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Préface

Les nanoparticules d’or sont de plus en plus exploitées dans des applications biomédi-
cales : comme agents de contraste [1], comme sources photothermiques pour 'imagerie
[2, 3, 4] et le traitement de cancer [5, 1], ou encore comme biocapteurs [6, 7]. En effet,
elles présentent le double avantage de fournir une forte interaction lumiere-matiére grace
au phénomene de résonance plasmon, et d’avoir une excellente bio-compatibilité. De plus,
lorsque deux particules se rapprochent, leurs résonances se couplent, entrainant une aug-
mentation de la section efficace de diffusion et un changement de couleur visible sur un
simple caméra couleur en microscopie de champ sombre [8]. Il est alors possible de détecter
un changement de la distance interparticule a ’échelle nanométrique [9, 10, 11, 8, 12]. Si
ce changement de distance peut étre corrélé avec une information biochimique d’intérét,
il est alors possible de détecter cette derniere avec une grande facilité expérimentale a
I’échelle de la molécule individuelle.

Cette idée a été exploitée depuis une quinzaine d’années pour concevoir des dimeres de
particules d’or (d'un diametre typique de 30 nm a 50 nm) reliées par de courts brin
d’ADN : il est alors possible de corréler le couplage plasmon mesuré avec la longueur de
ce brin d’ADN [9, 10, 11, 8, 12]. Cette approche a ainsi permis de détecter optiquement
I'hybridation d’un brin d’ADN [9] ou d’observer l'interaction entre une protéine unique
et un dimere de particules reliées par une séquence aptamere d’ADN [13]. Toutefois,
cette approche est limitée par plusieurs complexités expérimentales liées, en particulier,
a la stabilisation des particules d’or par des ligands de surface qui introduisent un fort
encombrement stérique entre les particules d’or [8] : il serait trés intéressant d’arriver a
délocaliser le processus de reconnaissance biochimique de cet interstice nanométrique. De
plus, il apparait essentiel de rendre ce mécanisme de modulation de la distance interpar-
ticule le plus versatile possible, afin de rendre les propriétés optiques de ces nanostructures
hybrides sensibles a différents stimuli physicochimiques.

Au cours de ma these, je vais assembler de tels dimeres de particules d’or autour de nanos-
tructures complexes en ADN, nommées origamis d’ADN, et dont la morphologie peut étre
programmée pour répondre a différents stimuli externes. Au cours des 15 derniéres, de
nombreuses équipes ont développé de telles structures synthétiques en ADN dont la taille
peut atteindre une centaine de nanometres [14, 15, 16, 17, 18, 19]. De plus, la com-
préhension de plus en plus poussée des mécanismes d’interaction entre des brins d’ADN et
d’autres (bio)molécules ou cations a permis de programmer des mécanismes de reconnais-
sance spécifique directement dans des séquences de nucléotides. Cette programmation va
d’interactions entre brins d’ADN spécifiques comme 'ouverture de structures secondaires
(i.e. hairpins [20]) ou des réactions de strand displacement [21]) ; a des mécanismes
de repliement de brins d’ADN autour d’autres espéces chimiques : de la formation de
quadruplex autour de cations [22] & des mécanismes sélectionnés par évolution dirigée
pour les aptameres [23]. Les nanotechnologies ADN fournissent alors une boite a outil
particulierement riche pour créer des nanostructures, avec un contréle morphologique a
I’échelle du nanomeétre, qui sont programmeées pour se déformer en présence de stimuli
choisis [24, 25, 26].

Ainsi, ce travail de thése vise & assembler un dimere de particules d’or de 40 nm de
diametre sur des origamis d’ADN dynamiques afin de créer des nanostructures hybrides



dont la réponse optique peut étre activement modulée, de maniere spécifique. Pour cela,
j’'ai développé, a la fois, des méthodes de synthése de ces nano-objets hybrides complexes,
mais également des outils spectroscopiques pour caractériser leurs propriétés optiques a
I’échelle de 1’objet individuel.

Ce manuscrit se compose de 6 chapitres. Dans le premier, je vous présenterai les aspects
théoriques qui régissent les propriétés optiques des nanoparticules d’or ainsi que leur pro-
priétés physico-chimiques. Cela me permettra de décrire I’état de 'art sur 1'utilisation de
nanostructures d’or sensibles & des informations biochimiques. Puis, aprés un bref rappel
sur la structure d’ADN, je vous présenterai le domaine des nanotechnologies ADN et leur
intérét pour créer des nanostructures dynamiques. En particulier, j’introduirai les origamis
d’ADN 2D, 3D et dynamiques puis je discuterai de 1’état de ’art sur les nanostructures
hybrides or - origamis d’ADN.

Dans le deuxieme chapitre, nous verrons le design général de notre origami d’ADN en
forme de Y ainsi que sa synthese qui a été optimisée par nos collaborateurs de I’équipe
de Gaétan Bellot du CBS a Montpellier. Je vous présenterai ensuite le protocole que
j’ai développé de fonctionnalisation des nanoparticules d’or et de leur assemblage sur ces
origamis d’ADN. Cet assemblage a, en particulier, nécessité une optimisation de la stabil-
ité colloidale des particules d’or pour les rendre compatibles avec des origamis d’ADN.

Au cours du troisieme chapitre, je vous présenterai deux protocoles d’analyse optique
exploités au cours de cette thése. Le premier est basé sur 'analyse spectroscopique de
dimeres uniques en champ sombre, le second sur une analyse colorimétrique grace a un
simple caméra couleur CCD. Je vous montrerai aussi, au cours de ce chapitre, 'intérét
d’utiliser des particules monodisperses en forme et en taille (fournies par notre collabo-
ratrice Sylvie Marguet du CEA Saclay) plutét que des particules commerciales afin de
minimiser la dispersion des réponses optiques des dimeres. Enfin, je vous présenterai une
méthode numérique permettant d’établir une courbe théorique reliant la longueur d’onde
de résonance longitudinale des dimeres avec la distance interparticule.

Enfin, dans les deux derniers chapitres, nous nous intéresserons & la partie centrale de
Iorigami comportant le site actif de ces nanostructures dynamiques. Ainsi au cours du
quatrieme chapitre, nous étudierons des dimeres de particules d’or assemblés autour d’un
origami qui a été congu pour changer de conformation par une réaction de strand displace-
ment. Le chapitre 5 sera consacré a I’analyse du comportement de dimeres assemblés sur
des origamis sensibles a des variations de pH. Le dernier chapitre me permettra de conclure
cette étude et d’en discuter les perspectives en présentant quelques données préliminaires
obtenues au cours de cette these.
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2 CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Mon travail de thése porte sur le développement de nanostructures hybrides obtenues
par l'association de nanoparticules d’or (AuNPs) et d’origamis d’ADN ; et dont les pro-
priétés optiques sont sensibles a des stimuli physico-chimiques. Le but de ce chapitre
introductif est donc, & la fois, d’introduire ces deux briques de bases par de brefs rappels
théoriques et historiques ; mais également de motiver le sujet de ma these par un apercgu
de I’état de l’art sur le développement de nanostructures hybrides or-ADN.

1.1 Les nanoparticules d’or

Les nanoparticules d’or trouvent de plus en plus d’applications biomédicales comme agents
de contrastes optiques [1], sources photothermiques de chaleur localisée (pour la thérapie
[5, 1] ou l'imagerie [2, 3, 4]) ou comme capteurs biochimiques [6, 7]. Cet engouement
croissant est 1ié a la conjonction de deux propriétés essentielles de I'or & 1’état de nanopar-
ticules colloidales : une tres forte interaction lumiere-matiere due a des résonances plas-
mon localisées et une excellente bio-compatibilité liée & sa faible toxicité et sa résistance
a l'oxydation. Dans un premier temps, je vais rappeler briévement les propriétés optiques
de nanoparticules d’or uniques et de dimeres d’AuNPs, qui seront étudiés au cours de ce
travail de these. Je rappellerai également les processus physico-chimiques qui gouvernent
la stabilité des nanoparticules d’or en milieu aqueux et qui seront essentiels pour per-
mettre la synthese et I’étude de mes nanostructures hybrides. La derniére partie de ce
sous-chapitre s’intéressera plus spécifiquement a 'utilisation de particules d’or uniques ou
de dimeres de nanoparticules d’or comme capteurs biochimiques. Ce paragraphe permet-
tra, en particulier, de motiver 'utilisation des nanotechnologies ADN pour concevoir des
nanostructures d’or sensibles a leur environnement.

1.1.1 Propriétés optiques des nanoparticules d’or

Approximations quasi-statique et dipolaire

Figure 1.1: Représentation visuelle de 'excitation a la résonance plasmon d’une particule
d’or répondant comme un dipdle électrique induit.

Intéressons-nous tout d’abord aux propriétés optiques des nanoparticules d’or et a
leur capacité a présenter des résonances plasmon localisées. Les résonances plasmon aux
fréquences optiques sont obtenues pour des matériaux présentant une partie réelle de leur
constante diélectrique négative dans cette gamme de longueurs d’onde. De tels matéri-
aux sont généralement décrits comme présentant un nuage d’électrons quasi-libres dont
la constante diélectrique peut étre exprimée par un simple modele de Drude (électrons
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ne subissant pas de force de rappel des noyaux mais simplement une force de frottement
fluide). Dans le cas de l'or, les électrons de conduction peuvent étre correctement décrits
par un modele de Drude mais la présence de transitions électroniques interbandes pour des
longueurs d’onde inférieures a 500 nm (bande d vers bande de conduction sp), nécessitent
de corriger la constante diélectrique : on parle alors de modele de Drude-Lorenz. Les par-
ties rélle et imaginaire de la constante diélectrique expérimentale de ’or sont données sur
la figure 1.2. On retrouve bien une partie réelle de la constante diélectrique sensiblement
négative a des fréquences supérieures a 500 nm. Cette figure présente les parties réelles
et imaginaires estimées dans deux publications & partir de mesures sur des films d’or. Les
données en ligne pleine bleue, publiées par Johnson & Christy en 1972 [27], sont celles
généralement exploitées pour étudier les propriétés optiques de particules d’or. La courbe
en ligne pointillée orange représente des données obtenues en 2012 pour un film d’or de
rugosité négligeable (0,25 nm) obtenu par template stripping [28] : on observe que si les
parties réelles sont en accord pour les petites longueur d’onde (jusqu’a 600nm), dans les
grandes les valeurs de 2012 sont 1égeérement inférieures a celles de 1972. En ce qui concerne
la partie imaginaire des données, I'analyse est plus complexe. Les valeurs de Johnson &
Christy sont tout d’abord inférieures jusqu’a 500nm, puis entre 500 et 900nm les deux
séries de données sont assez proches et se croisent a plusieurs reprises. Finalement au
dela de 900nm les deux courbes se séparent ; les mesures effectuées sur le film obtenu
par template stripping se retrouvant alors en dessous. Nous verrons dans la partie 3.3 de
cette these que ces différences entrainent une variation importante de la longueur d’onde
de résonance obtenue pour des particules d’or.

(a) (b)

0 7 —_—
) A — Johnson & Christy
10¢ 6 --- Olmon (T.S.)
-20} 5|
N ~~
-30}
& £ 4]
/ N
S -40} g
R ~ 3]
-50}
— Johnson & Christy 2
-60f |--- Olmon (T.S.) [ A
-70 A 1 M s —
400 600 800 1000 1200 400 600 800 1000 1200
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 1.2: Parties réelle et imaginaire de la constante diélectrique de ’or mesurée expéri-
mentalement sur des films continus [27, 28].

Pour une lumiere incidente donnée, le nuage d’électrons de conduction de ’or va donc
se polariser, comme représenté schématiquement sur la figure 1.1. Dans ’hypothese ou les
particules d’or sont petites par rapport a la longueur d’onde (ce qui sera systématiquement
le cas dans cette these avec des tailles typiques de 40 nm de diametre), on peut négliger
la périodicité spatiale du champ électrique de la lumiere : il est probable que les électrons
se déplaceront avec une phase homogene vis-a-vis du champ électrique et donc que les
particules d’or pourront alors étre approximées par un dipdle induit. Nous allons voir que
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pour une fréquence spécifique de la lumiere incidente, 1'oscillation du nuage électronique
peut étre maximale : 'interaction est alors résonante. Cette résonance crée une amplifica-
tion de ’absorption et de la diffusion de la particules, comme schématisé dans la figure 1.3.

Qsca

Eo

Figure 1.3: Extinction, absorption et diffusion de la lumiére par une particule d’or.

Pour caractériser cette résonance de l'interaction lumiere-matiére, nous devons ex-
primer les grandeurs caractéristiques associées. La combinaison de 'absorption et de la
diffusion définissent I’extinction dont la grandeur caractéristique est une section efficace
Cest, homogene a une surface : c’est a dire la surface effective d’une onde plane incidente
qui est éteinte par la particule dans sa direction de propagation. Finalement, pour une
particule d’or donnée, on exprime trois sections efficaces d’interaction Ce,, Cups pour
I’absorption et Cy., pour la diffusion telles que : Cept = Cups + Csca, dépendant toutes les
trois de la fréquence de ’onde incidente.

Lorsque ’on suppose le diameétre des particules tres inférieur & la longueur d’onde d’excitation,
soit ne dépassant pas la dizaine de nanometres, il est possible de se placer dans I’approximation
quasi-statique : on suppose la longueur d’onde de la lumiére infinie par rapport a la par-
ticule, correspondant a une fréquence effective nulle. Dans cette approximation, il est aisé
d’effectuer un calcul électrostatique de la réponse d’une spheére d’or de rayon a vis-a-vis
d’un champ électrique homogene et statique Ej en connaissant la constante diélectrique
de lor g, et la constante diélectrique de ’environnement ;. Ce calcul montre que la
sphere répond exactement comme un dipdle induit :

3&m — €1

Em + 2e1
ag correspondant a la polarisabilité quasi-statique de la nanoparticule. Il apparait alors
une condition de résonance de cette polarisabilité lorsque la partie réelle du dénominateur
s’annule: Re(e,,) = —2¢;. Dans le cas d’un milieu environnant tel que I’eau ou air, c’est
a dire dont la constante diélectrique est positive et proche de 2, cela correspond pour l'or a
une longueur d’onde de résonance proche de 520 nm - 530 nm. Cette résonance est appelée
résonance de plasmon de surface localisé (LSPR, Localized Surface Plasmon Resonance).

Dsphere = 0100 avec ag = 4ma (1.1)

Le principe du modele quasi-statique est de négliger les oscillations temporelles du champ
électrique pendant le calcul de la polarisabilité mais, ensuite, de considérer que le dipole
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induit est oscillant. Dans le cas général d’'un dipole oscillant de polarisabilité a dans
un champ F oscillant, le rayonnement qui est alors obtenu permet de définir les sections
efficaces de diffusion et d’extinction telles que :

Csca = % |Oé’2 (12)
Ceajt =kIm (a)

avec k = /g1 27” le vecteur d’onde associé a E se propageant dans un milieu d’indice /e;.
Ces formules montrent les limites du modele quasi-statique : si la partie imaginaire de &,,
est nulle alors C¢,y = 0 tandis que Cs., > 0. Or, nous avons bien rappelé que I'extinction
représente 1’énergie totale enlevée, prenant en compte la diffusion et ’absorption : d’apres
la loi de conservation de I’énergie, il n’est donc pas possible d’avoir Cyeq > Ceyr. Le modeéle
quasi-statique n’est donc exploitable que dans le cas ot Cyseq << Ceyr €t donc Cyps = Cogt.
Cela est le cas pour des particules d’or de diameétre inférieur & 10 nm. La condition
de résonance en extinction correspondant également a ’annulation de la partie réelle du
dénominateur de la polarisabilité, ces formules permettent de comprendre la couleur rouge
des suspensions colloidales de petites particules d’or sphériques : la résonance en extinction
a 530 nm correspond a une tres forte absorption dans le vert et donc a une transmission
de la couleur complémentaire, le rouge. On observe également que cette condition de
résonance est a priori indépendante de la taille de la particule. Toutefois, I’approximation
quasi-statique ne sera pas exploitable au cours de cette theése puisque les particules utilisées
feront 40 nm de diametre environ.

Tant que la particule est d’une taille sensiblement inférieure a la longueur d’onde (jusqu’a
des diametres de 60-80 nm pour l'or), il est toujours possible de supposer que tous les
électrons polarisés sont en phase les uns par rapport aux autres et donc d’approximer la
particule a un dipdle électrique induit. Il faut toutefois corriger la polarisabilité quasi-
statique par un terme de dépolarisation dynamique [29]. Ainsi, pour une sphére dont le
diametre est faible devant la longueur d’onde, la polarisabilité corrigée o peut s’écrire :

o (w)
a(w) = — (1.3)
1-— zﬁ—ﬁao(w)
La condition de résonance de la polarisabilité dépend alors de la taille de la partic-
ule. Ainsi la résonance se décale vers le rouge lorsque la taille de la particule augmente.
De plus la dépolarisation dynamique amortit davantage la résonance plasmon et 1’élargit

spectralement. Apres correction, la section efficace de diffusion peut s’écrire :

2 K
Coseq = — 14
o o (1.4)
Ainsi :
k3 Im () k*
Coxt = kIm(a) = k|af? e ool 2 |04267 = Csea (1.5)

La loi de conservation de 1’énergie est donc bien respectée.

FEn négligeant la dépolarisation dynamique, les sections efficaces de diffusion et d’absorption
varient respectivement en a® et a3. De plus en effectuant le rapport des sections efficaces
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de diffusion et d’extinction, on constate qu’il est proportionnel au volume V' de la particule

Csea V a\?

Cela se traduit par une domination de l’absorption pour les petites particules et,
a linverse, les particules plus grandes diffusent plus efficacement la lumiere. Comme
I’analyse des propriétés optiques effectuées pendant cette theése sera effectuée par mesure
de spectres de diffusion, cela explique que nous ne pouvons pas travailler avec des petites
particule d’or. Au dela de 40 nm de diametre, la section efficace de diffusion d’une sphere
d’or vaut plus de 10% de la section efficace d’extinction : c’est pourquoi ce travail de theése
nécessite des particules d’or d’au moins 40 nm de diametre.

Limites du modele dipolaire sphérique

Les formules présentées ci-dessus considéraient que la polarisabilité de la particule était
un simple scalaire. Ceci n’est valable que pour une sphére unique. Pour une par-
ticule anisotrope, la polarisabilité est une matrice (3,3). Dans I'hypothése ou l'objet
anisotrope est petit par rapport a la longueur d’onde et répondra donc toujours comme
un dipdle électrique induit, cette polarisabilité sera une simple matrice diagonale. Dans ce
cas, l'approximation dipolaire reste valable mais il faut recalculer la polarisabilité quasi-
statique matricielle pour rendre compte de la géométrie de la particule.

Par conséquent, pour une particule anisotrope et suivant son orientation vis-a-vis du champ
électrique, jusqu’a trois modes propres d’oscillation des électrons de conduction seront ob-
servés et ils auront des fréquences de résonance différentes. Ainsi, & volume équivalent une
structure plus complexe aura une longueur d’onde de résonance différente d’une sphere
[30]. Par exemple dans le cas d’une ellipsoide de révolution, la résonance se décale vers
le bleu pour une polarisation suivant le petit axe (mode dit transverse) et vers le rouge
suivant le grand axe (mode dit longitudinal). Au cours de cette thése nous verrons, en
particulier, comment l’inhomogénéité en forme des particules entraine un étalement des
distributions de longueur d’onde pour des particules de volumes semblables.

Pour des particules de taille non négligeable par rapport a la longueur d’onde (supérieures
a 60-80 nm de taille caractéristique), 'approximation dipolaire n’est plus valable. Dans
le cas d’une particule sphérique, il est possible de résoudre exactement les équations de
Maxwell en symétrie sphérique et d’utiliser la théorie de Mie [31] qui prend en compte le
déphasage entre les déplacements des électrons a différentes positions de la particule : on
voit alors apparaitre des modes d’ordres plus élevés (quadrupolaires, octupolaires, etc...).
La théorie de Mie permet également d’exprimer les sections efficaces d’extinction et de
diffusion par une sphere. Il est ensuite facile d’en déduire également celle d’absorption.
Cependant la théorie de Mie se limite a 1’étude d’une sphere dans un milieu diélectrique
environnant homogene : elle n’est donc pas suffisante pour décrire des systemes a environ-
nements diélectriques inhomogeénes ou des particules de forme quelconque. Dans ces cas
plus complexes, il est généralement nécessaire de résoudre numériquement les équations

de Maxwell.
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1.1.2 Propriétés optiques de dimeres de nanoparticules

Les particules d’or utilisées dans le cadre de cette theése (environ 40 nm de diameétre)
peuvent donc étre approximées par des dipdles induits. Comme ces dipdles rayonnent un
champ électromagnétique, une premiere particule d’or va influer sur le champ électrique a
la position d’une seconde particule : des effets de couplage vont apparaitre. Nous allons
voir que ce couplage électromagnétique de plusieurs nanoparticules a une tres forte dépen-
dance vis-a-vis de la distance interparticule et que cette dépendance permet de traduire
une distance nanométrique en une information spectrale aisément mesurable.

Gréce a I'approximation dipolaire, il est possible de considérer chaque particule comme
un dipdle induit et de comprendre les principaux mécanismes liés au couplage plasmon
sans avoir & les calculer quantitativement [32]. De plus, en considérant des particules
sphériques, il est possible de négliger ’aspect matriciel de la polarisabilité et donc de ne
s’intéresser qu’a des solutions scalaires : dans ce cas, les équations de Maxwell reviennent
aux solutions de I’équation de Schrodinger. Ainsi le couplage des dipoles induits est ana-
logue a l'interaction de deux orbitales atomiques de type p quand on forme une liaison
moléculaire. Ce modeéle d’hybridation peut étre schématisé comme sur la figure 1.4a [33].

(a) (b)

Energie

-

Figure 1.4: Représentations schématiques du couplage plasmon : modeéle d’hybridation [33]
(a) et représentation des lignes du champ émis par un dip6le induit dans une particule se
couplant au nuage d’électron d’une seconde en géométrie longitudinale ou transverse.

Dans cette représentation, le couplage entre les dipoles induits dans chaque particule
est obtenu suivant deux orientations. La premiere, selon I'axe du dimeére, correspond a
des modes longitudinaux (notés 1 et 4). La seconde, dans ’axe perpendiculaire a celui du
dimere, fournit des modes transverses (notés 2 et 3). Les modes transverses sont dégénérés
2-a-2 compte-tenu de la libre révolution du systéeme par rapport a ’axe du dimere. Pour
chaque mode, les dipdles peuvent étre couplés de maniere parallele (dipoles en phase) ou
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anti-parallele (dipoles en opposition de phase).

Il est possible d’expliquer qualitativement le décalage spectral correspondant a chaque
géométrie de couplage en considérant I'orientation des lignes de champ électrique fournies
par un des dipdles induits (figure de droite). Dans le cas longitudinal, les lignes de champ
du premier dipéle vont favoriser le déplacement des électrons dans le méme sens. Le cou-
plage est donc coopératif pour le cas parallele, et anti-coopératif dans le cas ou les deux
dipdles sont en opposition de phase. Il faut donc moins d’énergie pour exciter le cas paral-
lele (décalage spectral vers le rouge) et plus d’énergie pour le cas anti-parallele (décalage
vers le bleu). L’effet est inversé pour le cas transverse : en effet, les lignes de champs sont
inversées sur I’axe perpendiculaire au dipdle et ce couplage favorise donc 1’obtention de
deux dipdles en opposition de phase.

De plus, 'amplitude du champ induit par le dipdle est plus élevé dans ’axe de dipole que
perpendiculairement : c’est pourquoi le décalage énergétique dans le cas longitudinal est
plus élevé que dans le cas transverse, de maniere similaire au décalage d’énergie supérieur
pour un recouvrement d’orbitales p en configuration o qu’en configuration .

Ces 4 différents modes vont donc présenter différentes fréquences de résonance mais égale-
ment de grandes variations des sections efficaces d’interaction avec la lumiere. En effet,
les deux modes anti-paralléles (notés 2 et 4) sont de maniére effective des quadripdles : en
approximation quasi-statique (champ parfaitement homogene), leur couplage avec la lu-
miere serait totalement nul. Hors de cette approximation mais avec des dimeres petits par
rapport a la longueur d’onde (approximation dipolaire pour la réponse du systéme couplé),
ces sections efficaces resteront faibles. Au contraire, les couplages paralléles (notés 1 et 3)
correspondent a un dipdle effectif non-nul et se coupleront efficacement avec la lumiere.
On parle souvent de modes sombres pour les cas anti-paralléles et de modes brillants pour
les cas paralleles [34, 33].

Il est également important de noter que le mode plasmon longitudinal brillant fournit des
sections efficaces d’interaction avec la lumiere plus importantes que le mode transverse
brillant. En effet, ’aspect coopératif du couplage longitudinal n’entraine pas seulement
un décalage spectral vers le rouge mais il augmente également la polarisation induite dans
chaque particule. Comme 'effet est anti-coopératif pour le mode transverse, on peut com-
prendre qualitativement que la section efficace d’extinction de deux particules couplées de
maniere transverse sera inférieure a deux particules non couplées, qui sera elle-méme in-
férieure a deux particules couplées de maniere longitudinale. C’est pourquoi, en pratique,
le mode longitudinal va dominer les spectres d’extinction et de diffusion d’un dimeére sous
lumiere blanche non-polarisée ; et c’est également la raison pour laquelle, au cours des
analyses spectrales présentées dans cette these, ce sera ce mode qui sera étudié préféren-
tiellement.

En pratique lorsque la distance interparticule est faible, et donc le couplage fort, il est
possible de mesurer simultanément les deux modes griace a l'important décalage vers le
rouge de la longueur d’onde de résonance du mode longitudinal. Le décalage du maxi-
mum des spectres de résonance est quasi-exponentiel lorsque les particules se rapprochent
[35, 11, 36, 37].

Les limitations pour 'utilisation de cette approximation dipolaire dans le cas d’un dimere
sont encore plus strictes que dans le cas d’une particule seule. Ainsi, elle n’est valable
que pour des couples de petites particules devant la longueur d’onde [34] et suffisamment
éloignées 1'une de lautre [38]. En effet méme pour des petites particules, si la distance
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bord-a-bord est inférieure & leur rayon il est nécessaire de tenir compte des couplages entre
les modes d’ordre supérieur [38]. Ceci est logique : le champ rayonné par chaque dipole
induit est inhomogene. Il faut donc que les particules soient éloignées avec un couplage
inefficace pour pouvoir considérer le champ homogene au niveau de chaque particule et
retrouver un modele dipolaire réaliste.

Dans le cas de particules relativement grandes (> 60nm) des modes supposés sombres
dans approximation dipolaire peuvent méme devenir brillants [39, 40]. Il n’est donc plus
possible d’utiliser cette approximation. La théorie de Mie généralisée permet une analyse
plus compléte en prenant en compte tous les modes d’interaction tant que les particules
sont sphériques [41] et que le milieu diélectrique environnant est homogene.

I1 a été discuté dans la littérature que, pour des particules dont le diametre (2a) se situe
entre 20 et 90 nm, le rapport entre le décalage spectral entre la résonance longitudinale du
dimere Aplasmon (pour une distance interparticule bord-a-bord d) et une particule seule de
résonance \g suit une loi d’échelle universelle indépendamment de la taille des particules
[35, 42]. Cette équation est généralement appelée plasmon-ruler et se définit telle que :

Aplasmon - )\0 _d/za
Ao 0,23

(1.7)

Si cette équation donne un bon accord qualitatif pour des distances interparticules
assez élevées [10], un ancien doctorant de I'Institut Langevin a vérifié qu’elle n’était pas
adaptée pour des distances plus courtes [43]. De plus, a des distances interparticules de
I’ordre du nanomeétre ou moins, des effets non-locaux impliquent que les approximations
de I’électrodynamique classique ne sont plus valables et les décalages spectraux théoriques
sont alors surestimés [44, 45]. C’est pourquoi cette équation ne sera pas utilisée au cours
de cette theése. Toutefois, cette équation montre bien la tres forte sensibilité du cou-
plage plasmon a la distance interparticule : pour des particules de 40 nm de diameétre
(utilisées dans cette these) et quand la distance interparticule varie de 20 nm a 10 nm
: AXplasmon ~0, 04X\g~20nm. Donc, on observe qu’une variation nanométrique de la dis-
tance donne un décalage spectral aisément mesurable sur un spectrometre, voire avec une
simple caméra comme indiqué sur la figure 1.5 et comme nous en discuterons davantage
au cours de ce manuscrit.

La figure 1.5 présente des données obtenues par un ancien doctorant de I'Institut Langevin
en mesurant la résonance plasmon longitudinale de dimeres de particules d’or de 40 nm
liées par un double-brin d’ADN en fonction de la force ionique [8]. Comme expliqué dans
le paragraphe suivant sur la physico-chimie des nanoparticules d’or, I'augmentation de
la force ionique réduit la répulsion électrostatique entre particules et réduit la distance
interparticule d. Nous pouvons voir un décalage spectral progressif vers le rouge de la
résonance plasmon, aussi bien visible par spectroscopie de particules uniques que sur une
simple caméra couleur.

Ces différents points expliquent l'intérét que nous portons a l'utilisation du couplage
plasmon entre particules de 40 nm pour mesurer des déformations nanométriques. Afin
d’établir une relation quantitative entre la longueur d’onde de résonance longitudinale
des dimeres et la distance interparticule (bord-a-bord), permettant ainsi une analyse mor-
phologique des nanostructures, nous avons utilisé une méthode numérique nommée Bound-
ary Element Method et basée sur la méthode des éléments finis. Cet outil sera présenté
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dans le chapitre 3 avec une discussion sur le choix des fonctions diélectriques afin d’établir
une courbe de calibration la plus adéquate possible.

Pour optimiser la section efficace de diffusion et augmenter la force du couplage plasmon,
on pourrait imaginer privilégier I'utilisation de particules d’or les plus grandes possibles.
Toutefois, comme discuté dans le paragraphe suivant, la stabilité colloidale des particules
d’or diminue fortement avec leur taille. C’est pourquoi un bon compromis entre stabilité,
section efficace de diffusion et couplage plasmon élevé est obtenu avec des particules d’or
de 40-50 nm comme utilisées dans ce travail.

Normalised intensity (u.a.)

2 b —
500 550 600 650
Wavelength (nm)

CNaCI

Figure 1.5: Evolution, en fonction de la force ioniue, de la morphologie, et donc de la
résonance plasmon longitudinale, d’un dimere de particules d’or de 40 nm assemblées sur
un double-brin d’ADN : représentation schématique et exemple typique de I’évolution de
la réponse optique en spectroscopie et en imagerie sur fond noir (adaptée de [8]).

Au cours de cette theése nous ne sous intéresserons qu’a de simples dimeres et a la
dépendance de leur couplage en fonction de leur distance interparticule. Cependant il
est également possible d’associer un plus grand nombre de particules d’or et d’exploiter
le couplage de leurs résonances plasmon dans le but de moduler encore d’avantage les
propriétés optiques. Il est ainsi possible de les organiser en hélices afin d’introduire de
la chiralité [46, 47, 48, 49, 50] ou d’observer des effets magnétiques en les assemblant en
cercle [51, 52] ou en framboise [53, 54].

Couplage plasmon Vs FRET

La capacité du couplage plasmon a détecter des variations de distance par une mesure
spectroscopique est conceptuellement proche du couplage entre fluorophores dans un pro-
cessus de type FRET (Forster Resonant Energy Transfer) [20]: un couplage en champ
proche entre dipdles, dont I'efficacité est sensible a la distance a 1’échelle nanométrique,
induit un phénomene spectral mesurable en champ lointain. Je discuterai plus en détails
du FRET dans le chapitre 5 ou ce processus sera exploité pour caractériser les variations
de morphologie d’origamis d’ADN en fonction du pH.

Toutefois, il y a des différences conceptuelles et expérimentales importantes entre ces deux
techniques spectroscopiques. Tout d’abord, Le FRET est un couplage entre un dipole
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incohérent émetteur (le donneur) et un dipdle induit absorbant (l’accepteur) quand le
couplage plasmon est un phénomeéne cohérent de couplage entre un champ incident et
deux dipoOles induits qui se couplent de maniere multipolaire. En pratique, le FRET est
adapté pour mesurer des distances de l'ordre de quelques nanometres [20] tandis que le
couplage plasmon fonctionne de quelques nanomeétres jusqu’a une distance de ’ordre du
rayon de la particule [35], soit une vingtaine de nanomeétres pour les objets étudiés dans
cette these. De plus, la section efficace de diffusion d’une sphere d’or de 40 nm de di-
ametre est supérieure d’environ 4 ordres de grandeur a la section efficace d’absorption
d’une molécule fluorescente : on peut ainsi observer un dimere unique de particules avec
une simple lampe blanche et une caméra couleur comme indiqué sur la figure 1.5. Surtout,
les particules d’or sont parfaitement photostables et ne souffrent pas du photoblanchiment
des molécules fluorescentes, leur étude peut alors étre menée pendant plusieurs dizaines
d’heures [55].

1.1.3 Physico-chimie des nanoparticules d’or

Comme précisé précédemment, 'intérét croissant porté aux nanoparticules d’or dans des
applications biomédicales ne provient pas uniquement de leurs propriétés optiques : dans
ce cas, I'argent serait privilégié car la partie imaginaire de sa constante diélectrique est sig-
nificativement inférieure a l’or et il fournit donc des résonances plasmon avec de meilleurs
facteurs de qualité (rapport entre la longueur d’onde de résonance et la largeur & mi-
hauteur de la résonance). En pratique, les propriétés physicochimiques des particules d’or
sont un point essentiel. En particulier, les faibles toxicité et réactivité de surface des par-
ticules d’or sont des atouts majeurs (tant que le diametre dépasse la dizaine de nanometres
: en dessous, des effets catalytiques sont possibles [56]). De plus, les nanoparticules d’or
peuvent étre aisément fonctionnalisées par une large gamme de molécules organiques et
de biomolécules comme représenté sur la figure 1.6, en exploitant, en particulier la liaison
entre l'or et des fonctions thiols —SH [57].

Figure 1.6: Représentation visuelle des différents ligands organiques pouvant étre greffés
en surface d’une particule d’or (adaptée de [57]).

Ces ligands de surface peuvent servir a minimiser I'interaction des particules avec des
milieux biologiques en évitant, en particulier, I’accrochage non spécifique de biomolécules
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environnantes sur la surface d’or [58]: cet aspect est essentiel pour 'utilisation des partic-
ules d’or dans des applications d’imagerie et de thérapie. A l'inverse, la fonctionnalisation
de particules avec des biomolécules données permet une interaction spécifique avec des
molécules cibles complémentaires (interaction anticorps-antigene [7] ou hybridation de
brins d’ADN [6]), approche essentielle pour le développement de capteurs biochimiques ou
de marqueurs optiques pour I'imagerie fonctionnelle.

De maniere générale, I'intérét de cette fonctionnalisation de surface est également de sta-
biliser la suspension colloidale en augmentant les répulsions entre particules : soit par
une augmentation de la répulsion électrostatique avec une augmentation du potentiel de
surface des particules ; soit par I'introduction d’une répulsion stérique évitant 'agrégation
irréversible des particules d’or. La compréhension de ces interactions entre particules est
essentielle pour ce travail de these. En effet, nous verrons que ’assemblage de nanopar-
ticules d’or sur des origamis d’ADN nécessite une excellente stabilité colloidale car les
origamis d’ADN ne sont stables qu’en présence d’ions divalents [14, 16] alors que les par-
ticules d’or agrégent en général en présence de ces ions [59].

Le but de ce paragraphe est donc d’introduire brievement les différentes interactions qui
régissent la stabilité des suspensions colloidales de nanoparticules d’or, soit la théorie
DLVO du nom de ses auteurs: Derjaguin, Landau, Verwey et Overbeek [60, 61]. J’introduirai
également une extension de cette théorie pour prendre en compte la présence d’une couche
importante de ligands organiques dans mes expériences tout en discutant des limites de
ces modeles théoriques. J’en profiterai pour introduire 'influence de ’échafaudage d’ADN
quand il s’agit d’exprimer les interactions présentes dans un dimere de particules d’or
auto-assemblées et d’introduire le concept d’energy landscape (paysage énergétique, en
frangais) d’une nanostructure hybride qui sera associé aux expériences effectuées au cours
de mon travail de these.

Attraction de Van der Waals

Les interactions de Van der Waals sont dues a des fluctuations temporelles, d’origine quan-
tique, des fonctions d’onde électroniques induisant des fluctuations de dipéles induits dans
la matiere, qui peuvent se coupler avec leur environnement. Si I'origine de ces interactions
est complexe, des formules phénoménologiques permettent d’exprimer simplement le po-
tentiel attractif entre deux spheres de rayon a d’un matériau donné, placé dans un milieu
donné, et distantes de d (bord a bord), grace a la constante de Hamaker [62]:

Va(d) = —— +1In

Aeff 242 242 d? + 4ad

d? + 4ad + (d + 2a)? (d + 2a)?
ou A.rs est la constante de Hamaker effective pour ce matériau dans un environnement
donné. Cette formule se simplifie nettement quand le rayon de la particule a est tres
grand devant la distance interparticule d et devient V, = —Afééa, correspondant au cas
de deux surfaces planes infinies. Si les particules sont treés petites devant d, on retrouve
la dépendance bien connue des interactions de Van der Waals entre molécules en —1/d°
mais celle-ci n’est pas applicable pour étudier la stabilité de spheres colloidales.
Dans le cas simple ou les spheres ne sont pas couvertes de ligands et ou le milieu environ-
nant est homogene (par exemple des spheres d’or non fonctionnalisées dans de 1'eau ultra-
pure), la constante de Hamaker effective est obtenue simplement & partir des constantes

de Hamaker théoriques du matériau et de I'environnement par Acrr = (vVAau — /A 20
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[63, 64]. Dans le cas de l'or dans l'eau (A4,24,5.107J et Ap,0=0,43.10719), la con-
stante effective vaut environ 2,2.10719.J, en excellent accord avec des mesures effectuées
par microscopie a force atomique [65]. Cette constante de Hamaker est particuliérement
élevée et est lie a la treés forte polarisabilité de I'or par rapport a l'eau.

Dans le cas ou les spheéres sont couvertes d’un autre matériau, deux configurations sont
possibles : soit la couche de surface est considérée comme rigide et le potentiel de Van
der Waals fait intervenir trois termes en prenant en compte la constante de Hamaker du
matériau en surface (modele de spheres dures [63, 64]), soit la couche se surface peut se
déformer ou s’interpénétrer et la formule précédente du potentiel de Van der Waals est
conservée avec une constante de Hamaker effective modifiée (modele de sphéres molles).
Dans le cas de surfaces d’or couvertes de ligands organiques dans un milieu aqueux,
Aepp & 10~19J d’aprés des mesures de microscopie & force magnétique [66]. L’interaction
de Van der Waals est donc faiblement écrantée par la couche organique qui est plus po-
larisable que ’eau mais nettement moins que 'or. C’est cette valeur que nous utiliserons
pour les nanoparticules d’or couvertes d’ADN utilisées dans ce manuscrit.

Répulsion électrostatique

Des nanoparticules d’or synthétisées dans ’eau présentent une charge superficielle effective
négative qui est généralement associée a la présence de ligands présents pendant la synthese
(généralement des ions citrates) et a la présence d’ions AuCl; en surface [67]. Ce potentiel
électrostatique v peut étre modulé et méme inversé en fonctionnalisant la surface avec
d’autres ligands organiques chargés. Dans le cadre de cette these, nous utiliserons, par
exemple, des ligands phosphines, des ligands amphiphiles thiolés et de courts brins d’ADN
trithiolés présentant tous une charge négative a pH physiologique ; mais aussi une amine
quaternaire amphiphile présentant une charge positive.

La répulsion électrostatique entre deux colloides chargés ne dépend pas uniquement de v
mais aussi de la concentration ionique dans le milieu. En effet, les charges superficielles
sont écrantées par une double-couche d’ions : une premiere couche d’ions de charge opposée
a la particule qui est adsorbée en surface (couche de Stern) ; et une seconde plus diffuse
mais qui se déplace avec la particule (couche de Gouy-Chapman). L’épaisseur de cette
double-couche, appelée longueur de Debye-Hiickel, est une fonction simple de la force

ionique de la solution [68, 69] :
1
—1 ( kaT )2
K = s ———
2N el

avec T la température en Kelvin, V4 la constante d’Avogadro, kg la constante de Boltz-
mann, e la charge élémentaire et I la force ionique de la solution (en mM) qui s’exprime
en fonction des concentrations des ions ¢; et de leur charge z; selon I = (1/2)%¢;z?. On
remarque que la longueur de Debye-Hiickel est d’autant plus grande que la force ionique
est faible. Dans le cadre de cette these, la force ionique sera essentiellement contrélée par
I'utilisation de cations NaT et Mg*t associés a des ions chlorures monovalents. Dans ce
cas, I = CNg+ + 36M92+.

L’expression du potentiel électrostatique entre deux spheres de potentiel ¢ peut étre sim-
plifiée dans des cas asymptotiques ou le rayon de la spheére a est tres petit par rapport a
k1 (par exemple, cas de nanoparticules dans de ’eau ultrapure de faible force ionique)
ou quand a est trés grand devant x~! (par exemple, cas de colloides micrométriques en
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présence d’une force ionique non-nulle) [61]. Dans le cadre de cette these, les forces ion-
iques utilisées seront toujours importantes : de plus d'une dizaine de mM jusqu’a 1 M.
La longueur de Debye vaut alors moins de 3 nm et la seconde hypothése est raisonnable
pour des particules de 40 nm. Dans ce cas, le potentiel électrostatique est proche d’une
décroissance exponentielle de longueur caractéristique la longueur de Debye-Hiickel [68, 69]

Vi(d) = 2magoe®In(1 + %)

ou ¢ est la constante diélectrique de I’eau a fréquence nulle. Toutefois, il est généralement
difficile d’estimer le potentiel électrostatique en surface de la particule psi par une esti-
mation des charges superficielles [70]. Une fagon indirecte de remonter a ce potentiel est
de mesurer le potentiel zéta ¢ par des mesures de mobilité électrophorétiques en solution :
¢ correspond au potentiel électrostatique en surface de la double-couche [71, 70]. Dans le
cas de nanoparticules d’or, le potentiel ¢ peut étre significativement inférieur au potentiel
de surface 1) et il dépend de la force ionique et de la nature des ions (taille et valence) [71].

Répulsion stérique

Comme nous le verrons au cours de ce manuscrit, la présence de la couche de ligands ne
peut pas étre considérée par un modele de spheres dures avec une constante de Hamaker
et un potentiel électrostatique modifiés puisque des distances interparticules inférieures a
deux fois ’épaisseur des ligands seront mesurées. Des phénomeénes similaires ont égale-
ment été observés par un ancien doctorant de I'Institut Langevin dans des dimeres de
nanoparticules d’or avec des chimies de surface et des géométries d’assemblage différentes
8, 72].

Cette possibilité d’interpénétration des couches de ligands nécessite I'utilisation d’un mod-
¢le de spheres molles. La répulsion stérique Vi(d) peut alors étre exprimée selon deux
termes : une répulsion due & la pression osmotique V,(d) quand les deux couches de lig-
ands se touchent et s’interpénétrent ; et un terme élastique V.(d) du & la compression des
ligands a des longueurs inférieures a leur longueur d’équilibre [73]. Soit L I’épaisseur de la
couche de ligands, le terme osmotique est nul pour d > 2L tandis que le terme élastique
est nul pour d > L. Un modele pour exprimer ces potentiels a été établi par B. Vincent
et collaborateurs [73], qui a donné un bon accord qualitatif pour différents types de lig-
ands organiques [74, 75, 76]. Les répulsions stériques sont alors des fonctions définies par
morceaux selon [73] :

Vy(d) =0 sid>2L

dmakpT o (1 d\?
Vo(d)—7myl]3<p2(2—x><L—2> siL<d<?2L

dral’kpT 1 d 1 d
Vo(d):7mle<p2(2_X> <——ln(>) sid< L
Ve(d)=0 sid>L

oral?ksTNap [d (d (3—d/L\? 3-d/L ] .
Vo(d) = D [ S (2222 ) — 6 (2252 1- 2 L
(d) v @ Lln 7 ( 5 ) 61n< 5 ) +3( L) sid<

avec v le volume d’une molécule de ligand, x le parametre d’interaction de Flory-Huggins,
v la fraction volumique de ligand proche de la particule d’or, p la densité du ligand
et My sa masse molaire. v, = My /(Nap) peut étre aisément estimé pour un ligand
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donné. Ces formules montrent bien I'importance de la fraction volumique ¢ occupée par
le ligand : plus la couche de ligand est dense, plus la répulsion stérique est importante.
x est un parametre phénoménologique qui prend en compte les différentes interactions
entre le polymeére en surface de la particule et le solvant (polaire, protique, hydrophobie)
[77]. Un trés mauvais solvant correspond & y > 0,5 et donc & une attraction entre
particules & courtes distances [73]. Pour x = 0,5, les couches de ligands s’interpénétrent
librement tandis que x tendra vers 0 quand le colt énergétique est maximum en cas
d’interpénétration des ligands. Ce parameétre va, en particulier, expliquer la stabilité
colloidale tres supérieure de particules couvertes de ligands amphiphiles par rapport a des
ligands hydrophiles de longueur et potentiel électrostatique similaires [72]. Dans le cas
amphiphile, la partie hydrophile éloignée de la surface d’une particule pourra difficilement
pénétrer la couche hydrophobe en surface d’une autre particule [58, 72]. Dans les deux
cas, x sera inférieur a 0,5 (car les deux ligands sont hydrophiles en surface) mais il sera
plus faible pour un ligand amphiphile.

Potentiel d’interaction entre deux nanoparticules colloidales

La théorie DLVO analyse la stabilité d’'une suspension colloidale en additionnant simple-
ment le terme attractif de Van der Waals et le terme répulsif électrostatique pour définir
Viot(d) [60, 61]. La théorie DLVO étendue pour des spheres molles rajoute simplement les
termes d’interaction stérique [74, 75, 76]. Un parametre important qui peut étre établi a
partir de ces potentiels est la concentration critique de coagulation ccc de la suspension
colloidale. Il s’agit de la force ionique pour laquelle le maximum du potentiel Vi, (d) de-
vient négligeable par rapport a kg1 : le potentiel attractif de Van der Waals divergeant
pour d — 0, les fluctuations thermiques vont alors permettre ’agrégation irréversible des
colloides.

Toutefois, dans le cas des nanoparticules, la validité de ces formules pour les différentes
énergies potentielles et leur additivité a été récemment remise en cause [78]. En par-
ticulier, négliger la taille des ions et des molécules de solvant ou supposer la constante
diélectrique de l’environnement ¢ homogene quand la distance interparticule descend a
quelques nanometres semble excessif. De plus, les termes d’interaction peuvent s’influencer
mutuellement et ne seraient pas indépendants : & minima, une modification de 1’épaisseur
et de la densité de la couche de ligands chargés pour d < 2L devrait modifier le potentiel
électrostatique [74]. Une solution serait de rendre certains parametres, comme le potentiel
de surface 10, dépendant de la distance interparticule d, de la force ionique I, de ’épaisseur
des ligands de surface L ou de la valence des contre-ions [78].

Ces problématiques rendent les formules précédentes difficilement exploitables de maniere
quantitative. Toutefois, ces potentiels permettent de bien comprendre qualitativement
le comportement de suspensions colloidales d’or avec différents ligands organiques et de
discuter les choix opérés pendant cette thése pour stabiliser suffisamment les particules
afin de permettre leur assemblage sur des origamis d’ADN. La figure 1.7 présente 1’énergie
potentielle totale en fonction de la distance interparticule d pour des spheres d’or de 40
nm, couvertes par un court oligomere hydrophile d’éthyléne glycol thiolé (~ 2nm), utilisé
couramment & I'Institut Langevin [72, 8, 11] et pour quatre forces ioniques différentes.

On observe ainsi trois configurations possibles pour ces spheres colloidales molles
comme représenté schématiquement sur la figure 1.7b :
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Figure 1.7: Energie potentielle d’interaction V;,; entre deux spheres d’or de 40 nm en
suspension dans l'’eau en fonction de la distance interparticule d : différents termes
d’interaction pour I = 50mM (a) et évolution de Vi, quand la force ionique I aug-
mente (b). Paramétres du calcul : T = 298K, A.rp = 107197, ¢ = —60mV, L = 2nm,
©=0,15, x = 0,4, My, = 356gmol~', v = 0, 5nm3.

- un minimum absolu d’énergie pour d — 0 correspondant a la domination de 'attraction
de Van der Waals a tres courte distance interparticule, due a la forte constante de
Hamaker de l'or ;

- dans les cas des faibles forces ioniques, un minimum secondaire d’énergie potentielle
nulle quand d — oo correspondant & une suspension colloidale stable ;

- pour les fortes forces ioniques, un minimum secondaire d’énergie pour une distance
interparticule d proche de 2L et correspondant a une suspension colloidale déstabil-
isée mais ou les particules ne sont pas agrégées de facon irréversible. On parlera de
particules au contact de leur couche de ligands.

Gréace aux phénomenes de couplages plasmon discutés précédemment, il est possible de
visualiser simplement ces différents cas : une suspension stable présente une couleur rouge
en transmission correspondant a la résonance plasmon de particules individuelles dans le
vert ; 'agrégation irréversible correspond a la disparition de la couleur de la suspension et
a un dépot au fond du récipient ; quand la présence d’un minimum secondaire pour d faible
entraine un changement de couleur de la suspension de rouge vers bleu en transmission
(décalage de la résonance plasmon de vert vers rouge) puisque la valeur d’équilibre de d
est petite par rapport au rayon a des particules. Par conséquent, la force ionique pour
laquelle la suspension change de couleur ne correspond pas a la concentration critique de
coagulation ccc définie précédemment mais plutdt a la force ionique pour laquelle le min-
imum secondaire d’énergie apparait pour d faible sans barriére énergétique par rapport a
d — o0. Pour le ligand considéré, une suspension de nanoparticules d’or de 40 nm change
de couleur pour une concentration typique de 50mM de NaCl [72, 8]. De plus, une sus-
pension déstabilisée de couleur bleue deviendra incolore en quelques minutes ou quelques
heures en fonction de la force ionique : cela indique une barriére énergétique faible entre
ce minimum secondaire et le minimum absolu d’énergie a d — 0.

Pour estimer qualitativement la hauteur de la barriére énergétique entre ces deux états
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AV il faut estimer 'ordre cinétique associé a 'agrégation des particules. Une étude ré-
cente effectuée avec des particules d’or de 15 nm a démontré qu'une loi cinétique d’ordre
1 pouvait étre supposée [79] : la constante de temps d’agrégation 7 suit alors une loi
d’Arrhenius selon 1/7 = foe_AV/ kBT ou fy est la fréquence de tentatives pour passer la
barriere énergétique [80]. Pour les particules d’or de 15 nm, une fréquence fy de l'ordre de
10 Hz a été observée. En prenant cet ordre de grandeur et en considérant une agrégation
prenant de quelques minutes a quelques heures, cela indique une barriére énergétique de
lordre de 7 kgT a 10 kgT.

La forme du potentiel énergétique en figure 1.7 n’est qu’indicative compte-tenu des in-
certitudes sur les formules théoriques des potentiels et sur plusieurs parametres utilisés :
potentiel ¢, parametre y ou fraction volumique ¢. Toutefois, elle permet de comprendre
différents parametres essentiels pour stabiliser les nanoparticules afin de les assembler sur
des échafaudages ADN : influence de la longueur, de la charge, de ’hydrophobie (parameétre
X) mais aussi de la fraction volumique des ligands que nous aurons 1’occasion de rediscuter
dans le chapitre consacré a la synthese des dimeres d’or auto-assemblés.

Potentiel d’interaction entre deux nanoparticules auto-assemblées

Avec les limites indiquées ci-dessus, la nature des interactions entre nanoparticules colloi-
dales en suspension est bien connue. La connaissance des interactions intervenant pour
deux particules liées est par contre limitée. Les énergies potentielles d’interactions établies
précédemment l'ont été en considérant deux nanoparticules isolées en suspension [60, 61]
et ne devraient pas étre modifiées pour des particules liées.

Des expériences effectuées précédemment a I'Institut Langevin et présentées dans la fig-
ure 1.5 ont montré comment la distance interparticule d change avec la force ionique par
mesure du couplage plasmon. Ces données spectroscopiques peuvent étre traduites en
valeurs moyennes de d par une calibration numérique comme discuté précédemment et
présenté plus en détail dans le chapitre 3. Il est alors possible de mesurer 1’évolution de
la distance interparticule en fonction de la force ionique pour un dimere de particules d’or
de 40 nm liées par une courte double-hélice d’ADN et avec différents ligands organiques
en surface [72, 8]. De plus, ces mesures ont montré que la force ionique pour laquelle les
deux particules d’un dimere sont au contact de leur couche de ligands est notablement
plus élevée que la force ionique pour laquelle la suspension change de couleur [72, 8]. 1l
doit donc exister un potentiel d’interaction supplémentaire, lié a la présence de la double-
hélice I’ADN liant les deux particules, qui empéche les particules de se séparer, favorise
une distance interparticule d’équilibre et augmente le potentiel répulsif a courte distance d.

B. M. Reinhard et collaborateurs ont étudié, toujours par couplage plasmon, les fluctua-
tions mécaniques de dimeres de nanoparticules d’or de 50 nm liés par une double-hélice
d’ADN et pour une force ionique raisonnable (50 mM de NaCl) comme présenté sur la
figure 1.8 [12]. Leurs expériences ont démontré que de tels diméres présentaient de maniére
effective une énergie potentielle d’oscillateur harmonique élastique :

1
dem(d) = ikeff(d - deq)2

avec k.rr la constante de raideur effective et de, la distance interparticule moyenne, qui
dépendent toutes deux de la longueur de la double hélice et de la présence de parties
simple-brins dans I’échafaudage. Par exemple, pour des distances de, similaires de 15 nm,
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kess vaut environ 14pN/nm pour un brin d’ADN totalement hybridé (PR2 sur la figure :
52 paires de bases) mais descend a environ 5pN/nm pour un brin d’ADN combinant par-
ties double-brin et parties simple-brin (PR3 sur la figure : en tout 100 bases de longueur
dont 40 bases sous forme de paires de bases). De plus, on observe dans le cas PR3 que le
puits de potentiel n’est pas parfaitement harmonique : des interactions répulsives, autres
que ce potentiel élastique, génent les contractions du dimere de plus de 2 nm.
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Figure 1.8: Mesure du puits de potentiel d’un dimere de nanoparticules d’or de 50 nm liées
par un brin d’ADN par I’étude des fluctuations mécanique par spectroscopie de couplage
plasmon, d’apres [12] : schéma du systéme étudié (a) et puits de potentiel mesurés pour
différents brins d’ADN de liaison (b).

Ces expériences montrent donc que passer du diagramme d’énergie potentielle de
nanoparticules d’or colloidales au diagramme énergétique d’un dimeére auto-assemblé né-
cessite de considérer une interaction supplémentaire permettant d’obtenir, de maniere
effective, un potentiel harmonique autour d’une position d’équilibre. En analogie aux
diagrammes énergétiques décrivant la morphologie d’une protéine repliée [80], on peut
nommer ce diagramme d’énergie potentielle le paysage énergétique (energy landscape) du
dimere auto-assemblé.

De maniere phénoménologique, je vais donc considérer que je peux additionner un po-
tentiel élastique aux forces d’interactions considérées précédemment pour les colloides
en suspension. Ce potentiel élastique empéche les particules d’or de se séparer pour de
grandes valeurs de d > d4, justifiant que le dimere est bien assemblé comme observé
expérimentalement ; mais il ajoute également une répulsion pour d < deq, en accord avec
les données expérimentales indiquant que les deux particules d’un dimere sont au contact
de leur chimie de surface pour une force ionique supérieure aux particules colloidales [72, 8].

La figure 1.9a présente 1’évolution de la distance interparticule moyenne d., en fonction
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de la force ionique, mesurée par L. Lermusiaux & I'Institut Langevin [8] et un diagramme
d’énergie donnant une image qualitative de I’évolution du paysage énergétique d’un dimere
auto-assemblé en fonction de la force ionique.

Il faut également considérer que le paysage énergétique du dimere pourrait étre plus com-
plexe avec 'existence de minima secondaires de ’énergie potentielle totale avec des bar-
rieres énergétiques entre états métastables. Par exemple, toujours dans le cas des dimeres
de particules d’or de 40 nm, liés par un brin d’ADN et avec un court oligomere hydrophile
comme ligand de longueur L, des effets cinétiques ont été observés a forte force ionique
[8] : si la distance interparticule observée au bout de quelques minutes est de l'ordre de
2L, la distance mesurée apres une dizaine d’heures est beaucoup plus courte et inférieure
au nanometre (a cette distance l'analyse des distances par couplage plasmon n’est plus
quantitative [44, 45]).
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Figure 1.9: Evolution du paysage énergétique d’un dimere de nanoparticules d’or de 40
nm, stabilisées par un court ligand hydrophile et liées par ADN, en fonction de la force
ionique I : (a) évolution de la distance interparticule en fonction de la force ionique
mesurée dans [8] ; (b) énergies potentielles phénoménologiques Vio + Vi, en fonction de
la force ionique. La distance d, et la constante de raideur k.;s sont supposées diminuer
quand I augmente pour prendre en compte la diminution de la longueur de persistance de
I’ADN et la réorientation des particules comme représenté dans le schéma en (a).

On peut a nouveau estimer grossierement la barriere énergétique correspondante a ce
changement de conformation. Par analogie avec le cas du repliement d’une protéine [80],
une cinétique d’ordre 1 peut toujours étre supposée. Toutefois, dans le cas de deux par-
ticules liées, la fréquence fy de tentative pour passer la barriére énergétique devrait étre
plus élevée compte tenu de 'absence de diffusion Brownienne des particules. Dans le cas
d’une protéine, cette fréquence atteint 10° Hz [80]. Dans le cas de diméres autoassemblés,
les mesures de fluctuations mécaniques indiquent que le dimeére peut parcourir un paysage
énergétique sur une hauteur de 5 kg7 en quelques secondes (voir figure 1.8) [12]. Cela
indiquerait plutdt une fréquence fy de I'ordre de 100 a 1000 Hz. Avec un temps carac-
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téristique de changement de conformation de plusieurs heures, cela indique une barriere
énergétique de 10 kpT a 15 kpT pour l'interpénétration des ligands dans un dimere lié
par ADN. A l'inverse, si un changement de conformation des dimeres est observé expéri-
mentalement en l’espace de quelques minutes, cela indique des barrieres énergétiques plus
proches de 5 kg1 a 10 kgT'. Si le changement de conformation est quasi-instantané, il est
probable qu’il n’y ait pas de barriére énergétique supérieure a 5 kgT'.

Il est important de rappeler que le but de cette introduction sur les propriétés physico-
chimiques des particules d’or et de dimeres de particules d’or auto-assemblés n’est pas de
fournir des outils théoriques quantitatifs pour prédire la stabilité colloidale des particules
fonctionnalisées ou la morphologie des dimeéres auto-assemblés. Il s’agit surtout de définir
les parametres physico-chimiques que je vais moduler dans les expériences décrites dans
ce manuscrit et qui seront discutés pour expliquer les données mesurées.

1.1.4 Biocapteurs basés sur des nanoparticules d’or

Nous avons vu que les particules d’or présentent de grandes sections efficaces d’interaction
avec la lumiere et peuvent étre stabilisées et fonctionnalisées chimiquement de maniere
efficace. Cela explique l'intérét croissant des particules d’or comme sources locales de
chaleur pour la photothermie en imagerie et en thérapie (grice a leur section efficace
d’absorption) [5, 1, 2, 3, 4], ou comme diffuseurs résonants en imagerie (grace a leur section
efficace de diffusion) [1]. Dans le cadre de cette thése, nous nous intéressons principalement
a la sensibilité de ces propriétés optiques a leur environnement et donc a la capacité des
nanostructures plasmoniques & détecter optiquement, et de maniére spécifique, des stimuli
physico-chimiques extérieurs, en particulier la présence de biomolécules cibles (analytes).

Spectroscopie de résonance plasmon localisée

Nous avons vu précédemment que la polarisabilité quasi-statique d’une sphere d’or est
une relation simple dépendant du contraste diélectrique entre la particule et son environ-
nement avec une résonance pour Re(e,,) = —2¢;. Par conséquent, la longueur d’onde de
résonance d’'une particule dépend non seulement de ses caractéristiques propres (compo-
sition, taille, forme) mais aussi de I'indice diélectrique environnant [81, 82].

La plupart des molécules organiques possédent un indice de réfraction supérieur a celui
de la solution tampon. Par exemple 'indice utilisé pour simuler I’adsorption de protéines
en surface de particule est n = 1,6 [10, 83], pour un ADN simple brin n = 1,45 et dou-
ble brins n = 1,53 [84], I'eau ayant pour rappel un indice de 1,33 environ. Ainsi, il est
théoriquement possible de détecter un changement d’indice a la surface d’une particule
métallique en observant le décalage spectral de sa longueur d’onde de résonance.

Ce processus est conceptuellement tres proche du fonctionnement de la spectroscopie de
résonance plasmon (SPR) commerciale sur film d’or métallique [85, 86] : dans ce cas,
I’angle pour lequel une onde plane se couple avec un plasmon de surface a travers un
prisme dépend également du contraste d’indice entre le film et une surface diélectrique.
Dans le cas d’une particule seule, on parle de LSPR car on regarde une résonance plasmon
localisée sur une nanoparticule. La SPR est beaucoup plus sensible que la LSPR pour
mesurer une variation d’indice de réfraction (typiquement én/n = 1075 en SPR contre
1073 en LSPR). Toutefois, alors quun plasmon de surface est évanescent sur une centaine
de nanometres en surface du film d’or, le champ électromagnétique est exalté dans un
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volume nanométrique en surface d’une particule d’or : la LSPR devrait donc permettre
de détecter des quantités infinitésimales de matiere organique tant que celle-ci se dépose
la ou le champ est exalté.

La figure 1.10 présente deux applications de la LSPR. En 2003, J. Feldmann et son équipe
observent le décalage spectral avant (ligne pleine) et apres (ligne pointillée) ajout d’une
molécule cible a détecter (analyte) : il s’agit ici de streptavidine qui se lie de maniére
spécifique a la biotine placée en surface de la particule d’or (voir figure 1.10a). Il est alors
possible d’observer des décalages spectraux de l'ordre de 2meV [7]. Une dizaine d’années
plus tard, le groupe de C. Sonnichsen, en utilisant un nanobatonnet d’or, a réussi a de-
scendre la sensibilité & 1’échelle d’une protéine unique [87]. Les décalage spectraux sont
alors tres faibles (< 1nm). Il est important de noter que cette derniére mesure n’est pas
spécifique : la surface d’or n’est pas fonctionnalisée afin de maximiser la variation d’indice
optique quand les protéines se collent de maniére non-spécifique a la surface. L’équipe
de P. Zijlstra a également optimisé ce type de biocapteurs par LSPR en optimisant la
méthodologie de mesure [88, 89] et la forme des nanoparticules [90].
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Figure 1.10: Exemples de détection de biomolécule par spectroscopie de résonance plasmon
localisée (LSPR): détection de sptreptavidine sur nanoparticule sphérique (a, adaptée de
[7]) et détection de protéine unique sur un nanobatonnet d’or (b, adaptée de [87]).

En pratique, cette technique est potentiellement tres sensible (car pouvant détecter de
grosses protéines individuelles) mais présente plusieurs difficultés expérimentales intrin-
seques, a la fois au niveau de la chimie de surface et de la mesure optique. En effet, il
faut éviter de placer des molécules organiques en surface des particules d’or pour ne pas
éloigner les molécules a détecter du volume de champ exalté ce qui rend la spécificité de la
mesure difficile & assurer. La technique est tres sensible a la présence de grosses protéines
[88], ce qui nécessite, au contraire, une forte passivation de surface pour éviter de détecter
des impuretés. Surtout, la détection optique est ardue car le décalage spectral inférieur a
1 nm nécessite une mesure tres peu bruitée.

Dans le paragraphe 1.1.2, nous avons vu que le couplage plasmon permettait de traduire
des déformations nanométriques en des décalages spectraux beaucoup plus élevés : de
plusieurs dizaines de nanometres. Si cette déformation morphologique est due & un unique
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analyte cible, cela permettrait de développer des capteurs biochimiques de molécules in-
dividuelles avec une réponse optique aisément mesurable. C’est pourquoi, nous nous in-
téresserons dans cette these a la sensibilité des propriétés optiques de dimeres de particules
d’or vis-a-vis de stimuli extérieurs plutot qu’au cas de particules seules.

Capteurs colorimétriques

En 1996, C. Mirkin et son équipe développent les premiers capteurs colorimétriques se
basant sur le couplage plasmon de particules d’or d’une dizaine de nanometres [6, 91].
La figure 1.11a présente le principe de ces capteurs. Deux groupes différents de nanopar-
ticules sont fonctionnalisés avec des simple brins d’ADN non-complémentaires entre eux.
Les particules d’or sont stables a 1’état colloidal et n’interagissent pas : la distance entre
particules est alors importante et la solution apparait de couleur rouge (couleur complé-
mentaire de l'absorption résonante de particules seules dans le vert). En ajoutant des
brins d’ADN complémentaires aux deux séquences présentes sur les particules, leur hybri-
dation entraine le rapprochement des particules a une distance suffisante pour permettre
le couplage plasmon et décaler la résonance vers le rouge. Cela a pour conséquence de
modifier la couleur de la solution qui devient alors bleue en transmission. Cette technique
présente I'avantage d’étre tres sensible & la structure de I’ADN cible et permet notamment
de détecter des modifications d’une seule base de la séquence cible [91].

La principale limitation de cette technique réside dans la sensibilité du capteurs. Il est
en effet nécessaire d’avoir une grande quantité de brins d’ADN cibles afin d’entrainer un
changement optique macroscopique : une amplification par PCR est alors nécessaire. Des
tests ELISA plasmoniques [92, 93] permettent d’obtenir un décalage spectral observable &
I’ceil nu pour de tres faibles quantité d’analytes cibles. Cependant, les réactions étant cat-
alytiques, elles sont fortement non-linéaires et peuvent donc présenter des effets de seuil,
limitant leur utilisation quantitative. De plus a basse concentration en molécule cible, les
cinétiques peuvent étre tres lentes.

Augmenter la sensibilité d’un capteur colorimétrique afin d’atteindre la molécule unique
est obtenu en réduisant la taille du capteur a I’échelle d’un dimeére individuel. La fig-
ure 1.11b présente la détection de I’hybridation d’un unique brin d’ADN avec un dimere
de particules d’or. Tout d’abord, une particule couverte de streptavidine est immobil-
isée. Une seconde particule, couverte d’ADN simple brin et comportant une biotine a
Iextrémité, permet la formation d’un dimeére de particules d’or. Les deux images de mi-
croscopie en champ sombre permettent de visualiser les dimeéres (points intenses et rouges).
L’hybridation avec le brin complémentaire a pour conséquence d’augmenter la distance in-
terparticule, détectable par un décalage spectral vers le bleu du spectre de diffusion du
dimere. Cependant, dans cette géométrie, les particules étant couverte d’ADN, une grande
partie des brins cibles peuvent se fixer sans modifier la distance interparticule, limitant
ainsi la sensibilité potentielle d’un tel capteur.

Plusieurs exemples ont alors réduit la quantité d’ADN a la surface des particules d’or
afin de détecter une biomolécule unique. La figure 1.12 en montre un exemple qui, utilisant
un aptamere d’ADN reconnaissant spécifiquement une protéine, a permis une détection
spécifique d’une protéine unique dans un dimere de particules d’or de 30 nm par un dé-
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Figure 1.11: Principe du premier capteur colorimétriques basé sur le couplage plasmon de
nanoparticules d’or (Adaptée de [6, 91])(a). Détection de la formation d’un double brin
d’ADN par introduction d’'un ADN cible par couplage plasmon d’un dimere de particules
d’or (Adaptée de [9]) (b).
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Figure 1.12: Exemple de détection colorimétrique de protéine unique sur un dimere de
particules d’or de 30 nm liée par un aptamere d’ADN : distributions de longueur d’onde
de résonance avant (a) et apres interaction avec la molécule cible (b) (adaptée de [13]).

calage spectral de 10 nm [13]. Au cours d’une theése précédente & I'Institut Langevin,
L. Lermusiaux a réalisé des dimeres de particules d’or de 40nm de diametre liés par un
double brin d’ADN [8]. L’optimisation de la synthése des dimeéres a permis de n’attacher
qu'un seul brin par nanoparticule. Ces mesures ont montré statistiquement qu’un dé-
calage spectral pouvait étre mesuré pour la détection d’un unique brin d’ADN mais avec
d’importantes limitations expérimentales liées a ’encombrement stérique dans l'interstice
entre les deux particules d’or [8]. La cinétique de réaction est lente et favorise de faux
positifs liés au vieillissement des dimeéres de particules.
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Comme discuté dans les paragraphes précédents, ces expériences ont, en tout cas, montré la
sensibilité nanométrique du couplage plasmon a la distance interparticule pour des dimeéres
uniques (figures 1.5 et 1.12). Il est donc possible de suivre une information biochimique
grace a l'observation du spectre de diffusion mais aussi par une analyse couleur obtenue
sur un simple caméra couleur CCD. La sensibilité du couplage plasmon aux déformations
nanométriques est telle qu’elle permet d’estimer les fluctuations mécaniques nanométriques
de dimeéres uniques comme discuté pour la physico-chimie de dimeéres auto-assemblés (fig-
ure 1.8) [12]. Et ces mesures ne sont pas limitées par le photoblanchiment : le suivi des
fluctuations morphologiques d’un dimere de particules d’or lié a une protéine unique a pu
étre effectué sur plus d’une dizaine d’heures [55].

Le but de ce projet de theése est donc de conserver cette détection optique simple mais
de délocaliser le site de reconnaissance de 'analyte hors de l'interstice nanométrique en-
tre les particules afin d’éviter les problemes d’encombrement stérique. L’idée est alors de
complexifier la structure d’assemblage du dimere en exploitant la flexibilité des nanotech-
nologies ADN.

1.2 Nanotechnologies ADN

Les nanotechnologies ADN débutent au début des années 80. A cette époque, apparait
I'idée d’utiliser les propriétés particulieres de PADN pour produire, par auto-assemblage,
une structure cristalline 3D permettant d’organiser des protéines afin de solutionner les
problémes de cristallisation en diffraction des rayons X. Nadrian (Ned) Seeman imagine
alors que 'appariement spécifique des liaisons entre les bases permettrait d’assembler de
maniére prédictive des structures d’ADN [94, 95] (voir figure 1.13). La décennie suivante,
son équipe réalise, en suivant le méme principe, une structure 3D ol 6 brins qui s’auto-
assemble afin de former un cube [96, 97] (voir figure 1.13). Ces structures restent de taille
limitée et sont trés complexes a concevoir et synthétiser. D’autres équipes commencent
alors a s’intéresser a ’ADN, a investiguer sa structure particuliere et ses propriétés.

OO0 440000
COPPOOOG

L
GCACAAGT TGAGACCG

0O -4 —400 00
@OPPOOOR

Figure 1.13: L’un des premiers exemples de nanostructure synthétique en ADN : un cube
composé de 6 brins (adaptée de [94, 96]).

1.2.1 L’ADN : rappels sur sa structure et ses propriétés

Commencons d’abord par un bref rappel de la structure de ’ADN. L’ADN est un polymere
composé d’une succession de nucléotides, composés chacun d’une base azotée, d’un dé-
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soxyribose (pentose) et d’un groupe phosphate. Il existe 4 bases différentes : adénine (A),
thymine (T), guanine (G) et cytosine (C). Deux simples brins peuvent s’hybrider entre
eux en formant des liaisons appelées Watson-Crick. Dans cette configuration, ’adénine
forme 2 liaisons hydrogenes avec la thymine et la guanine 3 avec la cytosine. La colonne
vertébrale pentose-phosphate des brins d’ADN a un sens : une extrémité appelée 5 et
une 3’ compte-tenu de la position des groupements phosphate sur les carbones d’un pen-
tose. Dans la conformation Watson-Crick, les deux brins d’ADN sont de sens opposés.
C’est a dire que I'extrémité 5’ d’un brin fait face a la 3’ de I'autre. Un double brin se
forme pour protéger les parties hydrophobes et optimiser I’hydrophilicité du squelette de
pentose-phosphate. Pour faire cela, il adopte généralement la forme d’une hélice d’une
largeur de 2 nm (voir figure 1.14a). Il faut alors 10,4 bases pour faire un tour d’hélice.
Ainsi le pas entre chaque base peut étre estimé a 0,34 nm.

Une double hélice d’ADN présente, de plus, une grande rigidité mécanique, caractérisée par
sa longueur de persistance Lgs , grace aux répulsions électrostatiques entre groupements
phosphates de la colonne vertébrale pentose-phosphate. Cette longueur de persistance
dépend donc de la force ionique locale et de la valence des ions présents : elle atteint
typiquement ~100 nm & faible force ionique et tend vers LZS ~45 nm en présence de fortes
concentrations d’ions monovalents ou de concentrations modérées d’ions divalents [98].
Au contraire, un ADN simple brin est plus flexible [99] et se met en pelote afin de min-
imiser les interactions entre ses parties hydrophobes et la solution aqueuse dans laquelle
il se trouve. Différentes valeurs ont été reportées dans la littérature pour la longueur de
persistance d’un simple brin d’ADN et pour la distance typique entre nucléotides : L;* est
de lordre de 1 & 6 nm (et diminue également avec la force ionique) tandis que la distance
entre bases est de l'ordre de 0,43 nm a 0,68 nm [100, 101, 102]. Dans le cas de courts
oligomeres de thymine, que nous utilisons dans ce manuscrit, une valeur intermédiaire de
0,55 nm a été estimée expérimentalement [101] et je I'utiliserai par la suite. Connaissant la
longueur de persistance et la longueur d’un brin d’ADN simple ou double (contour length),
il est alors possible d’estimer la distribution de distances entre ses extrémités en utilisant
un modele de polymere semi-flexible (worm-like chain) [103].

Un ADN simple-brin peut également former des liaisons Watson-Crick au sein de sa propre
séquence et former des structures secondaires comme, par exemple, des conformations ap-
pelées hairpin (tige-boucle ou épingle a cheveux, en francais). Ces structures secondaires
de 'ADN sont a la base du développement de nombreux systémes des nanotechnologies
ADN.

Le développement de PADN synthétique, ainsi que la possibilité de fonctionnaliser
chimiquement les extrémités de 'ADN avec de nombreuses molécules telles des fluo-
rophores, facilitent ’étude conformationnelle de structures d’ADN. Ainsi, en 1996, S.
Tyagi et F. R. Kramer proposent une structure, appelée Molecular Beacon, se composant
d’un simple brin comportant & chaque extrémité un fluorophore et dans sa séquence un
hairpin (voir figure 1.14b) [20]. Un des fluorophores est qualifié de quencher (extincteur,
en francais) : il permet a faible distance, par transfert d’énergie de type FRET, d’éteindre
I’émission de I'autre fluorophore. Ainsi, lorsque ’hairpin est formé, on ne mesure pas de
signal de fluorescence. Lors de I'ajout d’un second brin (brin cible) dont la séquence per-
met ’hybridation avec le premier et ’ouverture de ’hairpin, les deux molécules s’éloignent
: la fluorescence n’est alors plus inhibée et peut étre détectée. Cet objet est I'un des pre-
miers exemples d’actuateur moléculaire concu pour détecter une biomolécule spécifique.
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Figure 1.14: (a) Visualisation d’une double hélice ’ADN. (b) Premier exemple de brin
d’ADN synthétique dynamique : un Molecular Beacon detectant un brin d’ADN cible par
FRET [20].

Il est alors possible de concevoir des biocapteurs & ADN pour une séquence cible, dont la
réponse peut étre modulée par l'introduction d’un activateur ou d’un inhibiteur [104].

De ce simple principe, il est alors possible de concevoir des systemes de réactions plus
ou moins complexes, tel que la réaction de strand displacement. La figure 1.15a présente
le principe de cette réaction. Deux brins partiellement hybridés 'un avec lautre (brins
orange et bleu) sont mis & incuber avec un troisieme brin (brin vert). Ce troisieme brin
va alors s’hybrider avec la partie du sumple-brin contenant la séquence complémentaire
(partie n°3 des brins orange et vert). La séquence restante du troisiéme brin entre alors en
compétition avec ’hybridation partielle initiale. Le troisieme brin présentant un nombre
de bases d’hybridation plus important que le premier, I’équilibre thermodynamique évolue
a son avantage et permet la libération d’un brin initial (brin bleu) partiellement hybridé. A
partir de cette réaction simple, il est alors possible d’en concevoir des beaucoup plus com-
plexes, comme présenté dans la figure 1.15b [21]. Cette réaction cyclique permet de passer
d’une structure ouverte & fermée par simple ajout de brins spécifiques et ce de maniere
répétée. Le développement de ces réactions dynamiques, a partir d’ADN synthétique, a
également permis le réalisation d’oscillateurs biomimétiques [105, 106] afin d’imiter et de
contréler des réactions biochimiques complexes observées chez les organismes vivants.

En 2002, il a également été mis en évidence que certaines séquences d’ADN sont capa-
bles, par un changement de conformation, de se lier spécifiquement a une molécule cible
(analyte) [23]. Ces séquences sont appelés aptameres. La détermination de ces séquences
se fait généralement par méthode SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponen-
tional enrichment). Cette méthode in vitro se compose de phases successives de sélection,
amplification et mutation de séquences aléatoires d’oligonucléotides de synthese. Il a été,
par exemple, possible de déterminer par cette méthode, la séquence d’un aptamere spéci-
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Figure 1.15: Principe de la réaction de strand displacement (a) et exemple d’utilisation
pour une structure d’ADN dynamique (b, adaptée de [21]).

fique a la protéine MPT64, protéine sécrétée par la bactérie responsable de la tuberculose
[107]. Une fois 'aptamere défini, il est possible de concevoir un biocapteur. La figure
1.16 présente un exemple d’utilisation d’un aptamere de cocaine [108]. La détection de la
molécule se fait par la suite par mesure de fluorescence. Il existe bien d’autres aptameres
: par exemple, pour la détection d’ions métalliques lourd (Ag™ et Hg?*) [109].

Enfin d’autres structures secondaires d’ADN, sensibles & des cations spécifiques, ont été
observées in-vivo. C’est le cas pour I'i-motif sensible a des variations de pH (qui est util-
isé au cours de cette theése et vous sera présenté dans le chapitre 5) ou des complexes
de guanine (G-quadruplex) stabilisés par des ions potassium. Il est également possible
de détecter des variations de pH grace a la formation d’un triplex ’ADN & pH acide
[110]. Nous avons vu que I’ADN peut former des liaisons Watson-Crick (—) mais il existe
d’autres types d’association des bases d’ADN tels que les liaisons Hoogsteen (*) qui, a bas
pH, forment des complexes T — AxT et C — G+ C™T.
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Figure 1.16: Exemple de biocapteur basé sur un aptamere d’ADN (adaptée de [108])

La plupart des biocapteurs & ADN que nous avons cités dans cette partie se basent sur
une détection par fluorescence, réalisée généralement par des mesures d’ensemble. Il est
en effet complexe d’arriver & mesurer a 1’échelle de la structure unique de la fluorescence.
Certaines techniques existent, telles que le single molecule FRET (smFRET) développé
pour la premiére fois en 1996 [111] mais elle nécessite des détecteurs de haute sensibilité
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et le signat n’est pas photostable (typiquement quelques secondes). Enfin j’ai déja été
évoqué précédemment les avantages de 1'utilisation du couplage plasmon par rapport au
FRET : intensité du signal optique et capacité a fournir une information morphologique
sur une plus grande plage de distances.

1.2.2 Nanostructures or - ADN

Il est possible d’associer ’ADN avec différents types de particules nanométriques ou mi-
crométriques, inorganiques [112] ou non [113] mais au cours de cette these je n’ai utilisé
que des nanoparticules d’or : je me concentrerai donc dans cette introduction a ce type
de particules.

Nous avons vu précédemment plusieurs structures associant nanoparticules d’or et ADN
: figures 1.5, 1.8, 1.11a, 1.11b et 1.12 [6, 9, 13, 8, 12]. Ainsi, nous avons vu une structure
basée sur la détection d’un ADN cible par hybridation avec des ADN de surfaces couvrant
des particules d’or [6, 9, 114]. Nous avons aussi vu un systéme utilisant un aptamere afin
de permettre la détection d’une protéine sécrétée par les glandes mammaire [13]. Une
autre équipe a également combiné deux petites particules d’or (5nm de diameétre) avec un
aptamere d’ATP [115]. Finalement je vous ai présenté les travaux effectués par un ancien
étudiant de I'Institut Langevin synthétisant des dimeéres de nanoparticules d’or lié par un
double brin d’ADN [72, 8]. Au cours de sa these, il a également congu des dimeres de par-
ticules de 8nm de diametre permettant la modulation active de la distance interparticule
grace a une réaction de strand-displacement [116]. La figure 1.17 présente le principe de
réaction de ce systéme. Les deux particules sont liées par un simple brin d’ADN compor-
tant un hairpin réduisant 'espace interparticule. Par ajout du brin complémentaire, il est
possible d’écarter les deux particules. Ce brin complémentaire étant plus long que le brin
liant le dimere, il est ensuite possible de I’enlever avec un troisieme brin et ainsi retourner
a un dimere serré : il s’agit donc d’un exemple d’actuateur hyvbride nanométrique répon-
dant a une séquece d’ADN cible. Le succes des différentes réactions est suivi grace a des
images en microscopie électronique et par électrophorese : les particules ne sont pas assez
grosses pour permettre une analyse optique.
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Figure 1.17: Dimeére dynamique de nanoparticules d’or basé sur un hairpin d’ADN contrélé
par une réaction de strand displacmeent (adaptée de [116]).

Il a alors été tenté de réaliser le méme type de réaction avec des particules de 40nm de
diameétres, offrant une bien meilleure réponse optique comme déja discuté. Malheureuse-
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ment comme déja évoqué, 'encombrement stérique du a la présence de la chimie de surface
a rendu difficile la détection de la réaction de strand-dispalcement [8]. 1l est donc nécessaire
de modifier en profondeur la structure de ses objets : par exemple, en externalisant le site
de réaction suffisamment loin des particules. La complexification des structures ADN a
été rendu possible grace au développement de structures appelées d’ADN plus complexes,
les origamis d’ADN.

1.2.3 Origamis 2D / 3D

Des 1991, Ned Seeman propose une structure 3D d’ADN (voir figure 1.13) [96]. Dans
les années qui suivent, d’autres équipes proposent des structures tétraédrique [117] ou
octaédrique [118] dont la programmation des séquences est d’une grande complexité. La
conception de nano-objets synthétiques en ADN prend une autre dimension quand, en
2006, Paul Rothemund, propose un principe de synthese, a grande échelle et tres flexi-
ble, de structures d’ADN nommeées origamis d’ADN [14]. Ces structures 2D peuvent
alors atteindre une taille d’une centaine de nanométres. La figure 1.18 montre schéma-
tiquement le principe de syntheése. Un long ADN viral simple brin (M13mpl8 ; 7249
nucléotides), appelé Scaffold et de séquence connue, permet l'ingénierie de centaines de
brins courts complémentaires considérés comme des agrafes moléculaires et appelés Staple
strands. Chaque Staple strand est complémentaire avec plusieurs zones du Scaffold afin de
forcer ce dernier a se replier sur lui-méme. On obtient ainsi une superposition de double
hélices (Heliz Bundle, HB) d’ADN qui forme la structure 2D. La rigidité de la structure
des origamis vient du fait qu’il existe de nombreux croisements (crossover) entre les dif-
férentes lignes de double brins. Pour avoir une structure, 2D il est nécessaire que tous ces
croisements s’effectuent dans le méme plan. Il est alors possible de concevoir des formes
complexes telles que des triangles, des étoiles et des smiley faces (voir figure 1.19).
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Figure 1.18: Principe de repliement d’un origami 2D d’ADN (adaptée de [14]).

L’auto-assemblage de milliers de bases nécessite des conditions de synthese partic-
ulieres. Apres avoir mélangé le Scaffold et les Staple strands (mis en exces), ils sont incubés
a 95°C. Cette haute température permet de rompre toutes les liaisons hydrogenes formées
entre les nucléotides d’'un méme brin d’ADN. La température est ensuite trés lentement
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Figure 1.19: Exemples d’origamis 2D d’ADN imagés par microscopie a force atomique
(adaptée de [14]).

diminuée jusqu’a la température ambiante afin de favoriser le complexe d’ADN le plus sta-
ble thermodynamiquement (donc présentant le maximum de nucléotides appariés) et ainsi
éviter des états métastables (kinetic traps) correspondants a des origamis d’ADN partielle-
ment hybridés. En analogie a des processus similaires dans la formation des structures 3D
de protéines, on peut considérer cette étape comme le repliement de 'origami (folding)
qui doit étre optimisé pour éviter des structures mal repliées (misfolded). 11 est également
essentiel d’optimiser la concentration de magnésium dans la solution. En effet, ces ions
permettent, par ’écrantage des charges négatives de ’ADN, de diminuer la répulsion entre
les différents brins d’ADN et ainsi permettre sa compaction en un origami parfaitement
replié. La cinétique et la thermodynamique associées au repliement des origamis d’ADN
ont été étudiées dans différentes études expérimentales et théoriques [119, 120, 121, 122].

La conception de structures 3D a été développée suivant deux méthodes : la premiere en
modifiant ’angle de position des croisements ; la seconde en assemblant plusieurs origamis
2D par lintermédiaire de brins complémentaires [17, 18, 19]. La premiere stratégie,
développée par William Shih et son équipe, est basée sur la modulation de 'angle re-
latif aux croisements. Ainsi, en faisant varier 'angle de +120°, il est possible d’assembler
les doubles hélices non plus sur le méme plan mais en nid d’abeilles ; ce qui permet
d’obtenir une structure 3D (voir figure 1.20)[16]. De plus, il est possible, par insertion ou
soustraction de bases, de former une courbure au sein de la structure (voir figure 1.21)[15].

Nous avons vu qu’il est possible de concevoir des formes trés complexes et variées,
mesurant au maximum quelques centaines de nanometres. Il est a présent intéressant de
fonctionnaliser ces nanostructures organique afin de leur adjoindre des propriétés physico-
chimiques supplémentaires. Pour cela, ’ADN présente de nombreux avantages. Comme
discuté précédemment, le développement des biotechnologies, en particulier la production
industrielle d’ADN synthétique, signifie qu’il est a présent aisé d’obtenir des brins d’ADN
avec une grande variété de molécules a leurs extrémités mais également au milieu de la
séquence. De plus, il est important de noter que la position de chaque nucléotide est con-
nue précisément dans un origami d’ADN et que la distance typique entre deux bases d’une
méme double hélice (en considérant la forme classique d’une double hélice d’ADN) est
d’un tiers de nanometre. Ces structures permettent donc un contréle morphologique de
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Figure 1.21: Exemple d’origamis 3D d’ADN courbés, imagés par microscopie électronique
(adaptée de [15]).

la nanostructure organique formée avec une résolution théorique inférieure au nanometre,
offrant des champs d’applications tres larges. Il a ainsi été montré par FRET qu’il était
possible de positionner des molécules organiques fluorescentes dans un origami avec une
résolution trés inférieure au nanometre [123].

Ce controle des distances est, par exemple, un outil utile dans le développement d’imageries
super-résolues [124, 125, 126] : cette application est la premiére utilisation commerciale
des origamis d’ADN par des compagnies telles que Leica microsystems. Cela a également
servi de preuve de principe pour la technique du DNA-PAINT, développée par Ralph
Jungmann (voir figure 1.22) [127]. Pour cela des ADN simple brins sont fonctionnalisés
avec des molécules fluorescentes et un origami d’ADN est congu pour présenter a sa sur-
face les séquences complémentaires aux séquences contenant le fluorophore. Ces séquences
sont congues afin de permettre une interaction transitoire. Enfin, les fluorophores non-
hybridés sont partiellement éteints, il est ainsi possible de reconstruire une image d’un
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origami d’ADN avec une résolution de l'ordre de la dizaine de nanometre. De nombreux
fluorophores différents pouvant étre liés & ’ADN, il est également possible de réaliser du
multiplexage (voir figure 1.22).

Figure 1.22: Imagerie super-résolue d’origamis d’ADN (adaptée de [127])

1.2.4 Origamis dynamiques

Je vous ai donc expliqué comment ’ADN pouvait donc étre, a la fois, faconné dans des
formes trés complexes, programmé pour effectuer des réactions biochimiques élaborées ou
changer de conformation en présence d’un stimulus physico-chimique particulier (molécule
cible, variation de pH, cation potassium...). Des équipes ont alors eu l'idée de combiner
toutes ces propriétés afin de concevoir des nano-objets dynamiques grace aux origamis
d’ADN. En effet, PADN restant une structure flexible, il est possible d’inclure au sein des
origamis des zones moins rigides fournissant une flexibilité mécanique a la structure.

La figure 1.23 présente un origami capable de changer de conformation en présence d’ions
potassium, de petites protéines ou de micro-ARN. Cet actuateur nanométrique présente
deux sites de réactions, a deux coins opposés. La présence ou ’absence de la molécule
d’intérét entraine une modification de la conformation de 'origami révélé par un couple de
fluorophores en FRET. Cette est issue des travaux de Gaétan Bellot du Centre de Biologie
Structurale de Montpellier en collaboration avec qui nous avons congu mon projet de these.

Finalement, plusieurs équipes ont congu des origamis en forme de boite afin de libérer
une molécule uniquement dans certaines conditions (voir figure 1.24). Dans le premier cas,
la boite s’ouvre par réaction de strand displacement (figure 1.24a) [128]. Dans le second,
elle s’ouvre lorsque la molécule d’intérét de I'aptamere (brin bleu, initialement hybridé
avec un autre brin) est présente (figure 1.24b) [129].
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Figure 1.23: Exemple d’origami d’ADN dynamique répondant a différents stimuli chim-
iques (adaptée de [25]).

~32nm

Figure 1.24: Exemples de boites 3D d’ADN dynamiques s’ouvrant en présence de stimuli
chimiques spécifiques (adaptées de [128] et [129].

1.2.5 Nanostructures hybrides or - origamis d’ADN

Nous avons vu précédemment qu’il était possible de concevoir des nanostructures hybrides
particules d’or - ADN avec des échafaudages d’ADN assez simples : il est évidemment pos-
sible d’étendre cette approche a des origamis d’ADN [130, 131, 47, 48, 49, 50, 26]. Nous
verrons cependant, au cours de cette these, que fonctionnaliser des origamis d’ADN avec
des particules d’or de plus de 20 nm de diametre demande une optimisation de leur chimie
de surface. En effet, I'utilisation d’origamis avec des particules d’or pose quelques prob-
léemes de stabilité colloidale qui seront détaillés dans le chapitre 2.
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Quelques exemples d’assemblages de particules d’or de plus de 40 nm ont été publiés
[132, 133, 134, 135, 52]. Par exemple, la figure 1.25a présente une nanostructure hybride or-
origami d’ADN développée pour exalter la fluorescence d’une molécule individuelle [132].
Un deuxieme exemple de ce type d’assemblage est visible en microscopie électronique sur
la figure 1.25b : un dimere de particules d’or est assemblé de part et d’autre d’un origami
rectangulaire [133]. L’utilisation de grosses particules d’or (diametre > 40nm) assemblées
en dimere permet de réaliser de la spectroscopie de résonance plasmon a 1’échelle de la
structure unique [134] (voir 1.25¢). Au dela de I’assemblage de dimeéres sur des origamis
d’ADN, un exemple d’assemblage de 4 particules d’or de 40 nm a permis, en particulier,
de produire un dipéle magnétique induit aux fréquences optiques [52].

(a) (b)
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Figure 1.25: Exemples de nanostructures hybrides or-origamis d’ADN produites avec des
particules d’or d’au moins 40 nm de diametre (adaptées de [132], [133]) et [134]).

Les systémes hybrides or-origamis d’ADN peuvent également étre programmés pour
répondre de maniere dynamique a des stimuli physico-chimiques. En particulier, le groupe
de Laura Na liu propose une structure d’origami dynamique tres versatile, pouvant étre
sensible a I'ajout de brins d’ADN spécifiques [24], & une exposition UV [136] ou a une
variation de pH [137]. En pratique, 'assemblage d’un dimeére de nanobatonnets d’or sur
lorigami permet une détection de ces changements de conformation grace a une mesure
d’ensemble par dichroisme circulaire (voir figure 1.26) [26]. Ainsi, cette structure regroupe
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une importante partie des fonctionnalités permises par ’ADN et présentées jusqu’a présent
dans ce manuscrit. Cependant ces nanostructures hybrides ne permettent pas d’étude
des propriétés optiques a 1’échelle de la structure unique a cause de la petite taille des
nanobatonnets et d’un signal de dichroisme circulaire faible.

smonic metamolecule

i X\ T ‘
light 5$ ons . . .
E— . -_— Fuel Circularly polarized light
-
=\ =
‘ \ v Tunable angle

Q.2

magnet .= ; ‘ DNA
aptamers, oy
proteins Y o /4
temperature g Waste

Figure 1.26: Exemple de nanostructures hybrides dynamiques or-origamis d’ADN perme-
ttant de détecter de nombreux stimuli physico-chimiques par des mesures d’ensemble de
dichroisme circulaire (adaptées de [26] et [24]).

1.3 Problématiques de cette these

Ainsi nous avons vu que les nanoparticules d’or et les nanostructures en ADN synthétiques
ont des propriétés optiques et/ou physico-chimiques exceptionnelles qui ont permis, en par-
ticulier, le développement de (bio)capteurs en programmant leur sensibilité a des stimuli
physico-chimiques spécifiques. Dans le cas des nanoparticules d’or, il est ainsi possible de
détecter une protéine unique par LSPR ; au prix d’une mesure spectrale trés complexe
associée a des décalages de résonance plasmon inférieurs a 1 nm. Nous avons également vu
qu’il est possible d’augmenter ces décalages spectraux en exploitant le couplage plasmon
entre deux nanoparticules d’or. Cela permet une détection a 1’ceil nu (colorimétrique) dont
la sensibilité peut également descendre a la molécule individuelle avec un montage optique
relativement simple (tant que les particules ont un diametre supérieur & 40 nm). En
développant des nano-actuateurs basés sur des dimeres de particules d’or, il devrait donc
étre possible de créer des nanostructures hybrides sensibles & des stimuli physicochimiques.
Encore faut-il pouvoir traduire ce stimulus en un changement de la distance interparticule.
Comme ces distances doivent étre inférieures aux rayons des particules (pour permettre le
couplage plasmon) et que les particules doivent étre couvertes de ligand organiques (pour
leur stabilité colloidale), I’espace disponible entre les deux particules d’un dimere est par-
ticulierement limité. Il y a fort encombrement stérique. L’idée de cette these est donc
d’exploiter des origamis d’ADN dynamiques afin résoudre ces difficultés.

En effet, nous avons vu qu’il est possible de concevoir des nanostructures dynamiques dont
la taille est similaire & une particule d’or de 40 nm. IL’ADN synthétique offre, de plus,
une grande flexibilité pour créer des structures sensibles a différents stimuli physicochim-
iques. Par sa nature méme qui lui permet de reconnaitre une séquence complémentaire
par hybridation mais, également, grace au développement des aptameres, dont la confor-
mation change en interagissant avec des molécules ou cations spécifiques. En pratique,
beaucoup de bio-capteurs ADN sont basés sur 1'utilisation de fluorophores comme signal
de détection. Malheureusement, les fluorophores présentent 'inconvénient de présenter
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une section efficace d’absorption tres faible ce qui complique la détection a faible concen-
tration. De plus, ils photo-blanchissent en quelques seconde ce qui limite fortement un
suivi temporel a 1’échelle de I'objet unique. Heureusement, nous avons vu qu’il était pos-
sible d’assembler des dimeéres de grosses particules d’or sur des origamis d’ADN afin d’en
étudier les résonances plasmon a 1’échelle de 1'objet unique. De plus, une équipe a déja
démontré une structure d’origami d’ADN dynamique, combinée avec des nanobatonnets
d’or, pour détecter optiquement un large éventail de stimuli différents (brins d’ADN;, ions
ou méme lumiere UV). Cependant, dans ce cas, la sensibilité reste limitée car des mesures
a I’échelle de 'objet unique sont impossible.

Nous avons donc choisi de concevoir une structure en origami d’ADN dynamique per-
mettant 'auto-assemblage d’un dimere de particules d’or d’au moins 40 nm de diameétre.
Le site actif doit étre facilement accessible (donc ne pas étre entre les particules d’or)
et simplement adaptable pour détecter différents stimuli. Ce stimulus doit entrainer une
changement de distance entre les particules d’or suffisant afin de pouvoir la détecter op-
tiquement grace au couplage plasmon. La figure 1.27 présente le principe de détection
congu pour cette these.

Target DNA

Figure 1.27: Représentation schématique des nanostructures hybrides dynamiques
développées au cours de cette these. Un origami d’ADN est associé a deux nanopar-
ticules d’or et peut changer de conformation en présence d’un stimulus (ici une séquence
d’ADN spécifique) : ce changement de conformation est associé a un changement de dis-
tance interparticule qui se traduit par un décalage spectral vers le rouge de la résonance
plasmon.

Au cours de ce manuscrit, je vous présenterai le design choisi pour notre origami et sa
syntheése. Puis nous verrons le protocole de synthése nécessaire a 1’obtention de dimeres
hybrides or-origamis d’ADN. Nous nous intéresserons, par la suite, a la spectroscopie de
dimeres uniques : en discutant de I’amélioration de la dispersion spectrale par 'utilisation
de particules monodisperses ; du choix des parameétres afin d’établir la meilleure relation
entre la longueur d’onde de résonance et la distance interparticule ; et d’un nouveau
protocole d’analyse optique basé uniquement sur une caméra couleur. Enfin deux types
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de stimuli physico-chimiques seront étudiés avec ces dimeres hybrides or-origami. Tout
d’abord, une réaction de strand-displacement pour modifier ’angle entre les deux bras de
Porigami comme représenté sur la figure 1.27. En particulier, nous avons soumis différentes
nanostructures hybrides a des variations de forces ioniques afin d’observer leur différence
de rigidité. Enfin, je vous présenterai les résultats obtenus en utilisant un origami dont la
conformation est sensible au pH.
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Au cours de ce chapitre, je vais vous détailler la méthode de syntheése des dimeéres de
nanoparticules d’or que j’ai développée pendant ma these. Je vais, dans un premier temps,
parler du design et de la synthése des origamis que j’ai utilisé et qui ont été congus par notre
collaborateur a Montpellier, le Dr. Gaétan Bellot et son équipe au Centre de Biochimie
Structurale (CBS). J’ai décidé de ne décrire ici que les caractéristiques principales de ces
origamis qui permettent d’en comprendre la synthése et leur capacité a s’assembler avec
des nanoparticules d’or. Le détail de leur structure leur permettant de devenir dynamiques
et sensibles a des stimuli externes sera donné dans les chapitre 4 et 5 ou ils seront utilisés.
Dans un deuxieme temps, je vais décrire mon travail de fonctionnalisation de particules d’or
de 40 nm par une chimie mixte associant simple-brins d’ADN et ligands amphiphiles afin de
leur permettre de s’assembler en dimeres sur les origamis en présence d’ions magnésium. Je
finirai par détailler 'assemblage et la purification de dimeres, ainsi que leur caractérisation
par microscopie électronique.

2.1 Design et synthese des origamis d’ADN

2.1.1 Le design

Le design de notre origami d’ADN a été réalisé par 1’équipe de Gaétan Bellot au CBS. Il a
une forme de Y (figure 2.1) : il est composé de deux bras, chacun constitué de 18 double
brins d’ADN compactés (fagot de 18 double-hélices ou 18 Heliz Bundle, HB) ; et d'un
pied de deux fois 18 HB. En considérant la géométrie classique d’un double-brin d’ADN
rappelée précédemment (doubles hélices d’environ 2 nm de diameétre avec une période de
3,4 nm pour 10,4 bases), chaque bras mesure théoriquement 49 nm de haut (Lp.qs) €t a un
diametre de 10 nm (2a,;). Le pied, quant a lui, a une hauteur de 20,4 nm et est relié aux
bras par 6 simples brins d’'une longueur de 1 nm permettant une liaison flexible entre les
deux parties. Un visuel provenant du logiciel Cadnano permettant le design des origami
d’ADN est disponible en annexe A.

L’intérét d’utiliser des Heliz Bundles de 18 double-hélices est la capacité a augmenter
fortement la rigidité mécanique de ces chaines organiques par rapport & un double-brin
d’ADN classique. Ainsi, il a été estimé qu’un fagot de 6 hélices d’ADN a une longueur de
persistance de prés de 2 um et que cette longueur est encore augmentée pour un 18 HB
[138].

Au sommet de chacun des bras se trouvent, respectivement, 6 et 5 simples brins d’ADN
permettant I'auto-assemblage avec les particules d’or (présentant la séquence complémen-
taire en surface grace a des fonctions thiols) avec une distance entre particule et origami
notée Ipy 4. Au pied de 'origami, 8 biotines permettent d’immobiliser les nanostructures
sur un substrat fonctionnalisé avec des protéines adaptées. Dans mon cas, jutiliserai des
chambres microfluidiques présentant des Neutravidines en surface.

Les deux bras sont reliés en leur centre (a {1 = 29 nm de leur base) par deux simple-
brins de 127 bases provenant de la longue séquence d’ADN viral qui est répliée pour
formée 'origami et que j’ai appelé scaffold dans le chapitre précédent (M13mpl8 ; 7249
nucléotides). Ces deux brins permettent la modulation de I’angle 26 entre les bras du Y.
Cette zone correspond donc au site actif de notre origami dynamique dont la longueur d,
sera modulée par des stimuli physico-chimiques spécifiques. En pratique, la forme en Y
permet, par effet levier, d’amplifier I’écartement entre les extrémités des bras (et donc la
distance d entre particules d’or) par rapport a la longueur du site actif.
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Figure 2.1: Représentation schématique de ’origami d’ADN en forme de Y, avec au centre
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La figure 2.2a représente schématiquement un bras de I'origami associé a une nanoparticule
d’or et indique les parametres géométriques de notre nanostructure hybride. A partir de
ce schéma, il est possible de donner les relations géométriques suivantes:

% =8in6 (Lyrqs + Ipna +17r1) — 72

1 = a — Qoritant

. __ Gori
r2=a cccl)s 92
f = arcsin ?1/

(2.1)

ol 71 et o sont définis géométriquement sur la figure 2.2a. Ces relations permettent de
relier directement d et d,, en connaissant le rayon a des nanoparticules et la longueur Ipn 4
de la liaison entre 'origami et la particule d’or. En supposant toujours une distance entre
bases de 0,34 nm, il est possible d’exprimer d,, en nombre de paires de bases hybridées
(bp) dans le scaffold et non en nm. Comme indiqué sur la figure 2.3, quand d,, <127bp,
les bases non-hybridées forment une boucle simple-brin qui n’influe pas sur I’angle § du
Y.

Ipn a4 va dépendre de la géométrie d’accrochage des particules d’or sur I'origami comme
représenté sur la figure 2.4. Dans les deux cas, les brins d’ADN au somment des bras de
Porigami sont orientés avec une extrémité 3. En figure 2.4a, le brin d’ADN en surface
des particules se termine également en 3’ avec un groupement thiol a son extrémité 5’
: la double-hélice de liaison est alors paralléle au bras de l’'origami. Dans le cas de la
figure 2.4b, le groupement thiol est cette fois-ci a extrémité 3’ du brin de surface et
I’hybridation va donc se faire perpendiculairement a la liaison nanoparticule d’or-origami.
Cette derniere configuration, surnommée zipper permet de minimiser la distance Ipya a
I'épaisseur d’une double hélice, soit environ 2 nm [139]. Il faut tout de méme considérer
que, dans ma these, il restera généralement une partie simple-brin d’ADN entre I'origami
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Figure 2.2: Calcul théorique de la distance interparticule bord-a-bord en fonction du
nombre de paires de bases hybridées au centre de 'origami (a). Résultats obtenus pour
un dimere de particules de 40nm de diameétre et recouvertes d’'un ADN poly8T (b)
Parameétres utilisés : Ipya = 8,4nm ; a =20nm ; apr; = 5nm ; 11 =29 ; L =49nm

et le double brin de liaison avec la particule.
Pour une particule d’or de 40 nm et [py4 = 8,4 nm (correspondant & un ADN de 8 bases

Figure 2.3: Représentation schématique de la partie centrale contrélant la morphologie de
lorigami : origami ouvert, semi-ouvert et fermé

assemblé suivant la structure visible a la figure 2.4b), on obtient le rapport géométrique
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entre d (nm) et d,, (bp) fourni en figure 2.2b. La distance maximale entre particules d’or
est obtenue quand le site actif est entierement hybridé (127 bp). Dans ce cas, la distance
interparticule bord a bord théorique est supérieure a 60 nm : bien supérieure aux rayons
des particules, impliquant un couplage plasmon faible. On parlera d’origami ouvert. On
parlera d’origami fermé quand la distance interparticule descend a quelques nanometres.
Dans mes expériences, j'utiliserai des origamis hybridés sur 43 bp, permettant théorique-
ment de descendre d a 9 nm. La figure 2.3 présente également le cas ou l'origami est
hybridé sur 85 bp (origami semi-ouvert) et qui sera également étudié dans le manuscrit.
J’ai également indiqué une distance deontact & 12 nm sur la figure 2.2b. Comme nous le
verrons par la suite, cette distance correspond a deux fois la longueur L des ligands les
plus couramment utilisés pendant mes expériences.

Comme on peut le voir sur la figure 2.3, l'origami ouvert, hybridé sur 127bp, contient
de courts brins d’ADN synthétiques liant les deux brins du scaffold entre eux pour plus
de rigidité. Il y a, en tout, 6 brins différents dans cette partie centrale. Au contraire,
lorigami hybridé sur 43 bp, ne présente pas de pont entre les brins du scaffold. Seul 2
brins, hybridés sur les parties extrémes et du méme brin du scaffold permettent de struc-
turer cet origami fermé. Dans le cas a 85 bp intermédiaire semi-ouvert, ’hybridation
s’effectue grace a 4 brins et combine, sur les cotés, la liaison entre les 2 brins du scaffold
; et, au milieu, 2 brins s’hybridant chacun sur un méme brin du scaffold pour les forcer a
former une boucle. Les séquences de la zone active de 'origami et des brins synthétiques
complémentaires seront données lors dans le chapitre 4. Comme le design du reste de
lorigami a été exclusivement optimisé par ’équipe de Gaétan Bellot, je ne préciserai pas
les séquences des stapples n’intervenant pas dans le site actif.

Ce design en Y a été modifié pour rendre les origamis modulables par strand displace-
ment reaction. Pour différencier les origamis semi-ouverts et fermés modulables de
ceux décrits en figure 2.3, jutiliserai une étoile * dans le cas des systémes modulables.
Leur structures sont légerement différentes et seront également présentées en détail dans
le chapitre 4. Une forme intermédiaire entre des origamis fermés et semi-ouverts est un
origami pour lequel les 2 brins du scaffold sont entierement simple-brins sur 127 bases : je
parlerai d’origami dévérouillé*. A ce stade, il est uniquement important de savoir qu’'un
origami ouvert correspond & une hybridation sur 127bp de la partie centrale, semi-
ouvert a une hybridation de 85bp et enfin fermé a une hybridation de 43bp. Pour
les origamis modulables, un origami semi-ouvert* est hybridé sur 71bp et fermé* sur
36bp sur les deux brins.

D’autres designs d’origamis, congus pour étre sensibles au pH, seront décrits plus précisé-
ment dans le chapitre 5. Leur synthese et leur assemblage en dimeres de particules d’or
suivent les mémes protocoles que ceux décrits ici pour les origamis ouverts, semi-ouverts
et fermés.

2.1.2 Syntheése des origamis

Une fois le design fini, le scaffold et les stapples mis en exces (scaffold : stapples — 1 :
10) sont placés dans une machine PCR pendant 3 jours avec 17 mM de MgCls, 5 mM
de Tris-HCI pH=7.8 et 1mM d’EDTA, pour un volume typique de 200 uL. La machine
PCR n’est pas utilisée pour amplifier ’ADN mis en solution : elle sert a effectuer des cy-
cles thermiques de refroidissement lent et de chauffage rapide afin d’éviter les formes mal
repliées de l'origami qui agissent comme des pieges cinétiques pendant le repliement de
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(a) 5-5°

Figure 2.4: Représentation 3D des différents accrochages possibles des particules d’or aux
sommets des bars de I'origami suivant que ’ADN de surface possede le groupement thiol
a U'extrémité 5’ ou 3’

celui-ci. Comme précisé dans le chapitre précédent, ce lent refroidissement et la présence
d’ions magnésium sont essentiels pour favoriser thermodynamiquement le repliement des
origamis. Le succes du repliement de 'origami étant trés sensible a ce processus ther-
mique, les échantillons sont divisés en solutions de 100 pL. dans la machine PCR afin
d’assurer la synthése méme si un probléme de chauffage sur une zone de la machine appa-
rait. L’optimisation de ces étapes (programmation des cycles thermiques et concentration
en ions magnésium) a été effectuée par I’équipe de Gaétan Bellot : je ne vais donc pas la
décrire en détail.

Au cours d’un séjour d’'un peu plus de 3 mois au CBS au cours de ma these, j’ai pu me
former & la synthése et a la purification des origamis une fois les conditions de repliement
optimisées. En pratique, les échantillons sont purifiés par électrophorese en gel d’agarose
a 1% en masse contenant 11 mM de MgCls. De maniére générale, 1’électrophorése est
I'une des principales techniques utilisées en biologie moléculaire pour la séparation et la
caractérisation de biomolécules chargées. La séparation se fait selon deux critéres : la
charge et le volume hydrodynamique. Un gel d’agarose est une matrice de polymere de
sucre baignant dans un tampon conducteur, le Tris Borate EDTA (TBE x 0,5%) et de
magnésium (dans le cas ou I’échantillon contient des origamis).

La concentration en agarose varie selon la taille des structures a séparer. Une concentra-
tion élevée entraine une réduction de la taille des pores de ’hydrogel et augmente alors la
résolution chromatographique. Cependant, un gel trop concentré induit un ralentissement
excessif de la mobilité des objets et entraine un élargissement des bandes correspondant
a chaque sous-produit de la réaction, diminuant le pouvoir de séparation. Les origamis
sont révélés dans le gel par ’ajout d’un fluorophore s’intercalant dans ’ADN, le SyberSafe
(Figure 2.5).

Apres extraction du gel, la concentration en origami peut étre estimée grace a une mesure
d’absorbance de 1’échantillon a 260 nm. En effet, comme les acides nucléiques absorbent
cette longueur d’onde, il est possible d’estimer la concentration en nucléotides grace a la loi
de Beer-Lambert : A = efc ou A est I’absorbance, € le coefficient d’atténuation molaire,
¢ la longueur du trajet parcouru par la lumiere dans le milieu et ¢ la concentration de
I’entité chimique, dans notre cas les acides nucléiques.

L’observation du gel est déja un bon indicateur de la réussite ou non de la synthese. Le
gel ne doit se composer que d’une bande assez large et rapide correspondant aux stapples
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en exces n'ayant pas réagi ; et une bande fine ralentie correspondant a nos origamis. Si
cette derniére bande est trop large, cela indique un mauvais repliement de ’ADN. Comme
le montre la figure 2.5, un origami fermé* va plus vite dans le gel qu'un dévérouillé*,
qui lui-méme se déplace plus vite qu’un origami semi-ouvert®. Ainsi, la différence de
morphologie des origamis entraine une différence de volume hydrodynamique observable
en électrophorese. Afin de valider la synthese, des images de microscopie électronique sont
effectuées au Centre de Biochimie Structurale (CBS) de Montpellier.

fermé* déverrouillé®*  semi-ouvert*

. Bash B Sas
strands

Figure 2.5: Représentation schématique de la partie centrale contrélant la morphologie de
Porigami : origami semi-ouvert*, fermé* et déverrouillé* (structures présentées dans
le chapitre 4)

v

Sens de propagation

La microscopie électronique a transmission ( Transmission Electron Microscopy, TEM)

est une technique de microscopie utilisant un faisceau d’électrons, dans mon cas a 200 keV.
Ce dernier va présenter une longueur d’onde de 'ordre de 0.025 nm. En pratique, la limite
de résolution est généralement supérieure a la limite de diffraction a cause d’aberrations
(0.08 nm). II est également possible d’augmenter le contraste des parties biologiques grace
a l'utilisation d’un agent de contraste, tel que du tétroxyde d’osmium ou de 'acétate
d’uranyle : on parle alors de coloration négative. L’agent contrastant possede un numéro
atomique élevé afin d’interagir fortement avec le faisceau d’électrons. Il est alors déposé
de maniére homogene sur le substrat de carbone de la grille de TEM et donne un fond
sombre sur lequel un échantillon biologique, qui interagit peu avec les électrons, apparait
clair.
Cependant, en TEM, les électrons interagissent tres fortement avec la matiere : un vide
extrémement poussé est alors nécessaire dans ’ensemble de la colonne. Les échantillons
biologiques en solution, mis directement dans cet environnement, sont immédiatement
déshydratés et leur structure s’en trouve endommagée. C’est pourquoi, sur les images, les
origamis n’auront pas toujours la forme désirée : ils peuvent en effet sécher sur la tranche,
ne permettant pas I'observation du "Y", ou les bras peuvent changer d’espacement. Cepen-
dant sur une grande quantité d’objets, il est quand méme possible de se faire une idée de
la structure. D’autres techniques de microscopie électronique telle que la microscopie élec-
tronique cryogénique (cryo-EM) permettent de s’affranchir de ces problématiques. Dans
ce cas, I’échantillon en solution est gelé instantanément pour former un film d’eau amorphe
solide dans lequel les échantillons peuvent étre imagés. En pratique, la cryo-EM néces-
site une quantité de nanostructures importante qui n’était pas compatible en général avec
nos échantillons. Je vous présenterai une image représentative de dimeres assemblés sur
origamis en cryo-EM mais nous avons généralement utilisé la coloration négative sur nos
échantillons.
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Ouvert (127bp) Semi-ouvert (85bp) Fermé (43bp)

Figure 2.6: Images de microscopie électronique par transmission avec coloration négative
d’origamis ouverts, semi-ouverts et fermés

La figure 2.6 présente les images de microscopie électronique d’origamis ouverts, semi-
ouverts et fermés effectuées au CBS par I'équipe de Gaétan Bellot. Les substrats sont
traités par plasma avant dépot et coloration puis séchage de I’échantillon. Malgré 'effet du
séchage, nous pouvons constater la bonne formation des origamis Y ainsi que la différence
d’ouverture angulaire entre leurs bras pour les différents designs.

2.2 Synthése de diméres AuNPs/origami

L’origami d’ADN a été congu afin de permettre I’auto-assemblage des dimeéres par ’accrochage
spécifique de deux nanoparticules d’or. Pour cela, comme déja indiqué, au sommet des
deux bras de 'origami se trouvent des simple-brins libres d’ADN. En recouvrant la surface
des particules avec la séquence complémentaire grace a des fonctions thiols, il est alors
possible de contréler leur accrochage de maniere spécifique sur les origamis. La difficulté
de synthese repose essentiellement sur le fait qu’une certaine concentration d’ions magné-
sium est nécessaire a la stabilité des origamis. Cependant, méme en tres petite quantité,
cela a souvent pour conséquence l'agrégation irréversible des particules d’or.

L’expertise de notre équipe dans 1’auto-assemblage de structure or-ADN [72, 8, 11] ainsi
que les différents protocoles trouvés dans la littérature pour des assemblages or-origami
d’ADN [132, 133, 134, 135, 52] nous ont permis d’avoir, dés le début, une idée des étapes de
synthese pour former notre structure hybride et des points de levier existants pour adapter
le protocole. La figure 2.7 présente schématiquement les différentes étapes de synthese des
dimeres assemblés. Comme on peut le voir, la synthese se décompose en deux étapes.
La premiere étape correspond a I'incubation de PADN de surface et des particules d’or ;
la seconde & l'incubation des AuNPs recouvertes d’ADN mises en exces et des origamis
d’ADN.

2.2.1 Fonctionnalisation des nanoparticules d’or

La fonctionnalisation des particules d’or avec des simple brins d’ADN comporte plusieurs
étapes d’échanges de ligands suivies d’une purification électrophorétique. L’électrophorese
finale permet, a la fois, de purifier les particules en retirant les ligands non adsorbés mais,
également, a s’assurer de la bonne passivation des particules en obtenant une fine bande
dans le gel. Une bande large indiquerait des interactions non-spécifiques entre les particules
et le gel tandis que la présence de nombreuses bandes indiquerait ’agrégation partielle des
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Figure 2.7: Représentation schématique du processus d’assemblage des dimeres origami :
premiere étape de fonctionnalisation des particules d’or et la seconde d’assemblage avec
les origamis d’ADN

particules sous la forme de dimeéres ou de plus gros agrégats.

Les étapes d’échanges de ligands ne sont pas les mémes en fonction de la chimie de surface
initiale des particules. J’en ai utilisé deux types : des particules commerciales de 40
nm de diametres et couvertes d’ions citrate chargés négativement (BBI Solutions) ; ou
des particules monodisperses de 40 nm a 47 nm fournies par notre collaboratrice Sylvie
Marguet du CEA Saclay et qui sont stabilisées par du bromure de cétrimonium (CTAB), un
ammonium quaternaire chargé positivement. Ces particules monodisperses sont obtenues
a partir de nanocubes monocristallins [140], apres érosion chimique des pointes en présence
d’ions AuCl; [141]. La comparaison morphologique entre ces deux types de particules et
son influence sur les propriétés optiques des dimeres seront discutées dans le chapitre 3.

Nanoparticules d’or commerciales

Les nanoparticules d’or commerciales sont obtenues faiblement concentrées (typiquement
150 pM pour 40 nm) et & peine stabilisées par les ions citrates. Ces concentrations sont
insuffisantes pour former des bandes visibles dans des gels d’électrophorese. De plus, elles
agrégent rapidement en présence de sodium ou de magnésium ; ou en modifiant le pH.
Or, comme les particules d’or et ’ADN sont chargés négativement, il faut nécessairement
réduire cette répulsion électrostatique pour fonctionnaliser des particules d’or avec des
simples brins d’ADN. Pour augmenter la stabilité colloidale et concentrer les nanopartic-
ules, nous échangeons les ions citrates par une phosphine chargée négativement, la bis(p-
sulfonatophenyl)phenylphosphine (BSPP) en utilisant des protocoles exploités depuis de
nombreuses années a 'institut Langevin [72, 8, 11]. La concentration finale est alors de 20
nM pour des particules de 40 nm. Les deux charges négatives du BSPP garantissent une
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forte répulsion électrostatique entre les particules pour favoriser leur stabilité colloidale
mais ce sont des ligands qui sont aisément remplacés par des ligands thiolés comme des
simples brins d’ADN [72, 8, 11].

Deux approches expérimentales peuvent étre mises en ceuvre pour ajouter des simples
brins d’ADN sur la particule d’or : soit ajouter quelques brins d’ADN thiolés et passiver
le reste de la surface par des ligands thiolés [72, 8, 11], soit couvrir la totalité de la surface
par des simples brins d’ADN qui servent également alors de ligands de stabilisation pour
les particules [132, 133, 134, 135, 52]. De plus, il est soit possible d’utiliser des brins
d’ADN présentant une unique fonction thiol [132, 133, 134, 135, 52], soit d’exploiter une
fonction trithiol afin d’augmenter la stabilité des brins d’ADN en surface des particules
[142], approche généralement utilisée a U'institut Langevin [72, 8, 11].

En pratique, j’ai développé un protocole hybride en couvrant les particules d’or d’un max-
imum de simple-brins d’ADN trithiolés et en ajoutant un ligand amphiphile pour passiver
au maximum la surface d’or. Le détail sur les différents ligands considérés et leur influence
sur la stabilité colloidale seront discutés dans la derniere partie de cette section. J’ai util-
isé des simple-brins d’ADN avec une séquence quelconque de 30 bases ou de cours ADN
polythymines de 5 a 19 bases (de 5T et 19T). Le brin de séquence quelconque ss30 et
19T sont trithiolés en 5’, celui de 8T est trithiolé en 3’ (les 3 fournis par Fidelity Systems)
tandis que les brins 5T, 7T et 9T sont monothiolés en 3’ (fournis par IDT DNA). Ces
brins d’ADN sont associés, ou non, pendant la synthése a un ligand amphiphile thiolé.
Nous utilisons deux ligands différents (fournis par Prochimia) qui associent une fonction
thiol, une chaine alkyl de 12 carbones et un oligomére de 6 éthylenes glycols avec une
fonction terminale, soit un acide carboxylique (XPEG, HS-(CH3);11-EG¢-OCH2-COOH),
soit un méthyl éther (mXPEG, HS-(CHz);1-EG-OCH2-OCH3).

Pour couvrir les nanoparticules d’or d’un maximum de brins d’ADN, deux approches
sont également possibles. Historiquement, les particules d’or sont mises en présence d’un
grand excés d’ADN thiolé et la concentration en sodium est progressivement augmentée
[6, 91, 142] : le sodium permet d’écranter la répulsion entre ADN et particule d’or pour
permettre & des liaisons thiol-or de se former ; ce qui stabilise les particules afin qu’elles
supportent une plus grande concentration de sodium, permettant ainsi & plus d’ADN de
s’adsorber sur les particules et ainsi de suite jusqu’a une couverture d’ADN maximale.
Plus récemment, un protocole a été développé afin d’accélérer et d’optimiser ce processus
en réduisant le pH de la solution [143, 135]. Dans ce cas, les fonctions phosphate de PADN
sont neutralisées (pKa = 6,0—7,0) et les simple-brins peuvent se greffer aisément en sur-
face des particules d’or. En pratique, j’ai commencé par tester un protocole en présence de
sodium puis je me suis rendue compte que la modulation de pH permettait d’obtenir des
particules d’or plus stables comme discuté a la fin de ce sous-chapitre. C’est cette derniere
approche que j’ai donc le plus utilisée. Toutefois, abaisser le pH neutralise également une
partie des charges surperficielles des particules d’or et les fait agréger partiellement. C’est
pourquoi cette étape ne dure que quelques minutes avant de ramener la solution a pH
physiologique.

Le protocole exact est 1égerement différent en présence de sodium ou en modulant le pH.
Dans les deux cas, pour un puits du gel d’électrophorese, on utilise 2uL. de nanoparticules
concentrées avec un volume de 2 ul. I’ADN a 100 uM pour obtenir un exces de 5000 de
I’ADN par rapport aux particules d’or. Dans le cas du sodium, 1,5 ul. de NaCl a 200 mM
et 4,5 ul. d’eau a 18 M2 sont ajoutés afin d’atteindre un volume total de 10 pL et une



2.2. SYNTHESE DE DIMERES AUNPS/ORIGAMI 49

concentration de NaCl de 30 mM. Les particules incubent alors pendant la nuit. Dans
le cas de la modulation du pH, seul un volume de 6 pl. d’eau a 18 MS) est ajouté afin
d’atteindre un volume total de 10 uL. Le pH de la solution est abaissé & 3 en ajoutant
de l'acide citrique a pH 3 pour une concentration dans la solution de 20 mM pendant
5 min avant de revenir a 7,6 en ajoutant une solution tampon d’HEPES a pH 7.6 pour
une concentration finale de 100 mM. La solution incube ensuite pendant la nuit afin de
maximiser la couverture d’ADN.

Dans le cas du protocole en pH, les particules sont rincées au 0.5xTBE par centrifugation
pour retirer THEPES. Le volume de la solution est alors ramené a sa valeur avant le traite-
ment pH, soit 10 pL. Pour tenter de passiver encore davantage la surface des particules
d’or, je peux ajouter un exces de ligand amphiphile XPEG ou mXPEG (x300.000, volume
de 1 uL) pendant 30 min. Dans tous les cas, les particules sont purifiées par électrophorese
dans un gel d’agarose de 0,75% en masse pendant 40 min & 90 V dans une solution tampon
de 0,5xTBE comme éluant. Comme évoqué précédemment, cette étape permet d’éliminer
les ligands non réagis mais aussi les agrégats qui auraient pu se former lors de I’incubation
en présence de sodium ou a pH faible. Ainsi, les origamis d’ADN ne seront mis a incuber
qu’avec les monomeéres de particules d’or et non avec des dimeres ou trimeéres d’agrégation.
Comme discuté plus loin, les meilleurs résultats ont été obtenus avec le traitement pH et
I’ajout de ligands. La figure 2.8 présente un gel de purification typique avec des partic-
ules de 40 nm pour deux type d’ADN de surface : 9T monothiol et 19T trithiol et avec
un protocole utilisant un ajout de NaCl. Les particules sont visualisées dans le gel par
Pextinction optique due a la résonance plasmon (visualisation d’une bande rouge). Les
bandes correspondant aux particules couvertes d’ADN 97 monothiol sont plus larges que
celles couvertes d’ADN 19T trithiol. L’élargissement des bandes traduit une couverture
inhomogene de la surface des particules. Les ADN trithiolés semblent donc permettre
une meilleure couverture de la surface. De plus ces derniéres sont ralenties dans le gel ce
qui correspond & un volume hydrodynamique plus important, en adéquation avec un brin
d’ADN de surface plus long [144]. Pour ces deux échantillons, nous pouvons observer une
seconde bande peu intense et plus lente : ils s’agit d’une agrégation partielle des particules
d’or pendant I'incubation en présence de sodium.

Nous avons donc sélectionné un exces d’ADN /particules de 5000 afin d’avoir une cou-
verture la plus dense possible d’ADN trithiolés en surface des particules. Les particules
sont récupérées en découpant un réservoir de solution tampon 0.5xTBE, de taille cen-
timétrique, dans le gel d’agarose. Apres application d’un champ électrique de 200 V pen-
dant 2 min environ, une suspension diluée d’AuNPs fonctionnalisées est obtenue. Celle-ci
est concentrée par centrifugation pour obtenir une densité optique similaire, a 1’ceil nu, a
la solution de nanoparticules concentrées. En pratique, environ la moitié des particules
sont perdues au cours de cette étape de purification en fonction de la densité des bandes
de dimeres agrégés. De maniére générale, j’effectuerai ce type de synthese de particules
fonctionnalisées avec une quantité initiale de 3,2 pmol de nanoparticules d’or, équivalente
a 8 puits d’électrophorese. Je recombinerai ces particules pour produire typiquement 4
puits d’électrophorése au moment de la synthése d’origamis assemblés (dont 1 puits de
référence).
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Figure 2.8: Gel de purification de particules commerciales 97 mXPEG (& gauche) et 19T
mXPEG (a droite)

Nanoparticules d’or monodisperses

A la différence des particules commerciales, les particules monodisperses présentent une
trés bonne stabilité colloidale grace au CTAB et elles peuvent étre simplement concen-
trées a 20 nM par centrifugation. La difficulté est ici, au contraire, d’arriver a remplacer
la bicouche de CTAB formée en surface des particules par des simples brins d’ADN. Dif-
férents protocoles ont été discutés dans la littérature sur cette étape d’échange de ligands
[145, 146]. Dans mon cas, je suis simplement repartie de la méthode par modulation de
pH employée avec les particules d’or commerciales, avec ajout de ligands amphiphiles, en
remplagant les nanoparticules stabilisées par le BSPP par les nanoparticules couvertes de
CTAB ; le reste du protocole étant inchangé.

La figure 2.9 présente une photo du gel de la purification de particules monodisperses en
présence d’une concentration décroissante d’ADN 19T correspondant & des ratio ADN/particules
de gauche a droite de : 5000/1 , 500/1, 50/1 et 5/1. Le premier puits a gauche correspond
a un échantillon de référence sans ADN. On observe que les particules couvertes unique-
ment de CTAB, donc chargées positivement, ne migrent pas dans le gel vers la cathode.
Au contraire, dans les échantillons contenant de ’ADN, les particules diffusent bien vers la
cathode. De plus, l'influence de la concentration de ’ADN est bien visible. L’échantillon
contenant la plus faible concentration d’ADN a la plus grande mobilité électrophorétique.
Cela indique un plus faible volume hydrodynamique et, donc, une moins bonne couverture
d’ADN [144]. Les deux échantillons les plus concentrés migrent a des niveaux équivalents.
Cependant, la bande de celui avec la plus importante concentration est plus fine, ce qui
correspond a une couverture plus homogene des particules. C’est également cette con-
centration que nous utiliserons en pratique pour la fonctionnalisation des nanoparticules
avant assemblage sur les origamis.

La figure 2.10 présente un gel représentatif de particules monodisperses couvertes
d’ADN 8T trithiol 3’ avec comme ligand amphiphile le XPEG. Une grande partie des
origamis qui vous seront présentés au cours de ’analyse optique présentent cette chimie
de surface. On observe peu d’agrégation dans ce gel, les bandes de dimeres et trimeres
d’agrégation sont en effet faibles. Comme dans le cas des particules commerciales, jutiliserai
généralement ce type de synthese de particules fonctionnalisées avec une quantité équiva-
lente a 8 puits d’électrophorese contenant chacun environ 400 femtomoles de nanopartic-
ules.
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Figure 2.9: Gel de purification avec particules monodisperses : validation du protocole de
fonctionnalisation par variation de la concentration d’ADN 19T.
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Figure 2.10: Gel de purification de particules monodisperses 8T XPEG

Discussion sur ’optimisation de la stabilité colloidale

Le but de la fonctionnalisation décrite ci-dessus est double : permettre 'hybridation spé-
cifique des particules d’or sur les origamis présentant une séquence d’ADN d’accroche au
bout de leur bras ; mais aussi de stabiliser les particules d’or suffisamment pour supporter
des concentrations de magnésium, nécessaires a la stabilité des origamis, pendant I’étape
d’assemblage. En pratique, ’équipe de Tim Liedl a proposé un test de stabilité colloidale
pour s’assurer d’un assemblage efficace : il faut que la solution de nanoparticules d’or ne
change pas de couleur instantanément avec une concentration de magnésium de 50 mM
[135]. Comme discuté dans le chapitre 1, cette force ionique ne correspond pas exactement
a la concentration de coagulation critique ccc de la suspension mais davantage & une force
ionique pour laquelle il existe une position d’équilibre de la suspension pour une distance
interparticule d petite devant le rayon a de la particule. En général, la suspension se
déstabilise alors en quelques minutes.

Nous nous sommes basés sur ce test de stabilité en utilisant des concentrations variables
de NaCl et de M gCly pour considérer différents ligands de surface. Comme ’assemblage
des origamis nécessite typiquement une concentration en magnésium d’au moins 4 mM,
nous avons mis un seuil de stabilité a cinq fois cette concentration pour espérer effectuer
I’assemblage, soit 20 mM. En pratique, ces tests de stabilité sont réalisés a I'ceil nu. Pour
cela, un petit volume de la solution récupérée apres purification par électrophorese est
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dilué dans de 'eau 18 MSQ, suffisamment pour que la solution soit bien rouge mais non
‘opaque’, d’une densité optique d’environ 1 a 530 nm (pour une cuve d’l cm). Un volume
de sel (NaCl ou MgCly) est alors ajouté. Ce volume ajouté ne doit pas dépasser le volume
initial : le test étant réalisé a ’ceil nu, une trop grande dilution des AuNPs ne permettrait
pas une bonne évaluation de la stabilité. La couleur de I’échantillon est analysée apres
une incubation de 20 s.

Historiquement, a l'institut Langevin, nous utilisons un ligand amphiphile XPEG, défini
précédemment, qui fait environ 3,5 nm de long et qui permet de stabiliser les particules d’or
a des concentrations de sodium supérieures a 500 mM [72]. Sa formule semi-développée est
donnée en figure 2.11a. La synthese de particules d’or commerciales passivées par le XPEG
correspond juste a la derniére étape décrite dans les protocoles précédents : particules avec
BSPP incubées 30 min avec un exces de ligands avant purification par électrophorese.
En présence de magnésium, le ligand XPEG ne permet pas de stabiliser les particules :
a plus de 4 mM de M gCls, la solution change de couleur. Et pourtant, la force ionique
pour cette concentration de magnésium (12 mM) est bien inférieure a celle d’'une solution
de NaCl de 500 mM (I =500 mM). Ceci confirme que les formules rappelées au chapitre 1
pour estimer la répulsion électrostatique V,. ne sont pas valables de maniére quantitative
pour des nanoparticules [78], surtout en présence d’ions divalents [147]. Pour expliquer
ce résultat, il faut nécessairement que le potentiel électrostatique de surface dépende des
ions en présence [78] et diminue fortement en présence d’ions divalents.

C’est ce que j’ai représenté qualitativement en figure 2.11a avec un diagramme de poten-
tiel d’énergie pour différentes concentrations de sodium et de magnésium. Pour obtenir
ce résultat, j’ai pris un potentiel électrostatique 1) de -120 mV en présence de sodium,
réduit a -30 mV en présence de magnésium. Nous avons également testé un autre ligand
amphiphile dont la seule différence est de présenter une fonction méthyl éther terminale
et dénommé mXPFEG. Ce ligand devrait théoriquement fournir un potentiel ¢ inférieur.
C’est ce que nous retrouvons avec un changement de couleur en présence de plus de 70
mM de NaCl. Etonnamment, ce ligand fournit une meilleure stabilité aux particules que
le XPEG en présence de magnésium (10 mM). Cela indique probablement une répulsion
stérique Vi + V. plus élevée avec du mXPEG qu’avec XPEG, qui peut s’expliquer par la
neutralité du ligand. Dans ce cas, il n’y a pas de répulsion électrostatique entre ligands,
favorisant une couche plus dense, correspondant a une fraction volumique de ligands ¢
plus élevée. Dans tous les cas, ces seuls ligands amphiphiles ne permettent pas d’atteindre
le seuil de 20 mM de MgCls. Mais ils permettent d’indiquer qu'une augmentation de la
répulsion électrostatique n’est pas suffisante pour stabiliser des particules d’or en présence
d’ions divalents et qu'une augmentation de la répulsion stérique est nécessaire.

Nous avons donc testé différentes combinaisons de chimies de surface avec des brins
d’ADN monothiolés ou trithiolés en 5’ ou 3’ de différentes séquences, associés ou non aux
ligands mXPEG et XPEG, et pour des particules commerciales de 40 nm, ou des particules
monodisperses de 40 nm et 47 nm. Les tests de stabilité sont résumés sur le tableau de
la figure 2.12 : les concentrations de sodium et magnésium indiquées correspondent a la
concentration la plus élevée mesurée pour laquelle la suspension est stable. Dans le cas de
concentrations de 500 mM ou 1 M, la suspension n’a tout simplement jamais changé de
couleur. De plus, les particules sont soit fonctionnalisées avec le protocole en présence de
sodium, soit en modulant le pH.

Les premiers tests ont été effectués avec un brin d’ADN trithiolé en 5’ ss30 que nous avions
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Figure 2.11: Diagrammes d’énergie qualitatifs représentant la stabilité colloidale de
nanoparticules d’or de 40 nm passivées par un ligand amphiphile (a) ou par un court
simple-brin d’ADN composé de 8 thymines et d’une fonction trithiol (b-c). L’énergie po-
tentielle d’interaction entre 2 spheres d’or de 40 nm de diametre est calculée en fonction de
la force ionique en utilisant les parametres : (a) T' = 298K, Aqrf = 1079J, L = 3,5nm,
@ = 0,15, x = 0, My = 527gmol™", vy = 0,9nm?>, » = —120mV en absence d’ions
magnésium et ¢ = —30mV avec cprg2+=5mM ; (b) T' = 298K, Acyy = 107J, L = 6nm,
@ =0,1, x = 0,2, My = 3586gmol~!, vy = 4,7nm3, 1 = —200mV en absence d’ions
magnésium et ¢p = —100mV" avec cprg2+=5mM et b = —50mV" avec cp;q42+=50mM. Le
calcul en (c) reprend les parametre en (b) avec cp;g2+=50mM et fait varier ¢ pour mon-
trer 'influence de la fraction volumique de ligands sur la stabilité colloidale & force ionique
constante.

déja au laboratoire, avec un protocole en présence de sodium. La formule semi-développée
du groupement trithiol est fournie en figure 2.11b;2.11c. Cette méthode fournit une sta-
bilité en magnésium suffisante (jusqu’a 30 mM) mais qui n’est pas tres élevée compte tenu
de la longueur du ligand qui atteint plus de 15 nm : 2 nm pour le groupement trithiol
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(voir figure 2.11b ; 2.11c) et prés de 15 nm pour le brin d’ADN (30 bases avec une dis-
tance typique de 0,55 nm). Cela indique une faible fraction volumique ¢ sur les particules.
Cette problématique a déja été évoquée dans la littérature : comme les bases de ’TADN
ont des affinités différentes avec les surfaces d’or, la densité de simple-brins d’ADN thiolé
en surface de particules d’or dépend de la séquence [148, 144]. Les bases ayant la plus
forte affinité auront tendance a couvrir la surface, et donc a empécher d’autres brins de
se greffer ; tandis qu'une plus faible affinité favorisera des ligands en cheveuzr autour de
la particule [144]. Comme la plus faible affinité est observée pour la thymine, des brins
d’ADN polyT devraient favoriser une forte fraction surfacique de ligands : il a déja été
rapporté que de tels ligands favorisaient la stabilité de particules d’or en présence de mag-
nésium [135].

J’ai donc testé différentes longueurs de brins d’ADN polyT avec des groupements ter-
minaux monothiols (liés par une chaine de 3 alkyls en 3’ de ’ADN et généralement utilisés
dans la littérature [132, 133, 134, 135, 52]) ou trithiols. Notre but, en testant différentes
longueurs de brins polyT, est d’obtenir une bonne stabilité colloidale avec un ligand suff-
isamment court. En effet, pour étudier le couplage plasmon, il faut que les particules
puissent se rapprocher suffisamment. Un ligand dont la longueur L serait de 'ordre de la
moitié du rayon des particules serait problématique : la distance au contact des chimies
de surface correspondrait & a, a la limite du couplage plasmon.

Le tableau récapitulatif de la figure 2.12 indique que les meilleures stabilités colloidales,
avec des particules commerciales, ont été obtenues avec un brin 19T trithiolé en présence
de mXPEG et en utilisant le protocole modulant le pH (stabilité a 500 mM de magné-
sium). Toutefois, la longueur de ce ligand peut étre estimée & pres de 12 nm. De tres bons
résultats sont également obtenus avec un brin 8T trithiolé (d’une longueur de 'ordre de 6
nm), en présence de mXPEG ou XPEG et avec un traitement pH. Un ligand 9T monoth-
iolé (longueur d’environ 5 nm) a également fourni une stabilité suffisante en présence de
ligands amphiphiles et avec le traitement pH. Par contre, les simple-brins d’ADN monoth-
iolés plus courts ne fournissent pas une stabilité en magnésium a notre seuil et n’ont pas
permis de former des dimeres assemblés sur origamis.

Il n’est pas étonnant que les meilleures stabilités soient obtenues avec le traitement au pH
: la protonation du brin d’ADN pendant la fonctionnalisation neutralise la répulsion en-
tre ligands, ce qui favorise une surface dense et donc une forte répulsion stérique (¢ élevée).

Ce tableau indique aussi que les stabilités colloidales obtenues avec des particules monodis-
perses sont meilleures que pour des particules commerciales avec la méme association de
chimie de surface (8T + ligands amphiphiles) et méme qu’elles varient entre deux syn-
theses de particules fournies par notre collaboratrice du CEA Saclay. Il est probable que
cette variation de stabilité, pour une méme taille de particules et une méme chimie de
surface, vienne d’une variation de la densité de ligands en surface qui entraine une aug-
mentation de la répulsion stérique V, + V. (en augmentant ¢), et probablement une petite
augmentation de la répulsion électrostatique V. (en augmentant ¢ méme si cet effet semble
moins important en présence de magnésium d’apres les expériences avec le XPEG et le
mXPEG).

Pour représenter qualitativement cet effet, je trace en figure 2.11b ; 2.11c des diagrammes
d’énergie représentatifs pour ’ADN de 8T. Je néglige la présence des ligands amphiphiles
qui augmentent probablement la fraction volumique ¢ effective par rapport a I’ADN seul.
A nouveau, la différence de stabilité entre sodium et magnésium ne peut s’expliquer qu’en
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diminuant le potentiel électrostatique en présence d’ions divalents. La figure 2.11¢ montre
Pinfluence de la fraction volumique ¢ sur la stabilité colloidale. Actuellement, nous ne
comprenons pas comment la méthode de synthese peut influencer la densité de ligands en
surface des particules d’or mais il semblerait que ce parameétre soit essentiel pour permet-
tre 'assemblage efficace de particules d’or fonctionnalisées par de ’ADN simple-brins sur
des origamis d’ADN nécessitant du magnésium. En tout cas, cette étude nous a permis de
développer des protocoles de fonctionnalisation de nanoparticules d’or de 40 nm, couvertes
initialement de citrates ou de CTAB, par des ADN ss30 ou polyT et qui sont stables a
plus de 20 mM de MgCls.

Nature des Concentration
u_ ADN Thiol ) Ligand Traitement pH| Mg2+ (mM) Na+ (mM)
particules d'ADN
Commerciales X X X ARG = 10 70
XPEG X 4 500
Commerciales 5530 triens' 6 fM ARG X 30
XPEG X 20
Commerciales 19T triens' 20 fM (10 V) mMXPEG Vv 500 1000
5T Vv 15
7T mXPEG v 15
Commerciales mono en 3' v 50
9T X v 5
20fM X X
Commerciales mMXPEG Vv 50 1000
Monodi
Ilsperses aT trien 3 XPEG Vv 60
Monodisperses
XPEG v 150
47nm

Figure 2.12: Table récapitulative de la stabilité

2.2.2 Assemblage des dimeéres de nanoparticules d’or

Comme expliqué précédemment, les origamis présentent des séquences simple brins au
bout des bras du Y afin d’y fixer une particule d’or fonctionnalisée par hybridation. En
fonction de la séquence d’ADN en surface des particules, les origamis présentent différentes
séquences au bout de leurs bras : soit une séquence de 30 bases complémentaire de ss30, soit
de courtes séquences polyA de 9 ou 19 bases. Toutefois, je n’ai jamais réussi a synthétiser
des dimeres de particules d’or avec uniquement 9 adénines comme séquence d’accrochage.
Pour les particules d’or polyT, j’ai donc utilisé des origamis avec des séquences 19A.
Apres fonctionnalisation et purification, les nanoparticules d’or de 40 nm couvertes d’ADN
thiolé (8T, 9T, 19T ou ss30) et de ligands sont incubées pendant une nuit avec une con-
centration donnée d’origamis également purifiés par électrophorese des stapples en exces.
Pour chaque puits de 1’électrophorése de purification des dimeres assemblés, je mélange
typiquement un volume de I'ordre de 3 uLi de la solution de particules d’or fonctionnalisées
avec un volume (typiquement 4 pL) d’origamis d’ADN (contenant 11 mM de Mg?*), un
volume de NaC'l concentré et, si besoin, d’un volume de M gCly concentré pour atteindre
100 mM de Na™ et 4 mM de Mg?" dans un volume final de 10 pL. Le volume exact de
la solution d’origamis dépend de la concentration obtenue aprées électrophorese qui varie
d’une synthese a autre. En général, la concentration est de l'ordre de 1 fM (d’apres des
mesures d’absorbance & 260 nm) quand la suspension de nanoparticules d’or de 40 nm
fonctionnalisées a une concentration de l'ordre de 5-10 nM apres centrifugation.
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En pratique, pour chaque solution d’origamis, j’effectue une optimisation phénoménologique
du ratio AuNPs / origamis d’ADN. Il faut, & priori, un exces de particules d’or pour sat-
urer les origamis d’AuNPs et donc favoriser la formation de dimeéres (1 particule par bras
d’origami). Le but est d’éviter la présence de monomeres (1 AuNP sur un seul bras de
lorigami) ou la formation d’oligomeéres (des particules sont reliées a plusieurs origamis).
Toutefois, une trop grande quantité de particules saturerait le gel d’agarose et réduirait
son pouvoir de séparation ; tandis qu’une trop faible quantité d’origamis rendrait la bande
de dimeres difficilement visible & 1’oeil nu.

J’utilise un gel d’agarose de 0,7% en masse avec un tampon 0,5xTBE + 4 mM de M gCl,
comme éluant. L’électrophorese est effectuée avec une tension réduite de 50 V (a cause
de la résistivité plus élevée de 1’éluant contenant du magnésium) pendant 120 min. La
figure 2.13 présente une photo d’un gel d’agarose typique ou la concentration d’origamis
ouverts a été doublée entre chaque puits pour une concentration constante de particules
commerciales de 40 nm, fonctionnalisées avec des brins de séquence quelconque ss30. Le
gel se décompose en différentes bandes correspondant chacune a des nanostructures partic-
ulieres. La bande la plus rapide correspond aux particules d’or fonctionnalisées par I’ADN
et le ligand, mais non-complexées a l'origami (déterminé grace a la bande de référence
sans origamis). Cette bande est souvent la plus dense et épaisse car, comme expliqué
précédemment, les AuNPs sont mises en exces. La deuxiéme bande la plus rapide cor-
respond a des dimeres de particules d’or obtenus apres une agrégation non-spécifique et
non-désirée due & la longue incubation en présence de Na™ et de Mg?* (également visible
sur la référence). On observe que cette bande est peu intense et valide donc le choix des
concentrations de cations pendant la synthese.

l / / Concentration en origamis d'ADN /
\'ef x2 x2 x2
‘ i o n

Sens de propagation

Figure 2.13: Gel de purification de dimeres, assemblés sur des origamis ouverts, de par-
ticules commerciales couvertes d’ADN ss30 : la concentration en origamis d’ADN est
doublée entre chaque puits afin de valider le protocole de synthese.

L’apparition d’une bande tres ralentie, et de plus en plus visible lorsque ’on augmente
la quantité d’origamis, correspond donc a des objets ayant une mobilité électrophorétique
réduite par rapport a des dimeéres agrégés. Nous pouvons donc supposer que cette bande
correspond aux dimeres assemblés avec l'origami d’ADN, hypothése qui sera validée en
microscopie électronique par la suite. Les origamis avec 1 AuNP sont trés légerement
visibles en figure 2.13 : ils correspondent certainement a la bande légere avant celle que
I'on désire mais plus lente que les dimeres agrégés. Cependant, cette bande étant tres
proche de nos dimeres, il est difficile de I'exclure lors de 'extraction du gel qui se fait par
la méme méthode que dans le cas des particules fonctionnalisées. Il reste donc siirement
des origamis avec une seule particule dans notre échantillon final purifié. D’apres cette
constatation, les origamis seuls ont probablement une mobilité similaire a des particules
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d’or seules dans le gel et ne devraient donc pas se retrouver dans notre échantillon final. Ils
ne sont pas visibles directement dans le gel comme les particules, c’est pourquoi on ne peut
les identifier. L’échantillon de dimeéres assemblés est ensuite concentrée par centrifugation
a basse température, afin de ne pas dénaturer les origamis, avant leur caractérisation par
TEM ou par des mesures optiques décrites dans le chapitre 3.

Au cours de la partie de ce chapitre détaillant ’étude de la stabilité colloidale des par-
ticules en fonction de leur chimie de surface nous avons vu que l'utilisation du ligand
mXPEG offre une meilleure protection que le XPEG vis-a-vis du magnésium. La figure
2.14 présente un gel de purification de dimeres assemblés sur différents origamis avec des
particules d’or commerciales couvertes d’ADN 8T et de mXPEG, a gauche, et de XPEG,
a droite. Pour les deux types de ligands, j’ai utilisé des origamis semi-ouverts* et semi-
ouverts, ce qui va nous permettre de comparer ’assemblage des dimeres pour ces deux
chimies de surface. La partie XPEG contient en plus un échantillon assemblé avec un
origami fermé*.

Commencons par les dimeéres semi-ouverts* : on constate que, pour les deux échantil-
lons, la bande devant correspondre aux dimeres origamis est trés légere voir inexistante.
Il semble donc que la synthese avec cet origami n’ait pas fonctionné comme prévu pour
les deux chimies de surface. Au contraire, pour les échantillons avec les origamis semi-
ouverts, la bande correspondant aux dimeres est bien visible. Il semble donc que cet
origami ne présente pas de difficultés d’auto-assemblage avec les particules. En étudiant
plus attentivement le gel, on peut observer que I’échantillon de XPEG présente une bande
de dimeres origami bien plus nette, fine et intense que ’échantillon mXPEG, traduisant un
meilleur auto-assemblage des structures. Ainsi, contre toutes attentes, il semble préférable
d’utiliser une chimie de surface alliant ADN et XPEG pour synthétiser des structures hy-
brides or / origamis d’ADN. C’est pourquoi j’ai préférentiellement utilisé cette chimie de
surface par la suite. La nature exacte de cette différence de comportement n’est pas évi-
dente & justifier : peut étre un probléme d’interaction non-spécifique entre les particules
et le gel (mais qui aurait di apparaitre deés le premiere étape de fonctionnalisation) ; soit
une répulsion entre le groupement aprotique terminal du mXPEG et les origamis.

On observe également sur la figure 2.14 de nombreuses bandes au dessus de la bande de
dimeéres assemblés dans le cas des origamis semi-ouverts XPEG : cela indique la présence
de structures ou des origamis se lient plusieurs particules pour former des oligomeres.
Cette observation nous a permis de réduire la quantité d’origamis pour les syntheses suiv-
antes. Finalement les dimeéres fermés* XPFEG semblent s’étre convenablement assemblés.
L’échantillon ne présente, cette fois-ci, pas de bandes correspondant a des structures de
plusieurs origamis : ainsi, pour cet origami, la concentration peut étre conservée pour de
futures syntheses.

Comme décrit au début de ce chapitre, notre origami a été congu et synthétisé sous
plusieurs conformations : ouvert et fermé (figure 2.3). La figure 2.15 présente la photo
du gel de purification de ces deux objets avec des particules d’or commerciales de 40 nm
couvertes d’ADN ss30. La mobilité électrophorétique des dimeres ouverts est inférieure
aux systémes fermés alors que la masse molaire de 'origami d’ADN et sa charge super-
ficielle est a peine augmentée en allongeant la partie double-brin centrale. On peut alors
supposer que la taille transverse supérieure des dimeres ouverts réduit leur capacité a
traverser la maille d’agarose et diminue leur mobilité pendant la purification, comme déja
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mXPEG XPEG
] l

ref Semi-  Semi- ref fermé* Semi- Semi-
ouvert* ouvert ouvert* ouvert

Figure 2.14: Gels de purification avec particules commerciales comparant ['auto-
assemblage des dimeres origami en fonction d’une chimie de surface ADN 8T et mXPEG,
a gauche, ou XPEG, a droite

observé lors des gels contenant juste les origamis d’ADN.

ref

Sens de propagation

Figure 2.15: Gel de purification de dimeres origami en conformation ouvert et fermé : la
différence de morphologie entre les deux échantillons induit une différence de mobilité élec-
trophorétique (image passée en noir et blanc pour amélioration du contraste) (particules
commerciales ; ADN ss30)

Le figure 2.16 présente une synthése similaire utilisant les nanoparticules d’or monodis-
perses de 40 nm couvertes A’ADN 87T et de XPEG avec trois origamis différents. Dans
ce cas, nous retrouvons également un décalage de mobilité entre des dimeéres assemblés
autour d’un origami fermé*, d’un origami dévérouillé* et d’un origami ouvert. Dans
le cas des origamis fermés*, on observe une bande non-négligeable pour les monomeres
1 particule - 1 origami. Cela peut s’expliquer par la distance faible entre les deux bras de
l'origami (de 'ordre de 40 nm) permettant & une seule particule de se lier aux deux bras en
méme temps. De manieére générale, le rendement de synthese est systématiquement plus
élevé dans le cas de dimeres ouverts et semi-ouverts que dans le cas de dimeres fermés.

De plus, je vous ai montré des gels de purification avec des ADN 87. Cependant 'utilisation
d’'un ADN plus long (19T) permet, en général, une meilleure stabilité colloidale et des
bandes plus fines dans les gels : le rendement d’assemblage est alors meilleur et on peut
s’atteindre a une meilleure pureté de dimeres.
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Figure 2.16: Gels de purification avec particules monodisperses : obtention des dimeres
origami en conformation ouvert, déverrouillé* et fermé* (image passée en noir et blanc
pour améliorer le contraste) (AuNPs monodisperses ; ADN 8T ; ligand XPEG)

2.2.3 Analyse des dimeéres assemblés par microscopie électronique

Afin de valider notre processus de synthese et la bonne formation de dimeres liés par des
origamis 3D d’ADN, nous avons réalisé des images en microscopie électronique en trans-
mission (TEM) en conditions cryogéniques (cryo-EM) ou en utilisant un agent de contraste
pour les électrons se liant & ’ADN (coloration négative). Ces expériences ont été menées
par notre collaborateur Jean-michel Guigner de 'IMPMC & Sorbonne Université.

La cryo-EM consiste en congeler tres rapidement dans de ’éthane liquide des échantil-
lons aqueux sous forme hydratée. De cette maniére ils sont figés dans une glace amorphe
et non cristalline dans une morphologie identique a celle qu’ils présentent en solution.
Ainsi la cryo-EM permet de réaliser des études structurales de complexes biologiques de
maniére beaucoup plus simple qu’avec la diffraction aux rayons X [149]. Contrairement &
la coloration négative utilisée en TEM, aucun colorant ou fixateur chimique n’est requis.
De plus, la cryo-EM présente 'avantage de ne pas dénaturer la conformation spatiale du
dimere : 'environnement peut rester proche des conditions physiologiques (en termes de
pH et de concentration en sel). Cependant cela a I'inconvénient de consommer beaucoup de
nanostructures, I’échantillon nécessitant d’étre trés concentré : nous n’avons pu effectuer
de telles mesures que sur un échantillon de dimeres. A l'inverse, de nombreuses mesures
de TEM en coloration négative ont été effectuées pour différents types d’origamis et pour
différentes particules d’or commerciales ou monodisperses. Dans ce cas, la préparation de
I’échantillon est similaire au cas des origamis seuls : traitement plasma du substrat puis
fonctionnalisation chimique pour obtenir une surface chargée positivement avec un agent
de contraste a base d’uranyles ; puis dépot et séchage de I’échantillon apres concentration
par centrifugation a basse température.

Les figures 2.17, 2.18, 2.19 et 2.20 présentent des images en microscopie électronique a
transmission avec coloration négative de dimeéres assemblés. Un exemple d’images de
cryo-EM est donné dans la figure 2.17 en haut a droite. Les images de TEM sont traitées
avec le logiciel GIMP afin d’augmenter le contraste au niveau des origamis d’ADN. Les
particules peuvent parfois apparaitre "floues" car elles sont sur-focalisées afin de rendre
plus visible 'origami d’ADN. Des images ont été réalisées pour plusieurs types d’origamis,
de chimies de surface et de natures de particules.

La figure 2.17 présente des images de dimeres ouverts de particules commerciales cou-
vertes d’ADN 5530 (en haut) ou 9T (en bas). Pour ces deux chimies de surfaces, on
observe tout d’abord que la synthese est un succes. De plus, l'origami semble avoir con-
servé un angle non négligeable entre ses bras, ce qui est en adéquation avec le design de
cette nanostructure hybride.
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La figure 2.18 représente elle des images de dimeres avec des particules commerciales et
les mémes chimies de surface mais cette fois-ci avec des origamis fermés. Une fois de
plus, la synthese semble avoir bien fonctionné avec cet origami. De plus, on remarque que,
cette fois-ci, pour les deux chimies de surface, les particules semblent étre collées au sein
des dimeres. Avec ce design, les particules devrait conserver une dizaine de nanometre de
séparation au sein des dimeres. Cependant, avec le phénomene de séchage de I’échantillon
sur la grille, il n’est pas étonnant que, pour une si petite distance, les particules agregent.
On peut donc conclure que la différentiation entre les conformations ouverte et fermée
semble donc possible en TEM pour ces deux chimies de surfaces ss30 et 97T.

ss30
trithiol

oT _
monothiol ‘

Figure 2.17: Images TEM avec coloration négative de dimeres origami particules commer-
ciales ouvert

La figure 2.19 montre des images de dimeres semi-ouverts avec des particules com-
merciales couvertes d’ADN ss30 et semi-ouverts* avec des particules monodisperses
couvertes de 197T. La différence de morphologie entre les particules monodisperses et les
particules commerciales est largement discuté dans le chapitre 3. Mais nous pouvons
tout de méme, deés a présent, noter que ces premieres semblent beaucoup plus sphériques.
Avec cette conformation d’origamis, les particules sont soit trés légérement espacées soit
agrégées au sein des dimeres. Il semblent, dans ce cas, qu’il serait difficile de différencier
en TEM cette conformation de la conformation fermée observée précédemment a la figure
2.18, et ce pour les deux types de particules.

Finalement la figure 2.20 montre des images de dimeres avec un origami défini pour
étre sensible a des fluctuations de pH, présenté au cours du chapitre 5, et des particules
monodisperses couvertes d’ADN 719T. Au pH utilisé dans ce cas, 'origami doit étre compa-
rable a un origami semi-ouvert. Il est alors, comme précédemment difficile de différencier
ces objets de dimeres fermés par le seul intermédiaire d’images de TEM. Il a déja été
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ss30
trithiol

oT -
monothiol |

Figure 2.18: Images TEM avec coloration négative de dimeres origami particules commer-
ciales fermé

ss30
trithiol
Comm AuNPs

20

19T
trithiol
Mono AuNPs

Figure 2.19: Images TEM avec coloration négative de dimeres origami particules commer-
ciales semi-ouvert et semi-ouvert* pour les monodisperses

discuté dans la littérature que la microscopie électronique déchantillons secs contenant des
dimeres de particules d’or de 40 nm, doit donc étre utilisée avec un ceil critique a cause
de problémes d’agrégation a la préparation des échantillons [11].
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19T
trithiol

Figure 2.20: Images TEM avec coloration négative de dimeres origami particules monodis-
perse, origami sensible au pH (origami : i-motif polyT, voir chapitre 5)

Figure 2.21: Images TEM avec coloration négative de dimeres origami sensible au pH
(origami : i-motif polyT, voir chapitre 5 ; AuNPs : monodisperse ; ADN : polyT 19b,
trithiol en 5’)

Nous avons également réalisé des images en champ large figure afin d’estimer la pureté
en dimeres de ’échantillon final, c’es-a-dire pour s’assurer de la réussite du protocole de
syntheése et de purification. La figure 2.21 montre un exemple d’image en champ large avec
les dimeéres sensibles au pH présentés précédemment avec des particules monodisperses et
couvertes d’ADN 19T.

Pour estimer la pureté des échantillons grace a ces images champ large, je n’ai pris en
compte que les structures dimériques et monomeriques visibles sur ces images en excluant
les agrégats. Ainsi, il m’a été possible d’estimer le pourcentage de dimeres observés pour
les échantillons déja présentés. La figure 2.22 présente ces résultats. Pour les dimeres
$830, la pureté est de 25% pour les ouverts et de 30% pour les fermés. Elle passe
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respectivement a 40% et 47% grace a I'utilisation d’ADN polyT (9T). Elle est, par contre,
de 38% pour les dimeres semi-ouverts* avec un ADN 19T trithiol. Nous avions vu, avec
I’analyse des gels de purification, que la syntheése de dimeres avec cet origami ne fournit
pas une bande tres fine (voir figure 2.14). Cette conclusion semble donc se confirmer avec
les images TEM. Au contraire les origamis sensibles au pH avec le méme ADN de surface
présente, eux, une pureté de plus de 87%.
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Figure 2.22: Pureté des échantillons dimeéres origami estimée par analyse d’images TEM
en champ large, telle que 2.21

En conclusion, cette analyse en TEM a permis de valider mes protocoles de synthese
et d’assurer 'assemblage de dimeéres de particules d’or de 40nm sur différents origamis
d’ADN en forme de Y.
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Chapitre 3

Spectroscopie de dimeres uniques
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Le but de ce chapitre est de présenter les techniques expérimentales et numériques que
j’ai développées et exploitées pendant ma theése pour analyser les propriétés optiques des
dimeres de particules d’or assemblés sur des origamis d’ADN. Dans un premier temps, je
vais présenter le montage optique utilisé pour mesurer le spectre de diffusion d’une nanos-
tructure unique en champ sombre et 'outil numérique MNPBEM que j’ai exploité pour
associer ces données optiques avec des informations morphologiques sur mes échantillons.
Je vais ensuite discuter I'influence de la polydispersité en forme des nanoparticules d’or
sur ces propriétés optiques et comment le MNPBEM permet de simuler efficacement les
propriétés optiques de dimeres composés de particules commerciales ou monodisperses.
Surtout, cette analyse me permettra de définir une relation théorique entre fréquence de
résonance plasmon et distance interparticule qui sera essentielle pour l'analyse de mes
données dans les chapitres 4 et 5. Je finirai ce chapitre par la description d’une autre
approche expérimentale permettant de remonter aux distributions de propriétés optiques
de dimeres auto-assemblés n’utilisant qu'une simple caméra couleur.

3.1 Spectroscopie de diffusion de nanostructures uniques

Le protocole expérimental développé au cours de cette theése vise a caractériser optique-
ment la réponse d’une nanostructure hybride unique a un stimulus spécifique. C’est a dire
que nous souhaitons suivre ’évolution de la fréquence de résonance plasmon longitudinal
d’un dimere unique dans le temps et en fonction de parametres modulés activement, tels
que la force ionique, le pH et ’'ajout de brins d’ADN spécifiques. A ces fins, 'utilisation
de chambres microfluidiques et la microscopie en champ sombre, permettant I’analyse des
spectres de diffusion, ont été choisis. Une étude optique d’ensemble, bien que plus simple
a mettre en ceuvre, présente en effet de nombreux désavantages pour notre étude. Tout
d’abord, les particules d’or ont des distributions de forme et et de tailles telles qu’elles
induisent un élargissement inhomogene important de la section efficace d’extinction en
suspension.

Cet inconvénient se retrouvera bien slr aussi dans une étude a 1’échelle de la struc-
ture unique. Cependant, le fait de pouvoir suivre I’évolution de la réponse optique des
dimeres uniques permet non seulement de remonter a une réponse moyenne mais également
d’analyser la dispersion spectrale des propriétés optiques. Surtout, la capacité de suivre
I’évolution spectrale de chaque dimeére au cours de I'expérience permet d’avoir acces a des
informations spécifiques a chaque nanostructure. De plus, une solution de dimeres n’étant
jamais parfaitement pure, elle contient aussi des monomeéres d’une part et des structures
plus larges (trimeéres et agrégats plus grands) d’autre part. La réponse optique de ces
différents groupements est alors intégrée dans le spectre d’une mesure d’ensemble. Enfin,
comme nous ’avons indiqué en introduction, la stabilité, vis-a-vis d’'une augmentation de
la force d’ionique, d’une suspension colloidale de particules d’or est inférieure a la stabil-
ité de dimeres auto-assemblés. En isolant les nanostructures hybrides dans une chambre
microfluidique, il est alors possible d’étudier une plus grande amplitude de variation de la
force ionique [72, 8].

3.1.1 Montage optique

La caractérisation optique s’effectue en microscopie en champ sombre afin d’étudier les
spectres de diffusion des dimeres. La microscopie en champ sombre permet d’observer la
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lumiere diffusée par un échantillon en empéchant la lumiére directement transmise d’étre
détectée : un objet diffusant va alors apparaitre comme lumineux sur un fond noir. Cela
nécessite que la section efficace d’extinction des objets étudiés ne soit pas limitée a une sec-
tion efficace d’absorption mais que la section efficace de diffusion soit importante. Comme
évoqué dans le chapitre 1, cela nécessite des particules d’or d’au moins 40 nm de diametre.

La figure 3.1 présente le schéma du montage utilisé. J’ai utilisé, au cours de ces expéri-
ences, un microscope classique inversé en champ sombre (IX71, Olympus). L’échantillon
est éclairé par une lumiére blanche incohérente non polarisée d’'une lampe halogeéne qui
traverse tout d’abord un filtre froid de longueur d’onde de coupure égale & 680 nm. Puis
la lumiere est focalisée a 'aide d’un condenseur en fond noir qui permet également de
limiter I’éclairage de I’échantillon & un cone lumineux (en jaune sur la figure). Les angles
des faisceaux provenant du cone du condenseur sont supérieurs aux angles d’acceptation
de l'objectif. C’est a dire que les faisceaux incidents correspondent a des ouvertures
numériques supérieures au maximum de ’objectif de collection. L’objectif ne récupere
alors que la lumiere diffusée (en vert sur la figure). Cette derniére est ensuite dirigée soit
vers la caméra CCD couleur (QiCam, Roper), qui permet la visualisation de ’échantillon,
soit vers le spectromeétre a réseaux fibré (Acton SP 2300, Princeton Instruments), qui
permet quant a lui I'acquisition des spectres de diffusion.

Lampe halogéne

Filtre froid -

L I JCondenseur

NA1,2-1,4

Chambre — S —
microfluidique

Objectif
NA 0,6

Fibre
optique

[

Spectrometre

Miroir
amovible

Caméra
couleur
CCD

Figure 3.1: Représentation schématique du microscope en champ sombre utilisé, avec une
image typique d’échantillons de dimeres de particules monodisperses assemblées sur un
origami et obtenue sur la caméra couleur CCD.

Pour l'éclairage en champ sombre, I'ouverture numérique du condenseur doit étre
supérieure a celle de 'objectif. Nous utilisons pour nos expériences un condensateur a
immersion dans I’huile avec une ouverture numérique (Numerical aperture, NA) comprise
entre 1,2 et 1,4 ; et un objectif & immersion dans I’huile également avec une NA de 0,6.
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L’utilisation de condenseurs et objectifs a immersion permet d’avoir une plus grande den-
sité de photons sur I’échantillon, moins de diffusion sur les lames de verres et un plus grand
désaccord de NA entre I'excitation et la collection. Au final, cela permet d’optimiser le
rapport signal /bruit pour observer des particules d’or de 40 nm.

L’objectif est de visualiser des dimeéres uniques. Compte tenu de leur taille bien inférieure
a la longueur d’onde de la lumiere visible, les dimeres vont apparaitre comme des points
uniques de dimension contrdlée par la limite de diffraction, soit environ le diametre d’une
tdche d’Airy :

1,220

D ~1 1
N S lum (3.1)

La figure 3.3 montre une image typique d’échantillon de dimeres origamis obtenue avec la
caméra couleur CCD (1392 x 1040 pixels de 4,65 um de c6té). Chaque point vert corre-
spond & un dimere unique dont la visualisation est bien définie par la limite de diffraction
comme expliqué. C’est via cette image que les dimeres seront sélectionnés a la main dans
une étape détaillée prochainement.

Une fibre optique multimode de 50 um de diametre fait office de trou de confocalité
et permet ainsi de réduire, a ’échelle de la structure unique, la lumiere dirigée vers le
spectrometre. Ce dernier est composé de plusieurs réseaux, de pas différents, permettant
I’'obtention de différents intervalles spectraux libres. L’image a la sortie du réseau est
envoyée sur une caméra CCD rectangulaire formée de 100 x 1024 pixels de 20 pum de coté,
refroidie a -70°C. Un exemple de spectre de diffusion d’un dimere origami est présenté
dans la figure 3.4a.

3.1.2 Préparation des échantillons

Les dimeres doivent étre conservés en solution pour garantir leur stabilité et éviter leur
agrégation en séchant. Pour cela, les échantillons sont placés dans des chambres mi-
crofluidiques. L’utilisation de chambres microfluidiques permet d’étudier le changement
de conformation des dimeres restés libres d’évoluer d’une conformation a une autre pour
I’étude de nanostructures dynamiques. In fine, le changement de conformation doit étre
controlé en changeant des concentrations de molécules ou d’ions dans ’environnement de
la nanostructure : avec ce dispositif, il nous est possible d’injecter des solutions aqueuses
dans la chambre.

Nous avons congu la nanostructure hybride de telle sorte a ce que les dimeres se gref-
fent dans la chambre par 'intermédiaire de I'origami. Pour cela, le pied de notre origami
comporte 6 biotines, comme déja présenté. Par 'intermédiaire d’un assemblage biotine-
neutravidine-biotine les dimeéres sont alors immobilisés dans la chambre microfluidique. Le
pied étant une partie indépendante des bras, cela permet de ne pas influer sur leur mou-
vement, déterminant la distance interparticule. De plus, cela permet d’affiner la pureté de
I’échantillon au cas ou elle n’est pas été parfaite lors de ’extraction du gel de purification
ou que I’échantillon se soit quelque peut dégradé au cours de sa conservation. En effet,
seul les origamis peuvent se fixer dans la chambre : elle ne contiendra a priori donc que
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des dimeres origamis ou des origamis avec une seule particule. La différence entre ces
deux objets étant visible sur la caméra couleur, la derniere étape de tri se fera lors de la
sélection des dimeres dans une prochaine étape détaillée ci-apres.

Les chambres microfluidiques que nous utilisons sont réalisées de maniére artisanale. La
figure 3.2 présente schématiquement les chambres microfluidiques utilisées ainsi qu’une
représentation de la fonctionnalisation. Ainsi, elles se composent de deux lamelles de
verre : une de 24x60 mm et une de 24x40 mm, et de 120 pum d’épaisseur, séparées par
deux fines couches de parafilm d’une centaine de microns d’épaisseur. Une fenétre est
découpée au sein du parafilm et correspond a la chambre. Elle est alimentée par deux
micropipettes, de 200 um de diametre environ, placées entre les deux couches de parafilm.
Le volume de solution dans la chambre varie alors entre 20 et 30 uL.

(a) (b)
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Figure 3.2: Représentation schématique des chambres microfluidiques utilisées (a) : a.
lamelles de verre, b. parafilm, c. échantillon et d. micropipettes ; ainsi que leur fonction-
nalisation, en coupe transverse (b).

La fonctionnalisation s’effectue en plusieurs étapes, chacune séparée par un ringage de
la chambre avec une solution tampon de pH 7,6. La solution de rincage se compose de Tris-
HCI & 10 mM et de NaCl a une certaine concentration x. Elle sera ainsi nommée Tz ou x
représente la concentration en NaCl exprimée en mM. Cette solution contient également
du MgCly afin d’assurer le maintien de la compaction de ’ADN des origamis au sein de la
chambre. La concentration de magnésium sera toujours précisée apres celle de sodium si
il y en a. Dans une premiére étape nous injectons de la BSA-biotine (albumine de sérum
bovin fonctionnalisée avec de la biotine) pour en recouvrir la chambre. Aprés 10 min
d’incubation, la chambre est rincée avec une solution tampon T50 avec 5mM de MgCls.
Puis elle est remplie de NeutrAvidine, un mutant neutre de la StreptAvidine, qui se lie a
la biotine par de nombreuses liaisons hydrogene. Apreés un nouveau ringage au T50 avec
5mM de MgCls, la chambre est remplie de Superblock, qui empéche les interactions non-
spécifiques entre les nanostructures et les parois de la chambre sans NeutrAvidine. Enfin,
apres un ringage au T5 avec bmM de MgCls, les dimeres origamis sont mis a incuber
pendant plusieurs dizaines de minutes jusqu’a une heure puis rincés, au moins deux fois,
au Th avec bmM de MgCly. Le temps d’incubation des dimeres dépend fortement de la
concentration de dimeres incubés : ainsi, moins la concentration est importante, plus le
temps d’incubation optimal est grand.
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3.1.3 Sélection des diméres

Une fois la chambre placée sur le microscope, 1’échantillon est visualisé grace a une image
plein champ sur la caméra couleur CCD. Il apparait alors de nombreuses taches d’Airy
colorées et lumineuses. La couleur observée est déja un indice important quant a la
nature de 1'objet observé. En effet grace a la Théorie de Mie généralisée [8, 11] ainsi que
de nouveaux outils se basant sur la Boundary Elements Method (BEM, qui a été plus
utilisée au cours de cette theése que la théorie de Mie) [150], il est possible d’estimer la
longueur d’onde de résonance d’un dimere en fonction de la distance interparticule. Ainsi,
la longueur d’onde pour un dimere écarté de particules de 40nm de diametre est d’environ
550nm lorsque les particules sont éloignées (d > 20 nm), soit une couleur verte. Quand
elles sont proches, (d ~ 10 nm) elle est d’environ 565nm, ce qui correspond plus & une
couleur jaune. L’échantillon présenté dans la figure 3.3 correspond a des dimeéres avec une
grande distance interparticule : c¢’est pourquoi la majorité des tiches d’Airy sont vertes.

Figure 3.3: Exemple d’image obtenue sur la caméra CCD couleur permettant la sélection
des taches d’Airy correspondant & des dimeres (fleche verte) ; les monomeres (fleche bleue)
et les agrégats (fleche rouge) sont ainsi éliminées de 1’analyse

Cette information permet d’éliminer toutes les impuretés, qui apparaissent bleutées.
Elle permet également théoriquement de différencier les monomeres et les agrégats. Les
monomeres ayant une longueur d’onde de résonance égale a 535-540 nm, sont d’un vert
différent des dimeres écartés, et les agrégats, d’une longueur d’onde supérieure a celle des
dimeres apparaissent plus rouge. Surtout, cette différenciation par la couleur est complétée
par une différence d’intensité. A exposition constante, les monomeres ont une section ef-
ficace de diffusion plus de deux fois plus faible que les dimeres, qui eux-méme en ont une
plus faible que les agrégats. Cela est visualisable sur la figure 3.3 : agrégat indiqué par
fleche rouge ; dimere par la fleche verte et monomere par la fleche bleue.

Toutefois, dans le cas des particules d’or commerciales, leur inhomogénéité de forme et de
taille limite ’efficacité de cette étape de sélection. Leurs réponses optiques présentent donc
une hétérogénéité dans les couleurs et les intensités observées pour des dimeres. Ainsi,
certains gros monomeres seront conservés, de méme pour certains agrégats. Comme je le
montrerai dans ce chapitre, I'utilisation de particules plus monodisperses facilite grande-
ment cette étape de tri.
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3.1.4 Acquisition de spectres de diffusion

Le plan focal de la caméra couleur est conjugué avec ’entrée de la fibre optique. L’échantillon
étant fixé sur une platine piézoélectrique (PI) controlée par ordinateur, il est possible de
le déplacer afin d’aligner une tache d’Airy avec I'image de la fibre sur I’échantillon dont
la position est connue et fixe. Lors de précédentes theses a 'Institut Langevin, un proto-
cole d’automatisation de ’acquisition des spectres a été développé par 'intermédiaire de
Laurent Lermusiaux et Vincent Maillard [8], dont voici le déroulement :

- Visualisation en image plein champ avec la caméra couleur CCD (de 300 ms a 600
ms d’intégration) de I’échantillon. La position du volume focal de mesure, conjugué
a entrée de la fibre optique, est connue.

- Sélection d’un nombre de diméres dont on souhaite mesurer le spectre : la platine
piézoélectrique a un déplacement maximum de 200 x 200 pum. Chaque dimere choisi
est alors virtuellement numéroté et sa position relative est enregistrée. Cela définit un
parcours programmé pour la platine afin d’aligner, successivement, chaque dimere
sur le volume focal de mesure. Aux vues des dérives mécaniques de 1’échantillon
dans le temps, on ne programme, généralement, une mesure consécutive que pour
une dizaine de dimeres.

- Le spectre de diffusion brut Sp,..; est obtenu avec un temps d’intégration de la caméra
CCD de 2 secondes.

- Un spectre de méme temps d’intégration, correspondant a une zone ne contenant
ni particule ni impureté, est finalement acquis afin de pouvoir corriger Sy du
fond ainsi que de la dépendance spectrale de la lampe et du spectrometre, en post-
traitement. Ce spectre est nommé Syp,q.

3.1.5 Traitement des spectres de diffusion

A présent, pour obtenir le spectre de diffusion S du dimere, corrigé le plus possible de
ces composantes parasites, il est nécessaire de soustraire le signal du fond noir Syy,q, au
signal mesuré Sy, et le corriger de la réponse spectrale de la lampe d’excitation et du
spectrometre. Ainsi I’estimation du spectre de diffusion normalisé est défini par la formule
suivante :

S = Sbrut — Sfond (3.2)

/

fond
ou S}Ond est le spectre Syong lissé (pour ne pas additionner du bruit expérimental dans ce
traitement) auquel on a soustrait Stong,,,, pour corriger un offset présent sur le signal du
spectrometre. La figure 3.4a présente un spectre de diffusion normalisé typique des dimeéres
origamis étudiés. Le mode longitudinal domine la résonance face a des modes transverses
dégénérés comme déja évoqué lors du chapitre 1. Le mode longitudinal présente une section
efficace de diffusion maximale et se décale vers le rouge quand la distance interparticule d
est réduite alors que les modes transverses sont tres peu sensibles a d.
Lorsque les particules sont éloignées, donc avec un couplage plasmon faible, la longueur
d’onde de résonance du mode longitudinal est proche de celle des modes transverses : il y
a recouvrement des spectres et un seul pic est visible dans le spectre présenté. Cependant
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lorsque les particules se rapprochent, la composante longitudinale se décale vers le rouge et
laisse alors apparaitre un léger épaulement correspondant a la composante transverse [8].
Il arrive que la composante transverse et la composante longitudinale soient d’intensités
tres proches, en fonction de lorientation du dimere dans la chambre (qui influe sur la
collection du rayonnement de chaque mode par l'objectif de microscope). Dans ce cas,
il est parfois difficile de visualiser ces deux composantes et d’identifier la fréquence de
résonance longitudinale qui nous intéresse. En pratique, chaque sommet de spectre est
ajusté avec une lorentzienne en énergie (courbe noire sur la figure 3.4a). Le sommet de
cette lorentzienne permet donc d’identifier la longueur d’onde de résonance longitudinale.

(a) (b)
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Figure 3.4: Exemple de spectre de diffusion d’'un dimeére de particules d’or monodisperses
apres post-traitement (en pointillés vert) et ajustement par une lorentzienne (courbe noire)
: la valeur de longueur d’onde identifiée est alors de 542nm (a). Exemple de distribution
de longueurs d’onde de résonance obtenue pour un échantillon de dimeres et représentée
sous forme d’histogramme (en haut) et de map2D (en bas) (b).

Comme cette information est obtenue pour chaque dimere, il est possible de donner
la distribution des fréquences de résonances pour un échantillon donné, dans un envi-
ronnement physicochimique fixé. Au cours de cette thése, et afin d’étudier I'influence
de I'environnement biochimique sur les nanostructures hybrides considérées, nous allons
suivre I’évolution des distributions de fréquences de résonances de dimeéres uniques en
fonction du temps et de stimuli spécifiques, tels que la force ionique, le pH ou 'ajout de
brins d’ADN particuliers. Une fois la mesure des spectres de résonance effectuée avec le
protocole précédent, un des parametres expérimentaux est modifié. Le parametre modifié
dépend de la structure de la partie centrale de I'origami. En pratique, j’'injecte une solu-
tion aqueuse spécifique dans la chambre en utilisant un volume sensiblement supérieur au
volume de la chambre, soit 500 pL. environ. Je laisse alors la chambre incuber typiquement
1h avant d’analyser a nouveau les fréquences de résonance plasmon des dimeres uniques.
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Parfois, I'incubation dure tout une nuit : je préciserai ces étapes de longue incubation
dans les expériences des chapitres suivants. Ainsi les résultats de ces mesures optiques
seront présentés, d'une part sous forme de distribution de la longueur d’onde de résonance
d’une population dans des conditions données, et d’autre part en présentant I’évolution
de chaque spectre individuellement.

Au dela de la valeur de la longueur d’onde de résonance, chaque spectre contient une
information sur ’amplitude de la résonance longitudinale. En effet, précédemment, il fut
présenté qu’au sein d’un échantillon donné, 'intensité lumineuse des tdches d’Airy varie
en fonction des différentes structures (monomeres, dimeéres et agrégats). Entre des con-
formations différentes de dimeres, l'intensité lumineuse devrait elle aussi étre différente,
maximale pour des dimeres avec de courtes distances interparticules. Le suivi de la confor-
mation des différentes nanostructures pourrait alors se faire également suivant ce critere.
Cependant, 'amplitude dépend de I'alignement du montage. Malheureusement cet aligne-
ment peut légerement varier d’une expérience a l'autre et méme au cours d’une expérience
sur plusieurs jours. En effet, lors de I'injection dans la chambre d’une nouvelle solution,
afin de modifier ’environnement biochimique, il est difficile de ne pas légérement déplacer
I’échantillon ou la focalisation du microscope. Retrouver exactement un alignement iden-
tique est alors incertain. Au contraire, la calibration du spectrometre est réguliérement
vérifiée grace a une lampe a vapeur de mercure et est tres reproductible. C’est pour cette
raison que seules les valeurs de fréquences de résonances sont comparées au sein de cette
these.

3.1.6 Analyse des spectres de diffusion

L’estimation de la longueur d’onde de résonance des dimeres a partir des spectres normal-
isés S, est obtenue a 'aide de Matlab. Pour cela, une fenétre d’au moins 50 nm est définie
autour du maximum, puis une lorenztienne ajustée au spectre nous permet d’identifier la
valeur de la longueur d’onde de résonance (Figure 3.4). Pour chaque expérience, plusieurs
dizaines de dimeres sont ainsi suivis et se voient donc attribuer leur longueur d’onde de ré-
sonance (une cinquantaine de dimeres pour la plupart des mes expériences). Pour observer
I’évolution de la conformation des dimeéres, nous comparons les distributions de longueur
d’onde et la distribution de leurs variations au cours de I'expérience. Cependant, au cours
de I'expérience, plusieurs phénomenes peuvent altérer certains dimeres et donc diminuer
le nombre de dimeéres comptabilisés. Les exemples les plus courants sont :

- un dimere se transforme en monomeére ou disparait : ce probléme arrive généralement
lors des ringages permettant la modification de ’environnement biochimique. Une
ou deux particules se détachent des bras de l'origami. Dans le cas ou le dimere
disparait, il est difficile de savoir si cela est dii au détachement de 'origami lui méme
ou des deux particules. C’est un probleme important, variable suivant les différentes
structures de dimeres origamis. En effet, cela peut impacter jusqu’a 25% des dimeres
sélectionnés.

- les solutions que nous injectons dans la chambre peuvent introduire des impuretés
diffusantes qui peuvent venir se déposer a proximité ou sur un dimere et alors em-
pécher la mesure. En pratique, c’est un phénomene tres rare.

- lors de l'utilisation de particules commerciales, une forte anisotropie peut induire
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des résonances supplémentaires empéchant ’ajustement par une lorentzienne mais
cela reste également assez rare (moins de 10% des dimeres).

De plus, quand plusieurs distributions de fréquences de résonance sont mesurées sur un
méme échantillon statistique de dimeres, je retire de cet échantillon de dimeéres ceux dont
la fréquence de résonance ne varie jamais, pendant toutes les étapes, de plus de 1 nm. Cela
me permet de ne pas considérer de gros monomeres que j’aurais sélectionné par erreur ou
de retirer des dimeres qui seraient bloqués dans une conformation donnée en présentant,
peut-étre, une interaction non-spécifique avec la surface de la chambre microfluidique.
Evidemment, je ne retire ces diméres que si leur nombre est statistiquement négligeable et
donc que la fréquence de résonance médiane des dimeres a varié au cours des différentes
étapes de mesure. En pratique, le nombre de ces objets spectralement invariables doit
rester inférieur a 10% des dimeéres restant dans mon échantillon statistique a la fin des
différentes mesures optiques.

La figure 3.4b montre un exemple type des distribution de longueur d’onde obtenue
avec des dimeres origamis. Au cours de cette these, les distributions sont majoritairement
représentées en "map 2D" (partie inférieure de la figure). Cette représentation facilite
grandement la comparaison entre plusieurs distributions. De plus, notre méthode de
mesure nous permet d’avoir acces a l'information de modification de la longueur d’onde
de résonance a 1’échelle du dimeére unique. En effet, les spectres de dimeres étant toujours
acquis dans le méme ordre, il est des lors possible pour chaque dimere de définir son A\
d’un évenement a ’autre. Au cours de cette these, des distributions de A\ sont également
présentées sous forme de "map 2D". Elles permettent d’identifier si les décalages vers le
bleu ou le rouge des longueurs d’onde de résonance sont identiques pour la totalité de
I’échantillon ou une combinaison de plusieurs comportements.

3.1.7 Outil de simulations numériques

Pour comprendre la morphologie et le comportement de nos structures hybrides, il est
important pour nous d’étre capable d’estimer la distance interparticule. En effet, jusqu’a
présent, nous avons vu que l'origami d’ADN pouvait étre synthétisé pour étre ouvert,
semi-ouvert ou fermé. Comme nous avons pu le voir dans le chapitre 2 pour des origamis
seuls, le gel de purification et leur images TEM permettent une assez bonne différencia-
tion entre les conformations. Cependant, I'ajout des particules d’or couvertes d’ADN au
sommet des bras des origamis induit I’apparition de nouvelles forces telles que la force
de répulsion électrostatique entre les particules et la répulsion stérique due & ’ADN de
surface.

Ainsi, estimation de distance entre les particules ne peut se limiter, comme pour les
origamis seuls, a 1’étude du design. Heureusement, la longueur d’onde de résonance d’un
dimere est sensible a des variations de distance de 'ordre du nanometre comme déja
présenté dans le chapitre 1. Ainsi, il nous est possible, par I'intermédiaire des spectres de
résonance, d’estimer cette distance et donc la morphologie de notre structure pour des con-
ditions données. Pour établir cette relation longueur d’onde - distance interparticule nous
avons utilisé un outil Matlab nommé MNPBEM pour Metallic NanoParticules Boundary
Element Method, développé a I’Université de Graz par Ulrich Hohnester et Andrea Triigler
[151, 152, 153].

L’outil MNPBEM est un outil de simulation numérique des propriétés optiques de nanopar-
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ticules métalliques, utilisant la méthode des éléments finis développée par F. J. Gar-
cia de Abajo et A. Howie en 2002 [154]. L’objectif principal de l'outil est de résoudre
les équation de Maxwell pour des environnements diélectriques composés de corps avec
des fonctions diélectriques homogenes et isotropes, séparés par des interfaces nettes et
clairement délimitées. La figure 3.5 présente des exemples de systemes a étudier avec le
MNPBEM. Ainsi, les parameétres importants & définir sont le volume des corps diélec-
triques (e.g. une particule de 40nm de diameétre), le maillage de ces objets (plus ou moins
fin ainsi que la forme des motifs élémentaires) et les différentes fonctions diélectriques (e.g.
Ep : €au, €y, : O, € : semiconducteur).

Single particle (b) Coupled spheres (c) Coated sphere
Boundary Boundary 1 Boundary 2 Boundaries 1 and 2

G.. OO @

normal

€1

Figure 3.5: Exemples schématiques de systémes possibles a étudier avec 'outil MNPBEM
: une particule métallique dans un solvant (a), un dimere de particules couplées (b) et une
particule composée d’un coeur de semi-conducteur et d’une coquille métallique dans un
solvant (c) (Adaptée de [151]).

Au cours de cette these, vous verrez a plusieurs reprises des courbes de calibration de la
longueur d’onde de résonance en fonction de la distance interparticule grace a cet outil. Il
sera également discuté, dans une prochaine partie, le choix des parameétres en fonction de
la nature des particules d’or afin de correspondre au mieux aux données expérimentales.

3.2 Amélioration de la dispersion spectrale - comparaison
entre particules commerciales et particules monodis-
perses

Comme déja évoqué a plusieurs reprises, les particules d’or commerciales ont beau étre
relativement monodisperses en taille, elles sont polydisperses en forme : elles présentent a
la fois des facettes et une anisotropie de forme. Malheureusement, cette non-circularité a
un fort impact sur les réponses optiques des particules [155, 156, 157]. Cela a, en effet, pour
conséquence un étalement de la distribution des longueurs d’onde de résonance des dimeres
[11], effet qui s’accentue pour un couplage plasmon élevé a faible distance [158]. Or, en
considérant 1’évolution du couplage plasmon quand la distance interparticule varie de
quelques nanometres, des variations de longueurs d’onde de résonance de 'ordre de 10-15
nm sont attendues. Cet étalement spectral est alors un inconvénient pour la différenciation
des différentes structures : il y aurait recouvrement entre les distributions de fréquences
de résonance. Heureusement, depuis plusieurs années, de nouvelles techniques de synthese
permettent d’obtenir des particules sphériques trés homogenes en forme et en taille en
érodant chimiquement les pointes de particules monocristallines en présence d’ions AuCl,
[159, 141]. Nous avons donc collaboré avec Sylvie Marguet du CEA de Saclay qui nous
a fourni des nanoparticules d’or d’environ 40nm de diametre qui presentent une faible
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dispersion en taille et en forme comme discuté au chapitre 2.

3.2.1 Caractérisation des particules d’or

Dans le chapitre précédent, nous avons déja vu que les particules monodisperses présentent
une meilleure stabilité colloidale que les particules commerciales. Nous avons également
réalisé des images en microscopie électronique par transmission sur des dimeres origamis
avec les deux types de particules. La figure 3.6 montre ces deux échantillons. Sur ces
images, I’hétérogénéité en forme des particules commerciales est bien visible. Certaines
ont des formes triangulaires ou ressemblent & des nanobatonnets. De maniére générale, il
est possible d’apercevoir des pointes ou des facettes sur chaque particule. Au contraire, les
particules monodisperses semblent beaucoup plus lisses et plus sphériques comme attendu
pour des particules ayant subi une érosion chimique de leur pointes et facettes [159, 141].

(a) Particules commerciales (b) Particules monodisperses

Figure 3.6: Images TEM avec coloration négative de diméres origami avec les différentes
natures de particules.

Afin d’étre plus quantitatif, j’ai réalisé une étude statistique de ces images TEM,
comme indiqué sur la figure 3.8. Pour les particules commerciales, I’échantillon est de 299
particules et 63 pour les particules monodisperses. Les images TEM sont analysées en
introduisant un seuil en contraste afin que le contraste des particules soit a 1 alors que le
reste de I'image est a 0. Chaque particule est ajustée a une ellipse de grand axe Long et
de petit axe trans. Pour comparer les caractéristiques morphologiques des particules, j’ai
utilisé trois parametres : I’aire > mais aussi ’excentricité et la circularité définis tels que :

trans o trans?
FExcentricité = /1 — ———
Long Long?

Circularité = (3.3)

Les résultats sont présentés dans des boites a Moustache, représentation typique pour
les analyses statistiques, telle qu’indiqué dans la figure explicative 3.7. La ligne rouge
correspond a la valeur médiane, les bords de la boite au premier (Q1) et au troisiéme
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(Q3) quartile, respectivement. Cela signifie que 50% de ’échantillon est contenu dans
cette boite. Les extrémités des moustaches représentent, dans chaque cas, la valeur la
plus éloignée de l'extrémité de la boite et a une distance maximum de 1,5 fois 1’espace
interquartile. Enfin, les croix rouges mettent en évidence les valeurs a l’extérieur des
moustaches.

50%

Q1 Médiane Q3

1,5x(Q3-Q1)
Figure 3.7: Explication schématique des boites a moustaches.

Pour des particules de 40nm de diameétre, l'aire estimée est de 1257nm?. La valeur
médiane pour les particules commerciales est égale & 1223nm? et & 1406nm? pour les par-
ticules monodisperses. L’estimation de 40nm pour les particules commerciales est donc
acceptable. Par contre, les monodisperses correspondent plus a des particules de 42nm
de diametre. L’espace interquartile, ainsi que celui entre les moustaches, sont divisés par
plus de 2 entre les deux types de particules. Cela indique que les deux échantillons sont
différents.

Pour confirmer cette différence, j’ai effectué un test statistique de Student, ou test t, & deux
échantillons. Ce test permet de rejeter une hypothese statistique quand on compare les
moyennes de deux distributions p; et uo avec un écart théorique &g, soit Hy : p1 — o = do.
La probabilité d’obtenir la valeur théorique dy est donnée par la pValue. Cette valeur est
alors comparée a un seuil préalablement défini, généralement 5%. Si elle est inférieure,
I’hypothese Hg est rejetée. Dans le cas contraire, lorsqu’elle est supérieure, il est impossi-
ble de conclure.

Dans notre cas, j’ai choisi comme hypothese g = 0. Cela correspond a deux échantillons
identiques. Pour les aires des particules, nous obtenons une pValue = 6,5.1071° <« 5%.
L’hypothese nulle est rejetée, les échantillons sont donc bien statistiquement différents.

Une circularité égale a 1 et une excentricité a 0 correspondent a une sphere parfaite.
Pour les particules commerciales, la valeur médiane de la circularité est égale a 0,924 et a
0,977 pour les monodisperses. Ces derniéres sont donc plus sphériques que les particules
commerciales. L’espace interquartile ainsi que celui entre les moustaches sont respective-
ment divisés par 3,5 et 4,8 entre les deux types de particules. Le test de Student invalide
I’hypothése nulle avec une pValue = 1,3.107® <« 5% et confirme donc que les échantillons
ne sont pas identiques.

Enfin pour 'excentricité, les valeurs médianes sont respectivement égales a 0,383 et 0,213
pour les commerciales et monodisperses. L’espace interquartile et celui entre les mous-
taches sont divisés par 1,9 et 2. Et ici aussi le test de Student invalide ’hypothese nulle
avec une pValue = 4,7.10716 <« 5%.
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Pour les deux types de nanoparticule, les valeurs obtenues en dehors des moustaches
s’expliquent par le fait que, sur certaines images, des particules se trouvent sur les bords
et sont alors coupées. De plus pour le cas de la circularité, malgré un bon contrdle
de la forme des particules, il arrive que certaines aient une forme allongée, plus proche
de nanobatonnets. Ces valeurs restent cependant statistiquement négligeables et I’analyse
statistique effectuée permet de s’en affranchir suffisamment pour comparer les deux échan-
tillons.

Finalement, ’étude de ces trois parametres nous permet de conclure que les particules
monodisperses sont donc bien plus homogeénes en forme et en taille. Elles sont égale-
ment plus sphériques. Cependant, elles sont 1égerement plus grosses. Cela a un impact
sur la réponse optique : comme expliqué au chapitre 1, le phénomene de dépolarisation
dynamique dans un modele dipolaire de la résonance entraine un décalage spectral de la
résonance plasmon d’une sphére quand son rayon augmente. De plus, comme nous avons
pu le voir dans le chapitre 1, la longueur d’onde de résonance longitudinale d’un particule
anisotrope, qui domine sa réponse optique en lumiére non-polarisée, est décalée vers le
rouge par rapport a une sphere.

Pour mettre en évidence ces effets, j’ai mesuré le spectre de résonance plasmon de

particules d’or isolées qui sont un sous-produit des chambres microfluidiques des dimeres.
La figure 3.9 présente la distribution de fréquences de résonance plasmon de particules
commerciales et monodisperses. On observe que la valeur de résonance médiane est plus
élevée pour les particules commerciales (544 nm) que pour les monodisperses (537 nm).
Ceci est en accord avec mon analyse morphologique par TEM : méme si les particules com-
merciales sont plus petites, elles présentent des résonances plasmon plus rouges compte
tenu de leur anisotropie de forme. Par contre, la plus grande dispersion morphologique
des particules commerciales ne donne pas une plus grande largeur de distribution pour les
résonances plasmon.
La faiblesse de la section efficace de diffusion de particules seules se traduit expérimen-
talement par un faible rapport signal /bruit dégradant ’identification précise des longueur
d’onde de résonance. Il est donc difficile de déduire de ’analyse spectrale de monomeres si
I'utilisation de particules monodisperses améliore sensiblement la dispersion des fréquences
de résonance. Au contraire, nous allons voir que ce n’est pas du tout le cas pour des dimeres
ou la polydispersité des particules commerciales a un effet important sur les distributions
de fréquences de résonance plasmon.

3.2.2 Simulations numériques des propriétés optiques des dimeres

Récemment, I’équipe de Sebastian Schliicker a réalisé des simulations sur la variation de
la longueur d’onde de résonance de dimeres composés d’une particule sphérique et d’une
particule commerciale facettée & tres faibles distances interparticules [158]. La figure 3.10
présente les résultats de ces simulations. En faisant varier ’orientation de la particule
facettée par rapport a la sphére (avec un alignement soit par la pointe, par 'arréte ou
par la face), la longueur d’onde de résonance varie entre 710nm et 740nm alors qu’elle est
égale a environ 730nm pour un dimere de sphéres idéales. La présence de facettes devrait
donc élargir la distribution des longueurs d’onde de résonance.
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Figure 3.8: Comparaison des formes et tailles des particules commerciales et monodisperses
d’apres les images TEM.

Pour comprendre 'influence de particules d’or polydisperses sur la capacité a associer
la longueur d’onde de résonance longitudinale et la distance interparticule, j’ai réalisé des
simulations par MNPBEM. Pour cela, j’ai modélisé les particules d’or de 40nm commer-
ciales et facettées a partir d’'un motif élémentaire triangulaire (Figure 3.11), tandis que
les particules monodisperses sont représentées a partir d’un motif circulaire comme les
facettes cristallines ont été érodées chimiquement (Figure 3.13). Dans les deux cas, j’ai
utilisé la constante diélectrique généralement utilisée pour simuler les propriétés optiques
de particules d’or et mesurée sur des films d’or par Johnson & Christy en 1972 [27]. Pour
I’environnement, j’ai utilisé un indice diélectrique de 1,4, entre la valeur de 'eau et celle
des simple-brins d’ADN en surface des nanoparticules (environ 1,45) [84]. C’est cette
valeur qui a été généralement utilisée dans des études précédentes a I'Institut Langevin,
en bon accord avec des résultats expérimentaux obtenus sur des dimeéres assemblés par de
courts brins d’ADN [150, 11, 8]

Pour les particules commerciales, le modele géométrique se compose de 32 sommets et
présente des facettes triangulaires. Les dimeéres sont soit alignés par les pointes (Figure
3.11a), soit par les arrétes (Figure 3.11b), soit par les faces (Figure 3.11c). Dans ces simu-
lations, je prends donc en compte le facettage des nanoparticules mais pas leur anisotropie
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Figure 3.9: Distributions des longueurs d’onde de résonance de monomeres de particules
commerciales (en bas) et monodisperses (en haut) (pour 10 monomeéres).
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Figure 3.10: Simulations de spectres de diffusion de dimeres de particules d’or, une sphere
parfaite et une sphere facettée, suivant trois alignements différents : par la pointe, 'arréte
ou la face.

Parameétres choisis : a = 25nm ; d = Inm (Adaptée de [158]).

de forme.

La simulation est réalisée pour plusieurs distances interparticules. La figure 3.12
présente les spectres de diffusion obtenus pour les différents dimeres a des distances de 5
nm et de 10 nm. A une distance de 5 nm, les spectres sont tres décalés les uns par rapport
aux autres. Pour un alignement par la face, les centres de masse des deux particules se rap-
prochent et entrainent un décalage vers le rouge. L’inverse se produit pour un alignement
par la pointe. La différence de longueur d’onde de résonance entre ces deux extrémes est
de preés de 50 nm. Lorsque la distance interparticule d augmente, cette différence décroit
rapidement et atteint 4 nm pour 10 nm de distance interparticule. Entre I'alignement par
les faces et par les arrétes, elle est méme tres faible (environ 1 nm) & 10 nm alors qu’elle
était significative (une vingtaine de nanometres) & 5 nm.
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(a) Aligné par les pointes (b) Aligné par les arrétes (c) Aligné par les faces
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Figure 3.11: Représentation des modeles de dimeres avec un motif triangulaire, utilisés
pour les simulations numériques correspondant aux particules commerciales, pour 3 ori-
entations d’alignement et avec une distance interparticule de 5nm.

(a) Distance interparticule : 5 nm (b) Distance interpaticule : 10 nm
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Figure 3.12: Spectres de diffusion simulés pour des dimeres de particules d’or triangulaires
alignées par les pointes, les arrétes ou les faces.

En ce qui concerne les simulations avec le motif circulaire, le maillage est défini tel

que 0 < ¢ < 27 avec un pas de %—g et 0 < 6 < 7 avec un pas de 55 pour des particules
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(a) Aligné par les équateurs (b) Aligné par les poles
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Figure 3.13: Représentation des modeles de dimeres utilisés pour les simulations correspon-
dant aux particules monodisperses (utilisant un motif circulaire), alignés par les équateurs
ou les poles, et avec une distance interparticule de 5nm.

(a) Distance interparticule : 5 nm (b) Distance interpaticule : 10 nm
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Figure 3.14: Spectres de diffusion simulés pour des dimeres de particules d’or sphériques
alignées par les équateurs ou les pdles

de 40nm. Les dimeres sont soit alignés par les équateurs (figure 3.13a) soit par les poles
(figure 3.13b). Les figures 3.14a et 3.14b présentent les spectres de diffusion obtenus pour
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Figure 3.15: Variation théorique de la longueur d’onde de résonance de dimeres de par-
ticules d’or suivant différents alignements (pointes, arrétes, faces, équateurs ou pdles) en
variant la distance interparticule.

des distance inter-particules de 5nm et 10nm. On peut alors constater, qu’entre les deux
différents alignements, les différences sont négligeables en comparaison avec les simulations
que nous avons vu pour les motifs triangulaires. Cela confirme que le MNPBEM est adapté
pour simuler des dimeres de sphéres sans s’inquiéter de 'orientation des interfaces simulées.

Finalement, la figure 3.15 montre les différentes valeurs obtenues pour toutes ces con-
formations en fonction de la distance interparticule. On observe alors que, comme nous
I’avons déja visualisé avec les spectres, a tres faible distance d, la dispersion de réso-
nances est tres importante et se réduit lorsque les particules s’éloignent I'une de I'autre.
L’alignement par les pointes donnent les valeurs les plus bleues suivi par ['alignement par
les arrétes puis finalement par les faces. Cet ordre correspond & ce qui avait été observé
dans la littérature [158]. Les valeurs pour les dimeres non-facettés se trouvent entre les
valeurs de l’alignement par les pointes et I'alignement par les arrétes, ce qui n’était pas
le cas pour ’équipe de S. Schliicker ou la fréquence de résonance simulée pour un dimere
de spheres se trouve entre l'alignement par l'arréte et la face. Cette différence peut venir
de la différence de finesse du maillage qui peut avoir un impact sur les résultats. Ainsi,
il est préférable de ne comparer entre elles que les simulations a motifs équivalents. Cela
nous permet malgré tout de conclure que 'alignement aléatoire de dimeéres de particules
présentant des facettes impacte fortement la longueur d’onde de résonance a faible dis-
tance et devrait donc se traduire par un élargissement des distributions. Au contraire, des
dimeres ne présentant pas de facettes sont beaucoup moins sensibles a I'alignement, ce qui
ne devrait pas entrainer d’élargissement des distributions expérimentales.

Ces simulations montrent donc bien comment le facettage des particules commerciales va
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entrainer un élargissement des fréquences de résonance pour des dimeres par rapport a
des particules dont les pointes ont été érodées chimiquement. Ces simulations ne pren-
nent, par contre, pas en compte l’anisotropie de forme des particules qui est plus élevée et
plus variable pour les particules commerciales. Cette anisotropie, et I'orientation relative
des particules dans un dimere, vont donc amplifier ’élargissement de la distribution des
fréquences de résonance pour les particules commerciales par rapport aux monodisperses.
De plus, comme la résonance plasmon correspondant au grand axe d’une particule an-
iosotrope domine son spectre de diffusion en lumiére non-polarisée et que cette résonance
est décalée vers le rouge par rapport a une spheére, on peut s’attendre a un décalage moyen
vers le rouge de la résonance des dimeres composés de particules commerciales par rapport
au cas monodisperse.

3.2.3 Caractérisation optique de dimeres origamis avec particules monodis-
perses et commerciales

La figure 3.16 présente les images visualisées sur la caméra couleur pour des échantillons
de particules commerciales et monodisperses ayant la méme chimie de surface (poly19T,
trithiol) et attachées a des origamis d’ADN identiques, de type ouvert. Avec des particules
commerciales, il apparalt une plus grande diversité de couleurs et d’intensités diffusées
entre les dimeres observés que dans le cas des particules monodisperses.

(a) Particules commerciales (b) Particules monodisperses

Figure 3.16: Visualisation d’échantillons en conformation "ouverte" sur la caméra couleur
CCD pour les deux types de particules.

J’ai également réalisé une étude des spectres de diffusion afin d’avoir une vision plus
quantitative de la différence de propriétés optiques de ces dimeres. La figure 3.17 nous
permet de comparer ces différents échantillons en présentant les distributions des longueurs
d’onde de résonance ainsi que les boites & moustaches correspondantes. La partie supérieure
contient les distributions de longueur d’onde de résonance de dimeres origamis ouvert
avec des particules commerciales (histogrammes turquoises, en bas) et monodisperses (his-
togrammes bleus, en haut). Dans ce cas, les brins d’ADN de surface font 197 et la force
ionique est faible (I =25 mM) : la distance interparticule devrait donc étre élevée. Pour
les particules commerciales, la médiane est égale a 548 nm et a 542,5 nm pour les partic-
ules monodisperses. Le décalage spectral entre les deux est donc de 5,5 nm. Les espaces
interquartiles respectifs sont de 5,9 nm et 2,6 nm. Et les moustaches s’étendent elles de
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540,6 a 559,3 nm et de 537,7 a 546nm. La distribution est asymétrique vers le rouge pour
les particules commerciales mais ne ’est pas pour le cas monodisperse.

Ainsi pour la forme ouverte des dimeéres origamis, la taille de la boite contenant 50% de
I’échantillon est divisée par 2,3 en utilisant des particules monodisperses. Il en va de méme
pour les moustaches. Il y a deux raisons a la distribution bien plus large des fréquences de
résonance plasmons des dimeres composés de particules commerciales. D’apres nos sim-
ulations précédentes, la réduction de l’espace interquartile pour les particules monodis-
perses est fortement liée a 1’érosion chimique des facettes des particules. Il y a alors
moins d’étalement de la distribution du aux différents alignements possibles des partic-
ules facettées du dimere. L’anisotropie plus faible des particules monodisperses explique
également cette différence dans la largeur des distributions.

Dans la partie inférieure, sont représentées les distributions de longueur d’onde de
résonance pour des dimeéres origamis fermés* avec les deux types de particules, toutes
deux couvertes de brins d’ADN 8T et pour la méme force ionique élevée (I =455 mM).
Dans le cas de ces origamis fermés*, la distance interparticule théorique est inférieure a
10 nm, soit moins que deux fois I’épaisseur des ligands en surface (L ~ 6 nm). On peut
donc s’attendre ici a ce que les particules soient proches et probablement au contact de
leur chimie de surface.

La distribution pour les dimeres avec les particules commerciales est décalé vers le rouge
par rapport a celle avec les particules monodisperses. Les valeurs médianes pour chaque
population (barre verticale jaune) sont respectivement égales & 566,7 nm et 551,3 nm ; ce
qui correspond a un décalage de plus de 15 nm. Pour les dimeéres de particules commer-
ciales, ’espace interquartile est égal & 18,6 nm. La moustache s’étend de 542,8 a 603,2 nm.
Elle traduit une légere asymétrie de la distribution vers le rouge. On observe également
une valeur en dehors des moustaches, supérieure a 610 nm. Cela correspond probablement
a un dimere avec une ou deux particules fortement anisotropes. En comparaison, avec les
particules monodisperses, ’espace interquartile est égal a 7,8nm et la moustache s’étend
de 541 a 558,1 nm sans valeurs au-dehors. Par contre pour ces particules, I'asymétrie de
la moustache est plus importante vers le bleu.

Nous voyons donc que l’espace interquartile de la distribution est divisé par 2,3 avec les
particules monodisperses et la longueur des moustaches par 3,5, par rapport aux par-
ticules commerciales. On retrouve bien le résultat observé pour les origamis ouverts :
I'utilisation de particules monodisperses permet de fortement réduire la dispersion spec-
trale des résonances des dimeres. En particulier, en comparant les données pour les formes
ouvertes et fermées* des origamis, on voit bien qu’il y a un fort recouvrement des dis-
tributions de fréquences de résonance pour les particules commerciales ; fortement réduit
dans le cas monodisperse.

Ces mesures indiquent également un important décalage entre les longueurs d’onde de réso-
nance moyennes entre particules commerciales et monodisperses, pour les deux géométries
d’origami. Dans le cas des particules seules, j’ai déja indiqué un décalage spectral des
fréquences de résonance d’environ 7 nm a cause de I’anisotropie de forme plus importante
avec des particules commerciales. Ce décalage se retrouve dans les fréquences de résonance
pour l'origami ouvert : c’est assez logique puisque, pour ces dimeres, nous pouvons at-
tendre une distance interparticule d grande et donc un faible couplage plasmon.

Dans le cas des dimeres fermés*, le décalage atteint 15 nm. Deux explications peuvent
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Figure 3.17: Comparaison des distributions de longueurs d’onde de résonance de dimeres
origamis de particules commerciales (distributions turquoises) et de particules monodis-
perses (distributions bleues) avec des origamis ouverts (en haut) et fermés* (en
bas). Distributions obtenues avec 48 (fermé*-commercial), 50 (ouvert-commercial), 28
(fermé*-monodisperse) et 38 dimeéres (ouvert-monodisperse).

justifier ce décalage plus élevé. Tout d’abord, nous avons déja vu avec les simulations
prenant en compte le facettage des particules que ces effets de forme avaient une influence
plus grande sur les résonances plasmon de dimeres a courte distance d. Il parait donc
cohérent que 'anisotropie de forme agisse davantage pour un origami fermé*. D’autre
part, nous avons vu dans le chapitre 2 que les particules commerciales ont une plus faible
stabilité colloidale que les particules monodisperses, probablement associée a une fraction
volumique de ligands ¢ en surface des particules plus faible. Il est donc possible que
I’épaisseur de la couche de ligands soit un peu plus faible dans le cas des particules com-
merciales. Si, comme indiqué précédemment pour un origami fermé* a forte force ionique,
les particules du dimere sont au contact de leur chimie de surface, cela impliquerait une
distance interparticule d moyenne plus faible pour les particules commerciales et donc un
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décalage spectral vers le rouge de la moyenne de la distribution.

Les données comparatives présentées ici pour des particules commerciales et monodis-
perses, avec des dimeéres fermés* a forte force ionique et des dimeéres ouverts & faible
force ionique, nous confirme donc l'intérét d’utiliser des particules qui ont été érodées
chimiquement pour réduire la dispersion spectrale des résonances plasmon de dimeéres.
L’intérét de ces données expérimentales est également de nous fournir des cas extrémes de
distances interparticules d qui vont me permettre de valider les simulations par MNPBEM
pour calibrer la relation attendue entre la fréquence de résonance plasmon longitudinale
d’un dimere et d.

3.3 Relation longueur d’onde - distance interparticule

Je vous ai déja présenté un exemple de relation longueur d’onde - distance interparticule
en comparant des particules facettées ou non (figure 3.15). Dans cette partie nous allons
discuter du choix des parametres de cette simulation afin de calibrer cette relation vis-a-vis
de mes données expérimentales.

Pour rappel, les parametres importants a définir sont bien évidemment la taille des partic-
ules (rayon a), leur forme, le type et la finesse du maillage, ainsi que I'indice de réfraction
du milieu environnant et de la fonction diélectrique de ’or. Nous verrons au cours de cette
partie comment, en modulant ces deux derniers parametres, il nous a été possible d’établir
des courbes de calibration en adéquation avec nos résultats expérimentaux.

Pour invalider ou non les parameétres choisis, il nous faut au moins deux cas limites (partic-
ules éloignées et particules proches). Pour cela nous utiliserons les distributions montrées
dans la figure 3.17. D’apres le design de nos origamis, pour les dimeres ouverts a faible
force ionique, on peut considérer que la distance interparticule va étre élevée par rapport
au rayon des particules : a cette distance le couplage plasmon est faible. Lorsque le cou-
plage est faible, cette partie de la courbe est relativement plate (par exemple sur la figure
3.15) : ainsi, de grandes variations de la distance d entrainent des faibles variations de la
longueur d’onde. C’est pourquoi, dans cette partie de la courbe, ’estimation de la distance
d a partir des données spectrales ne sera pas tres précis.

Au contraire, en ce qui concerne le cas ou les particules sont proches, une petite variation
de d entraine une grande variation de longueur d’onde. C’est pourquoi, il sera intéressant
de se placer dans un cas ou les particules sont proches du contact entre leurs chimies de
surface, soit d =~ 2L avec L ’épaisseur de la couche de ligands. J’appellerai cette distance
la distance de contact dcoptact. Comme indiqué dans le chapitre 2, pour des origamis fer-
més, la distance d dans le design devrait étre inférieure a 2L. De plus, j’ai utilisé pour
les données de la figure 3.17 une grande force ionique (455 mM) qui favorise d’atteindre le
contact des chimies de surface dans des dimeres de particules d’or comme évoqué dans le
chapitre 1 sur des données de Laurent Lermusiaux obtenues & I'Institut Langevin. Il est
donc raisonnable de supposer que les données de la figure 3.17 sont obtenues au contact
des chimies de surface. Des expériences complémentaires des chapitre 4 et 5 viendront
confirmer cette hypothese.

Pour un ADN simple-brin 8T, j’ai déja évoqué que L peut étre estimé a 6 nm : 2 nm
pour la fonction trithiol, puis 8 bases avec une distance d’environ 0,55 nm entre chaque
base [160]. Comme un simple-brin d’ADN a une longueur de persistance inférieure a 2
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nm a force ionique élevée [160], I’épaisseur de la chimie de surface en 8T pourrait étre
significativement inférieure a 6,5 nm. Toutefois, avec une forte densité de ligands, il a
été démontré que les simple-brins d’ADN polyT adoptent une conformation en cheveux
autour de particules d’or [144]. C’est pourquoi 6 nm semble une estimation raisonnable.
Comme la répulsion stérique est faible a d proche de 2L (répulsion élastique nulle et répul-
sion osmotique & son minimum), il est possible d’observer une certaine compression des
chimies de surface et donc une distance d légerement inférieure a 2L. La longueur des
ligands amphiphiles, ajoutés aux brins 87 en surface des particules, est de 3,5 nm : donc
ceux-ci ne devraient pas intervenir avant une forte interpénétration des chimies de surface.

3.3.1 Particules commerciales

Lors de précédentes publications, notre équipe a déja calibré la relation entre les longueur
d’onde de résonance de dimeres et leur distance interparticule pour des particules commer-
ciales, en considérant toujours des particules sphériques par théorie de Mie [11, 8, 43, 161]
ou avec le MNPBEM [150]. Par conséquent, j’ai, dans un premier temps, utilisé les mémes
parameétres pour les constantes diélectriques comme évoqué dans la partie 3.2.2 lors de la
comparaison des particules commerciales et monodisperses. La figure 3.18 reprend les
courbes de calibration pour les particules facettées isotropes avec les boites & moustaches
des distributions de longueurs d’onde des particules commericales de la figure 3.17. Les
parametres utilisés sont :

- le diameétre : 40nm

- la fonction diélectrique de l'or : Johnson et Christy (1972) [27]. C’est la fonction
diélectrique de l’or la plus couramment utilisée.

- l’indice de réfraction du milieu : 1,4 [43, 8]. Indice utilisé précédemment par 1’équipe
qui correspond a une valeur définie car se trouvant approximativement entre I’indice

de l'eau : 1,33 et l'indice de I’ADN simple brin : 1,45 [84]

- le maillage : triangulaire (32 motifs). Le choix de ce maillage et I'impact sur la
longueur d’onde de résonance ont déja été présentés précédemment.

D’apres 'analyse des résultats, la distribution de longueur d’onde pour les dimeres
ouverts semble bien correspondre a une distance interparticule proche de 25nm. Ainsi,
cela n’invalide pas les choix des parametres pour ce cas limite. En ce qui concerne les
dimeres fermés*, la distribution de longueur d’onde correspond & une distance d’environ
10nm, les trois courbes étant comprises dans la boite des 50%. La distance supposée est
donc inférieure a la distance de contact définie précédemment. Cela signifie donc soit une
légere compression des chimies de surface ou une fraction volumique de ligands en surface
des particules plus faible qui permet aux simple-brins d’ADN de se replier. Cette derniere
hypothese est en accord avec la stabilité colloidale plus faible obtenue avec des particules
commerciales par rapport aux monodisperses. En tout cas, ces courbes de calibration sont
globalement en bon accord avec les données expérimentales.

Il semble donc que le choix de ces parametres pour les particules commerciales est ju-
dicieux. Il fonctionnait déja pour les études précédentes [11, 8, 43, 161, 150] pour les
valeurs moyennes en négligeant le facettage des particules (correspondant aux simulation
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Figure 3.18: Comparaison des courbes de relation entre longueur d’onde et distance inter-

particule obtenues pour des dimeres de particules d’or a facette suivant différents aligne-

ment ainsi que les boites & moustaches des résultats expérimentaux pour des particules

commerciales présentés dans la figure 3.17.

Paramétres choisis : diamétre 40nm ; £op : Johnson € Christy [27] ; nEpvir = 1,4.

avec un maillage circulaire dans la figure 3.15). Ce choix est confirmé en prenant en
compte les facettes des particules commerciales : 1’élargissement simulé est en bon accord
avec les données expérimentales.

3.3.2 Particules monodisperses

Pour les particules monodisperses, nous pouvons d’ores et déja supposer que les constantes
diélectriques utilisées ci-dessus ne vont pas donner un accord quantitatif entre simulations
et expériences. En effet, nous avons vu qu’avec ces particules, pourtant plus grosses
que les commerciales, les résonances des diméres ouvert sont décalées vers le bleu. Nous
avons donc décider d’étudier I'influence de I'indice de réfraction du milieu et de la fonction
diélectrique de l'or.

Indice de réfraction du milieu

Dans un premier temps, nous avons choisi de faire varier I'indice de réfraction du milieu.
Le décalage spectral vers le bleu peut provenir d’une légerement surestimation de cet indice
en considérant ’eau et les ligands de surface. Nous avons également réalisé des simulations
plus complexes, mais plus réalistes, considérant une coquille d’indice 1,45 et d’épaisseur
6 nm autour de la particule d’or (figure 3.19). Nous avons bien évidemment utilisé un
diametre de particules de 42nm (diametre estimé grace aux images TEM) et un maillage
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Figure 3.19: Représentation du modele de dimere de particules d’or avec une coquille
d’ADN de 6nm utilisé pour les simulations.

La figure 3.20 montre les résultats pour les simulations avec ces différents parametres
(Mmitiew = 1,33 et ngpenr = 1,45 + npiziew = 1, 33) ainsi que les boites & moustaches des
distributions de longueur d’onde obtenues dans la figure 3.17 pour les particules monodis-
perses. On constate que, malgré la complexification du modeéle par I’ajout de cette coquille,
la relation obtenue reste surestimée par rapport aux données expérimentales. Au contraire,
lorsque ’on retire la coquille d’ADN, réduisant le milieu environnant a de I’eau, la distance
interparticule pour les dimeres ouverts peut étre estimée comme étant supérieure a 25nm
et celle pour les dimeres fermés* a 13nm. Ces résultats sont donc en adéquation avec
nos attentes morphologiques pour les dimeres assemblés. Cependant, le fait de totalement
négliger la couche dense d’ADN de surface ne nous semble pas réaliste. C’est pourquoi
nous avons décidé d’également étudié I'influence de la constante diélectrique de ’or.

Fonction diélectrique de 1’or

La constante diélectrique utilisée dans mes simulations a été estimée expérimentalement
dans un article de 1972. Depuis, d’autres équipes ont effectué des mesures complémen-
taires, plus ou moins en accord avec les données de 1972 [28]. En particulier, des mesures
ont été effectuées en 2012 sur différents types de surfaces d’or par ellipsométrie pour étudier
I'influence de la rugosité de surface sur les constantes diélectriques estimées, en les com-
parant a des nombreuses données publiées préalablement dont celles de 1972 [28]. Cette
étude a montré que les mesures effectuées sur des films trés rugueux avaient tendance a
sous-estimer légérement la partie imaginaire de la constante diélectrique de l'or I'm(gy,)
par rapport a des films parfaitement lisses obtenus par template-stripping.

Cette technique de fabrication consiste en un dép6t d’or sur un substrat de silicium ; suivi
d’un dépot d’epoxy et de silice sur 'or afin de pouvoir décoller le substrat de silicium du
dépot d’or [162]. La surface d’or exposée, qui était en contact avec le silicium au moment
du dépdt, présente une rugosité plus de 4 fois plus faible quun dépdt d’or traditionnel
ou une couche d’or monocristalline (typiquement 0,25 nm contre plus de 1 nm) [28]. En
pratique, la présence de vide au niveau des rugosités de surface serait a ’origine de cette
sous-estimation de I’absorption dans une couche d’or rugueuse en ellipsométrie [28]. Par
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Figure 3.20: Comparaison des courbes de relation entre longueur d’onde et distance inter-
particule obtenues pour des dimeres de particules d’or avec ou sans coquille I’ADN ainsi
que les boites a moustaches des résultats expérimentaux pour des particules monodisperses
présentés dans la figure 3.17

Parameétres choisis : diamétre 42nm ; eop : Johnson & Christy [27]

contre, les différences sont négligeables dans le visible pour la partie réelle de la constante
diélectrique Re(ey,). Ces différences avaient déja été évoquées rapidement au début du
chapitre 1 sur la figure 1.2.

La figure 3.21 présente les résultats obtenus avec la constante diélectrique mesurée
sur un film lisse et pour un modele de particule coeur (spere d’or de 42 nm) - coquille
(6 nm d’indice 1,45) ; associés aux boites & moustaches des distributions expérimentales
des dimeéres ouverts et fermés* pour des particules monodisperses. Pour une meilleure
comparaison, la courbe obtenue précédemment avec la fonction diélectrique de Johnson et
Christy de 1972, pour des particules cceur-coquille, a également été ajoutée. L’utilisation
de la fonction diélectrique d’un film d’or lisse décale vers le bleu les longueurs d’onde de
résonance en excellent accord avec mes expériences. Ainsi, pour les dimeres ouverts, la
distance interparticule est supérieure & 25 nm et, pour les fermés*, égale a 13 nm. Il
faut également noter que cette simulation avec une coquille d’indice 1,45 et en prenant la
dimension des particules d’or obtenues en TEM n’introduit quasiment aucune hypothese
géométrique, a part ’épaisseur de la couche de ligand. Pour cette derniére, une variation
de 2 nm de I’épaisseur n’influe pas de fagon notable sur les résonances simulées. Il y a
donc un accord quantitatif entre nos données expérimentales, obtenues avec des particules
trés proches de sphéres parfaites, et ces simulations.
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Figure 3.21: Comparaison des courbes de relation entre longueur d’onde et distance inter-

particule obtenues pour différentes fonctions diélectriques : Johnson & Christy [27] et

Olmon [28] ainsi que les boites & moustaches des résultats expérimentaux pour des partic-

ules monodisperses présentés dans la figure 3.17

Parameétres choisis : diameétre 42nm ; Ngpy = 1,33 ; ngpenn = 1,45

Discussion sur les particules commerciales

Les simulations effectuées ici et dans la littérature avec la fonction diélectrique de l'or
mesurée par Johnson et Christy semblent donc en excellent accord avec des mesures effec-
tuées pour des dimeres de particules commerciales polydisperses. Pourtant, elles donnent
des résultats absurdes avec des particules d’or monodisperses : il faut alors négliger la
présence de ligands organiques en surface et prendre la constante diélectrique de 'eau
pour l'environnement. Or I'environnement diélectrique est le méme pour les deux types
de particules : ce n’est pas un parametre raisonnable a exploiter pour adapter les simula-
tions aux mesures expérimentales avec deux types de particules.

De par leur forme bien mieux controélée, les particules monodisperses devraient plutot nous
guider sur le choix des parameétres de simulation. Avec le modeéle coeur-coquille précédent
et la constante diélectrique obtenue sur un film d’or lisse, ’accord simulations-expériences
est excellent. Des simulations avec ce modele ne fonctionneraient évidemment pas avec
les particules commerciales, méme en considérant les facettes.

Comme je l'ai déja évoqué en comparant les résonances des particules seules et les réso-
nances des dimeres, c’est I’anisotropie de forme des particules commerciales qui explique
probablement ce désaccord en entrainant un décalage vers le rouge des résonances mé-
dianes. Il semblerait donc que l'utilisation d’une constante diélectrique sous-estimant
la partie imaginaire Im(e,,) ait fortuitement compensé I’anisotropie de forme des par-
ticules commerciales. Pour confirmer cette hypothese, il faudrait simuler des particules
ceeur-coquilles anisotropes avec la constante diélectrique de ’or publiée en 2012 et dans
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différentes orientations relatives. Puis convoluer cet effet avec le facettage des particules,
étudié précédemment, afin de reproduire le mieux possible les distributions expérimen-
tales obtenues pour des particules commerciales. Cela dépasse un peu le cadre de cette
étude : le but était d’obtenir des relations réalistes reliant la distance interparticule d avec
des longueurs d’onde de résonance plasmon mesurées expérimentalement. C’est bien ce
que nous avons obtenu ci-dessus, aussi bien dans le cas des particules monodisperses, que
commerciales.

3.4 Protocole d’analyse Hue Saturation Lightness

Les outils expérimentaux décrits dans ce chapitre présentent plusieurs limites : nombre
limité de nanostructures mesurées (typiquement une cinquantaine), di a la lenteur de la
méthode spectroscopique méme automatisée ; sélection visuelle des dimeéres a étudier ;
nécessité d’utiliser un spectrometre fibré et une platine piézoélectrique qui rendent ces
mesures optiques difficilement exploitables d’un point de vue industriel. L’idée est donc
d’essayer de remonter a ces informations spectroscopiques avec une simple image plein
champ de microscopie a fond noir sur caméra couleur et ainsi d’exploiter des équipements
beaucoup moins couteux tout en évitant la lenteur et la subjectivité dues a la mesure des
spectres de dimeres individuels.

Dans la littérature, on trouve plusieurs exemples d’études utilisant le signal directement
obtenu en champ sombre sur une caméra couleur afin d’analyser spectralement les ré-
sonances plasmon de nanostructures d’or [43, 8, 163, 164, 150]. Au cours de sa these
a I'Institut Langevin, L. Lermusiaux avait établi une courbe de calibration des teintes
moyennes de dimeres individuels sur la caméra couleur CCD en fonction des valeurs
moyennes de longueur d’onde de résonance [43, 8]. Ces expériences ont montré qu’il
était possible d’analyser optiquement des structures uniques plasmoniques a l’aide d’une
simple caméra couleur et sans spectrometre. Pour cela, il est nécessaire de comprendre la
notion de couleur dans le signal d’une caméra CCD. Chaque pixel d’'une caméra couleur
est typiquement composé de 4 pixels qui, griace a une jeu de filtres colorés, détectent
la lumiere bleue, verte ou rouge. On utilise généralement deux fois plus de pixels verts
pour reproduire la sensibilité spectrale de ’ceil humain. La signal détecté peut alors étre
généralement décomposé selon ces trois couleurs en un signal RGB pour Red Green Blue.
Toutefois, le signal sur chaque canal R, G ou B mélange une information spectrale et une
information d’intensité.

Il existe donc d’autres protocoles pour différencier I'information d’intensité et I’information
de couleur d’une caméra CCD. Ces protocoles utilisent des parametres plus intuitifs et
proches de la perception humaine des couleurs tels que les systemes HSV (Hue Saturation
Value) et HSL (Hue Saturation Lightness). Les parametres H, S et L/V peuvent alors étre
calculés a partir des parametres R, G et B pour chaque pixel d’une image. En pratique, il
s’agit d’un simple changement de base pour la représentation 3D du signal d’une caméra
couleur. Pour ces deux systemes, H est la teinte du signal et est définie par un angle dans
le cercle des couleurs :

- Rouge : 0° ou 360°
- Jaune : 60°

- Vert : 120°
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- Bleu : 240°

La saturation correspond a la finesse de la couleur, elle est aussi parfois appelée "pureté'.
Elle est donc associée a une finesse spectrale du signal mesuré. Plus cette valeur est faible,
plus le signal recu par un pixel recouvre tout le spectre visible, correspondant a un pixel
gris. Dans un protocole HSV, V ou valeur est lié a l'intensité recue par le pixel mais
n’est pas indépendante de l'information spectrale. Lorsqu’elle vaut 0, le pixel est noir.
Il est donc plus intéressant d’utiliser un protocole HSL car L ou luminosité correspond a
I'intensité reque indépendamment de I'information spectrale : L varie entre 0 (pixel noir)
et 1 (pixel blanc) et donne donc un niveau de gris de I'image.

=
=
=)
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7

Figure 3.22: Représentation des différents systémes de codage informatique de la couleur
: Red Green Blue, Hue Saturation Value et Hue Saturation Lightness (figure adaptée de
Wikipédia).

Précédemment, nous avons vu que, pour discriminer des dimeres des autres structures,
la teinte (vert, jaune, orange ou rouge) visualisée sur la caméra est un bon indicateur.
Pour traduire cette perception en une valeur quantitative, nous avons choisi d’utiliser la
teinte H. Nous avons également vu que l'intensité est un parametre important lors de la
sélection des dimeres. En particulier, I'intensité des agrégats sature en général la caméra
et ils apparaissent alors comme étant blancs au centre. Pour quantifier ce parametre,
nous avons choisi la valeur de la luminosité L. En effet, dans le protocole HSL, cette seule
composante permet d’obtenir du blanc. Dans le protocole HSV pour en obtenir il faut
une saturation S faible et une valeur V élevée : devoir suivre deux parametres n’est pas
pratique. Nous avons donc choisi de convertir les informations RGB de la caméra en HSL.

3.4.1 Acquisition et traitement des données

La premiere étape de ce nouveau protocole est la prise d’images de I’échantillon avec la
caméra CCD couleur (exposition 300ms). Une sous-exposition ne permet pas un rapport
signal / buit suffisant pour le traitement automatique des données et une sur-exposition
sature les tAches d’Airy correspondant au dimeres et dégrade alors les informations sur
la teinte. Une fois 'acquisition des images effectuées, tout le post-traitement est effectué
avec Matlab.

Dans un premier temps, le centre de chaque tdche d’Airy est identifiée dans chacune
des images. Lorsque les conditions expérimentales sont modulées dans le temps pour un
méme échantillon, les taches sont associées sur chacune des images. Cela permet, par
exemple, d’identifier les dimeres qui se sont détachés lors d’une étape et donc de les retirer
de I’étude statistique. Enfin, les informations de couleur de chaque dimeére sont converties
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de RGB en HSL grace a une bibliotheque Matlab. Pour associer une valeur HSL a chaque
dimeére, nous moyennons les signaux sur 200 pixels autour du centre de la tache d’Airy cor-
respondante : compte-tenu du grandissement élevé (x72) et de la limite de diffraction de
notre montage (1pum), une tache d’Airy est fortement sur-échantillonnée avec un diametre
de 15 pixels environ.

3.4.2 Choix des dimeéres

L’utilisation du protocole HSL a deux buts : simplification expérimentale et automati-
sation du choix de dimeéres, comme déja évoqué précédemment. Nous avons ainsi défini
empiriquement des valeurs seuils afin de discriminer les dimeres des autres structures
(monomeres ou agrégats). Pour éliminer les monomeres ainsi que certaines poussiéres,
apparaissant comme des points bleutés, nous utilisons un seuil en teinte H : si la teinte
est supérieure a 130°, la lumiere diffusée est trop bleue pour provenir d’un dimere. Pour
éliminer les agrégats, nous utilisons un seuil en luminosité L : si le point a une luminosité
supérieure a 0.65, le signal est trop important pour un dimere. Cette utilisation de valeurs
seuils permet d’éviter tout cherry picking involontaire lors du choix subjectif des dimeéres
quand je mesure des spectres de diffusion d’objets uniques.

3.4.3 Validation du nouveau protocole

Afin de valider ce nouveau protocole, nous avons utilisé les mémes échantillons que pour la
partie précédente : dimeres de particules commerciales et de particules monodisperses avec
des origamis fermés* et ouverts. Nous avons donc utilisé les images d’ensembles prises
lors du choix des dimeéres des expériences avec le spectrometre. La figure 3.23 présente les
résultats obtenus avec ces images grace a ce nouveau protocole. Nous allons analyser les
résultats pour répondre a la question : ['utilisation de particules monodisperses améliore-
t-elle la réponse optique ?. Si nous arrivons aux mémes conclusions, nous considérerons
alors comme valide ce nouveau protocole.

Les résultats sont présentés de la méme maniére que précédemment : les dimeres de
particules commerciales en conformation ouverte et fermée* dans la partie inférieure
(histogrammes marron) et les dimeéres de particules monodisperses également dans ces
deux conformations dans la partie supérieure (histogrammes verts). Une bande supplé-
mentaire présente, en haut de la figure, associe la teinte estimée en degrés avec celle
observée sur les images. Cela permet de visualiser la variation de couleur des dimeres
correspondant aux distributions. Afin de faciliter la comparaison entre les résultats de
longueur d’onde de résonance et de teinte, I’axe des abscisses est inversé dans ce dernier
cas : un décalage vers le rouge correspond a une diminution de la valeur de H en degrés.

Nous allons commencer 'analyse des résultats en comparant les deux échantillons de
la forme ouverte. La valeur médiane est de 104,1° pour les particules commerciales et de
103,5° pour les monodisperses. Les espaces interquartiles sont respectivement égaux a 12°
et 7°. Il y a donc un rapport d’environ 1,7 entre ces deux types d’échantillons. Il en va
évidement de méme pour I’étendue des moustaches, qui, pour les commerciales s’étend de
126,1° & 78,9° ce qui correspond a un camaieu de vert (le jaune équivalant a 60°), et de
114,7° & 94,2° pour les monodisperses. Pour la conformation fermée*, La valeur médiane
de H pour les particules commerciales est de 85,5° et de 89,1° pour les monodisperses.
Le décalage entre ouvert et fermé* est alors de 18,6° pour les premicres et de 14,4°
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Figure 3.23: Ananlyse HSL de dimeéres origamis de nanoparticules commerciales (distri-
butions marron) et de particules monodisperses (distributions vertes) en conformation
ouvert (en haut) et fermé* (en bas)

pour les secondes donc légerement inférieur comme nous avions pu le voir précédemment
avec I'analyse des spectres de diffusion. Les espaces interquartiles sont respectivement
égaux a 25,1° et 14,6°. Ils ont donc été chacun multipliés par 2 environ par rapport a
la forme ouverte. Finalement, les moustaches s’étendent de 119° a 32,4°, passant du
vert au orange, pour les commerciales et de de 112,7° a 57,6°, du vert au jaune, pour les
monodisperses. On observe alors une augmentation de I’étendue des moustaches pour les
deux types d’origami.

Enfin, le calcul des p Value, sur 'hypothese que les échantillons ouvert et fermé* de cha-
cune deux formes sont identiques, donne des valeurs respectivement égales & 1,1.1072" et
6,3.107'7, donc largement inférieures au seuil des 5%. Nous pouvons donc conclure qu’il
est possible de différencier, pour chaque type de particules, d’une différence de conforma-
tion des dimeres tel qu’observé avec les spectres de diffusion.

En pratique, 'utilisation de particules monodisperses divisent par 1,7 ’espace interquar-
tile pour les deux conformations. Les moustaches sont, quant a elles, divisées par 2,3 pour
la forme ouverte et par 1,6 pour la forme fermée*. Ainsi les distributions des particules
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monodisperses sont bien moins larges et leur utilisation améliore donc la reproductibilité
des réponses optiques.

Finalement, ’analyse des résultats par l'intermédiaire de ce nouveau protocole confirme
I’hypothese selon laquelle I'utilisation de particules monodisperses en forme et en taille
améliore la réponse optique de nos nano-objets. Les conclusions étant donc identiques a
celles obtenues dans la partie précédente avec ’ancien protocole, cela nous permet alors de
valider I’approche basée sur I'analyse HSL. Cela nous permet également de conclure que
la sélection des dimeres que j’effectue avec la caméra couleur avant ’analyse spectrale de
nanostructures uniques est valable car elle donne des résultats comparables a une analyse
sans sélection subjective.

3.4.4 Comparaison des deux protocoles

Comme déja évoqué précédemment, ce nouveau protocole limite I'intervention humaine
sur le choix des dimeres. Cette intervention comporte en effet des biais cognitifs pouvant
mener & un cherry picking non voulu. Ainsi, la limitation de cette intervention permet
un choix plus objectif des taches d’Airy considérées comme étant des dimeres. Par con-
séquent, nous devrions observer un plus grand nombre d’événements extrémes ainsi qu’un
élargissement des distributions. En effet, nous avons vu lors de 'analyse des résultats que
la diminution des grandeurs comparatives (espace interquartile et taille des moustaches)
est légerement inférieure avec le nouveau protocole pour les objet ouverts et plus im-
portante pour les fermés*. Le tableau ci-apres rappelle les valeurs de diminution de ces
grandeurs pour les deux conformations obtenues avec les différents protocoles.

Etat | Grandeur observée | Protocole spectrometre | Protocole HSL
ouvert | esp. interquartile 2,3 1,7
moustaches 2,3 2,3
fermé* | esp. interquartile 2,3 1,7
moustaches 3,5 1,6

Nous observons également une augmentation du nombre de valeurs situées a 'extérieure
des moustaches, représentées par des croix rouges, correspondant a des événements plus
extrémes. Cependant ce nombre est a relativiser par rapport a la taille des populations
correspondant aux différents échantillons.

En effet, 'un des avantages de ce protocole est 'augmentation de la taille de I’échantillon.
Alors qu’avec I'approche spectroscopique, nous utilisons au maximum une population de
50 dimeres, la mesure HSL nous permet de traiter une plus grande quantité d’éléments.
Le tableau ci-aprés présente, par exemple, la taille des échantillons utilisés pour l'analyse
présentée ainsi que le pourcentage de valeurs en dehors des moustaches.

Particules Etat | Taille de I’échantillon | Valeurs extrémes
commerciales | ouvert 99 6%
fermé* 144 0,7%
monodisperses | ouvert 88 2%
fermé* 210 8%

Ainsi, pour chacun des échantillons, la taille de I’échantillon statistique est supérieure
a 50. Quant aux valeurs extrémes, leur nombre varie d’un échantillon a ’autre mais reste
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relativement faible.

Cet agrandissement est en grande partie dii a la réduction du temps d’acquisition. En
effet, pour acquérir 50 spectres, le temps nécessaire est d’environ 30 min avec le besoin
d’une présence humaine pour surveiller et rectifier la dérive de 1’échantillon qui est un
parametre critique pour l'obtention des spectres (recouvrement spatial entre I'image de
la fibre du spectromeétre sur I’échantillon et la position du dimére mesuré). Au contraire,
ce nouveau protocole ne nécessite que quelques secondes, le temps de prendre des images
et de les enregistrer, chaque image comportant souvent plus de 50 dimeres. Il est, de
plus, beaucoup moins sensible a la dérive de I’échantillon et peut donc permettre une
meilleure automatisation. Il est également possible d’étudier I’évolution de la teinte H
de chaque tache d’Airy, pour un méme échantillon donné, en modulant les parametres
physico-chimiques des dimeres.

Ce protocole d’analyse des propriétés optiques de dimeéres plasmoniques a donc un po-
tentiel intéressant pour des applications industrielles : équipements pres de 100 fois moins
chers (caméra couleur par rapport a un spectrometre associé a une caméra CCD refroidie
et & une platine piézoélectrique), rapidité, et simplicité des alignements. Toutefois, en
obtenant une information spectrale relative, il ne permet pas de remonter a la distance
interparticule d dans ’analyse de mes échantillons. A I'inverse, la spectroscopie de nanos-
tructures uniques, associée a des simulations numériques en MNPBEM, m’a permis de
définir une relation entre fréquence de résonance et distance interparticule. L’approche
HSL est donc surtout intéressante pour exploiter des nanostructures hybrides stimulables
déja bien caractérisées. Comme, pour cette these, il nous faut encore étudier et com-
prendre I’évolution de la morphologie de dimeéres de nanoparticules d’or assemblées sur
des origamis d’ADN, je vais me concentrer dans les chapitres 4 et 5 a des mesures de
spectroscopie de nanostructures uniques.



Chapitre 4

Ouverture et fermeture d’origamis
d’ADN par strand displacement
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Dans ce chapitre, je vais vous présenter les résultats que j’ai obtenus en étudiant des

dimeéres de nanoparticules d’or assemblés sur des origamis d’ADN en Y, dont la mor-
phologie est modifiée en modulant la longueur d’une section double-brin du site actif de
lorigami. Dans un premier temps, je vais détailler les différents designs que nous avons
considérés : les origamis ouverts, semi-ouverts et fermés, décrits sommairement dans
le chapitre 2 et dont le site actif n’est plus modulable une fois 'origami synthétisé ; et les
origamis semi-ouverts* et fermés* dont la longueur du site actif peut étre modulée par
une réaction de strand displacement.
Je montrerai ensuite comment des mesures de spectroscopie de dimeéres uniques avec
ces origamis nous a permis de choisir la chimie de surface des nanoparticules et le type
de nanoparticules permettant au mieux de corréler les fréquences de résonance plasmon
mesurées et la morphologie des origamis. Nous avons également pu étudier comment ces
nanostructures hybrides voient leur morphologie modifiée en modulant la force ionique du
milieu. Je terminerai le chapitre en décrivant les résultats obtenus sur des dimeres hy-
brides assemblés sur les origamis modulables et ou j’ai modifié la conformation de 1'origami
ex-situ (avant assemblage) ou in-situ (dans la chambre microfluidique).

4.1 Design des origamis

4.1.1 Origamis non modulables

Au cours du chapitre 2, je vous ai déja présenté 3 designs d’origamis non-modulables en
indiquant uniquement le nombre de bases hybridées qui définissent la section double-brin
du site actif.

Origami fermé

L’origami fermé est hybridé par 2 brins de 43 bases chacun. La figure 4.1 présente une
représentation schématique détaillée de cette structure. Les séquences données dans cette
figure correspondent aux 2 simple-brins du scaffoldqui relient les deux bras du Y. Les
deux fleches d’'une méme couleur correspondent a un unique brin d’ADN synthétique de
43 bases comme indiqué par les pointillés. Toutefois, il n’y a pas d’hybridation au scaffold
au niveau de ces pointillés : a ce niveau, le scaffold va former une boucle simple-brin. Les
séquences des 2 brins synthétiques sont :

- Brin 1 : GTATTAAACCAAGTACCAGGCTTATCCGGTATTCTAAGAACGC (43
bases)

- Brin 2: TAAATGCAATGCCTGAGTAATGTGTAATGCCGGAGAGGGTAGC (43
bases)

La boucle formée par le scaffold ne se situe pas au centre du site actif mais a 18 ou
25 bases en partant des bras : ce choix est effectué pour faire coincider 'orientation des
hélices de part et d’autre de la boucle comme indiqué sur une représentation 3D du site
actif correspondant en figure 4.1. En considérant 43 paires de bases entre les bras, nous
pouvons estimer leur écartement a environ 15 nm. Compte-tenu de l'effet de levier di
au Y et de la géométrie d’accroche des nanoparticules d’or, cela devrait impliquer une
distance interparticule de 9 nm pour deux spheres de 40 nm comme expliqué au chapitre
2 dans la figure 2.2b.
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Brin 2
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5 GCTACCCTCTCCGGCATTAATTTATCAGCTAGAACGGTTGAATATCATATTGATGGTGATTTGACTGTCTCCGGCCTTTCTCACCCTTTTGAATCTTTACCTACACATTACTCAGGCATTGCATTTA
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Figure 4.1: Schéma explicatif de la structure de la partie centrale de l'origami fermé
(43bp). Séquences : les 2 brins du scaffold, fleches : les brins complémentaires au scaffold
(séquences données dans le texte), pointillés : 0 base entre les deux extrémités des fleches
(en haut). Représentation 3D de la structure de l'origami (en bas).

Origami semi-ouvert

L’origami semi-ouvert est, lui, hybridé par 4 brins. La figure 4.2 présente une représen-
tation schématique détaillée de cette structure. Deux brins, un a chaque extrémité, relient
les deux brins du scaffold. Cela apporte plus de rigidité a la structure grace a la dispari-
tion d’un degré de liberté de mouvement des brins. Des boucles sont formées de la méme
maniere que précédemment en hybridant des brins différents sur chaque brin du scaffold.
Les séquences de ces brins sont :

- Brin 1 : GGTAAAGATTCAAAAGGGTGAACCGTTCTAGCTGATAAATTA (42
bases)

Brin 2 : GCACTCATCGAGAACAAGCAAAGCAAGCAAATCAGATATAGA (42
bases)

Brin 3 : GTATTAAACCAAGTACCATGCCGGAGAGGGTAGC (34 bases)

Brin 4 : TAAATGCAATGCCTGAGTAATGTGTAAGGCTTATCCGGTATTCTAA-
GAACGC (52 bases)

La boucle ne se situe pas au centre de la structure mais a 38 ou 47 bases en partant des
bras. L’écartement entre les bras devrait alors correspondre a environ 29 nm ; impliquant
une distance bord & bord de I'ordre du diametre des particules d’or.

Origami ouvert

Enfin, I'origami ouvert est hybridé par 6 brins. La figure 4.3 présente une représenta-
tion schématique détaillée de cette structure. Toutes les bases des brins du scaffold sont
hybridées par des brins complémentaires liant les deux différents brins : il n’y a aucune
boucle. Les séquences de ces brins sont :
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5 Brin 3 Brin 1 Brin 4
ECTACCCTCTCCGGCATI&—‘T TTATCAGC "LG/-\/;:CGQTTGAATATCATATTGATGGTGATI'TGACTGTCTCCGGCCTTI'CTCA/J»';‘ZILI TTTGAATCTTTACCTACACATTACTCAGGCATTGCATTTA
< e A <

>
CATAATTTGGTTCATGG CGGCAAAAATAAAAGTAGCATCCTTAGTAATGGCGCGGGTTA TCCGAATAGGCCATAAGATTCTTGCG

51

85bp

Figure 4.2: Schéma explicatif de la structure de la partie centrale de l'origami semi-
ouvert (85bp). Séquences : les 2 brins du scaffold, fleches : les brins complémentaires au
scaffold (séquences données dans le texte), pointillés : 0 base entre les deux extrémités
des fleches (en haut). Représentation 3D de la structure de l'origami (en bas).

- Brin 1 : GCACTCATCGAGAACAAGCAAACCGTTCTAGCTGATAAATTA (42
bases)

- Brin2: GCCGTTTTTATTTTCATCGTATCACCATCAATATGATATTCA (42 bases)

- Brin 3 : AGCAAGCAAATCAGATATAGAGGTAAAGATTCAAAAGGGTGA (42
bases)

- Brin 4 : GGAATCATTACCGCGCCCAATGAAAGGCCGGAGACAGTCAAA (42
bases)

- Brin 5 : GTATTAAACCAAGTACCATGCCGGAGAGGGTAGC (34 bases)

- Brin 6 : TAAATGCAATGCCTGAGTAATGTGTAAGGCTTATCCGGTATTCTAA-
GAACGC (52 bases)

Les brins hybridés sur les extrémités du site actif (5 et 6) sont identiques a ceux de
l'origami semi-ouvert (3 et 4). L’écartement entre les bras correspond & environ 43 nm
et donc la distance interparticule devrait alors étre significativement plus grande que le
diametre des particules.

4.1.2 Origamis modulables par strand displacement
Design

La réaction de strand-displacement que nous avons congue commence & partir d’un origami
fermé* (voir figure 4.4). La partie centrale est hybridée sur 36bp par deux brins (brins
rose et rouge). Chaque brin du scaffold est indépendant comme sur la forme fermé. La
boucle se trouve au milieu, a 18 bases d’un bras. De chaque c6té des brins qui maintien-
nent 'origami fermé, 7 bases supplémentaires ont été ajoutées, uniquement des adénines
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5 Brin 5 Brin 1 Brin 2 Brin 4 Brin 3 Brin 6
GCTACCCTCTCCGGCATTAATTI’ATCAGCTAGAACGGTTGJ\ATATCATATTGATGGTGAT'I:I'GACTGTCTCCGGCCTTTCT(ZACCCTTTTGAATCTTTACCTACACATTACTCAGGCATTGCATTTA
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CATAATTTGGTTCATGGCGTGAGTAGCTCTTGTTCG TTCGGCAAAAATAAAAGTAG CTQTCCTTAGTAATGGCG CGGGTTATCGTTCGTTTAGTCTATATCTTCCGAATAGGCCATAAGATTCTTGCG 5

Figure 4.3: Schéma explicatif de la structure de la partie centrale de l'origami ouvert
(127bp). Séquences : les 2 brins du Scaffold, fleches : les brins complémentaires au
Scaffold (séquences données dans le texte) (en haut). Représentation 3D de la structure
de l'origami (en bas).

(A). Les brins ont alors une longueur de 50 bases mais ne sont hybridés que sur 36. L’ajout
de brins de déverrouillage (brins jaune et orange), entierement complémentaires aux 50
bases, permet de libérer le scaffold. Finalement I'ajout de trois brins, dits d’ouverture
(brins turquoise, noir et bleu), s’hybrident au scaffold sur le site actif et créent une section
double-brin de 71bp entre les bras, complétée de sections simple-brins.

semi-ouvert®
+
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y

Brins
+ déverrouillage
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Brins ouverture
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Figure 4.4: Représentation schématique 3D de la réaction de strand-displacement du pas-
sage d’un origami fermé* a semi-ouvert*

Comme on peut le voir sur la figure 4.5, qui présente les séquences du scaffold hybridé
dans les deux conformations, les brins d’ouverture et de fermeture s’hybrident sur des
parties différentes. Ainsi, lors d’une incubation avec les 5 brins d’ADN de déverrouillage
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et d’ouverture, ces derniers peuvent interagir avec 'origami avant la fin du déverrouillage
de 'origami et ainsi le faciliter d’un point de vue thermodynamique. La réaction est dite
coopérative.

(a)

Brin 3 Brin 1 Brin 2

GCTACCCTCTCCGGCATTAATTTATCAGCTAGAACGGTTGAATATCATATTGATGGTG ATITGACTGTCTCCGG CCTTTCTCACCCTTTTGAATCTTTACCTACACATTACTCAGGCATTGCATTTA

< <

’

»

CATAATTTGGTTCATGGCGTGAGTAGCTCTTGTTCGTTCGGCAAAAATAAAAGTAGCATCCTTAGTAATGGCGCGGGT TATCGTTCGTTTAGTCTATATCTTCCGAATAGGCCATAAGATTCTTGCG 5

(b)

5’ Brin 2
GCTACCCTCTCCGGCATTAATTTATCAGCTAGAACGGTTGAATATCATATTGATGGTGATTTGACTGTCTCCGGCCTTTCTCACCCTTTTGAATCTTTACCTACACATTACTCAGGCATTGCATTTA

_> _>
CATAATTTGGTTCATGGCGTGAGTAGCTCTTGTTCGTTCGGCAAAAATAAAAGTAGCATCCTTAGTAATGGCGCGGGTTATCGTTCGTTTAGTCTATATCTTCCGAATAGGCCATAAGATTCTTGCG
5 7

Figure 4.5: Schéma explicatif de la structure de la partie centrale de l'origami semi-
ouvert* (71bp)(a) et fermé* (36bp)(b).

Séquences : les 2 brins du Scaffold, fleches : les brins complémentaires au Scaffold
(séquences données dans le texte), pointillés : 0 base entre les deux extrémités des fleches.

Finalement, voici les différentes séquences des brins décrits :

o Brins de fermeture (rose et rouge) :

- Brin1: AAAAAAA ATTAAACCAAGTACCGCAATCCGGTATTCTAAGAAC AAAAAAA

(50 bases)

- Brin 2 : AAAAAAA AATGCAATGCCTGAGTAATTAATGCCGGAGAGGGTA
AAAAAAA (50 bases)

o Brins de déverrouillage (jaune et orange) :

- Brin 1 : TTTTTTT GTTCTTAGAATACCGGATTGCGGTACTTGGTTTAAT
TTTTTTT (50 bases)

- Brin2’: TTTTTTT TACCCTCTCCGGCATTAATTACTCAGGCATTGCATT TTTTTTT

(50 bases)
 Brins d’ouverture (turquoise, noir et bleu) :

- Brin 1 : GGAATCATTACCGCGCCCAATGAAAGGCCGGAGACAGTCAAA (42
bases)

- Brin2: GTGTAGGTAAAGATTCAAAAGGGTGAAGCAAGCAAATCAGATATA-
GAAGGCT (52 bases)
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- Brin3: CAAGCCGTTTTTATTTTCATCGTATCACCATCAATATGATATTCAACC
(48 bases)

Il est également possible d’effectuer cette réaction de strand displacement dans les
origamis en deux étapes en passant, dans un premier temps, d’une conformation fer-
mée* a une conformation que j’appellerai déverrouillée*, ot le scaffold est parfaitement
simple-brin entre les deux bras du Y. Ce passage se fait en ajoutant les 2 brins de déver-
rouillage a l'origami fermé* (voir figure 4.6).

déverrouillé*

Brins
déverrouillage

« AN

Figure 4.6: Représentation schématique 3D de la réaction de strand-displacement du pas-
sage d’un origami fermé* & déverrouillé*

L’origami dévérouillé* peut alors étre refermé en ajoutant les brins de fermeture ou
passer a la forme semi-ouverte* avec les brins d’ouverture comme représenté sur la figure
4.7.

Modulation des origamis seuls

Le mécanisme d’ouverture de ce nouveau design d’origami a, dans un premier temps, été
testé & Montpellier par I’équipe de Gaétan Bellot. Des images TEM ont été prises pour
valider la conception. Les échantillons ont donc été synthétisés sous forme fermée*. La
figure 4.8a montre une image TEM de ces origamis. Ces images indiquent bien un angle
faible pour les Y des origamis, confirmant la conformation du site actif. Ils ont ensuite été
mis & incuber avec les brins de déverrouillage et d’ouverture. De nouvelles images TEM
ont alors été prises (figure 4.8b). Sur cette image, nous pouvons visualiser un certain
nombre d’origamis ot les deux bras sont écartés. La méme expérience a été effectuée en
deux étapes en formant, dans un premier temps, l'origami déverrouillé* sans différence
notable en TEM. Gréace a ces images, nous avons pu valider le fonctionnement du mécan-
isme de changement de conformation des origamis par strand displacement.
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semi-ouvert®

Brins ouverture
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S~

déverrouillé*

Figure 4.7: Représentation schématique 3D de la réaction de strand-displacement du pas-
sage d’un origami déverrouillé* a4 semi-ouvert*

Figure 4.8: Tmages de microscopie électronique a transmission d’origamis semi-ouvert*
(a), puis les mémes origamis ayant été mis a incuber avec les brins déverrouillage et
ouverture (b).
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4.2 Propriétés optiques de dimeres hybrides

4.2.1 Optimisation de la chimie de surface des particules

Comme je vous l’ai indiqué dans le chapitre 2, j’ai pu synthétiser des dimeres assemblés
sur des origamis d’ADN avec différentes chimies de surface pour des particules d’or com-
merciales de 40 nm : brin d’ADN aléatoire de 30 bases ss30 et différents brins polyT
monothiolés en 3’ (5T & 9T), trithiolé en 3’ (8T) ou trithiolé en 5’ (19T). Tous ces brins
d’ADN sont associés & un ligand amphiphile, nommé XPEG précédemment. Le brin ss30 a
bien permis de synthétiser des dimeres mais sa longueur théorique de plus de 17 nm le rend
difficilement exploitable en couplage plasmon. Les brins monothiolés de 5 et 7 thymines
n’ont pas permis d’obtenir une stabilité colloidale suffisante pour assembler des dimeres.
J’ai donc étudié les propriétés optiques de dimeres assemblés avec un brin 9T monothiolé
en 3’ (longueur théorique L ~5 nm), un brin 8T trithiolé en 3’ (L ~6 nm) et un brin 19T
trithiolé en 5’ (L ~10 nm en considérant la longueur de persistance de I’ADN simple-brin).

Le but dans la comparaison de ces chimies de surface est double : s’assurer que les
dimeres assemblés sont suffisamment stables pour que les deux particules d’or ne s’agregent
pas 'une sur 'autre ; s’assurer qu’il est possible de différencier optiquement les différents
conformations de l'origami d’ADN. La figure 4.9 compare les distributions de diméres fer-
més et ouverts recouverts soit d'un ADN 9T, soit 19T avec des particules commerciales.
Tous les échantillons sont mis a faible force ionique, /=25 mM, correspondant a une solu-
tion tampon avec 10 mM de Tris-HCI, 5 mM de Na® et 5 mM de Mg?*. On observe, pour
les deux chimies de surface, que les dimeres assemblés sur des origamis fermés présentent
bien des fréquences de résonance décalées vers le rouge par rapport aux dimeres ouverts.

Les distributions de longueurs d’onde observées dans le cas du ligand 97T sont tres larges, en
particulier dans le cas fermé. La longueur d’onde de résonance médiane des dimeres ou-
verts 9T est de 552 nm. Cette valeur correspond a une distance interparticule d supérieure
a 20 nm d’apres la relation théorique entre longueur d’onde de résonance et d établie dans
le chapitre 3 pour des particules commerciales. Cette distance est donc plus faible que
celle attendue par le design des origamis mais le couplage plasmon n’est pas tres précis
dans cette gamme de distance. En ce qui concerne I’échantillon avec I'origami fermé, on
observe une double distribution : une premieére centrée autour de 570 nm et une seconde
bien plus rouge centrée sur 620 nm. Cette derniere population correspond a des distances
interparticules d attendues a moins de 5 nm : cette valeur est donc en bon accord avec
le design de 'origami fermé mais correspond donc a une tres forte interpénétration des
couches de ligands. Ces dimeres sont agrégés. La distribution centrée a autour de 570
nm correspond a des distances interparticules de l'ordre de 8-10 nm, soit au contact des
chimies de surface. Il semble donc que I’ADN 9T ne fournisse pas une tres forte répulsion
stérique entre particules d’or et que celles-ci vont avoir tendance a agréger. Cela sera
probablement un probleme pour créer des dimeres dynamiques. Surtout, la distribution
mesurée pour les dimeres fermés est si large qu’il sera difficile d’observer des changements
de conformations avec ces dimeres.

L’échantillon contenant des particules d’or recouvertes de 19T présente des résonances
plasmon décalées vers le bleu par rapport au cas 9T et des distributions moins larges.
Dans le cas des dimeres ouverts, la valeur médiane est de 549 nm, correspondant & une
distance d de plus de 25 nm. Pour les dimeres fermés, la médiane vaut 555 nm, cor-
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respondant a une distance typique d de I'ordre de 17 nm. On observe donc un décalage
spectral médian de 6 nm entre dimeres ouverts et fermés, correspondant théoriquement
a une variation de pres de 10 nm de la distance interparticule. Il y a donc bien possibilité
de détecter optiquement une différence de conformation des origamis mais la variation de
distance d est bien plus faible que le design théorique. Dans le cas des dimeres ouverts, il
est important de rappeler que le couplage plasmon n’est pas tres sensible a des distances
d plus grandes que le rayon a des particules et que d pourrait donc étre significativement
plus grand sans moduler fortement la longueur d’onde médiane. Dans le cas des dimeres
fermés, une distance d de l'ordre de 17 nm correspond probablement a un contact des
chimies de surface avec un ADN de surface de 19 thymines trithiolé. Cette mesure nous
confirme donc que l'utilisation d’un ligand long, en surface des particules, va limiter la
capacité de notre technique a corréler mesures optiques et morphologie de 'origami. La
distance d la plus courte accessible avec un ADN 19T est trop proche du rayon a de la
particule et donc de la limite de sensibilité du couplage plasmon.

I 0,
Yo
mM | T T T T T T T
( ) 40
Dimeéres |
P ouvert II B 35
poly9T
monothiol 30
Dimeres
fermé 25
20
Dimeéres i
ouvert 15
poly19T
trithiol 110
Dimeéres
P + 1 |15
fermé
1 1 1 1 1 1 L 1o

530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630
Longueur d'onde (nm)

Figure 4.9: Comparaison des distributions de longueur d’onde de résonance pour des
dimeéres de particules commerciales couvertes de poly9T monothiol (en haut) ou de
poly19T trithiol (en bas) pour deux types d’origamis différents : ouvert et fermé (Taille
des échantillons : 49 dimeres) (Tailles des échantillons : 49 dimeéres pour ouvert 97) ; 46
dimeres pour fermé 97T ; 50 dimeres pour ouvert 19T ; 48 dimeres pour fermé 19T

Si 'ADN 9T permet d’atteindre des distances d intéressantes de l'ordre de 10 nm,
l'apparition de dimeéres agrégés a faible force ionique (25 mM) est problématique. Je vais
donc comparer les résultats obtenus en 9T & faible force ionique (25 mM) avec des mesures
effectuées avec un 8T trithiolé a forte force ionique (I =455 mM, soit une solution tampon
de 10 mM de Tris-HCI, pH=7,6, avec 150 mM de Na* et 100 mM de Mg?*). La figure 4.10
présente les distributions mesurées. Les origamis étudiés sont des semi-ouverts et non
des ouverts comme précédemment. Dans le cas des dimeéres 9T, cela entraine un décalage
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spectral médian de 3 nm vers le rouge, indiquant une distance interparticule de 17 nm. Il
semble donc possible de différencier optiquement des origamis semi-ouverts et ouverts
mais le décalage spectral est faible par rapport a la largeur typique de ces distributions.

En comparant les dimeres 9T et 8T, on observe des distributions assez similaires dans le
cas d'un origami semi-ouvert avec des distances interparticules typiques estimées d’une
vingtaine de nanomeétres. Par contre, les distributions de longueurs d’onde de résonance
dans le cas fermé sont sensiblement différentes : quand les dimeres 9T sont en majorité
agrégés, les dimeres 8T présentent une majorité de fréquences de résonance autour de
565-570 nm (médiane & 567 nm), soit des valeurs typiques pour d de 10-12 nm. Il semble
donc que, méme a treés grande force ionique, les dimeéres assemblés a partir de particules
couvertes de 8T ne vont pas se rapprocher au dela du contact de leur chimie de surface.

Ces mesures montrent qu’il est donc possible de corréler réponses optiques de dimeéres et
morphologie des origamis. De plus, cette comparaison, entre les brins d’ADN 9T monoth-
iolés, 19T trithiolés et 8T trithiolés, indique donc qu’une bonne stabilité des dimeres est
obtenue pour 19T et 8T ; mais que la distance interparticule la plus courte accessible en
19T va probablement étre trop grande pour une mesure optique par couplage plasmon.
Le cas du 8T trithiolé semble donc le meilleur compromis entre ces différentes chimies de
surface. Ces mesures indiquent, de plus, que le décalage spectral observé entre des sys-
temes semi-ouverts et fermés peut atteindre une quinzaine de nanometres mais que les
distributions de longueurs d’onde mesurées sont larges. Il serait donc intéressant d’arriver
a maximiser le contraste spectral entre les morphologies d’ADN (peut étre en optimisant
la force ionique) et en passant de particules commerciales a des particules monodisperses.
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Figure 4.10: Comparaison des distributions de longueur d’onde de résonance pour des
dimeres de particules commerciales couvertes de poly9T monothiol (en haut) ou de poly8T
trithiol (en bas) pour deux types d’origamis différents : semi-ouvert et fermé (Tailles
des échantillons : 48 dimeéres pour semi-ouvert 97') ; 46 diméres pour fermé 97 ; 49
dimeéres pour semi-ouvert 87 ; 48 dimeres pour fermé 8T
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4.2.2 Influence de la force ionique

Apres avoir déterminé les avantages et inconvénients de chaque chimie de surface, j’ai
analysé I'influence de la force ionique sur la morphologie des dimeres auto-assemblés avec
des particules commerciales ou monodisperses. En effet, 'ajout d’ions positifs tels que
le sodium et le magnésium, diminue la répulsion électrostatique entre les particules par
écrantage des charges. Ainsi, la variation de force ionique devrait impacter la conformation
des objets. Cependant, la rigidité mécanique des double-brins d’ADN de la partie centrale
de l'origami devrait également imposer une contrainte quant a la distance interparticule.
Nous allons donc voir a quel point la morphologie de la zone active de I'origami module
la distance interparticule en fonction de la force ionique.

Particules commerciales

Dans cette partie, nous allons étudier des dimeres de particules commerciales couvertes
d’ADN 8T avec des origamis semi-ouverts (voir figure 4.2) et fermés* (voir figure 4.4).
Nous allons regarder leur comportement lors de I’'augmentation de la force ionique et véri-
fier si, en cas de déformation de la nanostructure hybride en modulant la force ionique, ce
changement est réversible.

La figure 4.11a présente les distributions de longueurs d’onde de résonance pour des
dimeres semi-ouverts. Toutes les distributions sont mesurées avec le méme sous-échantillon
de dimeres (voir protocole décrit dans le chapitre 3). La chronologie des acquisitions est
représentée de bas en haut. La premiere acquisition est effectuée a une force ionique déja
élevée I =305 mM (10 mM Tris-HCI, pH 7,6, 150 mM Na* et 50 mM Mg?+). La longueur
d’onde de résonance médiane est alors de 552 nm, soit une distance interparticule de I’ordre
de 20 nm : les dimeres sont écartés. Les deux augmentations successives de I a 375 mM
(150 mM Na™, 75 mM Mg2+) et 455 mM (150 mM Na*, 100 mM Mg?+) ne modifient que
tres peu la conformation des dimeres en n’augmentant que de 2nm cette valeur médiane.
Entre chaque mesure de la distribution des fréquences de résonance, I’échantillon incube
avec la nouvelle force ionique pendant 1h.

J’ai, par la suite, laissé incuber I’échantillon pendant une nuit (environ 15h) a la plus haute
valeur de force ionique, soit 455 mM. La longueur d’onde de résonance médiane, a la suite
de cette incubation prolongée, a fortement augmenté de 9 nm. Cela correspond a une
douzaine de nanometres de distance interparticule. Les particules se sont donc fortement
rapprochées au cours de la nuit jusqu’a probablement atteindre le contact de leurs chimies
de surface. De plus, la largeur de la distribution de longueurs d’onde de résonance a forte-
ment augmenté pendant la nuit. Afin d’essayer de retrouver une conformation écartée, j’ai
injecté dans la chambre une solution tampon a faible force ionique (25mM), en espérant
que 'augmentation de la répulsion électrostatique entre les particules qui en découlerait
ré-éloignerait les particules. Malheureusement, la valeur médiane a a peine diminué, de
2nm, et la largeur de la distribution a augmenté, une partie de la distribution étant méme
supérieure a 600 nm. Il semble donc qu'une partie de ces dimeres aient agrégés et que
I’autre partie soit dans une position irréversible au contact de leur chimie de surface.

Les dimeres semi-ouverts présentent donc une conformation écartée, avec une distance
interparticule de 'ordre de 20 nm, a la suite d’une augmentation de force ionique. Cepen-
dant cette augmentation ne doit pas dépasser un certain laps de temps sans quoi la distance
interparticule se réduit de maniére irréversible. D’apres la discussion du chapitre 1 sur la
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physicochimie-chimie des diméres auto-assemblés, il doit donc y avoir une barriére énergé-
tique de plus de 15 kT entre ces deux conformations.
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Figure 4.11: Evolution des distributions de longueur d’onde de résonance pour des dimeres
de particules commerciales couvertes de poly8T trithiol pour deux types d’origamis dif-
férents : semi-ouvert (a) et fermé* (b) en fonction de la force ionique (sens chronologique
: de bas en haut)(Taille des échantillons : 45 dimeéres pour semi-ouvert ; 41 dimeéres pour
fermé* )

En ce qui concerne les dimeéres fermés* (voir figuer 4.11b), les mémes variations de
force ionique ont été imposées a 1’échantillon. Pour I =305 mM, la valeur médiane de
longueur d’onde de résonance est égale a 554 nm. Les dimeéres sont donc également dans
une géométrie écartée, avec d supérieure & 15 nm, malgré 'origami de type fermé*. Une
répulsion, probablement électrostatique, entre les particules semble loquer le rapproche-
ment des particules. Cela est étonnant en soi : a une force ionique aussi élevée, ’épaisseur
de la double couche ionique autour des particules d’or est inférieure au nanometre. Or,
c’est la distance caractéristique de décroissance exponentielle de la répulsion électrosta-
tique comme discuté au chapitre 1. Pour d de ’ordre de 15 nm, la répulsion électrostatique
devrait étre négligeable.

L’augmentation de I a 380 mM n’augmente que de 2 nm cette valeur médiane. Au con-
traire lorsque 'on passe a une force ionique de 455 mM, le décalage vers le rouge de la
longueur d’onde est alors de 8 nm pour atteindre 564 nm et donc une dizaine de nanometre
de distance interparticule. On observe d’ailleurs certains dimeéres agrégés avec des réso-
nances au dela de 600 nm. Surtout, la distribution de longueur d’onde s’est fortement
élargie. Par la suite, j’ai directement diminué la force ionique a 25 mM pour voir s’il était
possible de retrouver la conformation écartée initiale. Malheureusement, la distribution
n’a pas réellement changé.

Ces expériences indiquent plusieurs difficultés expérimentales pour ce projet :

- A faible force ionique, un dimeére assemblé sur un origami fermé* peut présenter
une conformation écartée avec une distance interparticule supérieure & 15 nm.
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- Une différence de fréquence de résonance optique peut bien étre observée entre un
dimere fermé* et un dimeére semi-ouvert mais uniquement & une force ionique ou
les dimeres ne sont pas stables a long terme.

- A forte force ionique, les distributions de longueurs d’onde sont tres larges et un
changement de conformation n’est pas réversible.

Afin de pouvoir mieux comparer les différences de comportement entre les deux types
de dimeres présentés, la figure 4.12a présente, sur un méme graphique, les variations des
distributions de longueurs d’onde médianes pour les 3 premieres valeurs de force ioniques
de ces objets. On constate que, sur les deux premiéres valeurs de I (305 mM et 380 mM),
les dimeres fermés* sont tres légérement plus rouge que les semi-ouverts. Seulement,
cette différence n’est pas réellement significative par rapport a la largeur des distributions
et il est nécessaire d’atteindre I =455 mM pour voir une différence notable entre les deux
échantillons.

A droite de cette figure, la figure 4.12b représente les distributions de variation de
longueur d’onde de chaque dimeére entre les différentes variations de force ionique pour
les deux types d’origami. Cette représentation permet de visualiser si les variations de
longueurs d’onde observées sur la totalité de la population sont les mémes pour chaque
dimere. Cette mesure est permise par le fait que toutes les distributions sont mesurées sur
le méme sous-échantillon de dimeres, a chaque étape.

La partie supérieure montre les distributions de variations résultantes a 'augmentation
de I de 305 mM a 380 mM. On constate alors bien que les variations pour les deux types
d’origamis sont semblables et faibles, de 'ordre de 2nm. En ce qui concerne le passage de
380 mM a 455 mM, la variation pour les dimeres semi-ouverts est quasi nulle alors que,
pour les dimeres fermés*, elle est de 'ordre de 10nm. Dans ce dernier cas, on observe
également un fort élargissement de la distribution de ces variations : les dimeres n’ont
donc pas des comportements équivalents au sein d’un méme échantillon.

Pour résoudre cette difficulté a différencier différentes conformations de I'origami, il faudrait
donc augmenter la stabilité des particules pour pouvoir moduler la force ionique de fagon
réversible ; tout en diminuant la largeur des distributions de fréquences de résonance quand
les particules sont au contact de leur chimie de surface. Comme discuté aux chapitres 2
et 3, une solution serait d’utiliser des particules monodisperses plutét que des particules
commerciales.

Particules monodisperses

En utilisant des particules monodisperses, il est important d’utiliser une autre courbe de
calibration reliant la distance interpartiucle d a la fréquence de résonance plasmon comme
discuté au chapitre 3. Il ne faut donc pas comparer directement les longueurs d’onde
médianes mesurées avec des particules commerciales et monodisperses. La figure 4.13
montre 1’évolution des fréquences de résonance plasmon, en fonction de la force ionique,
pour des diméres semi-ouverts* avec des particules monodisperes recouvertes d’ADN
19T. A faible force ionique (25mM), la longueur d’onde de résonance médiane est de 544
nm, ce qui correspond a une distance interparticule de plus de 30 nm. En multipliant la
force ionique par 30, cette valeur médiane ne se décale vers le rouge que d’a peine 1 nm.
Les dimeres semblent donc peu sensibles a la force ionique.
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Figure 4.12: Courbe représentant 1’évolution de la valeur médiane de longueur d’onde
de résonance avec l’écart type des distributions montrées a la figure 4.11 (dimeres semi-
ouverts et fermés* de particules commerciales couvertes de d’ADN 8T) (a). Distri-
butions des variations de longueur d’onde & I’échelle des dimeéres uniques (A\) entre le
passage d’une force ionique de 305mM & 380mM (en haut) et de 380mM & 455mm (en
bas)

La figure 4.14 présente les distributions, & différentes forces ioniques, des fréquences

de résonance de dimeres fermés* avec des particules monodisperses couvertes d’ADN 8T.
A faible force ionique (I=25mM), la valeur médiane de longueur d’onde de résonance est
égale & 544 nm. La distance interparticule est donc élevée, a prés de 30 nm. Ainsi, on
observe le méme phénomene qu’avec les particules commerciales : des dimeéres fermés* &
faible force ionique présentent de grandes distances interparticules.
Quand la force ionique est augmentée a 455 mM, la valeur médiane se décale de 7 nm vers
le rouge. Puis une nouvelle augmentation jusqu’a 1655mM (150 mM Na™, 500 mM Mg?+)
entraine un nouveau décalage de 4 nm. A cette derniére valeur, bien supérieure a la valeur
maximale testée avec les AuNPs commerciales, nous n’observons pas d’élargissement trop
important de la distribution ni de longueur d’onde supérieure & 600 nm. Ainsi la limite
de stabilité de ces dimeres auto-assemblés ne semble pas étre atteinte.
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Figure 4.13: Evolution des distributions de longueur d’onde de résonance pour des
dimeres de particules monodisperses couvertes de poly19T trithiol pour des origamis semi-
ouvert® en fonction de la force ionique (sens chronologique : de bas en haut) (Taille
échantillon : 50 dimeres)

Pour en étre convaincue, j’ai laissé I’échantillon & incuber a cette haute valeur de I pen-
dant un week-end entier (environ 50h). Les mesures apres cette tres longue incubation ne
présentent qu’une augmentation de 1 nm de la longueur d’onde médiane. Nous sommes
donc tres loin des 8 nm d’augmentation observés avec les particules commerciales. De
plus, nous n’observons toujours pas de dimeres présents au dela de 600 nm. J’ai donc, par
la suite, diminué la force ionique pour retourner & une valeur de 25 mM. Et cette fois-ci,
nous observons un décalage vers le bleu de la longueur d’onde de résonance dont la valeur
médiane atteint 548 nm. Malgré ce léger hystérésis, nous observons que la modification
de morphologie des dimeres, en modulant la force ionique, est bien réversible.

Pour conclure, nous avons donc vu que pour la morphologie de 'origami ne semble
pas controler forcément le conformation du dimere. En effet un dimeére fermé* peut
présenter une distance interparticule élevée si la force ionique est faible. Ce résultat a été
vérifié avec les particules commerciales et monodisperses. Cependant, nous avons aussi
vu que 'augmentation de la force ionique n’agit pas de la méme maniere sur des dimeres
assemblés autour d’origamis semi-ouverts* et fermés*. Ces derniers montre un décalage
vers le rouge bien supérieur. De plus, les particules monodisperses ont une stabilité bien
supérieure aux particules commerciales ce qui permet un rapprochement réversible des
particules. Ainsi, il semble préférable d’utiliser des particules monodisperses pour étudier
une modulation active de I'origami et de travailler a force ionique assez élevée, voire, de
préférence, d’étudier la sensibilité de la conformation des dimeéres & des variations de I.
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Figure 4.14: Evolution des distributions de longueur d’onde de résonance pour des dimeres
de particules monodisperses couvertes de poly8T trithiol pour des origamis fermé* en
fonction de la force ionique (sens chronologique : de bas en haut) (Taille de ’échantillon
: 26 dimeres)

4.3 Reéaction de strand displacement dans des dimeres hy-
brides

Pour tester si les origamis obtenus par la réaction de strand displacement donnent bien
des réponses optiques variées, j’ai commencé par synthétiser des origamis dévérouillés*
et semi-ouverts* a partir d’origamis fermés*. Pour cela, les origamis fermé* ont été
incubés avec les brins de déverrouillage pendant une journée avec 150 mM de NaCl et
6 mM de MgCly. Ce mélange réactionnel a alors été utilisé pour synthétisé des dimeres
hybrides en suivant le protocole du chapitre 2.

Les fréquences de résonance de dimeres déverrouillés*, avec des particules monodisperes
et des brins 8T, sont ensuite mesurées en augmentant la force ionique (voir figure 4.15). A
tres faible force ionique (I=16 mM, soit 5 mM Na*t et 2 mM Mg?+), la longueur d’onde
de résonance médiane est égale & 540 nm. Cela correspond & une distance interparticule de
plus de 30 nm. Les dimeres subissent alors une faible augmentation de la force ionique qui
passe a 25 mM. On observe que la valeur médiane se décale de 10 nm vers le rouge, ce qui
est une augmentation importante en comparaison a celles présentées jusqu’a présent. Puis
la force ionique est élevée a 605 mM, entrainant un décalage d’encore 8 nm. J’augmente
ensuite I jusqu’a 1655 mM, la longueur d’onde médiane augmentant une derniere fois
de 4 nm et finissant donc & 562 nm. Cette derniere valeur correspond a une distance
interparticule d’environ 7 nm. Nous sommes donc au-dela de la distance de contact que
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nous avions estimée a 12 nm environ. Finalement 1’échantillon est laissé pour la nuit a
cette force ionique. Le lendemain, la distribution s’est tres fortement décalée, de presque
30nm vers le rouge, indiquant que les dimeéres ont agrégé au cours de la nuit.
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Figure 4.15: Evolution des distributions de longueur d’onde de résonance pour des dimeres
de particules monodisperses couvertes de poly8T trithiol pour des origamis déverrouillé*
en fonction de la force ionique (sens chronologique : de bas en haut) (Taille de I’échantillon
: 21 dimeres)

Pour une meilleure comparaison des comportements des différents types de dimeres as-
semblés sur des origamis d’ADN modulables, la figure 4.16 reprend toutes le variations de
longueur d’onde de résonance étudiées jusqu’a présent pour les particules monodisperses.
Méme si les dimeres déverrouillés™* sont les seuls a avoir été étudiés a tres faible force ion-
ique, nous pouvons tout de méme constater qu’ils sont plus bleus que les semi-ouverts*
a 2bmM. Au contraire, lorsque la force ionique augmente, ils sont toujours plus rouges
que les fermés* et ce jusqu’a la valeur maximale de 1655 mM. Il semblerait donc que
I’hybridation double brin de la partie centrale de I'origami entraine une contrainte quand
au rapporchement des particules observé a trés forte force ionique. Finalement, apres
une longue incubation & forte force ionique, le comportement des dimeres déverrouillés*
devient tres différents des dimeres fermés* : les premiers agrégent alors que les seconds
peuvent reprendre leur conformation de maniere réversible. Cette différence notable de
comportement semble par conséquent indiquer que les origamis ont bien été activement
déverrouillés avant la synthese des dimeres.

Ces premieres expériences indiquent donc qu’il est difficile de différencier le comporte-
ment des dimeres fermés* et déverouillés* a moins d’augmenter trés fortement la force
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Figure 4.16: Courbe représentant I’évolution de la valeur médiane de longueur d’onde
de résonance avec I'écart type des distributions montrées aux figures 4.14, 4.13 et 4.15
(dimeéres semi-ouvert*®, dévérouillé* et fermé* de particules monodisperses couvertes
de poly8T trithiol)

ionique. Par contre, la différence entre dimeéres déverrouillés* ou fermés* et semi-
ouverts devrait étre plus importante. Nous avons donc décidé d’essayer de modifier la
morphologie des dimeres in-situ, et non au préalable, en passant d’'une morphologie déver-
rouillée* & semi-ouverte* (voir figure 4.7).

Tout d’abord les dimeres déverrouillés* sont étudiés a faible force ionique (25mM)

(voir figure 4.17). La longueur d’onde de résonance médiane est de 551 nm ce qui corre-
spond aux valeurs déja obtenues. Les diméres sont ensuite soumis a une forte augmentation
de force ionique (1655mM). Cette augmentation vise dans un premier temps a vérifier la
bonne mobilité des dimeéres. En effet, grace aux expériences précédentes, nous savons
que les dimeres déverrouillés* sont trés mobiles vis-a-vis d’une variation de la force ion-
ique. La longueur d’onde de résonance médiane passe donc a 559 nm. Cette valeur est
légerement inférieure a celle obtenue avec une augmentation progressive comme réalisé
précédemment (voir figure 4.15) mais reste importante et indique que les particules sont
proches du contact de leurs chimies de surface.
La force ionique est ensuite abaissée a 25mM pour valider la réversibilité du changement
de conformation. La valeur médiane est alors de 552nm, ce qui correspond bien & la valeur
initiale avec un tres léger hystérésis. L’échantillon est alors mis & incuber toute la nuit
avec 500nM des brins d’ouverture a faible force ionique (25mM) et pH 4. J’ai abaissé
le pH pour neutraliser les brins d’ADN et les charges superficielles de la BSA-biotine du
substrat afin de permettre aux brins d’ADN d’atteindre les nanostructures hybrides. Le
lendemain, la chambre est rincée avec une solution de force ionique 25 mM a pH 7,6. Apres
une nuit & pH 4, on observe un léger décalage vers le rouge de 2nm. Finalement la force
ionique est augmentée a 1655 mM, comme précédemment, et cette fois-ci nous n’observons
aucun décalage vers le rouge de la distribution.



118 CHAPITRE 4. REACTION DE STRAND DISPLACEMENT

Dimeres poly8T

I  déverrouillé* trithiol

(mM)

25

~13h
avc brins
ouverture *25

540 550 560 570 580
Longueur d'onde (nm)

Figure 4.17: Evolution des distributions de longueur d’onde de résonance pour des dimeéres
de particules monodisperses couvertes de poly8T trithiol pour des origamis déverrouillé*
en fonction de la force ionique, avant et apres incubation avec 500nM de brins ouverture*
a pH4 pendant 13h (sens chronologique : de bas en haut) (Taille de I’échantillon : 33
dimeéres)

La figure 4.18 nous permet de visualiser le changement de comportement des dimeres en
représentant les variations de longueur d’onde de chaque dimere. Ainsi, les dimeéres sont
bien mobiles lorsque l'origami est déverrouillé*, se décalant vers le rouge de presque
10nm lors de l'augmentation de force ionique, et vers le bleu quand elle diminue. Les
distributions sont tres fines : les dimeres ont donc tous le méme comportement. Finale-
ment apres 'ouverture, ces mémes dimeres ne changent que tres peu de longueur d’onde
de résonance, la variation étant trés proche de zéros et n’excédant pas 2,5 nm pour plus
de 80% d’entre eux. Ces premieres données indiquent donc un changement important
du comportement des dimeres apres ajout des brins d’ouverture. Il faudra effectuer des
expériences complémentaires pour vérifier si ce comportement est bien spécifique vis-a-vis
des brins d’ADN ajoutés.

Au cours de ce chapitre, nous avons donc défini le type de nanoparticules et la chimie
de surface qui permettent d’allier stabilité et importantes variations réversibles des dis-
tances interparticules : utilisation de particules monodisperses et de brins d’ADN 8T en
surface. Toutefois, ces expériences ont montré que ’analyse morphologique de dimeéres
assemblés sur des origamis en Y était bien plus complexe qu’espéré au moment du design
de ces nanostructures hybrides : il semblerait, en effet, que les interactions entre particules
influent fortement sur la distance interparticule et dominent souvent la conformation de
la nanostructure hybride. En particulier, j’ai observé un résultat trés étonnant : a faible
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Figure 4.18: Distributions des variations de longueur d’onde a ’échelle des dimeéres uniques
(A\) apres augmentation puis réduction de la force ionique avant ouverture puis augmen-
tation de la force ionique aprés ouverture (sens chronologique de bas en haut)

force ionique, des origamis fermés(*) fournissent des distances interparticules au moins
4 fois plus élevées que ce qui était attendu dans le design initial.

Il faut évidemment considérer que ’accrochage des particules sur les origamis se fait de
maniere assez flexible : nous avons dii conserver une partie simple-brin polyA entre la par-
ticule et les origamis. Quand nous avons essayé de raccourcir les brins d’accrochage sur
les origamis & 9A pour s’adapter aux 8T en surface des particules, les dimeéres ne se sont
pas assemblés. Toutefois, il y a plusieurs brins d’accrochage sur 'origami : il parait donc
étonnant que les particules puissent s’écarter de maniere importante de part et d’autre
des bras du Y. De plus, alors que l'influence de la force ionique semble indiquer que la
répulsion a l'origine de cette déformation est électrostatique, il est étonnant qu’elle agisse
a une distance de I'ordre de 20 nm. En effet, & des forces ioniques supérieures a 25 mM, la
longueur de Debye-Hiickel (ou épaisseur de la double couche ionique) descend sous 2 nm.
Il faudrait donc mieux comprendre ce que j’ai appelé au chapitre 1 le paysage énergétique
de ces dimeéres auto-assemblés, pour analyser correctement les expériences décrites ici. La
méthodologie optique présentée ici, de suivi de dimeéres uniques en modulant la force ion-
ique du milieu, est, en tout cas, une méthode expérimentale intéressante pour cela.

Nos données nous ont tout de méme permis de différencier les formes ouvertes / semi-
ouvertes et fermées des origamis quand la force ionique favorise un contact des chimies
de surface pour un origami fermé mais n’est pas assez élevée pour le faire avec une forme
ouverte ou semi-ouverte. J’ai également observé qu’'un dimeére pour lequel le site actif
de lorigami est entierement simple-brin semble plus mou que les autres formes en four-
nissant les plus grandes variation de distances interparticules en modulant la force ionique.
Je vous ai également montré un design d’origamis dont la morphologie peut étre active-
ment modulée par une réaction de strand displacement. En combinant ces origamis actifs
et l'analyse optique en fonction de la force ionique, je vous ai décrit une premiere ex-
périence de modulation in-situ de dimeéres hybrides en vous montrant comment le passage
d’une forme déverrouillée* a semi-ouverte* semble changer la rigidité de la nanostruc-
ture hybride. Toutefois, cette expérience nécessite des mesures complémentaires pour étre
totalement validée.
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En parallele de ces travaux sur les origamis modulables par strand displacement, j’ai égale-
ment développé des origamis en Y dont la morphologie peut étre contrélée par d’autres
stimuli physico-chimiques et que je décris dans le chapitre suivant. En pratique, alors que
les designs décrits ici ont été entierement finalisés par nos collaborateurs du CBS & Mont-
pellier, j’ai pu moi-méme travailler sur le design et la synthese de ces nouveaux origamis
au cours d’'un séjour d’un peu plus de trois mois au CBS fin 2019.
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Dans le chapitre précédent, je vous ai montré un exemple d’origamis dont la mor-
phologie peut étre modulée par une réaction de strand-displacement. Comme je vous l'ai
expliqué dans le chapitre 1, des nano-objets en ADN peuvent étre activement modulés par
d’autres stimuli que des brins d’ADN spécifiques. Nous étions donc intéressés de valider la
versatilité de notre géométrie d’origamis en Y pour d’autres types d’interactions physico-
chimiques. Au cours d’un séjour d’'un peu plus de trois mois au CBS a Montpellier, j’ai
donc pu directement travailler dans I’équipe de Gaétan Bellot pour concevoir et synthé-
tiser d’autres origamis dynamiques.

Outre démontrer la flexibilité des origamis d’ADN, le but de ce chapitre est aussi de
simplifier la modulation du site actif de 'origami. En effet, dans la réaction de strand-
displacement précédente, le passage d’une géométrie fermée* a semi-ouverte* nécessi-
tait ’ajout de 5 brins d’ADN. La cinétique de cette réaction est donc probablement assez
lente a faible concentration. De plus, les brins d’ADN, chargés négativement, doivent
diffuser jusqu’au site actif alors que la nanostructure hybride et la surface de la chambre
microfluidique sont également chargées négativement. C’est pourquoi j’ai précédemment
abaisser le pH pendant cette réaction pour neutraliser la répulsion électrostatique.

Il apparait donc intéressant de n’avoir qu'une entité chimique nécessaire au changement
de conformation de 'origami et qu’elle soit neutre ou chargée positivement. Nous avons
donc décidé de concevoir des origamis réagissant a des cations ou de petites molécules
organiques spécifiques. Pour cela nous nous avons considéré les différentes structures sec-
ondaires de ’ADN qui soient spécifiques a des stimuli externes : aptameres, i-motifs ou
G-quadruplex introduits au chapitre 1. Dans ce chapitre, je vais essentiellement discuter
des expériences que j’ai effectuées sur des origamis d’ADN sensibles & des variations de pH
par l'incorporation d’i-motifs dans le site actif. Je discuterai aussi brievement de données
préliminaires obtenues en incorporant des séquences aptameres pour la cocaine, les ions
mercure Hg2 et les ions argent Ag™.

5.1 Dimeres hybrides sensibles a des variations de pH

5.1.1 Conception du site actif des origamis

Pour rendre les origamis d’ADN en Y sensibles au pH, j’ai incorporé des i-motifs dans leur
site actif ; ¢’est-a-dire des complexes composés de 4 brins (quadruplex) riches en cytosines
(figure 5.1a) qui se lient par la formation de 3 liaisons hydrogéne entre une cytosine pro-
tonée et une cytosine neutre (figure 5.1b). D’abord découverts in-vitro [22], les i-motifs
ont été récemment observés au coeur du noyau de cellules humaines [165].

Comme la formation de cette structure secondaire de ’ADN dépend de la protonation des
cytosines, elle est évidemment sensible au pH. De plus, comme un i-motif se forme entre
4 séquences de plusieurs cytosines, sa formation est coopérative. En effet, si toutes les cy-
tosines étaient isolées, la proportion d’entre elles qui sont protonées suivrait la dépendance
en pH d’une base faible : soit une dépendance assez faible avec des petites fluctuations de
pH. Au contraire, le fait que la formation du quadruplex de I’i-motif fournisse un fort gain
enthalpique, quand la moitié des cytosines sont protonées, signifie que la transition ne se
fera pas exactement au pKa de la cytosine et, surtout, que la transition sera soudaine et
trés sensible a des petites fluctuations de pH.

Des lors, de équipes de recherche ont travaillé sur cette structure en modifiant le nombre
de cytosines consécutives, la structure des trois boucles internes a la structure (nécessaires
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au repliement du quadruplex, figure 5.1a) et étudié la modification du pH de transition et
de sa finesse [22]. Nous nous sommes donc inspirés de ces recherches afin d’adapter notre
origami en Y afin d’étre sensible au pH.

(a)
e H+
@ Cytosine )

Figure 5.1: Schéma explicatif de la formation du quadrimére d’ADN comportant une forte
concentration de cytosine (a) qui & bas pH s’associe deux a deux grace a 3 liaison hydrogene

(b)

Jusqu’a présent, nous avions utilisé la séquence du scaffold comme site actif. Cepen-
dant, dans le cas de 'i-motif, nous avons besoin d’intégrer une séquence tres particuliere
a notre site de réaction. La séquence du scaffold n’étant pas modifiable, nous avons
développé une autre approche. La figure 5.2 présente un schéma 3D du fonctionnement
de la partie centrale de cet origami sensible au pH. Le scaffold est hybridé par 3 brins
différents. Aux extrémités, 2 brins lient les deux brins du scaffold sur 21bp et 20bp (brins
verts). Sur un des deux brins du scaffold, un troisitme brin joint les deux extrémités
(gauche et droite) sur 21bp de chaque coté (brin jaune). Ainsi cela forme une structure
longue de 83bp entre les deux bras quand le brin jaune n’est pas replié.

Ce brin jaune, partiellement hybridé au scaffold, comprend également une partie simple-
brin sur laquelle se trouve la séquence de l'i-motif. Lors de la diminution de pH, la
formation du quadruplex force le repliement de cette partie centrale et entraine donc une
réduction de la distance entre les deux bras de l'origami (figure 5.2). Ce design du site
actif a été concu pour transiter d’une conformation proche des origamis fermés décrits
précédemment (43bp entre les bras du Y) & une conformation semi-ouverte (85bp entre
les bras). Nous souhaitons donc que la partie du brin jaune qui n’est pas hybridée sur le
scaffold et qui contient 'i-motif soit suffisamment longue pour ne pas replier I'origami
a pH élevé, soit au moins 42 bases. Il est important de préciser qu’il y a une différence
notable entre les deux conformations des origamis i-motifs et les origamis fermés ou
semi-ouverts du chapitre 4 : pour les origamis i-motifs, un seul brin du scaffold est en-
tierement hybridé alors que, dans le chapitre précédent, les deux brins du scaffold 1’étaient.
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Les origamis ainsi congus pourraient donc étre mécaniquement moins rigides que ceux dis-
cutés dans le chapitre précédent.

Figure 5.2: Schéma explicatif du fonctionnement du site de réaction de notre origami
sensible au pH

Pour le design du site actif, nous avons repris deux séquences d’i-motifs développés dans
une étude d’I. V. Nesterova et E. E. Nesterov de 2015 [22]. Cet article présente une étude
du pH de transition de nombreuses séquences d’i-motifs. Nous avons, dans un premier
temps, sélectionné un i-motif composé de 4 séquences de 5 cytosines entrecoupées par de
simples séquences polyT en guise de boucles. Dans ce cas, le pH de transition a été estimé
a 6,62. Pour augmenter la stabilité et la rigidité de I'origami replié a pH faible, nous avons
également considéré un i-motif associé a un court hairpin de 4 bases pouvant se former a
la place d’une des boucles simple-brins entre deux séquences de 5 cytosines. Il y a alors
un effet coopératif entre le repliement de I'i-motif et celui du hairpin. Cette stabilisation
enthalpique signifie que le pH de transition est décalé pour des concentrations plus faibles
de protons : il augmente de 6,62 pour 'i-motif polyT a 7,22 pour I'i-motif coopératif (avec
hairpin).

Pour étudier le changement de conformation des origamis en fonction du pH, il est
important d’avoir des nanostructures de référence ne comportant pas d’i-motifs. Nous
avons considéré deux références : un origami ne comportant que les brins verts reliant les
deux brins du scaffold (figure 5.3b) et un origami remplacant le brin comportant I'i-motif
par un brin n’en comportant pas un mais qui inclue tout de méme un hairpin de 4 bases
(figure 5.3a). Cette référence est en fait un origami que je décrirai davantage a la fin de
ce chapitre et qui est basé sur un aptamere des ions Hg?*.

En pratique, les séquences des deux brins verts (voir figure 5.4) qui relient les deux brins
du scaffold sont :

- brin 1 : AATTAATGCCGGAGAGGGTAGTATTAAACCAAGTACCGCACT (42
bases)
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(a) Contrdle hairpin (b) Controle polyT

4 bp (3G-CetlA-T)

R

Figure 5.3: Spectres d’absorption des différentes séquences du site actif : i-motif polyT,
i-motif coopératif, référence hairpin et brin polyT a différentes valeurs de pH et de force
ionique (a), la variation de la valeur & 260nm suivant ces parameétres (b) et a 295nm (c).

Brin 1 Brin 2
GCTACCCTCTCCGGCATTAATT ATCATATTGATGGTGATTTGACTGTCTCCGGCCTTTCTCACC ATTACTCAGGCATTGCATTTA

’

CATAATTTGGTTCATGGCGTGAGTAGCTCTTGTTCGTTCGGCAAAAATAAAAGTAGCATCCTTAGTAATGGCGCGGGTTATCGTTCGTTTAGTCTATATCTTCCGAATAGGCCATAAGATTCTTGCG 5

Figure 5.4: Schéma explicatif de la structure de la partie centrale de I'origami. Séquences
: les 2 brins du scaffold, fleches : les brins complémentaires au scaffold (séquences données
dans le texte)

- brin 2: TATCCGGTATTCTAAGAACGAAATGCAATGCCTGAGTAAT (40 bases)

La séquence jaune (voir figure 5.4) qui s’hybride & un brin scaffold et qui peut contenir
un i-motif existe donc en trois versions :

- i-motif polyT : ATTCAACCGTTCTAGCTGATA
CCCCCTTTCCCCCTTTTTTTTTTTTTCCCCCTTTCCCCC
GTGTAGGTAAAGATTCAAAAG (81 bases, i-motif en rouge, boucle centrale polyT
soulignée et séquences hybridées avec le scaffold en italique)

- i-motif coopératif : ATTCAACCGTTCTAGCTGATA
CCCCCTTTCCCCCTGAGCGCAGCTCTCCCCCTTTCCCCC
GTGTAGGTAAAGATTCAAAAG (81 bases, i-motif en rouge, hairpin de la boucle
centrale souligné et séquences hybridées avec le scaffold en italique)

- référence hairpin : ATTCAACCGTTCTAGCTGATA
TTCTTTCTTCTTTCTTGAGCGCAGCTCTTGTTTGTTGTTTGTT
GTGTAGGTAAAGATTCAAAAG (85 bases, hairpin souligné et séquences hybridées
avec le scaffold en italique)
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5.1.2 Formation des i-motifs en fonction du pH et de la force ionique

Pour valider la formation des i-motifs sélectionnés dans le design des origamis et pour
définir une gamme de pH ou étudier le changement de leur conformation, j’ai effectué
des mesures d’absorbance UV sur les séquences sélectionnées. De plus, je vous ai montré
dans le chapitre 4 que, pour analyser des dimeres assemblés sur origamis d’ADN, il était
intéressant de moduler la force ionique. Comme celle-ci, en particulier la présence d’ions
Mg?*, influe sur le repliement de ’ADN en structures secondaires, j’ai voulu analyser la
formation des i-motifs dans les séquences sélectionnées en présence de fortes concentrations
de sodium ou de magnésium.

Les parties des brins d’ADN qui s’hybrident au scaffold n’étant pas utiles pour cette étude,
j’ai effectué ces mesures d’absorbance sur 4 brins simplifiés : les deux i-motifs considérés et
deux références, une comportant un hairpin de 4bp, I’autre un simple polyT sans cytosines:

i-motif polyT : CCCCCTTTCCCCCTTTTTTTTTTTTTCCCCCTTTCCCCC (39
bases, i-motif en rouge et boucle centrale polyT soulignée)

i-motif coopératif : CCCCCTTTCCCCCTGAGCGCAGCTCTCCCCCTTTCCCCC
(39 bases, hairpin de la boucle centrale souligné)

référence hairpin : TTCTTTCTTCTTTCTTGAGCGCAGCTCTTGTTTGTTGTTTGTT
(45 bases, hairpin souligné)

référence polyT : TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
(39 bases)

Les spectres d’absorbance UV permettent d’observer la protonation des bases de ’ADN,
qui a pour effet de décaler vers le rouge le spectre d’absorption [22]. Le pKa de la cytosine
est égal a 4,45, celui de 'adénine a 4,15 et celui de la guanine a 3,3. La thymine ne se
protone pas a pH positif. Ainsi, la visualisation de la protonation de la cytosine a un pH
significativement supérieur a 4,45 est le signe de la formation de liaisons hydrogenes entre
une cytosine neutre et une cytosine protonée et donc, potentiellement, de la formation
d’un i-motif [22].

La figure 5.5a représente les différents spectres d’absorption pour les différents brins a
différentes forces ioniques et différents pH obtenus en mesure d’ensemble. On observe que,
a pH faible, un décalage vers le rouge des spectres pour les des deux i-motifs et, dans une
moindre mesure, pour la référence hairpin. Le décalage du spectre du contréle hairpin
s’explique par le fait que la séquence contient une faible concentration de cytosines : il est
par conséquent possible qu’a pH acide, il y ait formation d’hétéro-dimeres entre plusieurs
bases C de deux brins différents.

Pour une comparaison plus quantitative de la formation des i-motifs, les figures 5.5b et
5.5c représente les variations d’absorption a 260 nm et a 295 nm. Une protonation des
cytosines correspond a ’obtention simultanée d’une diminution de ’absorbance a 260 nm,
et d’une augmentation de ’absorbance a 295nm. Dans le cas de la séquence polyT, le
spectre n’évolue pas, en modulant le pH ou la force ionique I comme on peut s’y attendre
pour une séquence comportant une base que ne se protone pas a pH positif. En ce qui
concerne les i-motifs, nous observons une variation forte des absorbances a pH 6 et 4, par
rapport aux spectres a pH 7,6 : cela confirme qu’il y protonation de bases et, donc, que
les pH de transition de ces deux i-motifs se situent bien dans une gamme de pH entre 6 et
7,6, comme démontré dans la littérature [22]. Il s’agit donc de la gamme de pH que nous
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pourrons exploiter pour étudier les changements de conformation d’ origamis contenant
ses séquences.

Nous voyons également que le spectre se décale encore plus vers le rouge quand le pH
descend & 4 pour 'i-motif coopératif : en effet, dans ce cas, les bases G et A peuvent se
protoner. Cet effet est nettement plus élevé dans le brin de référence hairpin qui contient
moins de C et plus de G.

En analysant les données en fonction de la force ionique I a pH fixé, nous voyons qu’une
force ionique élevée ne favorise pas la formation d’un i-motif & pH=7,6. Au contraire,
ces données indiquent une baisse de la protonation des cytosines a pH=6 & force ionique
élevée. Il a été discuté dans la littérature que I’écrantage de charges négatives sur les brins
d’ADN par une forte concentration de cations pouvait défavoriser la formation d’un i-motif
[166]. Toutefois, cet effet semble marginal : quelque soit la force ionique, en travaillant a
pH=7,6 I'i-motif ne devrait pas se former et, & pH=6, le quadruplex de cytosines devrait
bien se replier. Nous pourrons donc considérer cette gamme de pH pour nos expériences
et ce, quelque soit la force ionique appliquée.

5.1.3 Analyse du changement de conformation des origamis en fonction
du pH

Dans un premier temps, comme pour la réaction de strand-displacement, nous avons validé
la syntheése des origamis et la conception de ce nouveau site actif par I'intermédiaire
d’images TEM (voir figure 5.6). Les origamis ont été synthétisés et purifiés en suivant les
protocoles établis au chapitre 2. Au pH élevé utilisé pendant la synthese, les deux types
d’origamis présentent un angle important entre les bras du Y. Apres une nuit d’incubation
a pH 5,6, donc en dessous des deux pH de transition, ’angle des deux bras est plus faible.
Toutefois, cet effet est moins visible dans le cas de I'i-motif polyT que dans celui de I'i-
motif coopératif. Aux vues des images, il semble donc que I'i-motif coopératif permet une
fermeture plus compléte des origamis.

Pour obtenir une vision plus quantitative de ce changement de conformation avant
de concevoir des dimeres hybrides, j’ai effectué des mesures complémentaires par FRET
(transfert d’énergie de type Forster introduit au chapitre 1) sur ces origamis en y ajoutant
deux fluorophores. En effet, le TEM a pour inconvénient de sécher les échantillons et donc
de changer leur morphologie. Je voulais donc m’assurer que le qaudruplex de cytosine se
replie bien a un pH proche de 6. Pendant des mesures de spectroscopie FRET, I’échantillon
est conservé en solution et nous pourrons avoir une vision plus précise du changement de
conformation. Cette spectroscopie est, en effet, régulierement utilisée en biologie pour des
mesures de distances a I’échelle nanométrique [20, 103, 101]. Cette spectroscopie repose
sur la théorie de Theodor Forster. Le FRET est défini comme un transfert d’énergie non
radiatif résultant d’une interaction dipdle — dipole entre deux molécules. Ce phénomene
physique nécessite une compatibilité énergétique entre ces deux molécules. Pour cela, il est
nécessaire d’utiliser deux fluorophores dont le spectre d’émission de I'un appelé le donneur,
chevauche celui d’excitation du second appelé accepteur (voir figure 5.7). La probabilité
de transfert E dépend de la distance entre les fluorophores, suivant la relation :

1
T wRey (51)
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Figure 5.5: Spectres d’absorption des différentes séquences du site actif : i-motif polyT,
i-motif coopératif, référence hairpin et brin polyT a différentes valeurs de pH et de force
ionique (a), la variation de la valeur & 260nm suivant ces parameétres (b) et a 295nm (c).

ou R est la distance effective qui sépare les deux molécules et Ry le rayon de Forster.

Dans notre cas, nous avons choisi d’utiliser des cyanines comme fluorophores : Cy3
(donneur) et Cyb (accepteur), dont le rayon de Forster est de 'ordre de 6 nm. Nous les
avons inclus aux extrémités des brins verts liant les deux brins du scaffold entre eux (voir
figure 5.8a). Ainsi, a fort pH, la distance entre ces deux émetteurs devrait étre équivalent
a la longueur d’une double-hélice de 42bp, soit plus de 12 nm : le transfert devrait étre tres
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Loop:
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Figure 5.6: Vérification du fonctionnement de ’origami sensible au pH par I'intermédiaire
d’images de microscopie électronique par transmission des origamis seuls i-motif coopératif
(en bas) et polyT (en haut) & pH 8,5 et 5,6.
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Figure 5.7: Schéma explicatif du transfert d’énergie FRET par I'intermédiaire des spectres
d’excitation et d’émission du donneur et de I'accepteur (Source Wikipédia).

faible avec une probabilité de 1,5%. Au contraire, & pH faible, quand I'i-motif est replié,
la distance devrait étre de 'ordre de I’épaisseur de 3 hélices d’ADN, soit 6 nm environ,
soit une efficacité de transfert de 50%. Expérimentalement, on estime la probabilité de
transfert grace a la relation :

1

E=1--24 (5.2)

Ip
ou Ipa et Ip sont, respectivement, I'intensité de fluorescence du donneur en présence et
en l'absence de 'accepteur. Cependant, cette mesure est trés sensible a la concentration

des objets. Malheureusement, du fait de notre méthode de purification d’origamis, notre
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connaissance de la concentration de la solution n’est pas assez fiable. Ainsi, nous avons
préféré mesurer 'efficacité relative de transfert, qui équivaut a un ratio de 'intensité du
donneur et de I'accepteur tel que :
Iy

Erel - ID n IA (53)
avec Ip la composante du spectre correspondant au donneur et In correspondant a
Paccepteur. La figure 5.8 présente les résultats FRET de mesures d’ensemble obtenus
avec les origamis i-motif coopératifs contenant les cyanines couplées. Chaque sous-figure
correspond au spectre d’émission, apres excitation a 522 nm (soit dans ’absorption de
Cy3 mais loin de I'absorption de Cy5), d’'un échantillon d’origami en solution & un pH
fixé. Ce spectre est décomposé grace a des spectres d’émission d’échantillons uniquement
composés d'un des fluorophores.
Nous observons donc, qu’a pH 8,5, lefficacité relative de transfert est égale a 0,06. Elle
est donc tres faible, ce qui correspond bien a un écartement élevé des bras de 'origami.
En utilisant un autre échantillon incubé a pH=5,6, 'efficacité de transfert atteint 0,16,
ce qui confirme une conformation différente de 'origami par repliement des i-motifs. Fi-
nalement, j’ai utilisé un autre échantillon incubé a pH=5,6 mais j’ai augmenté le pH a
7,8 avant mesure de FRET afin de tester la réversibilité du changement de conformation.
L’efficacité estimée est de 0,05, proche de la valeur mesurée pour le premier échantillon.
Ces trois mesures ont été effectuées sur des solutions différentes pour éviter toute problé-
matique de photoblanchiment des fluorophores.
Les mesures de FRET confirment donc les mesures d’absorbance et de TEM et indiquent
donc le bon fonctionnement du site actif de 'origami en fonction du pH. Il serait intéres-
sant de comparer ces mesures sur origamis a des échantillons bien calibrés contenant le
couple Cy3/Cy5 (par exemple deux double-brins d’ADN contenant les deux fluorophores
a deux distances bien définies) afin de corréler les mesures de FRET & un changement de
distance entre fluorophores dans les origamis en fonction du pH. Je n’ai pas eu le temps de
finaliser ces expériences pendant mon court séjour a Montpellier mais nous les effectueront
a court terme.

5.1.4 Dimeéres assemblés sur des origamis sensibles au pH

Une fois rentrée de Montpellier, j’ai pu réaliser des dimeres or-origamis sensibles au pH en
utilisant les protocoles décrits dans le chapitre 2. Pour ces expériences, j’ai utilisé d’autres
particules monodisperses fournies par Sylvie Marguet et dont le diametres est de 47nm de
diametre d’apres des mesures par TEM. Elles sont couvertes d’ADN 8T avec une fonction
trithiol en 3. Compte-tenu de ce diametre plus élevé, j’ai effectué une nouvelle courbe de
calibration par MNPBEM de la relation entre longueur d’onde de résonance et distance
interparticule, donnée en figure 5.9, en utilisant la méme géométrie simulée (coeur-coquille
avec l'indice d’un simple-brin d’ADN et la constante diélectrique de I’or mesurée en 2012,
voir chapitre 3). Globalement, il y a un léger décalage des fréquences de résonance vers le
rouge compte-tenu de la taille des particules.

Moduler le pH pour ces dimeres auto-assemblés ne va pas influer uniquement sur
le site actif au centre de l'origami. En effet, abaisser le pH et neutraliser les charges
de la chaine phosphate-pentose de ’ADN va jouer sur deux autres effets : modifier la
longueur de persistance de 'ADN et donc sur la rigidité des origamis ; mais, surtout,
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Figure 5.8: Mesures de FRET : schéma explicatif de la position et du fonctionnement du
couple FRET (a). Spectre d’émission de I’échantillon origami i-motif hairpin & pH 8.5 (b),
a pH 5.6 (c) et enfin vérification de la réversibilité avec un échantillon passé & ph 5.6 puis
remonté a 7.8 (d).

Ezcitation a 522nm

neutraliser la répulsion électrostatique entre les particules d’or. Pour mettre cet effet en
évidence, je présente sur la figure 5.10, les distributions de fréquence de résonance de
dimeres assemblés sur l'origami i-motif polyT et sur l'origami de référence flexible (ou le
scaffold est simple brin sur 86 bases) a faible force ionique (I =25 mM) et a pH=4 ou
pH=8. On observe que, pour les deux types d’origamis, il y a une tres forte modulation
de la fréquence de résonance plasmon médiane : de 551 nm pour pH=8 & 558 nm pour
pH=4, pour les dimeéres i-motif polyT et de 546 nm pour pH=8 a 554 nm pour pH=4,
pour les dimeres controle semi-flex. Ces longueurs d’onde de résonance correspondent
donc a des distances interparticules d médianes respectivement de 17 nm et 25 nm a pH
basique et respectivement 13 et 15 nm a pH acide. On observe donc bien, que ce soit
pour l'i-motif ou la référence, une forte réduction de la distance interparticule en milieu
acide correspondant & la neutralisation des charges négatives des brins d’ADN en surface
des particules et, peut étre, a la réduction de la rigidité mécanique des origamis. Dans les
deux cas, les distances interparticules finales semblent proche du contact des chimies de
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Figure 5.9: Courbe de calibration longueur d’onde - distance interparticule (Parameétres :
AuNPs 4Tnm, coquille : 6nm, €, : Olmon [28])

surface.

Plus spécifiquement, a pH=8, les dimeres de référence semblent plus ouverts que les i-
motifs polyT. Ceci peut se comprendre compte-tenu de la structure des origamis : I'origami
de référence peut théoriquement présenter jusqu’a 127 bases entre les deux bras du Y alors
que lorigami i-motif polyT est limité a 83 paires de base sur un des brins du scaffold qui
relient les deux bras du Y. Il faut tout de méme faire attention a une comparaison directe
entre deux échantillons différents compte-tenu de I’échantillon statistique considéré. Par
contre, il est possible de comparer ’évolution des fréquences de résonance en modulant le
pH comme ce sont toujours les mémes dimeres qui sont étudiés entre les étapes.

A pH=4, les deux échantillons subissent donc un fort rapprochement des particules. Malgré
tout, la distribution avec 'i-motif reste plus rouge que pour les dimeéres controéles. Il se
pourrait donc que la formation de I'i-motif entraine un rapprochement plus important des
particules. Il semble surtout, comme dans I’étude de la réaction de strand displacement,
que les interactions entre particules aient tendance a dominer la conformation des dimeéres
auto-assemblés. Cela reste étonnant a des distances grandes par rapport a la longueur de
Debye-Hiickel & cette force ionique (de l'ordre de 2 nm).

Dans le cas des dimeres i-motifs polyT, je présente également des mesures complémentaires
démontrant la réversibilité de influence du pH : a pH basique, les particules s’éloignent a
nouveau et se rapproche a pH=4. Ces données montrent, & nouveau, la bonne stabilité
de particules monodisperses couvertes d’ADN 8T. On observe, tout de méme, un léger
décalage progressif vers le rouge : les incubations a différents pH ne durent qu’une heure
et le changement de conformation important des dimeres introduit peut-étre des barrieres
énergétiques qui nécessiteraient des temps d’incubation plus long.

Pour étudier un changement de conformation uniquement da aux i-motifs, il faut donc
effectuer une modulation bien plus faible du pH pour ne protoner que les cytosines suscep-
tibles de former des liaisons hydrogeénes avec des cytosines neutres afin de replier I'i-motif.
D’apres mes mesures d’absorbance, un pH variant de 7,6 & 6 semble un bon choix.

La figure 5.11 présente les distributions de longueur d’onde de résonance a différentes
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Figure 5.10: Evolution des distributions de longueur d’onde de résonance pour des dimeres
de particules monodisperses couvertes de poly8T trithiol pour des origamis i-moyif polyT
et contrdle semi-flex en fonction du pH (sens chronologique : de bas en haut) (Taille
d’échantillon : 38 pour dimeres i-motif polyT et 50 pour dimeéres contréle semi-flex)

forces ioniques et différents pH pour des dimeres i-motif polyT. Comme précédemment
la chronologie se lit de bas en haut. A pH basique (7,6) et faible force ionique, la longueur
d’onde de résonance médiane est égale a 551 nm, ce qui correspond a une distance inter-
particule comprise entre 15 et 20 nm. Le pH est ensuite abaissé & 6. Pour rappel, le pH
de transition est de 6,62 : nous sommes donc bien suffisamment en dessous pour espérer
la formation de I'i-motif. La valeur médiane est alors légerement décalée vers le rouge
pour atteindre 553 nm, soit une légere diminution de la distance interparticule pouvant
indiquer la formation de I'i-motif. Cependant, comme nous ’avons déja vu précédemment
a faible force ionique, méme un dimere fermé / fermé* présente une distance interpar-
ticule élevée. La force ionique a donc été augmentée jusqu’a 455 mM. La distribution se
décalé alors vers le rouge de 4 nm. Cette variation est inférieure a la variation observée
avec les dimeres fermés* et déverrouillés* du chapitre précédent. La force ionique est
haussée une derniere fois jusqu’a 1655 mM. Le décalage spectral est alors de 6 nm vers le
rouge, ce qui correspond a une distance entre les particules de moins de 10 nm, distance
équivalente & celle observée avec les dimeres fermés* & la méme force ionique.

En ce qui concerne les dimeres i-motif coopératifs (voir figure 5.12), la longueur d’onde
de résonance médiane de départ est légerement supérieure, 553 nm. Cette différence de
2 nm, pourrait s’expliquer par la présence du hairpin sur la boucle centrale de I'i-motif
mais, compte-tenu de la largeur des distributions, il est difficile de conclure. Le pH est
ensuite abaissé a 6 comme précédemment : la distribution se décale alors également de
quelques nanometres pour atteindre 556 nm. Cependant, avec cet échantillon, lors de
I’augmentation de la force ionique a 455 mM, nous n’observons pas de décalage de la dis-
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Figure 5.11: Evolution des distributions de longueur d’onde de résonance pour des dimeres
de particules monodisperses couvertes de poly8T trithiol pour des origamis i-moyif polyT
en fonction de la force ionique et du pH (sens chronologique : de bas en haut) (Taille de
I’échantillon : 32 dimeéres)

tribution. Finalement la derniére augmentation de force ionique entraine un déplacement
de la valeur médiane de la longueur d’onde de 9 nm (565nm), correspondant a une distance
interparticule d’environ 9 nm donc comparable a la distance finale obtenue avec I'autre
i-motif.

J’ai effectué la méme analyse pour les origamis de référence : 'origami présentant un
brin avec un hairpin mais pas d’i-motif (figure 5.13a) et 'origami flexible qui présente
une grande section simple-brin du scaffold (figure 5.13b). A faible force ionique et pH
basique, les dimeéres avec origamis de référence hairpin et flexibles ont, respectivement,
pour longueur d’onde de résonance médiane 551 nm et 553 nm, similaires aux i-motifs
a faible force ionique. Ces légers décalages sont de faibles par rapport aux largeurs de
distributions pour des échantillons différents : par contre, pour un échantillon de dimeres
donnés, il est possible d’analyser des petites variations de longueur d’onde médiane. Ainsi,
lors de la modification du pH, nous n’observons pas de décalage de la distribution de la
référence flexible vers le rouge comme pour les i-motifs. Les dimeres de référence avec
I’hairpin présentent un léger décalage de leur longueur d’onde médiane, de 2 nm. Cepen-
dant, I’étendue des moustaches et de ’espace interquartile n’est pas modifié comme cela
été le cas pour les dimeres i-motifs. Surtout, lors de 'augmentation de la force ionique a
455 mM, les deux échantillons de référence ont le méme comportement qui est significa-
tivement différent des i-motifs : leurs distributions de fréquences de résonance présentent
un tres fort décalage vers le rouge de 13 nm. La distance interparticule correspondante
est alors inférieure a 9 nm. La derniére augmentation de force ionique décale encore
légerement les distributions vers le rouge respectivement de 4 et 2nm.

Les dimeres de référence semblent donc présenter un comportement similaire 1'un
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Figure 5.12: Evolution des distributions de longueur d’onde de résonance pour des dimeres
de particules monodisperses couvertes de poly8T trithiol pour des origamis i-moyif hair-
pin en fonction de la force ionique et du pH (sens chronologique : de bas en haut) (Taille
de I’échantillon : 43 dimeéres)
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Figure 5.13: Evolution des distributions de longueur d’onde de résonance pour des dimeres
de particules monodisperses couvertes de poly8T trithiol pour des origamis controle hair-
pin (a) et controle semi-flex en fonction de la force ionique et du pH (sens chronologique
: de bas en haut) ; Schémas explicatifs de la partie centrale des origamis controles (en
haut) (Tailles des échantillons : 29 dimeéres pour contrdle hairpin ; 20 dimeéres pour
contréle semi-flex)
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Figure 5.14: Courbe représentant 1’évolution de la valeur médiane de longueur d’onde
de résonance avec I'écart type des distributions montrées aux figures 5.11, 5.12 et 5.13
(dimeéres i-motif polyT, i-motif hairpin et contréle semi-flex et contréle hairpin
de particules monodisperses couvertes de poly8T trithiol)(a). Distributions des variations
de longueur d’onde a ’échelle des dimeres uniques (A\) entre le passage d’'un pH 7.6 & 6
a 25mM (en haut) et une augmentation de force ionique de 25mM & 455mm (en bas)

a l'autre mais différent des dimeres i-motifs. Afin de faciliter la comparaison de ces
différentes structures, les valeurs médianes des longueurs d’onde de résonance obtenues
précédemment ont toutes été représentées sur le méme graphique (voir figure 5.14a) ainsi
que les distributions des variations de longueur d’onde pour chaque dimere pour les dif-
férents design (voir figure 5.14b). Grace a la courbe de calibration des longueurs d’onde
vis-a-vis des distances d, la seconde ordonnée de cette figure fournit une échelle non-linéaire
de d.

Ainsi, a faible force ionique et pH basique, les 4 structures présentent des distributions rel-
ativement proches comme déja discuté. Lors du changement de pH, les dimeres i-motifs se
décalent légerement vers le rouge. Les distributions en figure 5.14b (partie haute) perme-
ttent de clairement visualiser, qu’a la transition de pH, les dimeres de référence ne varient
quasiment pas de longueur d’onde de résonance alors qu’il y a un léger décalage pour les
dimeres i-motifs, en particulier le design coopératif. Il semble donc que la diminution du
pH puisse entrainer la formation des i-motifs et que I’hairpin du design coopératif facilite
ce repliement.
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Lors de I'augmentation de la force ionique de 25 a 455 mM, les deux distributions des
échantillons de référence subissent un important décalage spectral vers le rouge contraire-
ment aux i-motifs. Les deux populations d’i-motifs finissent par se rejoindre : les i-motifs
coopératifs n’évoluant pas contrairement au polyT. Cette différence de comportement est
tres visible lorsque l'on regarde les variations a I’échelle de dimeéres uniques (voir figure
5.14b, en bas). En effet il n’y aucun chevauchement des espaces interquartiles des controles
et des i-motifs.

Finalement, & tres forte force ionique, les 4 distributions se rejoignent globalement. Les
distances interparticules sont alors comprises entre 10 et 7 nm. Nous pouvons constater
cependant un élargissement des distributions des dimeres de référence, phénomene carac-
téristique lorsqu’il y a un début d’agrégation des dimeres et que la limite de réversibilité
de leur conformation a été atteinte, comme observé dans le chapitre précédent.

Cette expérience semble donc indiquer un comportement différent entre les échantillons
comportant un i-motif et les deux références : non seulement, il y a un léger décalage spec-
tral avec le changement de pH pouvant indiquer le repliement de I’i-motif mais, surtout,
la formation de I'i-motif semble rigidifier la nanostructure hybride et limiter sa capacité a
se déformer quand on augmente la force ionique. De plus, nous avons vu que 'ajout d’'un
hairpin sur la boucle centrale de I'i-motif semble aider a la formation de celui-ci par effet
coopératif.
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Figure 5.15: Courbe représentant I’évolution de la valeur médiane de longueur d’onde de
résonance avec l'écart type (dimeres i-motif polyT, i-motif hairpin et controle semi-
flex et contrdle hairpin de particules monodisperses couvertes de poly8T trithiol)(a).
Distributions des variations de longueur d’onde & ’échelle des dimeéres uniques (A\) apres
une augmentation de force ionique de 25mM a 455mm a pH 7.6 (b)

En complément de cette étude, je trace sur la figure 5.15, les résultats obtenus pour les
4 origamis différents en augmentant la force ionique a pH basique. Lors de 'augmentation
de la force ionique, les dimeres de référence se décalent fortement vers le rouge. La dis-
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tribution de la référence flexible présente méme un fort élargissement. Au contraire, les
dimeres i-motifs se décalent légerement, pour arriver & un niveau similaire aux valeurs
obtenues précédemment a méme force ionique mais & pH=6. Ce comportement différent
est d’autant plus visible sur le figure 5.15b ou les distributions pour les i-motifs sont quasi-
ment identiques et tres différentes des deux références.

Une fois a 455 mM de force ionique, changer le pH de 7,6 & 6 ne modifie pas beaucoup les
distributions. Ce résultat est donc en désaccord avec I'analyse précédente : il semblerait
que cette différence de comportement ne soit pas liée au pH et donc a la formation de 1i-
motif. Je tiens a préciser que ces quatre échantillons de dimeres ont été synthétisés avec les
mémes particules d’or en utilisant les mémes conditions expérimentales, & quelques jours
d’intervalle et que les mesures optiques ont été effectuées sur des échantillons fraichement
synthétisés. Il est donc difficile de justifier cette différence de comportement indépendam-
ment de la structure des origamis considérés, surtout compte-tenu de 'utilisation de deux
origamis différents contenant des i-motifs. Mais il est difficile de conclure de maniere non-
ambigué, sans expériences complémentaires, que le repliement des i-motifs a été observé
optiquement et qu’ils ont modifié la rigidité des nanostructures hybrides.

Pour conclure, au cours de cette partie, nous avons proposé deux designs d’origamis sen-
sibles au pH. Nous avons vu qu’une modification de pH entrainait bien une modification
de conformation sur des origamis seuls grace a I’étude d’images de microscopie électron-
ique et des mesures de FRET. De plus, nous avons vu que des dimeres d’or assemblés
sur des origamis voient leur morphologie fortement modulée & pH=4, probablement par la
protonation des brins d’ADN en surface des particules. Je vous ai également montré que
des dimeres assemblés sur des origamis i-motifs semblaient présenter des comportements
mécaniques différents de dimeres hybrides ne présentant pas d’i-motifs.

5.2 Autres designs du site actif

Nous avons également testé d’autres géométries du site actif en exploitant, en particulier,
des séquences aptameres. L’avantage du design du site actif décrit pour les i-motifs est
qu’il suffit de modifier la séquence d’un seul brin d’ADN; le brin jaune sur la figure 5.2).
Nous avons donc tout d’abord synthétisé un origami sensible & la cocaine, dont voici la
séquence du site actif [167] :

- ATTCAACCGTTCTAGCTGATA
GAGACAAGGAACAAGGAGAAACTCCTTCAACGAAGTGGGTTCCTTCAAC
GAAGTGGGTCTC GTGTAGGTAAAGATTCAAAAG (103 bases, hairpin souligné
et séquences hybridées avec le scaffold en italique)

Cette séquence contient 2 sites de liaison pour la molécule de cocaine. Pour confirmer le
fonctionnement de 'origami nous avons, comme pour les i-motifs, réalisé des images TEM
en présence et en 'absence de cocaine. La figure 5.16a montre ces images. Nous pouvons
remarquer qu’il n’y a pas de différence notable entre les deux images. Il est alors difficile de
conclure du fonctionnement de cet origami. Nous avons donc également réalisé des mesures
de FRET (voir figure 5.16b). Malheureusement méme sans présence de cocaine ’énergie
relative mesurée est égale a 0,22, ce qui semble indiquer que 'origami présente toujours
un angle faible entre ses bras. La figure 5.17 montre une représentation d’une molécule
de cocalne ainsi que ses sites d’interaction avec ’aptameére considéré. Malheureusement,
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Figure 5.16: Images de microscopie électronique a transmission avec coloration négative
des origamis sensibles a la cocaine sans (& gauche) et avec 100uM de cocaine (a) et le
spectre d’émission d’un échantillon avec un couple FRET et sans cocaine (b)

méme en ’absence de molécules cibles, la structure secondaire de ’aptameére est tres sta-
ble (voir figure 5.17). En effet & 20 mM de force ionique, I’énergie libre AG est égale a
—9,52kcal.mol™" et a une température de fusion de presque 50°C. De plus, cette struc-
ture secondaire concerne l’entiéreté de la séquence jusqu’aux extrémités. Ainsi il n’est
pas étonnant que l'origami ait systématiquement un angle faible entre ses bras. Malgré
tout, dans le cas d’'un dimere de particules d’or la répulsion entre les particules pourrait
permettre une déstabilisation de la structure secondaire et participer & son écartement.
Malheureusement, je n’ai pas eu le temps de tenter la synthese de tels objets.

Nous avons également réalisé des origamis sensibles aux ions mercure et argent. En ce
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Figure 5.17: Structure secondaire de 'aptameére de cocaine et stabilité a 20mM de force
ionique sans cocaine

qui concerne la détection des ions mercures, les images TEM (figure 5.18a) ne présentent
pas de différences notables entre la présence et ’absence d’ions cibles. Les origamis sen-
sibles aux ions argent, ont présenté encore plus de difficulté. En effet, il a fallu, dans un
premier temps, modifier la totalité de nos solutions tampon contenant des ions chlorure
afin d’éviter la formation d’un précipité blanc de AgCI. Finalement, les origamis normale-
ment formés avant incubation avec 100uM de AgN Os était par la suite agrégés en chaine
(voir figure 5.18b). De plus, l'utilisation de cations comme stimili présente 1'inconvénient
d’influer sur la répulsion électrostatique des particules d’or comme nous avons déja pu le
voir au cours de cette these. Nous avons donc décidé d’abandonner ’étude de ces réactions
et seulement conserver 'origami sensible au mercure comme origami controle pour les ex-
périences sur les i-motif, appelé référence hairpin. Les séquences utilisées sont adaptées
des travaux de I’équipe de F. Ricci [109] :

- Mercure (référence hairpin) : ATTCAACCGTTCTAGCTGATA
TTCTTTCTTCTTTCTTGAGCGCAGCTCTTGTTTGTTGTTTGTT
GTGTAGGTAAAGATTCAAAAG (85 bases, hairpin souligné et séquences hybridées
avec le scaffold en italique)

- Argent : ATTCAACCGTTCTAGCTGATA
CCTACTTCCATCATCGAGCTTTTGCTCCATCATCCAACTACC
GTGTAGGTAAAGATTCAAAAG (84 bases, hairpin souligné et séquences hybridées
avec le scaffold en italique)
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Figure 5.18: Images de microscopie électronique a transmission avec coloration négative
des origamis sensibles aux ions mercure : sans (a gauche) et avec 100uM de Hg?t (a
droite)(a) et d’origamis sensibles aux ions argent : sans (& gauche)

et avec 100uM de AgNOs (a droite)(b)
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6.1 Conclusions

L’objectif de ce projet était la conception d’une nanostructure plasmonique hybride, com-
posée d’un origami d’ADN et d’un dimere de particules d’or, et capable de modifier ses
propriétés optiques en présence d’un stimulus physicochimique spécifique. Ainsi, au cours
de ce manuscrit je vous ai présenté la méthode de synthese de ces nano-objets que j’ai
développée au cours de ma theése : repliement et purification des origamis seuls ; fonction-
nalisation et purification de deux types de particules d’or couvertes de différentes chimies
de surface ; assemblage et purification des dimeres assemblés. Ce travail de synthese a
demandé différentes optimisations, en particulier en jouant sur les ligands ADN et am-
phiphiles introduits en surface des particules d’or et dont j’ai analysé I'influence sur la
stabilité colloidale : cet aspect était essentiel comme ’analyse des propriétés optiques de
dimeres uniques nécessitait des particules d’or d’au moins 40 nm de diametre alors que ces
colloides d’or agrégent facilement en présence des ions Mg?t nécessaires a la stabilité des
origamis. Des images de microscopie électronique ont montré la réussite de la nanofab-
rication de ces objets pour différentes géométries d’origamis et pour les deux types de
nanoparticules de 40 nm, qu’elles soient commerciales et facettées ou fournies par notre
collaboratrice Sylvie Marguet et érodées chimiquement.

Je vous ai ensuite présenté des protocoles d’analyse optique spectrométrique et colorimétrique
(HSL), adaptés a 1’étude de dimeres uniques de particules d’or de 40 nm. Nous avons
également vu comment 'utilisation de particules monodisperses en taille et en forme per-
mettait une réduction de la dispersion des réponses optiques et facilitait alors l’analyse
morphologique de ces nanostructures hybrides. J’ai également présenté une méthode
numérique qui m’a permise d’établir une courbe théorique reliant la longueur d’onde de
résonance longitudinale des dimeres avec la distance interparticules. J’ai, en particulier,
discuté du choix des parametres de cette simulation en fonction de la nature des particules
considérées, monodisperses ou commerciales.

Par la suite, je vous ai présenté différents designs d’origamis dynamiques : non-modulables,
modulables par interaction avec des brins d’ADN spécifiques (réaction de strand displace-
ment), par des variations de pH ou par 'introduction de séquences aptameres sensibles
a d’autres analytes (petite molécule organique - cocaine - ou cations spécifiques - Ag™
et Hg?"). Des diméres de nanoparticules d’or ont été synthétisés pour ces différentes
géométries d’origamis a ’exception des systémes comportant des aptameres.

Je vous ai alors décrit des expériences optiques permettant de corréler directement la
forme de 'origami avec les distributions de fréquences de résonance plasmon de dimeéres
uniques. Cette étude m’a permis de caractériser quelles particules d’or et quelles chimies
de surface permettaient d’avoir, a la fois, une bonne stabilité des dimeres assemblés et une
faible dispersion spectrale de leurs fréquences de résonance. J’ai pu également observé
de fortes modulations réversibles de la morphologie de ces dimeres hybrides en changeant
la force ionique locale. Surtour, en exploitant ces nanostructures hybrides optimisées,
j’ai montré qu’il était possible de différencier optiquement des dimeres assemblés sur des
origamis dont I’angle entre les bras du Y était modifié par différentes longueurs d’ADN
double-brin ou des origamis mécaniquement moins rigides, avec uniquement des simple-
brins entre les bras. Je vous ai également décrit une premiere expérience de modulation
in-situ de la morphologie de I'origami qui permet de rigidifier ces nanostructures hybrides
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pour les rendre moins sensibles & une variation de la force ionique. Il serait alors intéres-
sant de valider la spécificité de la réaction observée en réalisant une série d’expériences
avec des brins d’ADN cibles non-complémentaires au site actif de 'origami ou comportant
des modifications ponctuelles de la séquence.

Toutefois, nous avons pu observer que, dans certaines conditions (en particulier, a faible
force ionique), un origami qui a été congu pour présenter de faibles distances interparticules
présentait, au contraire, un faible couplage plasmon. Ainsi, il semblerait que la répulsion
électrostatique entre les particules d’or peut dominer la morphologie des dimeres en so-
lution et forcer les particules a s’écarter. Cette observation reste étonnante au vu de la
grande distance interparticule observée dans ces cas (15-20 nm) par rapport a la longueur
caractéristique des interactions électrostatiques (longueur de Debye-Hiickel, de moins de 2
nm dans ces conditions). L’optimisation de telles nanostructures hybrides dynamiques né-
cessite donc une meilleure compréhension des interactions qui gouvernent leur morphologie
et donc leur paysage énergétique.

Enfin, je vous ai présenté un design tres versatile d’origamis dynamiques ou la modi-
fication d’une unique séquence d’ADN permettait de changer 'analyte spécifique auquel
Iorigami est sensible. Pour cela, j’ai utilisé des quadruplex de cytosines sensibles au pH
(i-motifs) ou des séquences aptameres. L’analyse de ces actuateurs nanométriques a été
essentiellement portée sur le cas des i-motifs. dans un premier temps, j'ai effectué des
mesures d’absorbance et de fluorescence par FRET pour valider la formation des i-motifs
a pH acide et le repliement des origamis. En étudiant optiquement des dimeéres assemblés
sur origamis, j’ai démontré que ces objets, méme en absence d’i-motifs, présentaient une
modulation réversible de leur conformation en passant en pH trés acide. Cela indique,
a nouveau, la forte influence des interactions entre particules sur la morphologie de ces
nanostructures hybrides. Avec une modulation plus faible du pH, je vous ai montré des
mesures optiques indiquant la formation des i-motifs dans des dimeéres hybrides associée
a une modification de leurs propriétés mécaniques vis-a-vis d’une modulation de la force
ionique. Cependant nous n’avons pas pu relier cette modification avec le pH de transition
des i-motifs.

Ces expériences montrent donc qu’il est particulierement complexe de prévoir et d’analyser
optiquement la morphologie de nanostructures hybrides comportant, d’une part, des par-
ticules inorganiques présentant de fortes interactions entre elles (qui gouvernent leur sta-
bilité colloidale quand elles sont isolées en solution) et, d’autre part, une nanostructure
organique dynamique. Une des perspectives importantes de ce travail serait donc d’arriver
a analyser plus précisément le paysage énergétique de ce type de nano-objets pour com-
prendre les interactions dominantes afin d’optimiser leur design. En ce sens, étudier cette
morphologie & des échelles de temps courtes permettrait d’analyser et de moduler la flex-
ibilité de ces nanostructures en fonction de la force ionique locale ou du pH. Dans cette
direction, je présente ci-dessous des données préliminaires d’analyse des propriétés op-
tiques de dimeres de particules d’or a I’échelle de la seconde.

Dans ’hypothese que la répulsion électrostatique entre les deux particules d’or est la rai-
son principale du décalage entre le design des origamis et les fréquences de résonance
plasmon observées, il serait intéresser d’optimiser encore la chimie de surface et la rigid-
ité mécanique de la liaison entre les particules d’or et l'origami. Par exemple, raccourcir
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la séquence polyA au bout des bras des origamis tout en allongeant légerement I’ADN
polyT en surface des particules d’or mais sans atteindre les 19 bases utilisées dans cette
these. Allonger la séquence polyT permettrait d’augmenter la stabilité des dimeéres mais
diminuerait le couplage plasmon : afin de limiter cet effet, et sans utiliser des particules
plus grosses (qui diminueraient la stabilité), il serait possible de jouer sur la forme des
particules. Je vous présente ci-dessous des données préliminaires que j’ai obtenues avec
des dimeres de nanocubes d’or assemblés sur mes origamis dynamique.

Si nous arrivons a optimiser le design de ces nanostructures hybrides, afin de corréler
plus efficacement la morphologie des origamis et les mesures de couplage plasmon, la per-
spective principale de cette étude est évidemment d’utiliser le protocole colorimétrique de
suivi des dimeres afin de détecter, sur une simple caméra couleur, 'interaction spécifique
de la nanostructure avec un unique analyte spécifique. Il serait alors possible d’étudier la
cinétique, la spécificité et la sensibilité de cette détection optique.

De plus, il serait possible de programmer des mécanismes d’interaction de plus en plus
complexes dans ces nanostructures hybrides, en jouant sur la flexibilité de ’ADN. Par
exemple, au cours de mon séjour & Montpellier, j'ai également congu des sites actifs plus
complexes basés sur le fonctionnement de portes logiques "AND" permettant la détec-
tion de la présence simultanée de deux analytes spécifiques. Ils n’ont pas été présentés
dans cette these car ils restent a un état trés préliminaire. En effet nous n’avons pour
I'instant validé que la synthése des origamis seuls. Je n’ai pas pu réaliser une étude du
fonctionnement du site actif par analyse d’images TEM, par FRET ou avec des dimeres
hybrides.

6.2 Analyse optique de dimeéres a temps court

Au cours de sa these, Laurent Lermusiaux avait remarqué que certains dimeres semblaient
se mettre a "clignoter" dans certaines conditions [43]. Il avait alors réalisé une analyse
spectrale et colorimétrique de dimeres de 40 nm reliés par simple brin d’ADN comportant
un hairpin. Au début de ma these, quand les origamis d’ADN étaient en phase de finali-
sation dans ’équipe de Gaétan Bellot, j’ai synthétisé des dimeres reliés par un simple brin
d’ADN comportant un hairpin avec des particules de 60 nm afin d’augmenter la section
efficace de diffusion tout en exploitant le protocole développé par Laurent Lermusiaux
dans sa these [43]. Cette augmentation de la taille des particules permet d’améliorer le
rapport signal a bruit et ainsi de pouvoir diminuer le temps d’acquisition afin de détecter
des fluctuations plus rapides.

La figure 6.1 montre une représentation schématique d’un dimere dans ces deux conforma-
tions opposées : fermé, grace a la formation de I’hairpin et ouvert, dans le cas contraire.
En bas de cette figure vous pouvez voir, en champ sombre, un dimere a plusieurs instants
d’une vidéo d’une quinzaine de seconde. On observe alors que le dimere oscille entre le
vert, le jaune et le rouge traduisant un changement rapide et stochastique de la distance
entre les particules.

J’ai alors également réalisé des séries de spectres avec un temps d’acquisition de 200
ms (voir figure 6.2). A gauche de la figure 6.2, vous pouvez voir deux spectres du méme
dimeére dans des conformations opposées lors d’un clignotement. Le spectre bleu a pour
longueur d’onde de résonance identifiée 560 nm et 640 nm pour le rouge. On remarque
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Figure 6.1: Représentation schématique des deux conformations adoptées par un dimere
avec ssHairpin (en haut) et évolution temporelle de la tdche d’Airy d’un dimeére unique
enregistrée par une caméra CCD couleur et montrant le clignotement d’un dimere de
particules de 60nm de diametre (en bas)

aussi que le spectre bleu présente un léger épaulement sur la partie rouge de son spectre
ce qui semble indiquer, qu’au cours de l'acquisition, plusieurs états ont été enregistrés. Il
serait alors intéressant de diminuer encore le temps d’acquisition. La figure de droite de
6.2 montre I’évolution temporelle du spectre d’'un dimére pendant environ 1 min (temps
d’acquisition pour chaque spectre 200 ms). On remarque que le spectre passe a de nom-
breuses reprises entre les deux extrémes et ne reste pas beaucoup plus que 3 itérations
dans la méme conformation. Le dimere semble donc métastable avec une dynamique rel-
ativement rapide.

350

300

Temps (s)

Intensité de diffusion (u.a.)/200ms
Intensité de diffusion (u.a.)/200ms

o S -
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
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Figure 6.2: Exemple de deux spectres de diffusion d’'un dimere de particules de 60 nm
de diametre "clignotant" (a gauche) et évolution temporelle du spectre de diffusion d’un
dimere clignotant (a droite)

A partir des films acquis avec la caméra couleur, j’ai également pu réaliser une analyse

R-G
+G

ol R correspond a la moyenne pour la tdche d’Airy du dimeére de la valeur R du signal RGB
et GG respectivement pour la valeur G. La figure 6.3 présente les variations de cette valeur

colorimétrique d’un de ces dimeres (voir figure 6.3). J’ai pour cela étudié le rapport
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dans le temps a différentes forces ioniques pour un unique dimere. On constate ainsi, qu’a
faible force ionique (5mM de NaCl), le vert domine (distance interparticule importante)
tandis qu’au contraire, & haute force ionique (1M de NaCl), le rouge domine signifiant
une réduction de la distance entre les particules. A 50 mM de NaCl, on observe une forte
fluctuation rapide du rapport des signaux R et G. Ainsi, avec I’analyse colorimétrique de
la vidéo, il semble possible de détecter le clignotement d’un dimeére de 60 nm.

\MVW" NWAW’MMWZ 1 M NaCl

mﬂln \ M l] l“ IM ”T 50 mM NaCl

g e

200 400 600 800 1000 1200
Frames

R- G/(R+G)

Figure 6.3: Visualisation des dimeres de cubes Y sur la caméra couleur CCD

J’ai eu 'occasion d’observer ce type de clignotement sur certains dimeres de nanopar-
ticules d’or de 40 nm assemblés sur des origamis d’ADN. Surtout, il serait intéressant
d’exploiter ces mesures pas uniquement pour des systemes métastables mais aussi pour
pouvoir analyser le paysage énergétique de dimeres hybrides d’une maniére similaire a
l’approche développée par I’équipe de B. M. Reinhard [12] et introduite dans le chapitre
1. Je n’ai pas eu le temps d’essayer d’optimiser le temps d’acquisition sur la caméra
couleur afin de vérifier si le rapport signal /bruit serait suffisant pour abaisser la résolution
temporelle sous la dizaine de millisecondes.

6.3 Dimeres de nanocubes d’or assemblés sur origamis d’ADN

Comme évoqué dans la conclusion ci-dessus, il serait intéressant d’optimiser le dimere
hybrides afin de maximiser le couplage plasmon sans augmenter sensiblement la taille
des particules et donc de jouer plutét sur leur forme. Pour les besoins d’un autre projet
porté par Jeanne Heintz, une doctorante de I'Institut Langevin, notre équipe utilise des
nanocubes d’or fournis également par Sylvie Marguet du CEA Saclay. Pour vérifier que
ces nanocubes peuvent étre assemblés sur des origamis d’ADN, nous les avons testés sur
ceux que j’ai développé & base d’i-motifs.

J’ai donc utilisé le protocole décrit au chapitre 2 pour assembler des nanocubes de 40
nm sur des origamis i-motifs polyT décrits dans le chapitre 5. La figure 6.4b montre des
images de microscopie électronique a transmission de ces structures avec une coloration
négative. On observe alors la bonne formation de ces diméres de nanocubes.

Par la suite j’ai immobilisé ces dimeres de nanocubes dans une chambre microfluidique
afin de réaliser les mémes études optiques qu’avec les dimeres a base de spheres. La figure
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(a) (b)

200 nm

Figure 6.4: Représentation 3D d’un dimeére origami de nanocubes d’or (a), images de mi-
croscopie électronique a transmission avec coloration négative ces dimeres avec un origami

i-motif polyT (b) (ADN 197), XPEG

6.5 est une image en champ sombre de cet échantillon visualisé sur la caméra couleur. On
peut alors constater une plus grande variation de couleurs au sein de 1’échantillon, méme
en comparaison avec des sphéres commerciales de 40nm. En effet, au cours de cette these
nous avons vu comment 'orientation relative des particules au sein de dimeéres pouvait
modifier la longueur d’onde de résonance : il n’est donc pas surprenant qu’avec des cubes,
I’échantillon présente une grande dispersion de couleurs.

Figure 6.5: Visualisation des dimeéres de cubes Y sur la caméra couleur CCD (i-motif
polyT, 8T, XPEG)
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La figure 6.6 montre les longueurs d’onde de résonance pour ces dimeres de nanocubes
a différentes forces ioniques et valeurs de pH. Tout d’abord, nous pouvons remarquer que
la dispersion de couleurs observée sur la caméra se retrouve bien dans les distributions. 11
existe alors deux groupes distincts de dimeres : en-dessous et au-dessus de 600 nm. A faible
force ionique (I=25mM) et pH=7,6, la valeur médiane de longueur d’onde est de 567 nm,
I’espace interquartile s’étend de 562 a 576,5 nm et les moustaches de 557 & 587 nm. Ainsi
I’espace interquartile est multiplié par 7 et celui des moustaches par plus de 3 par rapport
aux distributions avec les nanospheres érodées chimiquement. La seconde population est
centrée sur 630 nm et correspond & 13% de ’échantillon. L’échantillon est ensuite passé
a pH=6. La longueur d’onde médiane est alors décalée a 578 nm, I'espace interquartile
entre 575 et 591 nm et les moustaches entre 566 et 609,5 nm. La seconde population
se décale elle aussi pour se centrer autour de 640 nm. L’échantillon est ensuite remis a
pH=7,6 toujours a faible force ionique. La valeur de longueur d’onde médiane est alors de
573 nm, ’espace interquartile compris entre 570 et 582 nm et les moustaches entre 557 et
596,5 nm. On observe alors un hystérésis d’un peu plus de 5 nm. La seconde population
subit également un décalage vers le bleu avec un léger hystérésis et se centre autour de
635 nm. Finalement la force ionique est augmentée jusqu’a 455 mM. On observe alors un
trés léger décalage vers le bleu de la distribution inférieure au nanometre pour la valeur
médiane. On observe donc un comportement tres différent de ces dimeres de nanocubes
par rapport aux nanospheres : ils semblent bien plus sensibles & des modulations de pH
qu’a des modulations de force ionique.

La figure 6.7 présente les distributions de variation de la longueur d’onde de résonance a
I’échelle du dimeére unique (A)). Dans un premier temps, on peut constater, qu’a l'inverse
des distributions de longueurs d’onde, celles du A\ sont relativement fines et comparable
a celles des spheres. Cela signifie que toutes les structures subissent les mémes variations
de longueurs d’onde de résonance méme celles de la seconde population. La diminution
du pH entralne un décalage vers le rouge de 13 nm ; et sa ré-augmentation seulement
un décalage de 6 nm vers le bleu. Cela traduit bien I’hystérésis observé. Cette variation
de longueur d’onde en fonction du pH serait en parfait accord avec le fonctionnement de
I’origami i-motif. Elle est méme bien plus importante qu’avec les spheéres ou elle n’était que
de quelques nanometres. Au contraire 'augmentation de force ionique n’entraine aucun
décalage de la distribution. Ce comportement est donc tres différent des dimeres spheres
qui se décalaient de presque 10 nm pour la méme variation de I.

Nous avons alors décidé de synthétiser des dimeres de nanocubes avec les deux origamis
controles du chapitre 5 : la référence simple-brin et la référence avec hairpin (voir chapitre
5). La figure 6.8a montre les variations de la valeur médiane de longueur d’onde des
différents échantillons en fonction du pH et de la force ionique ainsi que ’écart-type des
distributions. On observe alors que, malgré des valeurs de départ différentes (probablement
dues a 'arrondissement progressif des nanocubes), le comportement des trois échantillons
semble identique : une augmentation de la longueur d’onde lors de la diminution de pH,
un léger hystérésis lors du retour a pH 7.6 ; et aucune variation lors de 'augmentation de
la force ionique.

La figure 6.8b montre les AX pour les différents échantillons lors de la diminution de
pH (& gauche) et 'augmentation de la force ionique (& droite). Lors de la diminution de
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Figure 6.6: Distributions des longueur d’onde de résonance de dimeres i-motif polyT
avec nanocubes d’or en fonction de la force ionique et du pH, ADN : poly8T, ligand :
XPEG (taille de I’échantillon 53 dimeres) (sens chronologique de bas en haut)
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Figure 6.7: Variation de la longueur d’onde de résonance (A\) & échelle du dimere
unique pour des dimeres i-motif polyT nanocubes d’or (méme échantillon que 6.6) (sens
chronologique de bas en haut)

pH, les dimeres i-motifs semblent se décaler légerement plus vers le rouge que les deux
échantillons contrdles. Cependant cette différence reste faible et il est donc difficile de con-
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Figure 6.8: Courbe représentant 1’évolution de la valeur médiane de longueur d’onde de
résonance avec ’écart type des distributions montrées a la figure 6.6 correspondant aux
dimeres i-motif polyT avec nanocubes et pour les deux dimeéres controles : controle
semi-flex et contrdle hairpin ( particules : nanocubes couverts de poly8T trithiol,
XPEG)(a). Distributions des variations de longueur d’onde a ’échelle des dimeres uniques
(AX) entre le passage d'un pH 7.6 & 6 a 25mM (& gauche) et une augmentation de force
ionique de 25mM & 455mm & pH 7.6 (a droite)

clure, en I'état, sur 'impact de I'i-motif dans ce comportement. Lors de 'augmentation
de la force ionique, les trois échantillons ne subissent aucun décalage. Comme déja précisé
ce comportement est totalement différent de celui observé les spheres.

Ainsi il semblerait que les dimeres de nanocubes présentent des comportement tres dif-
férents des dimeres de spheéres : une forte sensibilité au pH mais pas a la force ionique.
Il serait donc intéressant de poursuivre 1’étude de ces nouveaux dimeres pour tenter de
comprendre leur fonctionnement et de comprendre 'origine de cette différence avec des
spheres. Ils pourraient, par exemple, étre intéressant pour les origamis du chapitre 4 ou la
forte sensibilité & la force ionique était problématique. Il faudrait, tout d’abord, étre ca-
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pable d’observer optiquement la différence de conformation de I'origami directement dans
les distributions de fréquences de résonance de dimeres de nanocubes. En tout cas, ces
premiers résultats montrent bien que la forme des particules est un nouveau parametre
permettant d’influer sur la morphologie de dimeres assemblés autour d’origamis d’ADN.
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Annexes
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Annexe A

Visuel Cadnano de 'origami
d’ADN

La figure A.1 présente le visuel de 'origami d’ADN en forme de Y utilisé tout au long
de cette these. Il fut concu et synthétisé a Montpellier au CBS par Gaétan Bellot et son
équipe.

Sur ce visuel, il est possible de visualiser les deux bras, correspondant aux Heliz Bun-
dle numérotés du 0 jusqu’a 17 pour le premier, et de 18 a 35 pour le second. Les doubles
brins numérotés 36 et 37 correspondent a la partie centrale de 'origami modulant la dis-
tance entre les deux bras. On peut remarquer également que dans chaque bras des Heliz
Bundle se décomposent en deux parties correspondant au pied et aux bras : du n°6 au
n°17 et du n°18 au n°29. Les autres Helix Bundle sont quand a elles continues permettant
ainsi la jonction entre le pied et les bras. Cette coupure permet alors la mobilité des bras
et ainsi la possibilité de leur écartement.

157
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Figure A.1: Visuel Cadnano de 'origami d’ADN en forme de Y
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RESUME

Conjuguer des nanoparticules d’or et des nanostructures synthétiques faites d’ADN est particulierement attrayant :
d’'un c6té les particules d’'or présentent une conjonction de propriétés optiques exceptionnelles - permises par leurs
résonances plasmon - et de stabilité physico-chimique ; tandis que les nanotechnologies ADN fournissent une boite
a outil riche pour concevoir des actuateurs nanométriques dont la morphologie peut étre modulée activement et de
maniére spécifique. Il est alors possible de programmer I'assemblage de nanostructures hybrides complexes dont les
propriétés optiques, a I'échelle de I'objet individuel, sont sensibles a des stimuli physicochimiques présélectionnés.

Au cours de cette these, jai développé, a la fois, des méthodes de synthése de dimeres de nanoparticules d’or de
40 nm assemblés autour d’origamis d’ADN dynamiques ; mais aussi des outils de caractérisation de leurs propriétés
optiques a I'échelle de la nanostructure individuelle. Ces origamis d’ADN en forme de Y sont congus de telle sorte a ce
que leur morphologie puisse étre modifiée par différents stimuli externes : interaction avec des brins d’ADN spécifiques,
modulation du pH ou reconnaissance d’un analyte chimique (molécule organique ou cation spécifique). Ce changement
de conformation entraine une modification de la distance entre les deux particules d’or, posée chacune sur un bras du Y
: la modification du couplage plasmon peut alors étre détectée, pour chaque dimére, par spectroscopie de diffusion ou
sur une simple caméra couleur.

Ces développements expérimentaux m’ont permis d’étudier et d’optimiser ces nanostructures hybrides afin de corréler
leur résonance plasmon avec la conformation de I'origami. J'ai ainsi étudié la dépendance de ces propriétés optiques en
modulant la force ionique locale, le pH mais aussi en déformant I'origami d’ADN. Cette déformation est produite soit par
une réaction de strand displacement, soit par le repliement d’'un quadruplex d’ADN a pH acide (i-motif), démontrant la
versatilité de ces nanoactuateurs en ADN. J’ai ainsi observé que la morphologie des dimeres était sensible, a la fois, a la
conformation de I'origami et a des interactions, probablement électrostatiques, entre les nanoparticules d’or. Ces travaux
ouvrent de nombreuses perspectives pour la conception d’agents de contraste optique intelligents ou de nanocapteurs
observables a I'ceil nu et potentiellement sensibles a la molécule individuelle.

MOTS CLES

Nanotechnologies ADN, Origamis d’ADN, Nanostructures hybrides, Plasmonique, Nanoparticules d’or, Spec-
troscopie de diffusion, Nanostructure unique.

ABSTRACT

Combining gold nanoparticles and synthetic DNA nanostructures is particularly attractive: on the one hand, gold particles
exhibit a combination of exceptional optical properties - allowed by their plasmon resonances - and physico-chemical
stability; while DNA nanotechnology provides an extremely rich toolbox to design nanoscale actuators whose morphology
can be actively and specifically modulated. It is then possible to program the assembly of complex hybrid nanostructures
whose optical properties are sensitive, at the single structure level, to pre-selected physicochemical stimuli.

During this thesis, | developed synthesis methods to produce dimers of 40 nm gold nanoparticles assembled around
dynamic DNA origamis; but also, experimental tools to characterize their optical properties at the single nanostructure
level. These Y-shaped DNA origamis are designed in such a way that their morphology can be modified by various
external stimuli: interaction with specific DNA strands, pH modulation or recognition of a chemical analyte (organic
molecule or specific cation). This conformation change leads to a modification of the distance between the two gold
particles, each placed on one arm of the Y: the modification of the plasmon coupling strength can then be detected, for
each dimer, by scattering spectroscopy or on a simple color camera.

These experimental developments have allowed me to study and optimize these hybrid nanostructures in order to corre-
late their plasmon resonances with the conformation of the DNA origami. In particular, | studied the dependence of these
optical properties when modulating the local ionic strength, the pH but also by shifting the shape of the origami. This
deformation is produced either by a DNA strand displacement reaction or by folding a DNA quadruplex at low pH (i-motif),
demonstrating the versatility of these DNA nanoactuators. In practice, | observed that the morphology of the dimers is
sensitive both to the conformation of the origami and to interactions between the gold nanoparticles that are probably
of an electrostatic nature. This work opens many perspectives for the design of intelligent optical contrast agents or to
develop nanosensors, visible with the naked eye, and compatible with single molecule detection.

KEYWORDS

DNA Nanotechnology, DNA Origamis, Auto-assembly, Plasmonic, Gold Nanoparticles, Scattering
troscopy, Single Nanostructures
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