ADN [50,
61,52] (environ 1 mM de NaCl). A ces concentrations de sel, les températures de fusion
des séquences de 30 bp et 50 bp sont respectivement de 44 et 55°C (ces valeurs ont
été estimées en utilisant le logiciel Vector NTI de Invitrogen), ce qui indique que nos
échantillons restent stables a température ambiante. Surtout, la concentration de NaCl
va fortement influer sur les distances inter-particules de NPsAu liées par ADN [50, 71].
Pour des concentrations de NaCl plus grandes que 300 mM, les mesures des distances sont
plus courtes que celles attendues lorsque I’ADN est étiré. Cependant, pour de faibles forces
ioniques (50 mM NaCl), les groupements sont étirés par les interactions électrostatiques
avec un espacement cohérent avec 1'échafaudage d’ADN utilisé [71]. Ceci conforte donc
I'hypothese que, dans nos échantillons pauvres en cations Na™, les dimeéres de NPsAu
chargées négativement sont étirés et rigidifiés par des forces électrostatiques répulsives.

2.4 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons vu qu’il était possible de purifier des nano-particules d’or

de 36 nm de diametre préférentiellement attachées avec un seul brin d’ADN d’une lon-
gueur inférieure a 10 nm. La synthese des dimeres de nanoparticules d’or avec différentes
longueurs de brins d’ADN est réalisée avec une grande pureté. On estime la distance
inter-particule a partir d’'images de cryo-EM en prenant en compte la distribution de dia-
metre des nanoparticules d’or et l'orientation du dimeére par rapport a I'axe du faisceau
d’électrons. Les mesures de distance sont en bon accord avec la longueur du brin d’ADN
et la taille des groupements terminaux thiolés. Les dimeres sont observés en géométrie
étirée dans une solution tampon de faible force ionique.
La possibilité de fabriquer des groupements avec de larges particules espacées d'une courte
distance va nous permettre d’étudier les phénomenes de couplage plasmonique dans des
dimeres uniques par microscopie confocale en champ sombre. Nous verrons ainsi qu'’il
est possible de faire varier la réponse optique des dimeres en modifiant leurs parametres
géométriques (chapitre 3). Le fait de n’avoir qu'un brin d’ADN nous permettra surtout
d’ajouter une molécule fluorescente au centre des dimeres (chapitres 4.5, 5) : il nous sera
ainsi possible de fabriquer a grande échelle des antennes optiques alimentées par un unique
émetteur quantique.
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ans ce chapitre, nous souhaitons étudier comment la variation de I’échafaudage d’ADN

dans les dimeres modifie leurs résonances plasmons. Comme les nanoparticules d’or

ont un spectre d’extinction qui dépend de leur taille et de leur forme (qui peuvent varier

d’un dimere a 'autre d’apres les mesures en cryo-EM), des mesures optiques d’ensembles

vont étre dominées par des phénomenes d’élargissement inhomogenes. C’est pourquoi

nous allons étudier des dimeéres individuels pour analyser I’évolution de leurs propriétés
optiques en fonction de la longueur et la forme de I’hélice d’ADN qui les compose.

Nous présentons des mesures de spectres de diffusion de dimeres de NPsAu de 36 nm
de diametre en microscopie confocale a champ sombre [51,34, 61,72, 52]. Nous verrons
ainsi la corrélation entre la réduction de la distance entre les particules observées en cryo-
EM et 'augmentation du couplage plasmon. Une étude statistique des distributions des
fréquences de résonance est comparée a des calculs par la théorie de Mie généralisée, afin
d’analyser 'influence de la rigidité de I’ADN sur les propriétés optiques des dimeres. Nous
avons vu dans le chapitre précédent que les dimeéres de particules d’or sont sensibles aux
forces ioniques élevées, aux effets de séchage et aux interactions avec le substrat. Pour
minimiser ces effets, les suspensions de groupements de particules sont étudiées dans ’eau.

Comme discuté dans le chapitre introductif, les nanoparticules d’or ont une interac-
tion résonnante avec la lumiere visible. Lorsqu’elles sont éclairées par une onde lumineuse
proche de leur résonance plasmon, la polarisabilité diverge, ce qui conduit a une augmenta-
tion de la section efficace de diffusion. Parmi les modes multipolaires pouvant étre induits
dans une nanoparticule, le mode dipolaire est celui qui se couple le plus efficacement avec
le champ lointain. Par conséquent, il est directement mesurable a ’aide d’'un microscope
confocal classique a champ sombre pour des particules d’or de diametre supérieur a 30
nm. Pour des NPsAu plus petites, la section efficace d’absorption domine et il faut utiliser
des méthodes interférométriques [73,74] ou photothermiques [75] pour les étudier et les
imager.

Lorsque deux particules sphériques sont tres proches 'une de I'autre (distance bord-a-
bord inférieure & leurs rayons), un couplage multipolaire de leur résonances plasmons a
lieu en champ proche. En champ lointain, deux modes dipolaires dominent le rayonne-
ment d'un dimere : les modes longitudinal et transverse. Néanmoins, le mode longitudinal
domine nettement la diffusion d’'un dimere et c’est lui que 'on observera essentiellement
en champ sombre. La force du couplage en champ proche, qui dépend de la distance entre
les particules, se traduit alors par un décalage spectral de la longueur d’onde de résonance
vers le rouge (basses énergies). Il est donc possible d’étudier la force de couplage en champ
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proche des modes plasmons entre deux particules par des mesures de spectre de diffusion
en champ lointain.

3.1 Méthodes

3.1.1 Préparation des échantillons en chambre micro-fluidique

Les mesures optiques sont réalisées dans 'eau afin d’éviter que les groupements liés
par ADN ne se dénaturent par déshydratation ou d’éventuelles interactions avec le sub-
strat. Les échantillons sont introduits dans une chambre micro-fluidique contenant une
solution tampon de faible force ionique. Les suspensions de dimeres sont fabriquées puis
extraites d'un gel d’agarose suivant la procédure décrite dans le chapitre précédent. Une
représentation en coupe de la chambre micro-fluidique est présentée sur le figure 3.1.

canal

Lames de microscope

Figure 3.1 — Vue en coupe de la représentation schématique de la micro-chambre

On utilise deux lamelles de verre carrées de 200 mm et 250 mm de c6té et de 120 um
d’épaisseur empilées et scellées ensemble avec deux couches de parafilm (épaisseur environ
200 pm). Cette structure en sandwich est chauffée a 100°C afin de coller les deux lamelles
ensemble. Le volume du canal est compris entre 40 et 50uL. Les lames de verre sont fonc-
tionnalisées avec de la BSA-biotine et de la Neutravidine [76]. Le protocole est identique
a celui présenté lors de la fonctionnalisation des grilles de TEM du chapitre précédent et
les différentes solutions utilisées sont rincées apres quelques minutes d’incubation avec du
T50. La solution d’échantillon de NPsAu est, quant a elle, rincée a 1’eau, puis la micro-
chambre est scellée hermétiquement avec de la cire chaude. Par ce procédé, il est possible
de faire des mesures de dimeres en suspension dans l’eau avec une force ionique faible
(< ImM NaCl). Une des deux particule est enrobée de PEG biotinylé afin d’étre greffée
a la surface de la lame de la micro-chambre, tandis que la deuxiéme particule reste en
suspension, comme illustré sur le schéma 3.2.
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Figure 3.2 — Représentation schématique de la micro-chambre fonctionnalisée avec les diméres gref-
fés a la surface
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Le fait que les dimeres soient étudiés dans ’eau, avec une faible concentration en NaCl,
nous permet d’avoir un environnement a force ionique faible identique aux mesures de
microscopie électronique. Nous avons vu lors de ’analyse en cryo-EM que, dans ces condi-
tions, les nano-structures sont étirées par des forces électrostatiques répulsives. Des études
ont en effet montré l'influence de la force ionique sur les mesures de spectres de diffu-
sion [77]. Nous verrons dans la suite de ce chapitre une comparaison entre les mesures des
spectres de résonance et la caractérisation morphologique faite a partir des mesures de
cryo-EM.

3.1.2 Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental utilisé est basé sur une excitation et une détection en champ
lointain. L’acquisition des spectres de diffusion des trois géométries de dimeres, décrites
dans le chapitre précédent, est réalisée a 'aide d’un microscope confocal classique en
champ sombre, permettant de collecter la lumiere diffusée par des objets uniques. Pour
cela, le montage est basé sur un microscope classique inversé (IX71, Olympus) avec une
excitation a ’aide d’une lumiere blanche incohérente non polarisée. La focalisation se fait
sur I’échantillon par I'intermédiaire d’un condenseur en champ sombre a immersion a huile,
d’ouverture numérique NA €[1.2-1.4]. La lumiere diffusée par I'objet est collectée par un
objectif a huile d’ouverture numérique plus petite que celle du condenseur (NA=0.6), afin
de collecter uniquement la lumiere diffusée et de s’affranchir des rayons incidents (voir
illustration 3.3).

Lumiere blanche halogene

o

_ Condenseur
\ —_— AN:1.2-1.4
Chambre

micro-fluidique

Objectif a huile

AN:0.6
Fente 80 pm
Miroir ‘J~ Spectrometre D EMCCD
amovible

'T Imageur

Qicam Caméracouleur

Figure 3.3 — Représentation schématique d'un microscope en champ sombre associé a une caméra
EMCCD+ spectrométre imageur et une CCD couleur.
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La diffusion des NPsAu peut étre soit dirigée vers une caméra couleur CCD (Qicam,
Roper), permettant d’observer une large zone de 1’échantillon (figure 3.4), soit vers un
spectromeétre imageur(ImSpector V8E, Specim) couplé & une caméra EMCCD(iXon+
512x512, Andor) comme illustré sur la figure 3.3. La fente de 80um a l'entrée du spec-
trometre filtre spatialement la lumiere diffusée et nous permet ainsi d’étudier des objets
uniques.

La figure 3.4 illustre I'image en champ sombre de dimeres de NPsAu de 36 nm de
diametre liés par un double brin d’ADN de 50 pb prise par la caméra couleur(Qicam). Les
nano-structures étudiées ont une grande section efficace de diffusion, il est ainsi possible
de les analyser en champ lointain. Nous avons vu dans le premier chapitre que la fréquence
plasmon dépend a la fois de la taille et de la forme des nano-structures. Ces effets sont
visibles sur I'image 3.3, un grand nombre de diffuseurs présente des couleurs différentes
(allant du vert au orange). Apres une analyse précise des spectres de diffusion, nous
verrons dans la suite de ce chapitre, quels sont les principaux facteurs qui engendrent ces
variations de couleurs.

Figure 3.4 — Image en couleur de diffusion de diméres en plein champ, prise par la caméra couleur
Qicam

Les images obtenues par la caméra EMCCD comportent le spectre des diméres uniques
et sont traitées afin d’estimer les sections efficaces de diffusion. En pratique, la fente
du spectrometre joue le role de trou de confocalité permettant de sélectionner une zone
spatiale de I’échantillon dans la direction horizontale, et le réseau disperse spectralement la
lumiere selon la direction verticale du plan de la caméra. L’image 3.5 représente 'intensité
de la lumiere diffusée mesurée apres dispersion spectrale sur la caméra EMCCD. La zone
délimitée en pointillés encadre l'intensité de diffusion de 'objet a analyser, le signal de
fond est évalué dans la partie de I'image encadrée par un trait continu.
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Figure 3.5 — Image spectrale acquise par la caméra EMCCD avec un temps d'intégration de 3
secondes et un gain de 30. La zone délimitée en pointillés correspond a l'intensité de
la lumiére diffusée par un objet unique : I'axe horizontal indique la position spatiale de
I'objet sur I'échantillon et la lumiere diffractée par le réseau est selon |'axe vertical. Le
cadre continu rouge correspond a la zone dans laquelle est estimée le signal de fond

Avant de traiter les spectres de diffusion des NPsAu, nous devons calibrer le dispositif
en longueur d’onde car I'image 3.5 est donnée en pixels. Une relation affine permet de
convertir les numéros de pixels de I'axe vertical en longueur d’onde. L’étalonnage du
dispositif est réalisé en mesurant le spectre d’'une lampe a vapeur de mercure. Pour ne
conserver que l'information spectrale du diffuseur S, nous extrayons un signal de fond
dans une zone contigue au diffuseur a analyser St,,q, normalisé a 1 pixel d’intégration. Ce
signal résiduel est ensuite soustrait des mesures spectrales Sy..¢ avant correction par le
spectre de la lumiere blanche d’excitation Si,,q. Le spectre de diffusion S est donc estimé
de la fagon suivante :

S = Strut = Sfond (3.1)
Sfond

La longueur d’onde de résonance obtenue avec S n’est pas sensible aux erreurs d’ali-
gnement une fois le spectrometre calibré. C’est pourquoi nous allons mettre 1'accent sur
I’évolution de cette fréquence en fonction de la géométrie des dimeres pour mettre en
évidence la force du couplage plasmon. Par contre, la mesure de 'amplitude de la section
efficace de diffusion a résonance dépend fortement de I’alignement du montage. Il est alors
difficile d’analyser 1’évolution de cette amplitude sur plusieurs dizaines de dimeres dans
des micro-chambres différentes. Toutefois, comme toutes les acquisitions de spectres sont
faites dans les mémes conditions (le temps d’intégration de 3 s avec un gain de 30), la
variation de l'intensité mesurée est directement liée a 'amplitude de la section efficace de
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diffusion des dimeres, aux erreurs d’alignement pres.

3.2 Résultats

3.2.1 Mesures des spectres de résonance

La caractérisation de la résonance plasmon est faite pour des dimeres symétriques com-

posés des plus grosses particules (36 nm de diametre) pour lesquelles nous maitrisons la
fonctionnalisation. La section efficace de diffusion des particules de 36 nm de diametre
est en effet 5,6 fois plus grande que celle de particules de 27 nm. Les mesures optiques
sont faites a faible concentration pour éviter de mesurer plusieurs groupements dans le
méme volume focal. Les diffuseurs sont alors séparés les uns des autres de quelques mi-
crometres.
La figure 3.6-a est une image en champ sombre de dimeéres de nanoparticules symétriques
de 36 nm de diametre liés par un double brin d’ADN de 50 pb perpendiculaire a I’axe prin-
cipal. Chaque point lumineux correspond a une nanostructure unique dont nous pouvons
mesurer le spectre de diffusion.

La figure 3.6-b représente des mesures typiques du spectre de diffusion des quatre géo-
métries de nano-structures étudiées. La courbe bleue illustre la résonance d’une particule
seule de 36 nm. Les dimeres de 50 pb et 30 pb, ou ’ADN est parallele a I'axe du dimere,
sont présentés en vert et jaune. La courbe rouge est la mesure du spectre de résonance
d’un dimere lié par un double brin de 50 pb perpendiculaire a I’axe du dimere. La figure
3.6-b montre donc que les diméres de nanoparticules d’or, comparés aux particules d’or
seules, ont une section efficace de diffusion plus importante et un décalage spectral vers
le rouge. Ces deux effets sont d’autant plus accentués que la longueur des brins d’ADN
est réduite. Ce phénomene est du a la domination du spectre de diffusion des dimeres
par le mode longitudinal qui rayonne plus efficacement que les modes transverse. Nous
retrouvons donc le phénomene introduit en chapitre introductif : la résonance longitudi-
nale d'un dimere se décale vers le rouge en réduisant le longueur du brin d’ADN.

En regardant plus précisément la figure 3.6-a, on observe différentes intensités et couleurs
de diffusion pour chaque point. Ceci provient de la pureté de nos échantillons qui n’est
pas de 100 % en dimeres mais de l'ordre de 70 % comme observé en cryo-EM. Ainsi la
nanostructure entourée en rouge a un spectre et une section efficace de diffusion typique
d’un dimere (I’échantillon étudié implique une brin d’ADN de 50 pb perpendiculaire a
I’axe du dimere). Par contre, ’'objet entouré en bleu a un spectre typique d’une nanopar-
ticule unique (similaire au spectre bleu de la figure 3.6-b). Le cercle blanc a un spectre ne
correspondant ni a 'un ni a autre : sa section efficace de diffusion est trop élevée et son
spectre est trop décalé dans le jaune. Il s’agit probablement d’un agrégat plus gros ou d’un
dimere faisant intervenir une particule fortement non-sphérique (comme parfois observé
en cryo-EM) [34]. La figure 3.7 illustre un exemple de mesures faite sur un agrégat et/ou
des particules non sphériques. Nous observons deux résonances centrées, respectivement,
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Figure 3.6 — (a) Exemple d'images en champ sombre prises par la caméra couleur (Qicam ,temps
d’acquisition de 500 ms). Le diffuseur entouré d'un cercle bleu représente une particule
seule de 36 nm, le cercle rouge entoure la lumiére diffusée par un dimere, et le cercle
blanc identifie un agrégat. (b) Spectres de résonance de particules seules (courbe bleue),
de dimeres de 50 pb et 30 pb (courbes verte et jaune), et d'un dimere lié d'un double
brin d’ADN de 50 pb perpendiculaire a I'axe principal (courbe rouge).

a 520 nm et a 630 nm. Pour étudier précisément les propriétés optiques des dimeres, nous
avons effectué une étude statistique sur un grand nombre de diffuseurs en excluant les
nanostructures émettant comme des particules seules (entre 26% et 29% des mesures) ou
celles dont la résonance est fortement décalée vers le rouge ou présente deux résonances
(environ 6% du total des mesures). Ces pourcentages sont similaires a ceux observés pour
des particules seules ou des agrégats en images de cryo-EM.

3.2.2 Analyse statistique des spectres de diffusion et corréla-
tion avec leur morphologie

L’analyse statistique nécessite d’étudier un grand nombre de diffuseurs. Plusieurs di-
zaines de spectres de diffusion ont été mesurés pour les échantillons de particules seules
ainsi que pour les trois géométries de dimeres décrites plus haut. Au total 185 spectres
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Figure 3.7 — Spectre typique de résonance, significatif d'une agrégation ou/et des particules non
sphériques

ont pu étre traités.

Les distributions des longueurs d’onde de résonance, illustrées sur la figure 3.8, com-
prennent 67% des spectres mesurés apres soustraction des mesures correspondant a des
particules seules et a des agrégats. Nous les associons, sur la méme figure, aux distribu-
tions de distances inter-particules de dimeres et aux diametres des particules analysés a
partir des images de cryo-EM. Les encadrés a(i) et b(i) de la figure 3.8 représentent les
distributions des spectres de résonance et des distances inter-particules de dimeres liées
par un double brin d’ADN de 50 pb perpendiculaire a ’axe du dimere. Les encadrés a(ii)
et b(ii) ainsi que a(iii) et b(iii) correspondent aux distributions de dimeres liés par un
double brin de 30 pb et 50 pb. L’histogramme des diameétres des particules d’or illustré
dans l'encadré a(iv) a permis d’estimer leur taille en ajustant deux distributions gaus-
siennes centrées a 27 nm et 36 nm. Les longueurs d’onde de résonance de particules de 36
nm seules sont affichées sur la figure b(iv).

Nous observons sur les encadrés figures b(i),(ii),(iii), un léger décalage vers le bleu des
centres de masse des distributions de longueur d’onde de résonance. Ceci signifie que 1’al-
longement de longueur de ’échafaudage d’ADN entraine bien une diminution du couplage
plasmon. Toutefois, ce décalage est faible par rapport aux larges dispersions de mesures
pour les trois échantillons de dimeres (figure b(i-iii)).

Deux principales conclusions peuvent étre tirées de ces figures : les brins d’ADN les plus
courts sont corrélés avec les spectres de résonance les plus décalés vers le rouge, comme
I'illustrent les distributions a/b(iv) a a/b(i) ; et les mesures topologiques et optiques (co-
lonnes a et b), présentent toutes de larges distributions.

En pratique, la largeur des distributions en topologie provient de deux contributions :
-La distribution des diametres des particules seules, estimées a 27.3 nm et 36 nm avec des
écarts types respectifs de £1.65 nm et +2.8 nm (figure 3.8b(iv)).

-La distribution des distances inter-particules (colonne(a)). La courbe noire sur les en-
cadrés a(i-iii) correspond a une distribution gaussienne de distance "centre a centre".
L’estimation de s correspond aux distances "bord a bord" des trois géométries de brin
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Figure 3.8 — Distributions (a) des distances "centre a centre"(i-iii) et diamétre (iv) de dimeres de
NPsAu de 27 et 36 nm de diametre, estimées a partir des images de Cryo-TEM.
(b) Distributions des spectres de résonance de NPsAu seules de 36nm et de di-
meres symétriques mesurées par microscopie en champ sombre d'objets uniques :
(i)NPsAu liées par un double brin d’ADN de 50 pb perpendiculaire a I'axe du di-
mere(barre rouge);(ii)séquences d'ADN de 30 pb parallele a I'axe du dimere (barre
orange) ;(ii)séquences d'’ADN de 50 pb paralléle a I'axe du dimere (barre verte) ; Par-
ticules seules(iv). La courbe noire des encadrés a(i-iii) correspond a la fonction de
projection de la distribution gaussienne des distances s et la distribution gaussienne
des diametre des particules de 36 et 27 nm de diamétre a(iv). Les barres (a) et (b) ont
une largeur de 2 nm et 5 nm.
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d’ADN centrées a 7, 13 et 17.5 nm avec des écarts types respectifs de +1, +2 et +3 nm.
Le détail du calcul de la fonction permettant d’évaluer s et la discussion sur I'analyse
des valeurs des distances estimées sont décrits dans le chapitre précédent. La cohérence
des valeurs des distances trouvées en fonction de la force ionique du milieu et du type
d’échantillon est également détaillée dans le chapitre précédent.

Nous souhaitons donc comprendre si les distributions de distances observées en cryo-EM
expliquent a elles seules les larges distributions de fréquences de résonances mesurées.
Nous comparons donc, dans le paragraphe suivant, les résultats des mesures expérimen-
tales avec des distributions théoriques prenant en compte les morphologies expérimentales
des échantillons.

3.2.3 Comparaison entre les mesures expérimentales et des
distributions théoriques

Pour analyser les distributions des longueurs d’ondes de résonance expérimentales de

la figure 3.8b, on les compare avec des calculs théoriques faits a partir de la théorie de
Mie généralisée (TMG). Les calculs ont été effectués par 1'équipe des Dr. N. Bonod et
B. Stout de I'Institut Fresnel a Marseille. Cette méthode de calcul nous fournit une ré-
solution analytique des équations de Maxwell pour des groupements de sphéres dans un
environnement diélectrique homogene [41,78,79]. Les solutions numériques sont résolues
pour un nombre limité de multipoles (n=30) lorsque la convergence du calcul est obtenue.
La constante diélectrique de l'or est tabulée par des valeurs de la littérature [80]. Les
calculs nous permettent d’obtenir la longueur d’onde de résonance plasmon du mode lon-
gitudinal pour les trois géométries de dimeres de NPsAu. Les mesures optiques sont faites
en solution, mais les particules d’or sont entourées par des molécules organiques telles que
le PEG, 'ADN et toutes les protéines utilisées pour fonctionnaliser les surfaces de verre
de la micro-chambre. L’environnement dié¢lectrique n’est donc pas homogene avec une va-
leur qui varie entre 1.33 (I’eau) et 1.5 (composants organiques). Or, les caractéristiques
du milieu influent sur la réponse optique des nano-structures : de nombreuses études ont
montré expérimentalement le décalage spectral de la résonance plasmon de dimeres en
fonction de I'indice de réfraction du milieu [35].
La figure 3.9a montre le résultat des calculs de la longueur d’onde de résonance longitu-
dinale des dimeres de NPsAu de 36 nm en fonction de la distance inter-particule s pour
trois différentes valeurs de la constante diélectrique environnante. Nous superposons aux
calculs théoriques les valeurs des centres des distributions des données expérimentales de
la figure 3.8b des trois différentes géométries de dimeres (carrés de couleur). Les valeurs
des distances s, et les barres d’erreurs horizontales, sont estimées a partir des centres et
des écarts types de ’ajustement Gaussien de la figure 3.8a. Les longueurs d’ondes de réso-
nances des géométries de dimeres et I’évaluation de la barre d’erreur proviennent, quant
a elle, des centres et des écarts types de I'ajustement Gaussien de la figure 3.8b.

L’évolution des longueurs d’onde de résonance expérimentales, pour les différents brins
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d’ADN, suit la courbe théorique rouge & n=1.4. Nous observons donc que les nano-
structures sont dans un environnement d’indice diélectrique intermédiaire entre 1.33 et
1.5. La courbe théorique rouge ne suit pas exactement les valeurs mesurées expérimenta-
lement, mais permet d’estimer l'indice a considérer dans des distributions théoriques de
longueurs d’onde de résonance.
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Figure 3.9 — (a) Calculs théoriques de la résonance plasmon du mode longitudinal de sphere de NPAu
de 36 nm de diamétre et de diméres en fonction de la distance, pour différents indices
de réfraction, qui sont comparés aux données expérimentales. Les courbes du bas vers le
haut correspondent a un indice de réfraction de 1.33 3 1.5, n=1.4 pour la courbe rouge.
(b) Calculs théoriques des distributions des longueurs d'onde de résonance estimés par
TMG pour des dimeres de particules sphériques en prenant en compte les distributions
de diameétre et de distance de la figure 3.8a pour les trois échantillons de dimeéres et
les particules seules de 36 nm avec n=1.4 (la largeur de la barre est de 1 nm) : NPsAu
seules (rayure bleue) ; NPsAu liées par un double brin d’ADN de 50 pb perpendiculaire
a I'axe du dimere(rayure rouge) ; séquences d'’ADN de 30 pb paralléle a I'axe du dimere
(rayure orange) ; séquences d’ADN de 50 pb paralléle a I'axe du dimére (rayure verte).

Un des principaux avantages de la théorie de Mie généralisée est la vitesse de calcul
qui permet d’étudier un grand nombre de variations des parametres du systéme. La figure
3.9b présente un calcul théorique de la distribution de longueurs d’onde de résonance, en
prenant en compte la distribution Gaussienne des diametres des particules seules et des
distances inter-particules estimées a partir des images de cryo-EM.

Le centre des distributions théoriques coincide avec les données mesurées mais la largeur
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des distributions est moins étendue que 1’'observation expérimentale. ’écart type des cal-
culs théoriques est 2.5 fois plus petit pour les particules seules et les plus courts dimeres
(représentés sur la figure 3.8 a(i) et b(i)), tandis qu’il est pratiquement 4 fois plus petit
pour les dimeres de 30 pb et 50 pb (figures 3.8 a/b(ii) et a/b(iii)). Nous observons égale-
ment, une large distribution des spectres de résonance des particules seules sur la figure
3.9b. Globalement, toutes les distributions théoriques sont nettement plus étroites que les
distributions des longueurs d’onde mesurées. Des facteurs supplémentaires doivent donc
étre pris en compte pour expliquer les distributions expérimentales tels que la variation
locale de I'indice diélectrique, et la non-sphéricité des particules. L’influence de la forme
des particules sur les spectres de résonance de dimeres a d’ailleurs été démontrée et dis-
cutée dans la littérature [34].

Afin de comprendre avec précision I'influence de la rigidité des liaisons de brin d’ADN
sur les propriétés optiques de dimeres auto assemblés, il serait donc nécessaire de réduire
la dispersion de taille et de forme de la solution de NPsAu. Toutefois, la faible dispersion
des distributions théoriques pour les dimeres de 30 pb et 50 pb (en prenant en compte les
variations de taille et de distances estimées expérimentalement) signifie que la flexibilité
de I'échafaudage organique formant le dimere n’est pas le facteur principal d’élargisse-
ment des distributions de fréquences de résonance. L’influence des propriétés mécaniques
de ’ADN sur les réponses optiques des dimeres dépendra probablement de la force io-
nique du milieu, conservée faible ici pour maintenir la rigidité de ’ADN par répulsion
électrostatique.

3.3 Conclusion

Il est possible de caractériser des particules d’or de 36 nm ainsi que des dimeres avec
de courtes distances inter-particule en mesurant le couplage des modes plasmoniques par
le biais de leur spectre de diffusion. Cette étude fut réalisée avec un microscope confocal
classique en champ sombre associé a un spectrometre, permettant de mesurer des ob-
jets uniques. Nous avons vérifié qu’une diminution de la distance entre les NPs entraine
une augmentation du couplage plasmon avec un décalage vers le rouge du mode longi-
tudinal. Les mesures des distributions des fréquences de résonance ont été analysées en
utilisant des calculs par théorie de Mie généralisée qui prennent en compte les distribu-
tions morphologiques estimées en cryo-EM. Cette analyse indique une influence minime
de la flexibilité de PADN sur les larges distributions mesurées. La dispersion de forme
des NPs est un parametre probablement plus influent. L’utilisation de brin d’ADN pour
controler la distance inter-particule parait donc robuste pour controler la position d’une
molécule fluorescente unique placée spécifiquement au centre du dimere.
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es fréquences optiques représentent une gamme particulierement intéressante du spectre
L électromagnétique car elles correspondent aux transitions électroniques les moins
énergétiques de la matiere mais sont globalement hors de la gamme de longueur d’onde des
phonons. Ainsi, une structure nanométrique - molécule organique fortement 7w-conjuguée,
cation métallique ou boite quantique semi-conductrice - sera ressentie par la lumiere
comme un systeme quantique individuel. Toutefois, alors que les photons interagissent
efficacement avec un atome lorsqu’ils ont une fréquence correspondant exactement a la
différence d’énergie entre les niveaux de celui-ci, des élargissements homogenes ou inho-
mogenes en matiere condensée entravent la capacité des nanostructures d’absorber, de
diffuser ou d’émettre de la lumiere. Ces faibles sections efficaces sont associées a une
mauvaise adaptation d’impédance entre la longueur d’onde dans le visible et la taille
nanométrique de 'objet [31]. Des antennes optiques peuvent alors étre utilisées pour
compenser ce décalage d’impédance sur une large gamme de fréquence afin d’exalter,
aux échelles nanométriques, l'interaction lumiere-matiere. Dans ce chapitre, nous verrons
comment utiliser ’ADN pour introduire une molécule unique au centre des dimeres de
nano-particules. Nous montrerons ainsi que ces nanostructures correspondent a des an-
tennes avec des exaltations du taux d’émission spontané de deux ordres de grandeur tout
en restant des sources de photons uniques. Une comparaison quantitative entre I’exalta-
tion du taux d’émission et des calculs théoriques, confirmera le controle de la position d’un
émetteur quantique a 1’échelle du nanometre, tout en produisant 10 milliards de copies
de ces structures en parallele.

4.1 Problématiques

L’environnement électromagnétique d’un émetteur est fortement perturbé par la pré-
sence d'une antenne polarisable, et les travaux fondateurs de Purcell indiquent que le
taux d’émission spontanée sera alors fortement modifié [12,81]. Contrairement aux micro-
cavités utilisées en électrodynamique quantique, les antennes optiques ont une influence
larges bande pour exalter 1’émission spontanée d’un émetteur en matiere condensée a
température ambiante [31,30]. Ainsi, la largeur de la résonance des dimeres d’or, estimée
dans le chapitre précédent, est similaire aux spectres de luminescence de molécules ou de
nanostructures luminescentes. En terme de facteur de Purcell, le faible facteur de qualité
de cette résonance est compensé par un confinement du champ sub-longueur d’onde. Ce-
pendant les métaux nobles introduisent des pertes non-négligeables : il existe des canaux
de désexcitation non-radiatifs qui dominent pour de courtes distances entre 1’émetteur
et 'antenne due a un couplage avec les modes multipolaires [12]. Ces modes ne sont pas
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radiatifs et sont généralement décrits comme des "modes sombres" car ils ne rayonnent pas
en champ lointain. En revanche, les résonances dipolaires des nanoantennes sont brillantes
et se couplent avec le champ lointain. Les particules sphériques d’or ou d’argent ne sont
toutefois pas des antennes efficaces [12] a cause du chevauchement spectral des modes di-
polaires et multipolaires et au faible confinement du champ. Leur position peut cependant
étre controlée aux échelles nanométrique pour se coupler avec des molécules uniques (MU)
a l'aide de microscopes a force atomique [13,14]. Les particules de forme allongée et les
paires de particules, avec de courtes distances inter-particules, permettent de concevoir
des antennes plus efficaces, car elles induisent un meilleur confinement électromagnétique
et comportent un mode longitudinal brillant décalé vers le rouge [82,43]. L’utilisation
de tels objets implique toutefois des techniques de synthése permettant, d’une part, de
controler la position d'un émetteur quantique unique, et d’autre part, de le positionner
sur la zone spécifique ou le champ est confiné.

La reproductibilité et la fabrication a grande échelle de nanoantennes alimentées par
un émetteur unique sont complexes car des modulations géométriques a 1’échelle du na-
nometre engendrent une modification notable du couplage électromagnétique qui fait va-
rier de fagon drastique la densité locale d’état optique [12,13,14] et le diagramme de
rayonnement final [42, 83]. Une interaction efficace entre un émetteur et une antenne a
été seulement observée récemment dans trois cas spécifiques. Une étude de 1I’Université

ne ns

de Stanford a porté sur le couplage de molécules avec des antennes "‘noeud papillon"’,
fabriquées par lithographie électronique [15]. Toutefois, dans ce cas, les molécules sont
dispersées de maniere aléatoire et I'obtention d’un couplage émetteur-antenne efficace est
statistiquement rarissime. Deux études plus contrdlées ont démontré 'interaction entre
une boite quantique semiconductrice et une antenne d’or de type Yagi-Uda [16] ; ainsi que
le couplage entre des centres luminescents du diamant (NV pour nitrogen vacancy) et
une nano-ouverture en argent [17]. Cependant, ces deux articles exploitent des techniques
lithographiques qui induisent une incertitude sur la position du dipdle de transition de
I’émetteur dans 'antenne de plusieurs dizaines de nanometres.

L’utilisation d’ADN synthétique a par contre permis de placer des MU a proximité
de NPsAu de 15 nm de diametre avec une résolution nanométrique [20]. Néanmoins, les
spheres d’or de cette taille éteignent ’émission spontanée par leur section efficace de dif-
fusion négligeable. L’exaltation de la fluorescence par des antennes optiques nécessiterait
un groupement de plusieurs grandes spheres couplées électromagnétiquement grace a une
distance interparticule plus petite que le rayon des particules [43]. Nous avons vu dans les
chapitres précédents que nous sommes capables de produire des dimeres de particules d’or
de 36 nm de diametre liées par un unique double brin d’ADN d’une longueur de 'ordre
de 10 nm, avec une importante section efficace de diffusion [10]. Les caractérisations op-
tiques et morphologiques de nos échantillons ont montré que les brins d’ADN sont étirés
par des forces électrostatiques lorsqu’ils sont dans un milieu de faible force ionique [10].
Les longueurs des brins d’ADN peuvent étre modifiées afin de varier la distance entre la
molécule, placée au centre du double brin, et la surface d’or. Pour valider notre méthode
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de fabrication et mettre en évidence I'interaction lumieére-matiere, le choix de la molécule
est une étape importante.

4.1.1 Choix d’un émetteur fluorescent

Les antennes optiques permettent de concentrer la lumiere propagative incidente sur
un volume nanométrique de matiere condensée. Réciproquement, lorsque de la lumiere
est émise par cet échantillon de matiere - boite quantique, molécule fluorescente, etc...
- Iantenne permet d’introduire de nouveaux canaux de rayonnement électromagétique
[84,13,14]. Nous savons fabriquer des dimeres de particules sphériques d’or liées par une
unique double hélice I’ADN sur lequel un émetteur quantique pourrait étre placé [85].
Deux grandes catégories d’émetteurs peuvent étre considérées en matiere condensée : les
systémes moléculaires (organique ou oragno-métalliques) et les nanostructures inorga-
niques (boites quantiques semiconductrices, centres NV du diamant, clusters de métaux
nobles...). Le choix du bon émetteur pour alimenter I’antenne va ainsi prendre en compte
la capacité d’intégration sur une hélice d’ADN mais aussi ses propriétés photophysiques.
Le temps de vie de I’émetteur dans le vide (ou un milieu homogene d’indice faible) est ainsi
un critere primordial pour qu'une modulation de plusieurs ordres de grandeur des taux
d’émission soit mesurable expérimentalement (I’état de I’art est d’environ 10 ns pour une
molécule unique [15]). De plus, la capacité de ’émetteur d’agir comme un dipéle unique
est importante pour pouvoir analyser le comportement de l'antenne alimentée par des
calculs d’électrodynamique classique. Des propriétés comme le rendement quantique, la
photostabilité, et la position spectrale des raies d’absorption et d’émission, rentrent éga-
lement en compte dans cette sélection.

Nanostructures inorganiques :

Boites quantiques : les boites quantiques semiconductrices sont des particules na-
nométriques dont la taille permet un confinement quantique de leurs fonctions d’onde
électroniques. Leurs propriétés d’émissions spontanée les rapprochent d’atomes artificiels
avec des temps de vie supérieurs a la dizaine de nanosecondes et une longueur d’onde
de fluorescence dépendant directement de leur taille (pouvant varier de peut varier de 1
a 60 nm [86]). En conjonction avec leur bonne photostabilité (malgré un clignotement
important), ces propriétés en font de bonnes candidates pour alimenter une nanoantenne.
Surtout, des études récentes ont prouvé qu’il est possible de les greffer a I’ADN [87,88,22].
Toutefois, ces émetteurs présentent plusieurs défauts majeurs pour étudier précisément
des modifications de taux d’émission dans des antennes optiques et pour produire des
sources de photons uniques. Tout d’abord, elles ne rayonnent pas comme un dipole oscil-
lant unique mais comme deux dipoles dégénérés d’amplitude relative variable [89,90,91].
Surtout, I’émission spontanée des boites quantiques ne présente pas, en général, une désex-
citation mono-exponentielle [92]. De plus, soumises a de fortes excitations (comme dans le
champ confiné d’une antenne), elle forment des états multiexcitoniques [93]. Ces multiex-
citons sont diis a la production de plusieurs paires électron-trou qui se recombinent par
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des processus rapides, essentiellement non-radiatifs (effet Auger). Des expériences a tem-
pérature ambiante ont montré que la probabilité d’avoir une source de photons uniques
est alors réduite [94]. La recombinaison par effet Auger est un phénomene rapide propor-
tionnel au volume du nanocristal et se situe dans des gammes de temps picosecondes [93].
Par conséquent, une boite quantique en présence de nanostructures métalliques va pré-
senter au moins trois taux caractéristiques de désexcitation [90] qui rendra extrémement
difficile 'extraction d’une modification de temps de vie relative a I’antenne optique. Pour
quantifier avec précision le ratio du taux d’émission avec et sans antenne, il est primordial
de pouvoir dissocier la réduction du temps de vie liée a la photophysique intrinseque de
I’émetteur a celle liée aux effets Purcell.

Centre NV du diamant : certaines impuretés contenues dans le diamant peuvent pré-
senter des états électroniques quantifiés avec 1’émission spontanée caractéristique d’une
source dipolaire unique. Parmi les centres colorés du diamant, on distingue le centre NV,
constitué d’un atome d’azote et d’une lacune. Le temps de vie de fluorescence des centres
NV est de 'ordre de la dizaine de nanosecondes, avec une décroissance mono-exponentielle,
et ils présentent une excellente photostabilité [95]. Toutefois, ils ont des sections efficaces
d’absorption faibles par rapports aux boites quantiques et aux meilleurs colorants orga-
niques. De plus, la chimie de surface de ce type d’émetteur n’est pas ne permet pas de
greffer simplement des centres NV du diamant sur 'ADN. Mais le défaut principal de
ces systemes est I'absence de contrdle sur la position de I'impureté luminescente dans la
nanoparticule qui introduit une incertitude de plus de 10 nm sur la position exacte du di-
pdle rayonnant [17]. Ce probleme est rédhibitoire pour obtenir un couplage reproductible
entre les éléments actifs (émetteur) et passifs (NPAu) d’une antenne optique. Notre choix
s’est donc porté sur des émetteurs moléculaires, de taille sub-nanométrique, qui peuvent
étre chimiquement greffés sur une base spécifique de la séquence d’ADN.

Emetteurs fluorescents organiques :

Il existe un grand nombre de molécules fluorescentes organiques telles que les cyanines,
(carbo-)rhodamines, oxazines,... [96,97]; mais aussi de systémes organo-métalliques pour
lesquels ’émission spontanée provient d’un cation de métal de transition [98] ou de lan-
thanide [99]. L’émission spontanée lente des systémes organo-métalliques (de quelques
centaines de nanosecondes pour des complexes de ruthénium a quelques millisecondes
pour les lanthanides) est intéressante pour mesurer expérimentalement des grandes va-
riations de taux d’émission. Toutefois leur greffage & ’ADN est peu documenté dans la
littérature et leurs propriétés d’émission par phosphorescence peut passer par des transi-
tions dipolaires magnétiques et/ou par un rayonnement isotrope [99,100]. Au contraire,
les molécules organiques m-conjuguées rayonnent comme des dipoles individuels et per-
mettent ainsi de sonder leur environnement par des mesures de temps de vie [101, 102].
De plus, leur greffage a '’ADN est commercial. Nous avons donc privilégié 'utilisation
d’émetteurs organiques.

Les émetteurs organiques optimisés présentent typiquement des temps de vie radiatifs
de quelques nanosecondes. Pour des systémes de rendement quantique élevé (< 50%), le
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temps de vie total varie en général entre 3 et 4 nanosecondes. Avec une résolution maximale
de 10 ps pour la mesure de temps de vie d’une molécule fluorescente [15], une variation de
I' de deux ordres de grandeur sera mesurable. Un émetteur de rendement quantique faible
(de quelques %) permettrait d’étre moins sensible a la dissipation thermique dans les na-
noantennes et de mesurer ainsi des signaux de fluorescence plus élevés [15,103]. Toutefois,
les temps de vie initiaux de ces émetteurs de quelques centaines de ps ne permettraient
pas d’étudier des molécules efficacement couplées a une antenne optique (variation de I'
au mieux d'un ordre de grandeur). Nous souhaitons donc utiliser un colorant organique de
temps de vie initial, et donc de rendement quantique, élevés. Dans ce cas, nous pouvons
espérer mesurer une variation de deux ordres de grandeur sur le temps de vie de fluores-
cence. Pour les dimeres d’or de 36 nm de diameétre décrits dans les chapitres précédents,
présentant des distances bord-a-bord de 13 a 20 nm, des calculs de théorie de Mie généra-
lisée permettent d’estimer les modifications maximales des taux d’émission. A résonance
des antennes ( 550 nm), les facteurs de Purcell devraient dépasser 3 ordres de grandeur.
Par contre, en se plagant dans le rouge de la résonance, ou le dipole source se couple
préférentiellement au mode dipolaire de 'antenne plutot qu’aux modes d’ordres élevés,
les augmentations de I' devraient se limiter a deux ordres de grandeur. Nous avons donc
choisi un émetteur se désexcitant autour de 650 nm. Le dernier critere de sélection est
alors la photostabilité de I’émetteur pour faciliter les mesures de molécules uniques. Notre
choix s’est alors porté sur 'ATTO647N qui présente un haut rendement quantique (65 %),
un temps de vie initial élevé (3,2 ns), émet autour de 670 nm, peut étre greffé de maniere
covalente a une base aminée d’ADN, et qui présente une photostabilité remarquable dans
des solutions appauvries en oxygene et contenant des couples oxydo-réducteurs optimi-
sés (ROXS pour "Reducing and Oxidizing System") [97]. De plus, comme cette molécule
est cationique, elle aura tendance a interagir de maniere non-spécifique avec le squelette
anionique de ’ADN en prenant une conformation fixe [104,105].

4.1.2 Effet du ROXS sur la Stabilité du fluorophore

L’étude de molécules organiques fluorescentes uniques est contraignante car des phé-
nomenes photophysiques, tels que le clignotement et le photoblanchiment, compliquent
Iinterprétation des fluctuations du signal de fluorescence et limite le temps d’observa-
tion. Le dioxygene tient un role important dans la stabilité du fluorophore : I’état triplet
fondamental de Oy peut réagir chimiquement avec un état triplet excité d’'une molécule
fluorescente. Cette interaction limite la durée de vie de 1’état triplet et donc le clignote-
ment des émetteurs. Toutefois, si I'interaction entre états triplets entraine une réaction
d’oxydation, les électrons m-conjugués qui permettent la luminescence dans le visible se
retrouvent utilisés dans des liaisons saturées avec 'oxygene, ce qui décale irréversiblement
les résonances électroniques moléculaires dans ’'UV. Ce phénomeéne est le mécanisme le
plus courant de photoblanchiment. L’appauvrissement en oxygene va donc accroitre le cli-
gnotement an allongeant la durée de vie de I’état triplet de I'émetteur (qui réduit le niveau
du signal de fluorescence) mais aussi minimiser le blanchiment. II serait donc souhaitable
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de raccourcir le temps de vie de I’état triplet dans un milieu appauvri en oxygene.

La diminution de la concentration en oxygene d’une solution aqueuse est possible en uti-
lisant un systéme enzymatique catalysant I’'oxydation d’une molécule choisie. Dans notre
cas nous allons utiliser le protocatechuate-3-4-dioxygenase (PCD) pour catalyser 1'oxyda-
tion de l'acide protocatéchique (PCA) [106]. En ce qui concerne la réduction du temps
de vie de I'état triplet, différentes techniques ont été proposées [97,107,108]. Nous allons
voir dans ce paragraphe comment, en permettant des réactions intermédiaires par 1’ajout
d’agents oxydo-réducteurs, on favorise le dépeuplement de I’état triplet vers ’état fonda-
mental. Le principe du systeme oxydo-réducteur ROXS est illustré schématiquement sur
la figure 4.1. Dans ce cas, on schématise la photophysique des fluorophores par un modele
a trois niveaux incluant un état fondamental Sy, un état excité Sy et un état excité triplet
T1, comme présenté sur la figure 4.1(tirée de la référence [97]).

Figure 4.1 — Processus photo-induit de fluorophores organiques.

Apres une excitation optique, le systeme passe de 1’état singulet fondamental Sy vers le
premier état excité singulet S;. Le retour a I’état fondamental peut se faire de différentes
manieres. L’une d’elle est I’émission spontanée d’'un photon que nous nommons ' dans
cette these et qui est indiqué par Ky dans cette figure. L’état S; peut également relaxer
vers I’état triplet 77, avec un taux du transfert intersysteme Kis., en compétition avec
celui de fluorescence Kjg. Le ROXS permet de rapidement dépeupler 'état triplet par
transfert d’électrons, soit par oxydation avec du methylviologene (MV) formant un radi-
cal cationique F'* soit par réduction par de lacide ascorbique (AA) formant un radical
anionique F~. Ces deux états sont rapidement dépeuplés vers 1’état fondamental Sy [97].

La figure 4.2 (tiré de l'article [97]), illustre une étude comparative entre différentes
molécules absorbant et émettant dans le rouge avec et sans ROXS figure 4.2.

Les expériences présentées sur la figure 4.2, montrent que la photostabilité est fortement
prolongée par 1'utilisation d’oxydo-réducteur. Les barres de couleur noire sont des mesures
faites sur des molécules dans un tampon phosphate. En ajoutant le ROXS, la molécule
d’ATTO647N a une augmentation du nombre de photons détectés de 8.40 4+ 0.13 x 10°,
illustrée par les barres de couleur verte. Le clignotement est aussi un phénomene contrai-
gnant, qui est caractérisé par l'alternance entre un état brillant et un état noir. La fi-
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Figure 4.2 — Nombre de photons moyens par molécule pour des fluorophores rouges Aiexa647,
MR121, ATTO647N, et Cy5. Les mesures sont faites dans du PBS(barres noires),
I'appauvrissement d'oxygene avec ImM AA (barres rouges), avec ImM MV (barres
bleues), avec du ROXS (1 mM AA plus 1 mM de MV(vertes), ou 2mM TX plus 1mM
MV (cyan), ou 2mM TX (magenta).

gure 4.3, tirée du méme article, montre le signal de fluorescence au cours du temps de
PATTO647N dans du PBS et le signal de fluorescence lorsque la molécule est dans un
milieu oxydo-réducteur (ROXS).
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Figure 4.3 — Signal de fluorescence de molécules d’ATTO647N uniques fonctionnalisées sur un brin
d’ADN mesurées dans du PBS (a) et PBS avec oxydant-réducteur (b).

Sur la courbe de la figure 4.3(a) sans ROXS, on observe que la molécule d’ATTO647N
montre un état sombre de plusieurs ms. Cependant, lorsque la molécule est dans un
milieu oxydo-réducteur (ROXS), on obtient une émission beaucoup plus stable et un
signal de fluorescence plus élevé. Nous avons donc choisi la molécule d’ATTO647N pour
nos expériences de mesure de molécule unique.

4.2 Meéthodes expérimentales

L’interaction entre une molécule fluorescente et un dimere de particules liées par de
I’ADN, a déja été discutée dans la littérature, mais les échantillons étaient inhomogenes



Chapitre 4. Dimeres de nanoparticules d’or alimentés par une molécule unique :
80 exaltation du tauzr d’émission spontanée

et ne permettaient pas une analyse statistique de 1'’émission de photons [21][15] ou né-
cessitaient 'utilisation d’un microscope a force atomique pour corréler les géométries des
nano-structures aux propriétés de diffusion Raman [54]. Dans ce paragraphe, nous décri-
vons la fabrication de chambres de microfluidique contenant essentiellement des dimeres
présentant une molécule unique greffée au centre de deux NPsAu.

4.2.1 Synthese des échantillons

Nous allons étudier trois types d’échantillons : des molécules uniques d’ATTO647N
greffées a un double brin d’ADN DE 50 paires de bases ; la méme structure d’ADN greffée
a la surface d’une spheére d’or de 36 nm de diametre ; et des dimeres de NPsAu de méme
taille, liées par une unique double hélice comportant en son centre un colorant organique.
Comparer ces trois échantillons nous permettra d’analyser 'influence d’une nanoparticule
et du couplage avec une seconde sphere d’or dans dimeres. De plus, nous étudierons I'in-
fluence du couplage émetteur-NPAu en utilisant deux longueurs de brin d’ADN : 30 et 50
paires de bases.

La fabrication des échantillons analysés est la suivante :

- L’échantillon de molécules uniques associé a un double brin d’ADN est utilisant une
séquence de 50 bases présentant une ATTO647N greffée sur la 25¢me base (adénosine)
fonctionnalisée avec un groupement amine. Le greffage de ’ATTO647N sur le brin aminé
est effectué par le fabricant de PADN synthétique (Fidelity Systems Inc.). Ce brin est
hybridé avec un exces double de sa séquence complémentaire présentant une fonction bio-
tine en 5 terminal en présence de 100 mM de NaCl.

- L’échantillon de monomeres (particules seules de 36 nm de diametre greffées a un brin
présentant un ATTOG647N) est obtenu en greffant un brin de 30 ou 50 bases trithiolé
en 5 sur une nanoparticule avant séparation par électrophorese des NPsAu monofonc-
tionalisées. Ces brins d’ADN présentent en 15eéme et 25éme bases une unique molécule
d’ATTO647N greffée sur base aminée (cytosine et adénosine, respectivement pour les
séquences de 30 et 50 bases). Ces particules sont hybridées a un exces du brin complé-
mentaire présentant une biotine en 5’ terminal avant purification par électrophorese.

- Les suspensions de dimeres sont obtenues en utilisant les particules monofonctionnali-
sées avec un brin de 30 ou 50 bases trithiolé et lié¢ & une ATTOG647N. Dans ce cas, on les
hybride avec des particules de 36 nm passivées avec du PEG biotinylé et monofonctiona-
lisées avec la séquence d’ADN complémentaire avant purification par électrophorese. Une
représentation schématique des trois types d’échantillons, greffés a la surface d’une lamelle
de microscope, est donnée sur la figure 4.4. Les suspensions de dimeres et de particules
seules sont préparées pour les deux longueurs de brins d’ADN dans des concentrations
comprises entre 20 et 50 fmole.

Les deux séquences d’ADN utilisées sont les méme qu’aux paragraphes précédents. L’étude
topologique par cryo-EM des suspensions de dimeres a permis de déterminer des distances
inter-particules de 13 £1nm pour le brin de 30 pb et de 17.5 £1.5 nm pour les brins de 50
pb avec une pureté estimée a 70% [10]. Le PEG utilisé pour enrober les NpsAu comportant
le brin d’ADN avec 'ATTO647N sont méthylés et seules les NPsAu liées a la séquence
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complémentaire, non-fluorescente, sont biotinylées. Seule la biotine pourra se lier a la sur-
face de verre de la micro-chambre fonctionnalisée avec de la Neutravidine [10,109]. On
applique ici le méme procédé de fonctionnalisation des micro-chambres que celui exploité
pour les mesures des spectres de diffusion. Le choix de passiver la surface des NPsAu
ne comportant pas d’ATTO647N avec du PEG biotinylé, assure que la sous-population
probable de monomeres dans les échantillons de dimeres ne contiendra pas de molécule
fluorescente.

4.2.2 Préparation de la micro-chambre

La fabrication de la micro-chambre est identique a celle utilisée pour les mesures de
diffusion des dimeres en suspension (paragraphe 3.1.1). Pour la mesure de molécules fluo-
rescentes uniques, une précaution particuliere est nécessaire pour éviter une fluorescence
parasite des lames. Ainsi, une fois nettoyées a ’acétone et a I’éthanol, les lamelles sont pla-
cées dans un plasma de 80% d’argon et 20% d’oxygene, pendant une durée de 5 min, afin
d’oxyder les impuretés organiques pouvant subsister a la surface pour les photoblanchir.

La lamelle de microscope est fonctionnalisée avec de 'albumine de bovin biotinylée (BSA)
et de la Neutravidine (le protocole de fonctionnalisation est détaillé dans le paragraphe
3.1.1). Les solutions de nanostructures sont injectées dans la microchambre avec un temps
d’incubation de 8 min, puis rincées avec une solution tampon (T50). Nous ajoutons le
ROXS, qui est constitué d'un systeme enzymatique d’appauvrissement en oxygene et
d’un oxydo-réducteur comme expliqué ci-dessus. Le systeme enzymatique d’appauvrisse-
ment d’oxygene est composé de 10 mM d’acide protocatechique (PCA) et de 200 nM de
protocatechuate-3,4-dioxygenase(PCD) [106]. Le ROXS est obtenu en injectant un agent
réducteur (1 mM d’acide ascorbique) et oxydant (1mM de methyl viologene) [97,107]. Le
ROXS est injecté dans la microchambre qui est ensuite scellée hermétiquement avec de la
cire chaude. La figure 4.4B présente une imége typique de cryo-EM de dimeres de 30 bp.

4.2.3 Dispositif expérimental

La figure 4.5 présente un schéma simplifié du montage utilisé pour mesurer le temps
de vie de fluorescence de nano-objets uniques. L’analyse de la fluorescence de molécules
uniques se fait a I'aide d’un dispositif basé sur un microscope inversé (Olympus IX71),
associé a un systeme électronique rapide (Hydraharp 400, Picoquant). Ce systéme permet
de mesurer la statistique des temps d’arrivée des photons, connu sous le nom en anglais de
Time-Correlated Single Photon Counting (TCSPC). Le principe est de mesurer un retard
temporel de 1’émission de photons de fluorescence par rapport a l'excitation. Pour cela,
la carte électronique mesure le temps écoulé entre 'excitation fournie par une diode de
synchronisation (PicoQuant TDA 200)(START) et le premier photon de fluorescence dé-
tecté par une photodiode a avalanche (STOP). En répétant cette procédure suffisamment
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Figure 4.4 — (a) Représentation des trois échantillons étudiés, greffés a la surface d'une lame de
verre (les points noirs représentent la biotine, les prismes gris sont le Neutravidine). En
pratique, la particule de 36 nm dont le diametre est trois fois supérieur que la longueur
du brin d’ADN. (b) Images de Cryo-EM avec un faible et un grand agrandissement de
dimeéres de 30 pb (barres d'échelle=500 et 50 nm).

de fois pour obtenir une analyse statistique conséquente, nous obtenons un histogramme
du nombre de photons détectés en fonction du temps.

Les échantillons sont illuminés via un miroir dichroique par une source supercontinuum
pulsée non-polarisée (SC450-pp,Fianium), spectralement filtrée a 635 nm. La fréquence
de répétition d’excitation est de 10 MHz avec une largeur d’impulsion laser d’environ 50
ps. On utilise une faible excitation d’environ 200 W e¢m2, ce qui assure que les mesures
de fluorescence sont effectuées sans saturer les molécules. L’émission du signal de fluo-
rescence est a 670+ 25 nm. L’excitation et la collection se font par le méme objectif de
microscope d’ouverture numérique 1.3. Le signal de fluorescence est dirigé soit sur une
camera EMCCD (Ixon, Andor) (qui nous assure que les sources fluorescentes sont a la
limite de diffraction), soit, apres avoir été filtré spatialement par un trou de confocalité de
100 pm, focalisé sur des photodiodes a avalanches APD (MPD-5CTC). Le filtrage spatial
permet de s’affranchir de I’émission d’objets a proximité. La figure 4.6 est un exemple
d’image de fluorescence de molécules d’ATTO647N placées au centre de dimere de 50pb,
prise par la caméra EMCCD avec une excitation plein champ (30uW).

On apercoit sur cette image que les points brillants n’ont pas tous les mémes intensités.
Cette variation dépend de plusieurs facteurs que nous détaillerons dans la suite de ce
chapitre. Chaque molécule unique est détectée par la caméra sous la forme dun point
brillant occupant environ 5 pixels, correspondant, d’apres le grossissement du microscope
et la taille des pixels, a la limite de diffraction. La caractérisation du montage expérimental
se fait en estimant la largeur & mi-hauteur de la fonction d’appareil (FWHM pour Full
width at half maximum de 'IRF, pour Instrument Response Function). Pour cela, nous
envoyons une impulsion laser sur une lame de verre puis nous enregistrons le signal réfléchi
sur les APD. Par ce procédé, nous avons estimé une FWHM de 75 £+ 5 ps. Nous verrons
dans la suite de ce chapitre qu’il est possible de mesurer des temps de vie de l'ordre
de quelques dizaines de picosecondes avec ce dispositif. Ceci correspond a ’état de l'art
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Figure 4.5 — Schéma de principe d'une expérience de mesure de temps de vie de fluorescence
(TCSPC : Time Correlated Single Photon Counting, APD : Single Avalanche Pdo-
toDiode).

actuel de ce type d’instrument [15].

4.3 Reésultats expérimentaux

4.3.1 Mesure de molécules uniques et traitement des données

Des exemples typiques de temps de vie et d’intensité du signal de fluorescence, pour
les trois géométries d’échantillons, sont donnés sur la figure 4.7a. Le photoblanchiment
visible par la chute abrupte du niveau du signal sur la figure 4.7b confirme que ces mesures
sont faites sur des émetteurs uniques. Les codes couleurs choisis permettent de différencier
les trois types d’échantillons mesurés : le bleu pour les molécules isolées, le vert pour les
molécules a proximité d’une seule particule d’or (liée avec deux longueurs de brins d’ADN
différentes de 50 pb et 30 pb) et le rouge pour une molécule placée au centre d'un dimere
(lié également avec un double brin d’ADN de séquence 30 bp ou 50 pb).
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Figure 4.6 — Exemple d'image de fluorescence de dimeéres liés avec un double brin d’ADN de 50
paires de bases, alimentés au centre par une molécule d’ATTO647N unique, capturée
par la caméra EMCCD (temps d'acquisition 100 ms, gain de 100, puissance incidente
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Figure 4.7 — (a) temps de vie de fluorescence typique (b) signal de fluorescence (moyenné sur 100
ms) de molécules d’ATTO647N pour un émetteur isolé (courbe bleue, temps de vie
estimé 3.2 + 0.150 ns), NPAu seule fonctionalisée avec un brin d’ADN de 50 bp (courbe
verte, temps de vie estimé 310 + 10 ps), dimere de 30 pb (courbe rouge, temps de vie
estimé 3545 ps).

La décroissance de 'ATTOBH47N seul, sur la figure 4.7a, est nettement mono-exponentielle
et correspond a un temps de vie mesuré de 3.2 +0.1ns. Par contre, les courbes verte et
rouge n’ont pas une allure de déclin du temps de vie de type mono-exponentiel. Ceci est
di a I'influence de I'IRF sur la forme des courbes. Pour estimer sans ambiguité ces temps
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de vie courts, nous ajustons les données avec une convolution de I'I[RF et d'une fonction
mono-exponentielle décroissante [15] comme représenté sur la figure 4.8. Sur cette figure,
les courbes continues de couleur (bleue, verte, et rouge) sont les mesures de déclin du
signal de fluorescence de '’ATTO647N isolée, du monomere 50 pb et d’'un dimeére 30bp.
La courbe continue noire représente I'IRF. L’ajustement par la convolution de 'IRF avec
une fonction mono-exponentielle décroissante est représenté par les courbes en pointillés
noirs. La courbe verte, qui correspond a un monomere fonctionnalisé avec un brin de
30 pb, indique une réduction du temps de vie de fluorescence d'un ordre de grandeur
comparé a la molécule isolée (310 +10ps). Pour le dimere de 30 pb, le temps de vie de
fluorescence est estimé a 35 £ 5 ps, soit 91 fois plus court que le temps de vie mesuré sur
la molécule isolée. Cette parfaite correspondance entre I'ajustement et la mesure expéri-
mentale, confirme que les données ont bien une décroissance mono-exponentielle. Par ce
procédé d’analyse, notre résolution temporelle est de I'ordre de 10 ps. Pour confirmer la
forte modification du temps de vie dans les échantillons de dimeres et pour comprendre
ce phénomene entre les différentes géométries d’échantillons, nous réalisons une étude
statistique sur un grand nombre de molécules.
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Figure 4.8 — (a) IRF (courbe continue noire) convoluée avec une fonction mono-exponentielle dé-
croissante (courbe en pointillée noire) utilisée pour ajuster les mesures expérimentales
(courbes continues : bleue ATTO647N isolée (7 = 3.2+ 0.1 ns), verte Monomére 50
pb (7 = 310+ 10 ps) rouge pour le dimére de 30 pb (7 = 35+ 5ps).

4.3.2 Analyse statistique de l’exaltation des taux d’émission
spontanée

L’analyse statistique des mesures de ’exaltation du taux d’émission est réalisée sur 420
molécules dans des configurations différentes : molécules d’ATTO647N isolées ; a proximité
d’une NPAu, et au centre de dimeres. Les monomeres et les dimeres sont fonctionnalisés
avec deux longueurs de brin différentes, 50 bp et 30 bp. Au total 81% des mesures ont
pu étre ajustées par 'IRF convoluée avec une fonction mono-exponentielle décroissante ;
8% ont été rejetées de I'analyse suite a un faible rapport signal & bruit (dii & un photo-
blanchiment précoce) et 11 % présentaient des décroissances bi-exponentielles (associées
a un signal de fond important ou & plusieurs molécules dans le méme volume focal).
L’association du déclin mono-exponentiel et de la stabilité des signaux de fluorescence en
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fonction du temps (figure4.7b), indique que l'orientation de la molécule est stable pendant
la mesure. Une conclusion similaire a été donnée par des mesures d’anisotopies résolues
en temps avec des molécules fluorescentes zwitterioniques et cationiques attachées a un
double brin d’ADN [104, 105]. Le résultat de cette analyse indique que la rotation de la
molécule est entravée par l'interaction avec la double hélice d’ADN (probablement en se
liant dans le grand sillon). La figure 4.9 représente les distributions mesurées de 1’exalta-
tion du taux d’émission normalisé I'/(T'g), avec (I'g) la moyenne du taux d’émission de
la molécule d’ATTO647N isolée. Nous rappelons que I' est inversement proportionnel au
temps de vie de fluorescence I' = 1/7.
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Figure 4.9 — Distribution de I'exaltation du taux d'émission I'/(I'g). Molécules d’ATTO647N iso-
lées (i), monomeres de 50 bp (ii), et 30 pb (iii), diméres de 50 pb (iv) et 30 pb (v).
La largeur de la barre expérimentale AT'/T=A7/7=0.12. La courbe continue noire
(i) est un ajustement gaussien des distributions expérimentales I'y/(T'g). Les courbes
continues noires (ii-v) correspondent aux calculs théoriques de I'/(I'y) en formulant
I’hypothese d'une orientation du dipdle isotrope de la molécule, avec une distance
émetteur-particule fixée a 8 nm pour les brins d'’ADN de 50 pb (ii,iv) et a 6 nm pour
les brins d’ADN de 30 pb (iii,v). Ces distributions sont pondérées avec une dépendance
en angle de I'efficacité de I'antenne. Les courbes hachurées noires (ii-v) sont des dis-
tributions théoriques de I'/(I'g) pour § = 7/4 avec une distribution gaussienne de d
centrée a 6.5 nm et 8.25 nm pour les brins d'ADN de 30 bp et 50 bp, |'écart type de

Sur ce graphique, nous observons que les mesures de l'exaltation du taux d’émission
faites sur un grand nombre de MUs, isolées et influencées par une ou deux NPsAu pour
différentes longueurs de brin d’ADN, confirment une modification drastique du compor-
tement des 5 échantillons. Cette modification est visible par la variation de ’exaltation
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du taux d’émission I'/(I'y) entre les différents échantillons. La présence d'une nanopar-
ticule unique amplifie la vitesse de désexcitation d’environ un ordre de grandeur quand
les dimeres liés par de '’ADN de 30 bp permettent d’atteindre deux ordres de grandeur
d’exaltation.

Les différences de facteurs d’exaltation de IT'/(I') ne sont pas seulement dues au chan-
gement de distance entre I’émetteur et la particule quand on allonge le brin d’ADN de
quelques nanometres (10 bp) (monomeres des encadrés(ii) et (iii) et les dimere (iv) et (v)).
Nous l'observons également pour la méme distance molécule-particule, lorsque la molécule
est proche d’une NP seule et au centre du dimeére (phénomene visible sur les histogrammes
(ii) et (iv) pour une longueur de brin d’ADN de 50 pb et sur les distributions (iii) et (v)
pour une séquence de 30 pb). Pour une MU au centre des dimeres, on observe toujours
I'/(Ty) trois fois supérieur aux taux d’émission des monomeres. Les mesures de dimeres
de 30 bp, visibles sur la figure 4.9v, montrent des exaltations du taux d’émission proche
de deux ordres de grandeur. Les molécules organiques ont un temps de vie typiquement
de 'ordre de la nanoseconde. Ces mesures d’exaltations, pour les dimeres de 30 bp cor-
respondent aux valeurs maximales que nous pouvons mesurer sans ambiguités avec notre
dispositif expérimental (temps de vie de 10 ps) [15].

Il serait possible de synthétiser des échantillons permettant des exaltations du taux
d’émission de trois ordres de grandeur : soit en réduisant la longueur du brin d’ADN; soit
en choisissant une molécule qui émettrait a résonance du mode longitudinal du dimere
(~ 550nm). Cependant, de tels temps de vie ne pourraient étre mesurés en TCSPC.
Afin de comprendre au mieux 'influence de la géométrie sur 'exaltation du taux d’émis-
sion, on compare ces distributions expérimentales aux calculs théoriques représentés pas
les courbes hachurées et continues noires. Nous verrons, dans le paragraphe suivant, ’ori-
gine de la largeur de la distribution observée. Celle-ci peut étre interprétée de deux facons :
soit en considérant 'orientation de la transition dipolaire vis a vis du dimere (courbes
continues), soit en tenant compte de I'influence de la variation de distance entre la molé-
cule et la particule pour une orientation moléculaire préférentielle (courbes hachurées).

4.4 Analyse par la théorie de Mie généralisée des
distributions de I'/(I'y)

I'/(Ty) est calculé en utilisant la théorie de Mie généralisée (TMG). La TMG four-
nit une solution analytique des équations de Maxwell pour des groupements de spheres
dans un environnement diélectrique homogene. La résolution numérique se fait en pre-
nant un nombre suffisant de multipoles pour faire converger le calcul [41]. Nous utilisons
la constante diélectrique de I’or massif pour les nanoparticules [80] et une constante de 1,4
pour 'environnement inhomogene (solution tampon et ligands organiques). Cette valeur
apparait comme la mieux adaptée pour nos échantillons d’apres ’analyse des spectres de
résonance des dimeres, effectuée dans le chapitre précédent. Les calculs théoriques ont été
effectués par nos collaborateurs de I'Institut Fresnel a Marseille.
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Deux parametres modifient fortement l'efficacité du couplage entre les antennes métal-
liques et la molécule fluorescente peuvent justifier les larges distributions de I'/(I'g) ob-
tenues sur la figure 4.9. Le premier de ces parametres est 'angle 6 € [0,7/2] entre la
transition dipolaire de la MU et le brin d’ADN. Le second est la distance d entre la sur-
face de la particule et la molécule. Pour différencier les parties radiatives et non-radiatives
des taux d’émission spontanée, nous estimons également I',/(I'g). Le ratio n = I';/T" est
appelé efficacité de 'antenne [30]et est estimé par le ratio entre la puissance rayonnée en
champ lointain et la puissance totale dissipée dans I’antenne quand celle-ci est alimentée
par une source dipolaire classique [110].

4.4.1 Distributions théoriques de I'/(I'g) pour une distribution
isotrope des orientations moléculaires

La figure 4.10 présente les évolutions théoriques de I'/Ty, I',/Ty et n en fonction de 6
par des dimeres de nanoparticules d’or de 36 nm de diametre avec des distances inter-
particules de 12 nm et 16 nm (distance émetteur-particule d de 6 nm et 8 nm). Lorsque
0 = 0, le couplage entre le fluorophore et les NPsAu est longitudinal. Pour des dimeres
avec des distances particule-émetteur qui varient entre 5 et 10 nm, nous estimons par
TMG que le taux d’émission est maximum avec une efficacité de I'antenne optimum
23% < n < 42%. A Vopposé, pour € = /2, le couplage est transverse : le dimere est
dit en "mode sombre" et le ratio I',/T" évolue entre 0.02% < n < 2.4% avec un minimum
de I'/(T'g). Pour les particules seules, n devient non négligeable en couplage transverse
(0.5% < n < 18%) et le mode longitudinal produit moins d’émission en champ lointain
que dans le cas d'un dimere (14% < n < 40%). Les calculs précédents indiquent qu’il
est peu probable de mesurer en champ lointain les molécules couplées transversalement.

ns

Pour prendre en compte le "quenching"” du fluorophore dans ce mode, nous considérons
que la probabilité de mesurer une molécule a # donné est proportionnelle a 'efficacité de

I’antenne pour cette valeur d’angle.

Le calcul des distributions théoriques de I'/(T'y) est effectué en plusieurs étapes :

- En considérant une distribution isotrope des orientations moléculaire, la probabilité de
trouver une molécule a 0 donné est sin(#).

- Les valeurs de I'/Ty obtenues par TMG sur la figure 4.10a peuvent étre ajustées par
une courbe en I'ryans + (Drong — Drrans) €082(0) 0tt Trpans €t Trong sont les exaltations de
taux d’émission en couplages transeverse (6 = 7/2) et longitudinal (# = 0). Cet excellent
ajustement théorique indique un couplage essentiellement dipolaire entre 1’émetteur et
les modes induits dans les nanoparticules. Nous pouvons alors en déduire une relation
bijective simple entre 6 et I'/I'y. Un méme ajustement de I'./I'y en I'grrans + (Triong —
I Rrrans) cos?(6) peut étre obtenu.

- Nous exprimons alors sin(6), T',/Ty et n comme des fonctions de I'/Ty. La figure 4.11
présente sin(f) et n en fonction de I'/T'y pour les valeurs correspondants au monomere de
36 nm a une distance d=8 nm. La courbe continue bleue, correspondant a sin(f), serait
la distribution théorique en négligeant l'efficacité de 'antenne : la majorité des molécules
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Figure 4.10 — Calculs théoriques du taux d'émission et des efficacités de I'antenne. Evolution du taux
d'émission total (a) et radiatif (b) ainsi que I'efficacité de I'antenne (c), en fonction de
I'orientation de I'émission du dipdle, 6, pour une distance d émetteur-particule fixée,
pour des émetteurs seuls a proximités d'une unique NPAu de 36 nm de diamétre (trait
continu vert) et au centre de dimére de NPAu (trait continu rouge). Les marqueurs
carrés et les cercles corresponde aux distances d=6 nm et d=8 nm respectivement.
Les marqueurs correspondent aux calculs réalisés a partir de la théorie de Mie et les
traits continus sont des ajustements du taux d'émission en A + B cos?(f).

mesurées devraient étre transverses. Les temps de vie mesurés et les signaux de fluores-
cences obtenus sont en désaccord total avec ce résultat : les temps de vie sont plus courts
que ceux calculés pour un mode transverse et, surtout, les molécules présentent des si-
gnaux similaires aux molécules isolées. Elles ne sont donc pas couplées a un mode sombre.
- Nous supposons alors que la distribution théorique de I'/T'y correspond a la multipli-
cation de sin(f) par 7, avant normalisation. Nous obtenons alors la courbe rouge qui
correspond qualitativement aux distributions expérimentales de la figure 4.9.

- Nous prenons également en compte les fluctuations de temps de vie des molécules isolées,
[o/(Ip), mesurées sur la figure 4.9 et qui sont ajustées par une distribution Gaussienne
(courbe continue noire). En convoluant la distribution théorique de I'/T"y par la distribu-
tion Gaussienne de I'g/(I'y), nous obtenons la courbe noire sur la figure 4.11 et les courbes
noires continues sur les figures 4.9ii-v.

Les courbes théoriques continues noires, présentées sur les figures 4.9ii-v, sont donc
en accord quantitatif avec les distributions expérimentales de I'/(I'g). La distance inter-
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Figure 4.11 — Calcul de la distribution théorique de I'/(I'g) pour un monomeére avec d = 8nm et
une distribution isotrope de 6. Les courbes bleues correspondent a sin(6) (continue)
et n (hachurée) en fonction de I'/T'y. La courbe rouge correspond a la multiplication
de sin(f) par n en fonction de I'/Ty. La courbe noire correspond a la distribution
théorique de I'/(T'y) en prenant en compte la distribution expérimentale de T'y/(To).

particule d est le seul parametre libre. Elle est fixée a 12 nm pour les brins d’ADN de
30 bp (figure 4.9iii et v) et 16 nm pour les séquences de 50 bp (figure4.9ii et iv). Ces
valeurs sont en tres bon accord avec les distances estimées par cryo-EM dans les chapitres
précédents [10].

4.4.2 Distributions théoriques de I'/(I'y) pour une variation
nanométrique des distances émetteur-particules

De faibles distributions de la distance d entre I’émetteur et la particule peut induire un
élargissement des distributions de I'/(I'g) pour une orientation de la transition dipolaire
donnée. En pratique, les molécules cationiques et zwitterioniques de grandes tailles inter-
agissent typiquement avec le grand sillon de la double hélice favorisant une orientation de
la molécule & 7/4 [111,105,104]. Pour # = 7/4 et en prenant une variation de d comprise
entre 4-10 nm, On obtient une décroissance de I'/(I'y) quasi exponentielle, (voir figure
4.12). Ainsi, une distribution gaussienne de d correspond quasiment a une distribution
log-normale de T"/T.

Les courbes noires en pointillées de la figure 4.9 correspondent a des distributions gaus-
siennes de d avec un écart type de 1 nm pour les dimeres de 30 bp et 50 bp et de 0.5 nm
pour les particules seules en prenant § = 7/4. Nous prenons également en compte, comme
pour les calculs de I'/T'y en fonction de 0, la distribution Gaussienne I'y/(T'g) mesurée sur
molécules isolées. Le centre des distributions de d utilisées sur la figure 4.9 est a 6.5nm
pour les brins d’ADN de 30 pb et 8.25nm pour les séquences de 50 pb. Ces valeurs coin-
cident avec les distances estimées lors de 'analyse des caractéristiques morphologiques
faites a partir des images de cryo-EM [10] et sont tres similaires aux valeurs utilisées pour
le calcul dans le cas d’une distribution isotrope angulaire. Le facteur 2, entre les écarts
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Figure 4.12 — Evolution du taux d'émission total pour un dipdle a proximité d'une NPAu de 36 nm
de diamétre (ligne continue verte), ou au centre d'un dimére de NPAu (ligne continue
rouge), pour § = /4, en fonction de la variation de la distance d, entre I'émetteur
et la surface de la NPAu, Les calculs de la théorie de Mie sont représentés par les
marqueurs.

types de la distribution de d pour les particules seules et les dimeres, se justifie par le
nombre de liaisons thiols mécaniquement flexibles entre les particules d’or et les doubles
brin d’ADN. En effet, les monomeres sont liés par une seule liaison thiol aux NPsAu or,
les dimeres possedent deux accroches. A nouveau, les distributions théoriques s’ajustent
quantitativement avec les distributions expérimentales.

4.4.3 Discussion sur les distributions de taux d’émission spon-
tanée

L’excellente correspondance entre les mesures de I'/(I'g) et les deux calculs théoriques
présentés ci-dessus indique que, lorsque la longueur du brin d’ADN entre I’émetteur et
la particule est modifiée de 10 pb, on observe une variation de cette distance d’~ 2
nm. Ce controéle sur la position d’un émetteur quantique dépasse largement la résolution
permise pas les méthodes de lithographie top-down. De plus, cette valeur est confirmée
dans les deux hypotheses extrémes des calculs théoriques : distance fixée et distribution
isotrope de l'orientation de la molécule par rapport au brin d’ADN (courbes continues
noires) ; angle fixé a § = 7/4 avec une variation de la distance particule-molécule. Pour
cette derniere hypothese, on obtient un écart type de la distance d de + 1 nm pour
les dimeres et + 0.5 pour les monomeres (courbes en pointillées). D’autres parametres
expérimentaux, tels que la distribution de la taille et de la forme des particules, peuvent
élargir les distributions théoriques de pres de 10%. On en conclut que, dans notre cas, les
expériences correspondent probablement a un systeme intermédiaire avec une distribution
de 'orientation de la molécule limitée et une variation de la distance plus petite que +1nm
dans le cas des dimeres. Cette étude démontre donc le controle excellent et reproductif de
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la position de la molécule offert par ’ADN.

4.5 Efficacité théorique et expérimentale des na-
noantennes

4.5.1 Calculs théoriques de ’efficacité des nanostructures

L’efficacité théorique n = T',/T", obtenue par la théorie de Mie, est estimée pour une
longueur d’onde d’émission de 670 nm. Ces calculs, présentés sur la figure 4.13 indiquent
que, pour une distance particule-émetteur donnée, les dimeres permettent d’exalter les
taux d’émission de trois ordres de grandeur avec une plus haute efficacité n. Les calculs
sont effectués dans I’hypothese d’une distance particule-molécule fixée et une distribution
isotrope de l'orientation de la molécule par rapport au brin d’ADN.
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Figure 4.13 — Evolution de I'efficacité de I'antenne n = I';/T" en fonction de I" pour des NPsAu de
36 nm de diameétre (lignes vertes) et des dimeéres (lignes rouges). Ces courbes sont
obtenues en combinant les calculs de le figure 4.10a et 4.10c. Les lignes hachurées
correspondent a d= 6 nm et les lignes continues a d= 8 nm.

Les monomeres de NPsAu de 36 nm sont illustrés en vert et les dimeres sont repré-
sentés par les courbes rouges. Cette figure est obtenue en combinant les calculs de la
figure 4.10a et 4.10c. Les courbes en pointillés et continues sont estimées pour des dis-
tances émetteur-particules d=6nm et d=8nm, respectivement. Pour égaler I’exaltation de
I'/(T'y) des dimeres de 30 bp couplés en mode longitudinal, la molécule devrait étre a
moins de 4 nm de la surface d’une seule nanoparticule d’or. Dans cette configuration, le
monomere aurait une efficacité n = 8% comparée a n = 27% dans un dimeére. Les efficaci-
tés théoriques sont cependant plus petites que le rendement quantique de ’ATTOG647N de
65% d’apres les donnés du fabricant. Par conséquent, la présence de I'antenne va entrainer
une réduction du rendement quantique.
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4.5.2 Mesures expérimentales du signal de fluorescence

Les calculs théoriques de l'efficacité des antennes prédisent une réduction de 7 entre
une molécule isolée et le centre d’'un dimere. Cependant, on observe, en mesurant expé-
rimentalement les intensités du signal de fluorescence, une augmentation du niveau de
fluorescence dans les dimeres de plus courtes distances inter-particules. La figure 4.14
représente les mesures du signal de fluorescence (nombre de coups par seconde) des MU,
avant photoblanchiment, en fonction du I'/(I'g) mesuré, pour les trois géométries d’échan-
tillons considérés.
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Figure 4.14 — Niveau du signal de fluorescence. Distribution du nombre de photons détectés pour
une molécule seule en fonction de I'/(I'g) pour une molécule isolée (points bleus), et
des dimeéres de 30 bp et 50 bp (points rouges). Tous les points représentés sur ce gra-
phique correspondent aux mesures faites sur des molécule ayant un photo-blanchiment
net. Les barres d'erreurs horizontales indiquent les incertitudes des ajustements par
la fonction mono-exponentielle A7/7=AI"/I" qui varie entre 0.05 et 0.3. Les barres
verticales correspondent a une erreur de 20% typiquement observée sur les mesures
du niveau de fluorescence.

Les points bleus représentent les mesures pour des molécules d’ATTO647N isolées. Les
molécules proches d’une seule particule sont représentées en vert, englobant les deux lon-
gueurs de brins d’ADN (30 bp et 50 bp). Les points rouges regroupent les données des
dimeres pour les deux différentes distances inter-particules. La large dispersion des don-
nées mesurées est probablement due aux différentes orientations hors plan des molécules.
La variation de l'efficacité de collection nuit a ’estimation directe du rendement quan-
tique effectif. Cependant la figure 4.14 montre que des MsU couplées a des dimeres de
NPsAu peuvent présenter une augmentation de I'/(I'g) de deux ordres de grandeur avec
un accroissement du flux de photons. Le plus grand nombre de coups par seconde est
toujours observé pour les échantillons de dimeres de 30 pb, tandis que les plus faibles
signaux de fluorescence sont, quant a eux, toujours associés aux mesures de la molécule
liée a une seule particule avec une séquence du brin d’ADN de 30 pb. Dans le cas des
dimeres, la réduction du rendement quantique effectif de PATTO647N a proximité des
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nano-antennes est donc compensée par I'exaltation de 'excitation, en particulier quant la
distance d diminue. A l'inverse, les particules seules induisent un signal de fluorescence
plus faible (quenching) & mesure que la distance diminue [20].

L’utilisation d’une molécule avec un faible rendement quantique initial permettrait
d’avoir une plus grande augmentation du nombre de coups par seconde dans les nano-
antennes [18, 15]. Toutefois, cette caractéristique est associée a un temps de vie initial
plus court que celui de L’ATTO647N. Dans ces conditions expérimentales, il ne serait pas
possible de mesurer de grandes exaltations de I'/(I'g) comme dans le cas de la figure 4.9.
L’estimation expérimentale de D'efficacité de I'antenne requiert une connaissance précise
de l'orientation des brins d’ADN dans la micro-chambre. Une autre solution est d’effectuer
des mesures moyennées par spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) [18]. Ces
mesures moyennées sont détaillées dans le chapitre suivant.

4.6 Source de photons uniques accélérés

4.6.1 Dispositif Hanbury-Brown & Twiss

Comparé aux différentes techniques top-down utilisées pour la fabrication de nano-
antennes d’or [15], les solutions colloidales de NPsAu produisent une faible photolumi-
nescence ce qui facilite la mesure du signal de fluorescence spécifique a une molécule.
Dans cette partie, nous souhaitons vérifier que nous conservons une émission de photons
uniques lorsque 'antenne est alimentée par une molécule fluorescente. L’analyse statis-
tique de photons uniques permet d’obtenir cette information. Pour cela, la partie détection
du dispositif expérimental est modifiée en utilisant un montage Hanbury-Brown & Twiss.
Il consiste, apres avoir séparé le signal de fluorescence par une lame 50/50, a ajouter un
deuxieéme détecteur identique au premier. La modification du dispositif expérimental est
illustrée sur la figure 4.15. Les photons de fluorescence sont détectés par des photodiodes
qui génerent une impulsion a chaque événement de photodétection. On mesure le délai
entre la détection d'un photon sur un détecteur relié a 'entrée START de I’hydraharp 400
et le deuxieme détecteur relié a 'entrée STOP. Au moment de I'excitation, la molécule
dans son état fondamental est portée dans un état excité. Elle reste dans cet état jusqu’a
ce qu’elle se désexcite en émettant éventuellement un photon. Au plus un seul photon est
émis par impulsion incidente [112].

Cependant il est nécessaire de prendre des précautions expérimentales :

-la largeur de I'impulsion laser doit étre suffisamment courte pour n’avoir qu'un seul cycle
d’absorption et d’émission de la molécule.

-le taux de répétition de I'impulsion laser doit étre supérieur au temps de vie de fluores-
cence.

Dans le cas de ces mesures, nous augmentons la puissance d’excitation car la détection
de coincidences d’émission de photons sur deux détecteurs est peu probable.
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Figure 4.15 — Schéma du dispositif expérimental de mesures d'anti-coincidences par une détection
de type Hanbury-Brown & Twiss.

4.6.2 Mesures des anti-coincidences
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Figure 4.16 — Mesures de coincidences de photons uniques. Statistique typique d'émission de pho-
tons de (a) de molécule d'’ATTO647N isolée et (b) d'un dimeére de 30 bp.

La courbe bleue représente l'analyse statistique des photons émis par une molécule
d’ATTO647N isolée. Au délai nul sur I'axe des abscisses, on ne mesure pas de coinci-
dences ce qui démontre qu’il ne peut pas y avoir deux photons émis au méme instant.
L’histogramme des anti-coincidences pour une molécule unique placée au centre d'un di-
mere de 30 pb, est illustré en rouge. Cette analyse nous permet de conclure que nous
mesurons bien une seule molécule par dimere tout en conservant les propriétés d’une
source de photons uniques. L’observation de pics plus étroits lorsque la molécule fluores-
cente est sous l'influence d’une nano-antenne signifie que le dimere améliore nettement la
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cohérence temporelle de de I’émission spontanée d'une source quantique unique.

4.7 Conclusions

Nous avons vu dans ce chapitre qu’il est possible d’introduire une molécule d’ATTO647N
unique a proximité d’'une particule d’or ou au centre de dimeres de NPsAu par le biais
d’un double brin d’ADN. Un trés bon accord entre les calculs théoriques et les données
expérimentales démontre un contréle de la position de I'émetteur a 1’échelle du nano-
metre au centre du dimere. Lorsque la longueur du brin d’ADN est modifiée de 10 pb,
entre I’émetteur et la particule, on estime une variation de cette distance de 2 nm. Cette
précision est aujourd’hui inaccessible avec les méthodes de lithographie top-down. Suite
aux deux hypotheses faites sur les calculs théoriques, nous estimons que nos échantillons
présentent une distribution limitée de lorientation de la molécule autour de § = 7/4
et une faible variation de la distance émetteur-particule de £1nm (dans le cas des di-
meres). Nous obtenons donc des suspensions d’une grande pureté de diméres d’or alimen-
tés par une molécule qui agissent comme des sources de photons uniques accélérées. Les
nano-antennes optiques auto-assemblées sont donc des systemes idéaux pour comprendre
comment les modes brillants ou sombres permettent d’exalter [15] ou de modifier le rayon-
nement électromagnétique [16] de I’émission spontanée ; mais aussi de guider et collecter
I'énergie électromagnétique ("‘light harvesting'’) [113]. Toutefois, ces travaux sur molé-
cules uniques ne permettent pas une estimation expérimentale de l'efficacité de 'antenne
sans une connaissance précise de I'orientation des brins d’ADN dans la micro-chambre.
Des mesures par spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) [18] vont nous per-
mettre d’évaluer une valeur moyennée de cette efficacité ainsi que du rendement quantique
effectif. Ces travaux sont détaillées dans le chapitre suivant.
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ans ce chapitre, nous allons démontrer comment, par le biais d’antennes optiques
D (dimeres de NPsAu) en suspension, nous pouvons expérimentalement controler les
propriétés d’absorption et d’émission d’émetteurs uniques. Ceci nous permettra de mettre
en évidence des propriétés photophysiques remarquables comme une exaltation de plus
d'un ordre de grandeur des sections efficaces d’absorption et des taux d’émission avec
une grande brillance pour un rendement quantique faible. Nous utilisons les dimeres de
NPsAu décrits dans le chapitre précédent : 40 nm de diametre liés par des brins de 30
et 50 bases et comportant une molécule d’ATTO647N unique. La mesure de fluorescence
de nano-structures individuelles par TCSPC ne permet pas d’estimer quantitativement
certains parametres comme le rendement quantique, le gain de fluorescence, ainsi que le
taux d’excitation. Cette limite est due, d’une part, au manque de contréle de I'orientation
des dimeres dans la micro-chambre et, d’autre part, a une incertitude sur l'alignement
du microscope d’un échantillon microfluidique a un autre. Nous allons donc utiliser une
combinaison de plusieurs méthodes de caractérisation comme la spectroscopie par corréla-
tion de fluorescence (FCS), les mesures de fluorescence corrélées en temps (TCSPC) ainsi
que la spectroscopie d’émission de fluorescence, pour quantifier des valeurs moyennes des
propriétés photophysiques de ces émetteurs hybrides métallo-organiques : section efficace
d’absorption, temps de vie de fluorescence et rendement quantique. La grande pureté des
suspensions de dimeres de NPsAu sera, par ailleurs, confirmée par des mesures de coef-

ficients de diffusion translationnelle et rotationnelle qui sont accessibles par les mesures
FCS.

5.1 Introduction a la spectroscopie de corrélation
de fluorescence (FCS)

5.1.1 Principes généraux

La spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) est une technique d’analyse du
signal de fluorescence basée sur les fluctuations temporelles d’intensité. Ces fluctuations
sont induites par un faible nombre d’objets fluorescents diffusant a travers un petit vo-
lume confocal d’analyse. La FCS permet ainsi une analyse quantitative du nombre moyen
d’émetteurs dans un volume de détection, la caractérisation de leur brillance et la déduc-
tion de leurs propriétés de diffusion translationnelle ou rotationnelle [114,115]. L’'image
5.1 représente des dimeres auto-assemblés en libre diffusion dans un volume de détection.
Contrairement aux mesures présentées dans le chapitre précédent 4, cette technique de me-
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sure ne nécessite pas de fonctionnaliser une surface pour immobiliser les nano-structures.
Les émetteurs en solution diffusent par mouvement Brownien dans et hors du volume
confocal d’analyse. Les molécules fluorescentes sont excitées uniquement lorsqu’elles dif-
fusent dans le petit volume d’observation, ce qui limite le photoblanchiment de la molécule
organique, et permet ainsi de les mesurer sur une plus longue période.

Figure 5.1 — Suspension de dimeéres de NPsAu comportant une molécule d’ATTO647N et diffusant
dans et hors du volume focal d'analyse FCS.

La combinaison de deux techniques de caractérisation de fluorescence, telles que la
spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) et les mesures de temps de vie de
fluorescence (TCSPC), permet également de caractériser les propriétés photophysiques
de molécules en analysant leur saturation en excitation [103]. Comme 1’émission de fluo-
rescence d'un émetteur est fortement modifiée lorsque que celui-ci est a proximité de
nano-particules métalliques, la FCS est particulierement utile pour caractériser I'influence
d’antennes optiques sur la photophysique moléculaire [103].

Contrairement aux mesures de nanostructures individuelles du chapitre précédent, toutes
les données présentées dans ce chapitre sont des mesures moyennées. L’intensité de fluo-
rescence F(t) est collectée pour calculer la fonction de corrélation g® (1) = (F(t)F(t +
7))/ {F(t))?, avec F(t) le signal de fluorescence, et (), la moyenne temporelle. Ces mesures
ont été effectuées a 'Institut Fresnel a Marseille par le Dr. Jérome Wenger.

5.1.2 Analyse des fluctuations temporelles d’intensité de fluo-
rescence

L’analyse des données de FCS permet de déterminer la concentration de la solution
(nombre de molécules dans le volume d’analyse) ainsi que les temps de diffusion transla-
tionnelle et rotationnelle. L’interprétation des mesures de FCS est basée sur un modele
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standard de diffusion brownien en trois dimensions, pour des spécimens simples, en sup-
posant un profil gaussien en excitation et en détection [115].

L’expression de la fonction d’autocorrélation temporelle ¢g?(7) correspondant & une dif-
fusion brownienne 3D est définie de la facon suivante :

1 B\? 1
@ () 10— i
go(r) =1+ (1— ) —— (5.1)

ou N est le nombre total d’émetteurs, F' I'intensité de fluorescence totale, B le bruit de
fond, 74 le temps de diffusion translationnelle et s le ratio entre la dimension transverse et
axiale du volume d’analyse. Le bruit affecte uniquement I’amplitude de la fonction d’au-
tocorrélation : le nombre de molécules dans le volume confocal peut alors étre surestimé
si le bruit n’est pas pris en compte. En revanche, les temps caractéristiques de diffusion
ne sont pas influencés par la correction du bruit de fond [116]. Le temps de diffusion
translationnelle 74 est lié au coefficient de diffusion D par 74 = ny /4D ou Wy est la
largeur transverse du volume de détection. D est liée au rayon hydrodynamique R par
I’équation de Stokes-Einstein :

kT
N 67T77Rh

(5.2)

ou kg est la constante de Bolzmann, T la température absolue et 7 la viscosité de milieu.
La figure 5.2 présente le corrélogramme ¢(7)® obtenu avec des brins d’ADN de 50 bp
présentant une molécule d’ATTO647N. Les conditions expérimentales, dans lesquelles
cette mesure est obtenue sont décrites, dans la suite de ce chapitre. Toutefois, il est
intéressant d’analyser ces données des le début de ce chapitre pour mettre en évidence les
informations accessibles par des mesures de FCS.

L’ajustement de la courbe d’auto-corrélation g(7)® en figure 5.2 implique deux pa-
rametres : le nombre moyen d’émetteurs N (4,8 molécules ici) et le temps de diffusion
translationnelle 74 (d’environ 1,53 ms). Les autres parameétres de I’équation 5.1 sont es-
timés expérimentalement de maniere indépendante. En divisant F' par N, il est alors

possible de remonter a la brillance moyenne des émetteurs, CRM (pour
molecule"”). Dans cet exemple, 'amplitude de la courbe a 7 — 0 est I'inverse du nombre

count rate per

moyen d’émetteurs. Toutefois, ceci n’est vrai que si I'on peut négliger des phénomenes
photophysiques et mécaniques rapides (dans la gamme des ps) comme le couplage inter-
systéme (typiquement passage dans un état triplet excité de I’émetteur) ou la rotation du
fluorophore. Dans le cas général, la fonction d’auto-corrélation va s’écrire comme :

(2) 1+1(1 B>2(1+ ( T)) L (5.3)
g7 = —(1-= nexp | —— . 5 '
N F T2 1+a,/1+56
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Figure 5.2 — Corrélogramme obtenu avec des brins d’ADN de 50 bp présentant une molécule
d’ATTOG647N : données expérimentales (points) et ajustement théorique (courbe conti-
nue noire) obtenu a partir de |'équation 5.1.

ou 7y est le temps caractéristique du processus microseconde (triplet ou rotation) et
n son poids relatif. L’excellent ajustement de la figure 5.2 sans introduire de temps 7,
signifie deux choses : la rotation du brin d’ADN de 50 bp est trop rapide et le couplage
inter-systeme est négligeable pour ’ATTO647N. Ceci n’est plus le cas pour un dimere de
30 bp comme indiqué sur la figure 5.3. Dans ce cas, le corrélogramme présente un plateau
secondaire dans la gamme des microsecondes. En ajustant les données expérimentales avec
I’équation 5.3, il est possible d’estimer N, 74, n et 7. Il n’est possible d’ajuster efficacement
un nombre aussi grand de parametres que si 74 et 75 sont sensiblement différents comme
sur la figure 5.3 ou ils valent, respectivement, 9,2 ms et 38 us.
L’origine du plateau microseconde peut étre photophysique ou mécanique.
Comme I'"ATTOG647N seul présente un passage négligeable vers un état triplet, ’origine
vient probablement de la rotation du dimere ralentie vis a vis d’un brin d’ADN nu par



Chapitre 5. Mesures d’ensemble des propriétés photophysiques de dimeéres de NPsAu
102 alimentés par une molécule unique

la présence des nanoparticules. Le temps de diffusion rotationnelle 75 est lié au coefficient
rotationnel © par 7, = 1/60. Pour un ellipsoide prolate de 93 nm de long et de 40
nm de large (similaire & nos dimeéres en premiére approximation), le temps de diffusion
rotationnelle théorique est de 33,4 us. Cette valeur est en excellent accord avec I'estimation

expérimentale de 7.
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Figure 5.3 — Corrélogramme obtenu avec des diméres de 30 bp présentant une molécule
d’ATTOG647N : données expérimentales (points) et ajustement théorique (courbe conti-
nue noire) obtenu a partir de I'équation 5.3.

Les mesures de FCS avec des monomeres et des dimeres de particules de 40 nm, associés
a un brin de 30 bp ou 50 bp contenant une molécule d’ATTO647N, doit donc nous
permettre d’estimer précisément leur brillance moyenne (C'RM ) mais aussi de caractériser
leur rayon hydrodynamique et leur vitesse de rotation.
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5.1.3 Caractérisation des propriétés photophysiques molécu-
laires au voisinage de nano-antennes

Comme 'ont indiqué les mesures de molécules uniques du chapitre précédent, le CRM
d’'une molécule d’ATTO0647N va étre modifié en présence d’'une ou deux nanoparticules
d’or. Le taux de fluorescence par molécule est donné par la relation CRM = (F')/N et dé-
pend de la section efficace d’absorption ¢ et du rendement quantique ¢ des chromophores,
selon la relation [117] :

O—IGCCC

M = rp—2
OR ,{Qsl + [exc/Isat

(5.4)

ou k est l'efficacité de collection, I... I'intensité d’excitation et Iy, I'intensité de satura-
tion. k =~ 1 pour des monomeres ou dimeres de taille nanométrique qui rayonnent comme
des dipdles en champ lointain. Ig,; peut étre exprimée en fonction du taux d’émission total
[, I = I'/o, en négligeant les contributions de 1’état triplet (comme cela a été confirmé
sur I'analyse des temps de corrélation). L’ajustement de courbes de saturation avec ’équa-
tion 5.4 va donc nous permettre, en mesurant I' moyen, de déduire les changements relatifs
de la section efficace d’excitation o et du rendement quantique ¢ induits par les NPsAu,
comparés a la solution de référence d’ATTO647N dont les propriétés photophysiques sont
données par le fournisseur.

L’estimation de 'exaltation de fluorescence ng est définie par le ratio entre le CRM
sous l'influence de NPsAu et le CRM de PATTOG647N isolée (CRM,f).

CRM

=GR (5:5)

nr

En pratique, I'ajustement des courbes de saturation avec I'équation 5.4, permet de
déduire I'exaltation du signal de fluorescence par une étude asymptotique : estimation
de l'exaltation de fluorescence dans le régime linéaire, oo < Ig¢ et dans le régime de
saturation I > Ig;.

Régime linéaire loxe < Igat ¢
le taux de fluorescence par molécule (C'RM);,) peut done s’exprimer de la fagon suivante :

CRMy, = ¢0 1. (5.6)

Régime de saturation o > Iga :
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Dans la limite asymptotique du régime de saturation, le taux de fluorescence par mo-
lécule C' RMj,:, est définie de la fagon suivante :

CRMsat = ¢0-Isat (57)

Le taux de fluorescence par molécule C'RMg,; ne dépend plus de l'intensité d’excita-
tion Ie.. En supposant que I'émetteur peut étre décrit par un systéme quantique a deux
niveaux, cette équation se simplifie comme :

CRM,y =Tr (5.8)

Une estimation des intensités de saturation des monomeres et dimeres, par rapport a
une molécule d’ATTO647N sur un brin d’ADN nu, va donc nous permettre de remonter
directement a 1’évolution du taux radiatif en présence des antennes.

Pour caractériser expérimentalement ’exaltation de fluorescence au voisinage d’une
nano-antenne, la démarche consiste a combiner des études FCS en fonction de la puis-
sance d’excitation I et des mesures de temps de vie de fluorescence, selon la procédure
suivante :

e Le taux de fluorescence par particule CRM, est mesuré en FCS en faisant varier la
puissance d’excitation, ceci pour les cing échantillons étudiés.

e Les points expérimentaux du taux de fluorescence par particule CRM en fonction de
Ioye, sont ajustés avec ’équation 5.4. A partir de cette ajustement numérique, nous
en déduisons 'exaltation de fluorescence dans le régime linéaire np i, et & saturation
TF sat -

e Dans le régime de saturation, nous estimons 1’évolution de I'g, dans I’hypothese que
les émetteurs sont identiques et se comportent comme des systéemes quantiques a
deux niveaux.

e Le taux d’émission total I' est caractérisé par la mesure de temps de vie de fluorescence
en TCSPC. Le ratio entre I' et I'gp permet d’estimer le rendement quantique en
présence des antennes.

e [’évolution de o en présence de I'antenne est estimée a partir des CRM en régime
linéaire et des rendements quantiques. En utilisant le coefficient d’extinction molaire
e de TATTOG647N, nous pourrons en déduire € pour les différentes suspensions de
nanostructures a la longueur d’onde d’excitation.

Cette procédure doit donc nous permettre d’estimer toutes les propriétés photophysiques
moyennes des monomeres et dimeres alimentés par ’ATTO647N.
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5.2 Méthodes

5.2.1 Dispositif expérimental de FCS

single mode
fiber PBS

ps laser
diode

nanopos.
piezo

.—(

i
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dichroic : —
mirror microscope objective

40x /NA 1.2 /=

TCSPC board]
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Figure 5.4 — Représentation schématique du dispositif expérimental de mesure de FCS et de TCSPC,
tirée de I'article [118].

Les mesure en FCS sont faites par ’équipe de J. Wenger a I'Institut Fresnel. Le mon-
tage utilisé est basé sur un microscope inversé (Zeiss Axiovert 35M). L’excitation des
nano-structures pour les mesures en FCS s’effectue avec un laser HeNe continu (633 nm)
polarisé linéairement. L’excitation linéaire, en absence d’analyse en polarisation, permet
d’observer les temps de diffusion rotationnelle des échantillons. Malgré nos concentrations
typiques de 200 pM d’émetteurs fluorescents, il faut s’assurer qu’il y ait au moins 0.2 émet-
teurs fluorescents détectés dans le volume confocal pour un bon rapport signal /bruit. Pour
adapter le volume de mesure a la concentration des émetteurs, la pupille arriere de I'ob-
jectif de microscope (8.9 mm) n’est pas totalement illuminée par I’étendue spatiale du
faisceau laser (4 mm). Ceci permet de réduire 'ouverture numérique afin d’obtenir un
volume d’analyse plus important. Le dispositif expérimental, présenté sur la figure 5.4,
permet également de procéder a des mesures de temps de vie de fluorescence par TCSPC.
Cette configuration sera détaillée dans la section suivante.

La puissance du faisceau incident est controlée par une lame demi-onde (A\/2) associée
a un cube polariseur. Afin de basculer entre les mesures de FCS et TCSPC sans avoir de
probleme d’alignement, une fibre monomode (Thorlabs P3-630A-FC-5) permet d’assurer
un parfait chevauchement spatial entre le laser continu HeNe et la diode laser utilisée pour
les mesures TCSPC. Les deux faisceaux empruntent le méme trajet optique en sortie de
la fibre afin d’assurer une parfaite conjugaison des deux points focalisés sur I’échantillon.
L’excitation et la collection des photons de fluorescence se font a I'aide du méme objectif
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a immersion a eau de forte ouverture numérique (Zeiss C-Apochromat, grossissement x
40, d’ouverture numérique 1.2). Un miroir dichroique (Omega filter XF2072), placé avant
I'objectif, laisse passer ’excitation laser dans un sens et uniquement la fluorescence dans
l'autre sens (A=670 nm). Les émetteurs utilisés pour les mesures de FCS et de temps de
vie, sont les mémes que ceux étudiés dans le chapitre 4.1. Toutefois, pour la synthese de ces
nanostructures, le diametre moyen des nanoparticules d’or est de 40 nm comparé a 36 nm
dans les chapitres précédents. Pour rappel, la molécule organique utilisée (ATTO647N)
dont les spectres d’absorption et d’émission se situent respectivement a 630 nm et 670 nm,
a un rendement quantique de 65% estimé par le fournisseur. Le signal de fluorescence est
ensuite filtré spatialement a 1’aide d’un trou confocal de 50 pum, placé dans le plan image
de I'objectif de microscope. Le signal a la sortie est divisé en deux par un cube séparateur
50/50, puis traverse un filtre de fluorescence & 670£20 nm, pour étre ensuite focalisé sur
deux photodiodes a avalanche MPD (Micro Photon Devices de PicoQuant MPD-5CTC,
avec un temps mort de 50 ns et une surface active de 100 um). Les fluctuations du signal
de fluorescence sont analysées par corrélation croisée des signaux de chacun des détecteurs
a I'aide d’un corrélateur ALV6000.

Une solution d’Alexa Fluor 647 est utilisée comme référence pour calibrer le volume
confocal d’analyse FCS (4.5 fL), la taille transversale du waist (W(x,)=570 nm) et le ratio
s entre la dimension transverse et axiale du volume d’analyse (0,2).

5.2.2 Dispositif expérimental de TCSPC

Pour les mesures de temps de vie de fluorescence, 'excitation est faite a ’aide d’'un
laser picoseconde opérant a 636 nm (Picoquant LDH-P-635), avec un taux de répétition
de 80 MHz. La carte électronique utilisée pour les mesures de temps de vie de fluorescence
est une PicoHarp 300 (PicoQuant). La largeur & mi-hauteur de la réponse d’instrument
(IRF) en montage TCSPC est de 120 ps. L’analyse de 'IRF montre que la courbe a une
forme décroissante bi-exponentielle : IRF(t) = A; exp(—kit) + Agexp(—kot), avec Ay =
0.65, Ay = 0.35, k1 = 17.24109s" et ky = 4.5910%s7L. Le signal de sortie S(t) du module
TCSPC est la convolution entre I'IRF et le déclin de fluorescence, lequel est présumé mono-
exponentiel. La convolution entre la décroissance de fluorescence mono-exponentielle et
la bi-exponentielle de 'IRF donne une fonction tri-exponentielle utilisée pour ajuster les
données expérimentales de temps de vie de fluorescence. L’ajustement du déclin de temps
de vie est estimé avec seulement trois parametres libres, car les coefficients Aq, Ao, kq et
ko sont fixés par 'analyse de IRF. La figure 5.5 montre le résultat de I'ajustement d'un
dimere de 30 pb avec IRF convoluée avec une fonction mono-exponentielle.

Il n’est pas courant de présenter les données de déclin de temps de vie de fluorescence
avec un axe vertical linéaire, mais ceci permet de mettre en évidence la qualité de I'ajus-
tement. Nous avons estimé le temps de vie de fluorescence a 65 ps pour cette géométrie.
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Figure 5.5 — Déclin de temps de vie de fluorescence de diméres de 30 pb. Les points représentent la
mesure expérimentale, la ligne continue noire représente la fonction de réponse d'appa-
reil, la ligne continue rouge est la fonction d'ajustement (IRF + mono-exponentielle).
Le résultat de cet ajustement permet d’estimer un temps de vie de 65 ps.

5.3 Résultats expérimentaux

5.3.1 Estimation des temps de diffusion et du nombre d’émet-
teurs

Nous avons caractérisé 5 différentes géométries d’échantillon : une solution de référence
de molécules d’ATTOG647N fixées sur une double hélice d’ADN de 50 pb (ATTO), une
solution de NPsAu de 40 nm de diametre fonctionnalisées avec un double brin d’ADN de 50
bp ou de 30 pb, sur lequel est greffée une molécule unique d’ATTOG647N (respectivement
mono50 et mono30) ; et une suspension de dimeres de NPsAu de 40 nm liés par un double
brin d’ADN de 50 pb ou 30 pb contenant également une molécule unique d’ATTO647N
au centre (dim50 et dim30).

Les données des figures 5.6 illustrent les mesures FCS pour quatre échantillons. La me-
sure du mono30 n’est pas incluse pour une meilleure visualisation. Ce graphique montre
la fonction de corrélation de fluorescence pour les échantillons d’ATTO (courbe noire),
monob0 (courbe verte), dim50 et dim30 (courbes bleue et rouge). La puissance d’excita-
tion est de 65 pW, et le bruit de fond est estimé a 0.13 KHz. Ceci correspond a 0.5%
de l'intensité de fluorescence moyenne de I’échantillon de référence d’ATTO647N et entre
3% et 10% du signal de fluorescence pour les échantillons de dimeres et de monomeres,
a cause de plus faibles concentrations. Le bruit est évalué en mesurant les fluctuations
d’intensité F'(t) d’une solution sans émetteur fluorescent. Les données figure 5.6 sont nor-
malisées par le nombre d’émetteurs moyen contenus dans le volume d’analyse, et permet
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d’obtenir une meilleure visualisation des variations des temps de diffusion caractéristiques
des échantillons.

I L1 11 L1 1 IIIIIIII 1 IIIIIII| 1 IIIIIIII 111

1. % Normalized to N=1 -

—— Dimer 30bp -
—— Dimer 50bp -
slower —— Monomer 50bp [
rotation —— Atto647N + DNA |
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Figure 5.6 — Effets des variations des vitesses de diffusion rotationnelle et translationnelle sur les
corrélogrammes pour les échantillons : ATTO647N isolée fixée sur un brin d’ADN de
50 pb(courbe noire), Monomeres 50pb (courbe verte), diméres 50 pb (courbe bleue)
et diméres 30pb (courbe rouge), les fleches illustrent la différence de forme entre les
courbes, liée a la variation du volume hydrodynamique entre les nano-objets.

Sur la figure 5.6, deux temps caractéristiques sont visibles : inférieur ou supérieur a
100 ps. En deca de 100 us, la fleche noire illustre la différence de vitesse rotationnelle
entre les échantillons et pour les temps supérieurs a 100 ps, nous évaluons la vitesse de
diffusion translationnelle qui correspond a la vitesse a laquelle 'objet traverse le volume
d’excitation.

Nous comparons les valeurs des temps de diffusion d’un échantillon de référence d’ATTO
(liée & un double brin d’ADN 50 pb) avec ceux des différentes géométries de nano-objets
sur le tableau 5.7. Ces temps augmentent graduellement en fonction du nombre de NPsAu
composant les nano-structures comme illustré par les fleches sur la figure 5.6.

Ces valeurs mettent en évidence la pureté des solutions mesurées. En effet, I'ajustement
des corrélogrammes de FCS ne peut se faire que si la population de brins d’ADN avec
ATTO et sans NPAu est inférieure & 5% dans les échantillons de monomeres. Cette po-
pulation est négligeable pour les solutions de dimeres. Par contre, une sous-population
de 0-30 % de monomeres dans les suspensions de dimeéres est possible compte-tenu du
plus faible écart de temps de diffusion. L’estimation des temps de diffusion rotationnelle
théoriques est réalisée en simulant un monomere par une sphere et les dimeéres par une
particule ellipsoide allongée (derniere colonne du tableau 5.7) [119]. Le bon accord entre
les calculs théoriques et les observations expérimentales confirme que le plateau observé
sur la fonction de corrélation g(7)® inférieur & 100 us est bien induit par la diffusion
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rotationnelle et non pas par la variation d’intensité liée au temps de vie de I’état triplet
(clignotement).

Le tableau 5.7 répertorie les valeurs des temps de diffusion rotationnelle et translation-
nelle, les coefficients de diffusion et les rayons hydrodynamiques pour les cing géométries
d’échantillon.

Echantillon Temps de dif- Coefficient  Rayon hydro- Temps de ro- Temps

fusion(ms) de diffusion dynamique tation (us) de rotation
(cm?s™) (nm) (us)(théorique)
ATTO 1.53+0.05 5.3x10°7 4.1 - -
mono50 4.340.1 1.9x10°7 11.5 11+1 110
mono30 4.240.1 1.9x107 11.3 11+1 110
dim50 9.640.2 8.5%x10°8 25.7 3642 36.91P)
dim30 9.240.2 8.8x10°® 24.6 38+2 33.4l¢]

Figure 5.7 — [a] sphere de 44 nm de diameétre.[b] ellipsoide de 40 nm de largeur et 99 nm de longueur.
[c] Ellipsoide de 40 nm de largeur et 93 nm de longueur.

5.3.2 Mesures des exaltations du taux d’émission total I

La figure 5.8 illustre les mesures du signal de décroissance de fluorescence des échan-
tillons : > ATTOG647N (points noirs), de mono50 (points verts), de mono30 (points bleus),
de dim50 (points violets) et de dim30 (points rouges). L’ajustement des mesures expé-
rimentales est faite par une fonction mono-exponentielle convoluée avec la fonction de
réponse d’appareil (courbes continues noires).

1

0.0 1.0 2.0 3.0
t/ns —>

Figure 5.8 — Déclin du signal de fluorescence mesuré en TCSPC : ATTO647N (points noirs, 7 =
4.3 + 0.1ns), mono50 (points verts, 7 = 615 + 20ps), mono30 (points bleus, 7 =
135 £ 15ps), dim50 (points violets, 7 = 185 & 15ps) et dim30 (points rouges, 7 =
65 + 10ps), ajustés par une courbe mono-exponentielle convoluée avec la fonction de
réponse d’appareil IRF (courbe grise) afin d'estimer 7 (courbes continues noires).
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Pour les échantillons de monomeres, 'interpolation des courbes de déclin est réali-
sée avec 2.5% d’une sous-population de molécules seules. Nous prenons en compte une
sous-population de 30% de mono50 dans les échantillons de dim50. L’obtention du bon
ajustement des courbes de déclin confirme la pureté des échantillons estimés en FCS et
reste cohérent avec les valeurs estimées par les mesures de cryo-EM du chapitre 2 (pureté
des dimeres de l'ordre de 70%). Ces mesures mettent a nouveau en évidence la forte in-
fluence des NPsAu sur le temps de vie de fluorescence, estimé a 4.3 ns pour la référence
ATTO et une forte réduction pour les dim30 a 65 ps.

Le temps de vie de fluorescence dans le chapitre précédent pour PATTO était estimé
a 7 = 3.2 ns. Les mesures en FCS sont faites dans 1’eau, contrairement aux mesures du
chapitre précédent réalisées dans un milieu oxydo-réducteur(ROXS). Le ROXS modifie le
rendement quantique de la molécule. Plus particulierement, le méthylviologéne contenu
dans la composition du ROXS réduit le rendement quantique de molécules organiques en
augmentant le nombre de canaux de désexcitation non radiative par des réactions d’oxy-
dation [120].

5.3.3 Détermination expérimentale des gains a I’excitation et
a I’émission

La figure5.9 montre 1’évolution du taux de fluorescence par molécule CRM en fonc-
tion de la puissance d’excitation pour les cinq échantillons : ATTO647N (coube noire),
monob0 (courbe verte), dim50 (courbe bleue), mono30 (courbe violette) et dim30 (courbe
rouge). Les points sont les mesures expérimentales et les traits continus sont 1’ajustement
numérique par 1’équation 5.4.

dim30
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Figure 5.9 — Evolution des taux de comptage par molécule CRM (points) en fonction de la puissance
d'excitation. Les points expérimentaux sont ajustés avec |'équation (lignes continues).
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Nous procédons a l'estimation du facteur d’exaltation de fluorescence
nkF = CRM/CRM, dans le régime linéaire pour connaitre précisément 'exaltation du
signal de fluorescence dans les dimeres. L’extrapolation de 'intensité de fluorescence a
saturation permet de remonter au taux de désexcitation radiatif. Il n’est pas possible
d’atteindre la saturation expérimentalement a cause de phénomenes de photoblanchiment
a forte excitation. Cette valeur de I'g permet d’estimer ¢ qui permet d’estimer ’augmen-
tation du coefficient d’extinction molaire €. De fagon remarquable, les dimeres de NPsAu
de 30 pb produisent 1.35x plus de signal que I’échantillon de référence ATTO, pour un
rendement quantique tres faible, tandis que pour les autres géométries, la brillance est at-
ténuée. Ceci confirme les mesures expérimentales de ces nano-objets faites dans le chapitre

précédent.
Echantillon Facteur d’exal- 7(ps) e(Mtem™) &(%)
tation de fluo-
rescence
ATTO 1 4300100 10°M] 65
monob0 0.51 £ 0.01 615 + 20 (3.4:l:0.4)><105 93 +1.0
monoJ30 0.35 £ 0.01 135 £+ 15 (12:i:2)><105 1.8 £0.3
dimb0 0.76 £ 0.02 185 £+ 15 (11:|:1.5)><105 4.8 £ 0.7
dim30 1.35 4+ 0.04 65 £ 10 (5749)x 10° 1.6 +£ 0.3

Figure 5.10 — [a] Estimation a faible excitation dans le régime linéaire, en fonction de I'ATTO. [b]
extrapolation a 633 nm. [c| caractéristiques fournies par le fabriquant pour la molécule
d’ATTO647N dans I'eau.

Mis a part I’échantillon mono50, la section efficace d’absorption et le taux de désexcita-
tion de tous les échantillons présentent des exaltations de plus d’un ordre de grandeur. Le
dim30 est légerement plus brillant que la référence d’ATTO avec un rendement quantique
de 1.6%. Ceci est dii & une plus grande section efficace d’excitation qui compense la ré-
duction du rendement quantique du aux pertes ohmiques des NPsAu. Il est donc possible
de confectionner des émetteurs hybrides métal-organiques lumineux avec des temps de vie
inférieurs a 100 ps par le biais d’une ingénierie de ’environnement photonique.

Il faut prendre en considération que ces mesures sont moyennées dans toutes les po-
sitions et orientations des émetteurs dans le volume confocal d’analyse. Pour certaines
positions et orientations, I'exaltation du signal de fluorescence sera bien supérieure a celle
estimée.

L’analyse statistique des images de cryo-EM des échantillons de dimeres, indique que les
liaisons d’ADN de 30 pb et 50 pb correspondent a des distances respectives de 13+2 nm et
17.5£3 nm [10]. Nous observons une exaltation du signal de fluorescence seulement pour
une molécule fluorescente au centre d’'un dimere de NPsAu de 40 nm lorsque la distance
molécule-particule est inférieure & 8 nm. L’exaltation de fluorescence est d’un facteur 1.35
pour une distance de 6.5 nm comparé a un facteur de 0.76 pour une distance de 9nm.
Pour les échantillons de monomeres, la tendance est inversée : le signal de fluorescence
est divisé par un facteur 3 pour une distance émetteur-particule d’environ de 6.5 nm
(mono30), comparé & un facteur 2 pour une distance de 9 nm (mono50).



Chapitre 5. Mesures d’ensemble des propriétés photophysiques de dimeéres de NPsAu
112 alimentés par une molécule unique

5.3.4 Analyse spectrale de ’exaltation de fluorescence

Afin de vérifier que les facteurs d’exaltation précédents ne sont pas liés a une modifica-
tion de la structure électronique de I’émetteur, nous effectuons des mesures complémen-
taires des spectres de fluorescence pour les cing échantillons : ATTO647N (coube noire),
monob50 (courbe verte), dim50 (courbe bleue), mono30 (courbe violette), dim30 (courbe
rouge), comme illustré sur la figure 5.11.

Les mesures des spectres d’émission de fluorescence sont réalisées a I’aide d’un dispositif
expérimental identique a celui utilisé pour les mesures FCS. Le signal de fluorescence, une
fois filtré spatialement, est envoyé vers un spectrographe (Jobin-Yvon SPEX 270M) équipé
d'une caméra CCD refroidie par azote liquide. Les spectres des intensités de fluorescence
sont normalisés par le nombre d’émetteurs présents dans le volume d’analyse, estimé en

FCS.
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Figure 5.11 — Spectres d'émission de fluorescence normalisés par le nombre de molécules détec-
tées dans le volume d'analyse en FCS. Les échantillons étudiés : ATTO647N (coube
noire), mono50 (courbe verte), dim50 (courbe bleue), mono30 (courbe violette),
dim30 (courbe rouge)

Nous constatons que tous les spectres sont centrés a 670 nm, correspondant a la valeur
d’émission de fluorescence donnée pour ’ATTO647N. Ceci indique que 'interaction entre
I’émetteur et I'antenne ne modifie pas les niveaux d’énergies électroniques de la molé-
cule, caractéristique d’un régime de couplage électromagnétique faible sans couplage des
fonctions d’onde électroniques. Nous avons choisi un émetteur dont les pics d’absorption
et I’émission sont fortement décalés dans le rouge comparé a la résonance plasmon des
dimeres de NPsAu de 40 nm de diametre (560 nm). Les raisons du choix d’un tel émetteur
absorbant et émettant hors résonance sont détaillées dans le chapitre 4.

Nous représentons également les spectres d’émission de fluorescence des échantillons mono50,
monod0, dim50, et dim30 normalisés avec 1’échantillon de référence d’ATTO. Les spectres
d’émission de fluorescence sont illustrés sur la figure 5.12. Il est ainsi plus aisé de comparer



5.4. Discussion 113

les spectres de fluorescence par molécule et d’évaluer le facteur d’exaltation de fluores-
cence ng, pour chaque longueur d’onde d’émission. Ces spectres de fluorescence (figure
5.12) indiquent les mémes facteurs quantitatifs d’exaltation et d’atténuation du signal de
fluorescence que ceux déduits de 1'étude FCS (figure 5.9).

20 —: —— Dimer 30bp
8 —— Dimer 50bp
7 —— Monomer 50bp
] —— Monomer 30bp
1.6 o
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Figure 5.12 — Spectres d'exaltation d'émission de fluorescence normalisés par rapport a la solution de
référence d’ATTO647N isolée. Echantillons : mono50 (courbe verte), dim50 (courbe
bleue), mono30 (courbe violette), dim30 (courbe rouge).

Dans la gamme de 650-690 nm de longueurs d’onde, les valeurs de I'exaltation de fluores-
cence ng apparaissent en légere décroissance en fonction de la longueur d’onde d’émission.
Cependant, une plus grande exaltation est visible pour les longueurs d’onde décalées vers
le bleu par rapport au pic d’émission de PATTOG647N (670nm). Cette déformation est
typique d'un spectre de fluorescence décalé par rapport a la résonance plasmon de nano-
structures d’or [23].

5.4 Discussion

5.4.1 calculs théoriques de temps de vie de fluorescence

Pour confirmer les fortes variations des temps de vie de fluorescence estimés expéri-
mentalement pour les cinq échantillons et s’assurer qu’elles correspondent bien aux effets
attendus pour les différentes géométries d’échantillons de NPsAu mono-conjuguées et de
dimeres, nous comparons ces valeurs aux estimations de 7 obtenues par calculs théoriques.
En pratique, le temps de vie de fluorescence est obtenu en calculant la puissance dissipée
par un dipole source dans les monomeres et dans les dimeres de NPsAu, en électrodyna-
mique classique [43,121]. Ces calculs sont a nouveau effectués par théorie de Mie générali-
sée dans I’équipe des Dr. N. Bonod et B. Stout a I'Institut Fresnel. Le contrdle du nombre
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de brins d’ADN greffé par particule permet d’obtenir des nano-structures avec une molé-
cule fluorescente unique, dont la position est contrdlée a 1’échelle nonométrique [105, 85],
mais dont 'orientation de la transition dipolaire de la molécule n’est pas maitrisée. Nous
supposons donc une distribution isotrope de I'angle entre le dipdle de transition et I'axe du
brin d’ADN, comme dans le chapitre précédent. La distance entre I’émetteur et la NPAu
est fixée & 6.5 nm et 9.5 nm pour les brins de 30 bp et 50 bp. Ces valeurs correspondent
aux estimations faites en cryo-EM (chapitre 2). Elles sont similaires, mais légérement su-
périeures a celles évaluées a partir des distribution de I'/(I'g) du chapitre 4 [85]. En FCS
les échantillons ont une force ionique plus faible (I mM NaCl) que pour les mesures de
fluorescence de molécule unique (50 mM NaCl), ce qui explique cette différence par la
variations des forces électrostatiques répulsives. Nous obtenons, pour ces distances, des
valeurs théoriques de 7 de 574 ps et 182 ps pour mono50 et mono30; et 198 ps et 69
ps pour dim50 et dim30. Ces estimations montrent une excellente correspondance avec
les valeurs évaluées expérimentalement (tableau 5.10). Ces calculs prennent en compte la
dépendance de la brillance des molécules vis a vis de I'angle entre I’émetteur et le dimere.

5.4.2 Perspectives

L’analyse théorique en électrodynamique classique permet aussi de comprendre com-

ment optimiser, par le biais de I'ingénierie plasmonique, ’exaltation de la luminosité des
émetteurs dans des nano-structures métalliques [43,121]. La brillance dépend fortement
de l'orientation de la transition dipolaire de la molécule dans 'axe du dimere [85]. Les
calculs théoriques d’efficacité de ’antenne présentés dans le chapitre 4 mettent en évi-
dence I'impact de 'orientation du dipole source sur 1’émission en champ lointain. Il est
important de rappeler que les mesures FCS sont moyennées sur ’ensemble des émetteurs
dans la solution. Si toutes les molécules étaient orientées le long de I'axe du dimere (cou-
plage longitudinal), la théorie prédit un facteur 3 d’exaltation de fluorescence, avec un
maximum pour le coefficient d’extinction molaire € et une valeur minimum du taux d’émis-
sion 7. Toutefois, ceci requiere des liaisons chimiques rigides entre la molécule et une ou
deux bases d’ADN. Le controle de 'orientation de la molécule dans les systémes hybrides
métal-organiques apparait essentiel pour fabriquer des nano-structures lumineuses avec
une émission spontanée de fluorescence ultra-rapide.
Il faut également noter que les valeurs estimées dans ce chapitre font appel a plusieurs
hypotheses fortes : I'analyse des courbes de saturation suppose des émetteurs identiques,
pouvant étre décrits par un modele quantique a deux niveaux. Les valeurs mesurées de I'g
sont d’ailleurs plus faibles qu’attendues par la théorie de Mie. Une sous-estimation de I'p,
et donc de ¢, va surestimer la section efficace d’absorption. Les valeurs expérimentales
sont en effet légerement supérieures a celles estimées théoriquement. Il serait donc tres
intéressant d’affiner I’analyse de ces échantillons inhomogenes, en particulier en estimant
le rendement quantique de molécules uniques; ou en connaissant expérimentalement la
distribution d’angle entre le dipole de transition de la molécule et les dimeres d’or.
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5.5 Conclusion

Nous démontrons dans ce chapitre que les groupements de NPsAu peuvent étre utilisés
pour controler électromagnétiquement les propriétés photophysiques des molécules orga-
niques fluorescentes, tout en préservant leur solubilité en milieu aqueux. Ces émetteurs
hybrides métal-organiques sont totalement caractérisés par des valeurs moyennes de leur
coefficient d’extinction molaire, leur temps de vie de fluorescence, leur rendement quan-
tique et leurs coefficients de diffusion rotationnelle et translationnelle. La caractérisation
des dimeres de 30 bp montre une exaltation de la section efficace d’absorption et une
exaltation du taux d’émission de plus d’un ordre de grandeur comparé aux molécules
organiques isolées, tout en produisant un plus grand signal de fluorescence. Ces chromo-
phores hybrides sont des émetteurs brillants avec un temps de vie inférieur a 100 ps, et un
faible rendement quantique de quelques pourcents compensé par une large section efficace
d’excitation. L’estimation des résultats expérimentaux de 7 est en bon accord avec les cal-
culs basés sur I’électrodynamique classique. Ces calculs indiquent que la luminosité d'un
émetteur peut étre optimisée dans un complexe ADN-chromophore rigide, en controlant
I'orientation de la molécule, en modifiant la longueur d’onde d’émission de la molécule
fluorescente dans la gamme de résonance plasmon des nano-antennes ou en minimisant
les pertes ohmiques du métal.
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‘objet de cette étude était de montrer le contrdle de 1’émission spontanée d’une mo-
lécule unique au centre d’'un dimere particules d’or auto-assemblé sur ADN et de
section efficace de diffusion élevée. Nous avons, dans un premier temps, mis au point une
méthode efficace et reproductible de synthese et de purification de ces dimeres liés par
une hélice ’ADN dont la longueur est de I'ordre de 10 nm. L’électrophorese est apparue
comme une technique efficace de purification de NPsAu d’or de 36 nm de diametre pré-
férentiellement attachées avec un seul brin d’ADN (chapitre 2). La synthese des dimeres
avec différentes longueurs de brins d’ADN est ainsi réalisée avec une pureté de 'ordre
de 70 %. L’analyse des images de cryo-EM a permis d’estimer la distance inter-particule
et de montrer qu’elles sont en bon accord avec la longueur du brin d’ADN et la taille
des groupements terminaux thiolés. La caractérisation morphologique montre que les di-
meres sont observés en géométrie étirée dans une solution tampon de faible force ionique.
Ainsi, nous montrons la possibilité de fabriquer des groupements avec de larges particules
espacées d’'une courte distance.

Les fortes sections efficace de diffusion, offertes par ces groupements, m’ont permis d’étu-
dier les phénomenes de couplage plasmonique d’objets uniques par microscopie confocale
en champ sombre (chapitre 3). Nous observons une augmentation de la section efficace de
diffusion des dimeres et un décalage de la résonance plasmon vers le rouge quand la dis-
tance inter-particule diminue. Les mesures expérimentales des distributions de fréquences
de résonance ont été comparées a des valeurs théoriques en utilisant la théorie de Mie
généralisée et les parametres géométriques estimés en cryo-EM. Cette analyse indique
une influence minime de la flexibilité de ADN sur les réponses optiques. Ainsi, nous
démontrons que l'utilisation de brins d’ADN pour controler la distance inter-particule est
un outil robuste pour maitriser les distances entre un groupement de plusieurs grandes
spheéres et ainsi obtenir un couplage efficace. Ces premieres étapes nous ont permis de
fabriquer et de caractériser les structures passives des nano-antennes [10].

Le controle du nombre de brins d’ADN nous a permis d’introduire une molécule d’ATTO647N
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unique a proximité d’une particule d’or ou au centre de dimeéres de NPsAu (chapitre 4).
L’analyse statistique de I'exaltation du taux d’émission montre une augmentation du fac-
teur de Purcell de deux ordres de grandeur lorsque I'émetteur est situé au centre des
dimeres les plus courts. Un trés bon accord entre les calculs théoriques et les données ex-
périmentales démontre un controle de la position de I'émetteur a 1’échelle nanométrique
au centre du dimere. Cette précision est aujourd’hui inaccessible avec les méthodes de
lithographie top-down. Ainsi, nous démontrons qu’il est possible de controler la position
de la source active a 1’échelle du nanometre, tout en produisant 10 milliards de copies
de nano-antennes en parallele. Nous conservons les propriétés d’une source de photons
uniques tout en accélérant fortement I’émission spontanée dans un dimere [85].

Les mesures de molécules uniques (chapitre 4) ne permettent pas d’estimer expérimen-
talement l'efficacité de ’antenne. Cependant, des mesures par spectroscopie de corrélation
de fluorescence (FCS, chapitre 5) nous ont permis d’évaluer une valeur moyenne de 1'ef-
ficacité par le rendement quantique effectif. L’analyse FCS a aussi permis d’estimer une
augmentation de plus d’un ordre de grandeur de la section efficace d’absorption et du taux
de d’émission pour les dimeres, comparées aux molécules isolées. De plus, les dimeres les
plus courts produisent 1.35x plus de signal que ’échantillon de molécules isolées pour
un rendement quantique tres faible estimé a 1.6%. En effet, le champ exalté a I'excita-
tion pour cet échantillon compense la réduction de rendement quantique dii aux pertes
ohmiques des NPsAu [66].

Les valeurs estimées en FCS (chapitre 5) font appel a une hypothese forte : analyse
des courbes de saturation suppose des émetteurs identiques, pouvant étre décrits par un
modele quantique a deux niveaux. Les valeurs mesurées de I'g sont d’ailleurs plus faibles
qu’attendues par la théorie de Mie. Une sous-estimation de I'g, et donc de ¢, entraine une
surestimation de la section efficace d’absorption. Il serait donc tres intéressant d’affiner
I’analyse de ces échantillons inhomogenes, en particulier en estimant le rendement quan-
tique de molécules uniques ou en connaissant expérimentalement la distribution d’angles
entre le dipole de transition de la molécule et les dimeres d’or. L’une des perspectives
ouvertes par ce travail serait donc l’estimation de l'orientation des dimeres dans nos
échantillons pour 'analyse de 'anisotropie de fluorescence en trois dimensions. Ceci est
notamment possible en étudiant l'intensité de fluorescence dans le plan de 1’échantillon
et en utilisant une polarisation d’excitation radiale ou azimutale [122]. En comparant les
intensités de fluorescence d’émetteurs de méme orientation, isolés et au centre d’un di-
mere, il serait possible d’estimer une distribution statistique des rendements quantiques
effectifs.

Surtout, I'analyse théorique en électrodynamique classique nous a permis de mettre en
évidence des voies d’optimisation des performances des nano-antennes. L’exaltation du
signal de fluorescence des émetteurs dans des nano-structures métalliques serait proba-
blement augmentée d’un facteur 3 si l'orientation des molécules était fixée le long de ’'axe
du dimere (couplage longitudinal). 11 est également possible d’accroitre considérablement
I’exaltation en excitation des molécules si celles-ci absorbent au pic de résonance plasmon
de I'antenne. On peut alors espérer une augmentation du signal de fluorescence malgré une
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diminution probable du rendement quantique. L’ingénierie des modes plasmons de 'an-
tenne doit également permettre d’en augmenter notablement 'efficacité. En particulier,
I'utilisation de plus grosses particules, de particules d’argent ou de particules anisotropes
fournirait une section efficace de diffusion plus importante. Des premiers résultats sur
I'utilisation de dimeres de particules de 80 nm ou 100 nm de diametre viennent d’étre
publiés et indiquent des exaltations du signal de fluorescence d’'une molécule unique de
plus d'un ordre de grandeur [11]. Toutefois, la pureté des dimeres décrits est souvent de
lordre de 10 %.

Au dela d’une simple amélioration des performances des antennes décrites dans ce
manuscrit, l’'obtention de dimeres d’or alimentés par une molécule unique ouvre la voie a de
nouvelles études photophysiques passionnantes. Ainsi, en modulant les taux d’excitation et
d’émission de plus d'un ordre de grandeur sur une transition électronique, nous modifions
probablement les probabilités de transiter vers d’autres états de spin ou de symétrie
électronique. En modifiant la probabilité d’étre dans un état triplet excité, nous allons
stirement changer le clignotement et la photostabilité d’une molécule unique [97]. De
plus, il est possible d’ajouter une deuxiéme molécule sur le brin d’ADN et de regarder,
par exemple, comment deux émetteurs, couplés de maniere résonante par un mécanisme
Forster (FRET), vont étre influencées par une nano-antenne.

Il est également possible de changer la nature de I’émetteur quantique au centre de
Iantenne. En effet, les transitions électroniques des molécules organiques ont des forces
d’oscillateur parmi les plus élevées de la matiere condensée. Une nano-antenne serait
donc encore plus utile avec des cations métalliques ou des lanthanides dont les dipoles de
transition (électriques et parfois méme magnétiques [99]) sont plusieurs ordres de grandeur
plus faibles que ceux de ’ATTOG647N mais dont les propriétés d’émission sont des sondes
de leur environnement (champ magnétique statique, pression [123], température [124],...).

A moyen terme, de nombreuses perspectives existent également pour des antennes plus
complexes ou actives. En particulier, I’efficacité d’une antenne optique peut étre amplifiée
en la rendant directive de telle sorte a collecter toute I’émission spontanée dans I'ouver-
ture numérique d’un objectif de microscope. Ceci a déja été démontré dans des antennes
complexes de type Yagi Uda [16]. Toutefois, des études théoriques réalisés en collaboration
entre les instituts Fresnel et Langevin ont mis en évidence que des antennes brillantes et
directionnelles pouvaient étre réalisée avec un nombre limité de particules (< 4) [125,39].
Un projet ANR est en cours pour la réalisation de telles nanostructures.

Nous avons également mis en évidence dans ce travail que des variations nanométriques
de la distance émetteur-particule modifiaient fortement les taux d’émission spontanée. Il
doit donc étre possible de moduler, par un facteur extérieur, la réponse optique de nos
dimeres d’or pour produire des antennes optiques actives. On peut notamment penser
a des processus chimiques pouvant modifier insitu la longueur du brin d’ADN comme
I'ouverture spécifique d'une boucle d’ADN [126] ; mais aussi a un champ électrique statique
compte tenu des forces électrostatiques dominant la morphologie des dimeéres.

Globalement, ce travail de these offre une boite a outil flexible pour la conception et
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I’étude de nanostructures associant, de maniere contrdlée et reproductible, un émetteur
quantique et des particules fortement polarisables par la lumiere.
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