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Introduction

Contexte scientifique

Les nanosciences sont au carrefour de disciplines scientifiques (biologie, chimie, physique)
et techniques. Evoqué explicitement pour la premiére fois en 1959 par FEYNMAN dans son
célebre discours au congrés annuel de I’American Physical Society (« There’s plenty of room
at the bottom ») |Feynman, 1960|, ce champ de recherche est longtemps resté du domaine
de l'expérience de pensée. Mais il connait depuis une quinzaine d’années un véritable essor,
grace au développement de nouveaux outils d’élaboration, d’observation et d’analyse. Il est
aujourd’hui possible de synthétiser de maniére de mieux en mieux contrdlée, d’observer, de
manipuler et de comprendre les nano-objets et leur assemblage. Notre conception du réle du
nano-objet en a d’ailleurs été modifiée : de composante élémentaire du systéme macroscopique,
il est devenu un individu actif & part entiére, avec une fonction spécifique que ’on cherche &
caractériser.

Les méthodes physiques telles que les techniques de micromanipulation ou de nanophoto-
nique se sont en particulier invitées dans les laboratoires de biologie afin d’essayer de répondre
a des questions fondamentales comme les interactions entre ’ADN et certaines protéines, et
ce & ’échelle de la molécule individuelle. L’essor de 'instrumentation microscopique au début
du XVIle siécle a eu un formidable impact sur le développement de la biologie, en per-
mettant d’accéder a 'observation des entités cellulaires de dimensions micrométriques. On
peut prendre alors la mesure des implications du bond quantitatif et qualitatif de plusieurs
ordres de grandeur en résolution qu’apportent la nanophotonique et ’accés & I'intimité sub-
cellulaire et moléculaire sur notre compréhension des mécanismes biologiques qui sous-tendent
le fonctionnement des cellules. L’observation d’événements moléculaires individuels dans des
cellules uniques a par exemple mis en évidence le caractére stochastique de ces événements.
Comprendre comment les cellules utilisent ces fluctuations pour répondre aux variations de
leur environnement représente un enjeu majeur.

C’est dans ce contexte que le groupe Nanophotonique a développé dés 2001 une étroite
collaboration avec un groupe du laboratoire de Physiologie Cellulaire de la Synapse. Le but
était de profiter du savoir-faire en matiére détection optique de nano-objets individuels pour
étudier la dynamique de protéines membranaires. Cette mise en commun des compétences
a été a lorigine du travail de thése de Catherine TARDIN, de 2001 & 2004, qui a permis

d’observer pour la premiére fois la dynamique de récepteurs postsynaptiques sur des neurones
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12 Introduction

vivants au moyen de molécules fluorescentes individuelles [Tardin et al., 2003]. Ces premiéres
études ont ouvert la voie a une meilleure compréhension du fonctionnement de la synapse
glutamatergique, tout en soulevant des questions actuellement sans réponses : quel est le role
des lipides constituant la membrane 7 La diffusion latérale des récepteurs joue-t-elle un role
dans la diversité des réponses physiologiques des différents types de récepteurs? Quel est le

temps de résidence des récepteurs dans la synapse ?

Pour aborder ces questions, des nouvelles méthodes de détection de nano-objets indivi-
duels sont nécessaires puisque les méthodes basées sur la fluorescence de molécules uniques
souffrent du probléme de photoblanchiment. Ce phénoméne photochimique détruit les fluo-
rophores aprés typiquement quelques secondes d’illumination, ce qui limite sévérement la du-
rée d’observation de ces molécules. Toute possibilité d’étude systématique des variations du
comportement d’un méme récepteur induites par une excitation locale contrélée est donc ex-
clue. Récemment, des marqueurs fluorescents plus stables, les nanocristaux semiconducteurs,
ont été développés et utilisés pour suivre des récepteurs postsynaptiques [Dahan et al., 2003,
Groc et al., 2004]. Cependant, ceux-ci restent relativement volumineux car ils doivent étre
recouverts de couches de polyméres ou de peptides pour étre solubles et biocompatibles, ce
qui peut poser probléme pour étudier des phénoménes dynamiques dans un environnement
aussi confiné que la fente synaptique.

C’est pourquoi nous nous sommes tournés vers de nouvelles approches et en particu-
lier la détection de nano-objets non-luminescents tels que les nanoparticules métalliques. En
effet, celles-ci sont des marqueurs communément utilisés en biologie qui ne présentent pas
de phénomeéne de photoblanchiment. Les méthodes classiques de détection de ces particules
utilisent I'exaltation de la diffusion Rayleigh par leur résonance plasmon. Pour des tailles infé-
rieures & 40 nm, les particules ont des sections efficaces de diffusion trés faibles et deviennent
indétectables par ces méthodes, en particulier dans un milieu diffusant de type cellulaire.
Cependant, pour des petites tailles, la section efficace d’absorption reste importante et ne
présente pas de saturation. La méthode photothermique mise au point au sein du groupe
Nanophotonique permet justement de détecter des nanoparticules métalliques uniques via
leur absorption. Comme ces particules n’émettent pas de lumiére, toute ’énergie absorbée est
transformée en chaleur. La variation d’indice provoquée par ’échauffement local qui accom-
pagne cette absorption peut alors étre détectée par une méthode de contraste interférentiel
modulé [Boyer et al., 2002, Cognet et al., 2003|. Depuis, une nouvelle technique de détection
de nano-objets non luminescents a été développée, dans laquelle on détecte directement cette
variation locale d’indice optique via la diffusion qu’elle induit sur la propagation d’un faisceau
sonde. Comme nous le verrons, elle a permis pour la premiére fois de détecter des particules
d’or de quelques nanométres de diamétre [Berciaud et al., 2004].

Cette technique semble donc bénéficier des deux avantages requis pour répondre aux
questions posées plus haut : un marqueur suffisamment petit pour pouvoir explorer la fente
synaptique, et une durée d’observation arbitrairement longue. C’est pourquoi cette thése a

été consacrée a 'adaptation de cette technique pour ’appliquer au travail en milieu cellulaire.
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Dans un premier temps, nous nous sommes attachés & caractériser cette technique d’ima-
gerie photothermique appelée LISNA (Laser Induced Scattering around a NanoAbsorber) et
ses capacités. Nous avons en particulier montré que griace & une configuration particuliére
du dispositif, il était possible d’imager des nanoparticules situées & l'intérieur d’un échan-
tillon épais, ce qui est nécessaire pour travailler sur des échantillons cellulaires. Nous avons
d’ailleurs montré dans un deuxiéme temps que nous pouvions effectivement observer des na-
noparticules d’or de 5 nm de diamétre couplées & des protéines membranaires sur des cellules
vivantes. Cependant, comme la technique de détection photothermique est de type confocal,
les images sont prises par balayage de 1’échantillon, ce qui est trop lent pour observer la tra-
jectoire de nanoparticules mobiles. Nous avons donc mis au point une méthode de suivi de
nanoparticules, appelée SNaPT (Single Nanoparticle Photothermal Tracking), basée sur un
algorithme de triangulation. Aprés avoir validé cette technique sur des trajectoires simulées
puis sur cellules vivantes marquées avec des nanoparticules d’or, nous avons montré qu’il
était possible de suivre des nanoparticules d’or de 5 nm sur des neurones vivants pendant
plusieurs minutes. Par la suite, nous avons également développé une autre approche, appelée
ACS (Absorption Correlation Spectroscopy), pour analyser les fluctuations de signal lors du
passage de nanoparticules traversant rapidement le volume de détection, et qui permet d’en

déduire leurs caractéristiques de diffusion.

Présentation du manuscrit

Ce manuscrit est organisé en cinq chapitres. Chacun est structuré de facon & permettre
une lecture quasiment indépendante du reste du manuscrit. Seule la lecture du Chapitre 11, qui
présente la technique de détection photothermique hétérodyne, est nécessaire pour aborder
les Chapitres suivants.

Le Chapitre I est consacré aux différentes techniques optiques de détection de nano-objets
individuels. Nous détaillerons en particulier les méthodes basées sur la fluorescence, que ce
soit au moyen de fluorophores individuels ou de nanocristaux semiconducteurs. Nous verrons
différentes applications dans le domaine de la biologie, in vitro et in vivo, ainsi qu’'une perspec-
tive d’utilisation de la fluorescence pour I’étude des conditions aux limites en hydrodynamique
a des échelles sub-micrométriques.

Dans le Chapitre II, nous décrirons la technique de détection de nanoparticules d’or indi-
viduelles développée au sein du groupe Nanophotonique et baptisée LISNA. Nous en présente-
rons les aspects théoriques (a la fois pour la partie thermique et la partie électromagnétique)
et la mise en ceuvre expérimentale. A ce sujet, nous caractériserons expérimentalement le si-
gnal puis nous détaillerons les possibilités offertes par cette méthode, notamment en biologie
i vitro.

Le Chapitre III est consacré a 'application de la technique LISNA en milieu vivant pour
suivre des objets biologiques mobiles. Le sujet d’étude concerne la dynamique de diffusion
membranaire des récepteurs postsynaptiques. Aprés avoir évoqué les méthodes actuelles uti-

lisées pour étudier ce phénoméne, nous nous intéresserons a la description et a la validation
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de la méthode SNaPT, basée sur la technique LISNA précédemment exposée, et qui per-
met de suivre des nanoparticules d’or individuelles de 5 nm de diamétre en milieu cellulaire
pendant des temps arbitrairement longs. A la fin du Chapitre, un appendice est dédié a la
présentation plus générale de la problématique biologique et & la description du systéme bio-
logique complexe que constitue la synapse a l'attention des lecteurs n’étant pas familier avec
ce domaine.

Le Chapitre IV présente quant & lui un ensemble d’expériences ayant pour but de carac-
tériser un signal photothermique intrinséque aux cellules. Nous verrons tout d’abord qu’il est
spécifique aux mitochondries. Puis nous présenterons un ensemble de tests ayant pour but de
mieux caractériser ce signal et de tenter de préciser son origine moléculaire.

Le Chapitre V enfin s’inscrit dans la continuité du Chapitre III puisqu’il présente une
méthode alternative destinée & caractériser la diffusion de nanoparticules d’or trés mobiles
(jusqu’a des constantes de diffusion de plusieurs dizaines de 1m?/s). Cette méthode baptisée
ACS est fondée sur 'analyse des fluctuations de signal au passage des nanoparticules a travers
le volume de détection et des corrélations temporelles de celles-ci. C’est I’exacte analogue de
la FCS, mais avec un signal basé sur I’absorption et non la fluorescence. Nous verrons que
cette méthode prometteuse permet d’envisager de nombreuses applications comme la mesure
de rayon hydrodynamique de nanoparticules couplées & des protéines.

Enfin, a I'issue de ces cinq Chapitres, nous résumerons les principaux résultats obtenus et
nous reprendrons quelques pistes envisagées pour ’avenir concernant les thémes abordés au

cours de cette thése.

Compte tenu du caractére trés interdisciplinaire des sujets abordés ici et des formations
tres diverses des potentiels lecteurs, un soin particulier a été apporté afin que les passages
techniques soient le plus accessibles possible. C’est pourquoi, mis & part quelques passages
théoriques, de mombreuzr points seront volontairement traités en termes simples, le but étant
de présenter les possibilités d’une mouvelle méthode a des lecteurs n’ayant pas forcément de
connaissances poussées en physique. Le fonctionnement de la synapse fait quant a lui l'objet
d’un long appendice au Chapitre III o Uattention des lecteurs peu familiers avec la neurobio-

logie.



Chapitre 1

Microscopie de nano-objets
individuels : les techniques actuelles et

leurs applications en biophysique

DAns le cadre du développement récent des nanotechnologies et de leurs applications dans
des domaines aussi variés que l’électronique ou la biologie moléculaire, de nouveaux
outils de caractérisation et de visualisation sophistiqués sont nécessaires. En effet, il apparait
que les nano-objets étudiés présentent généralement une grande diversité de taille, de proprié-
tés physiques, de fonctionnalité biologique... Une information moyenne suffit donc rarement
a les caractériser. C’est pourquoi les méthodes dites « a 1’échelle de I'objet unique » sont
fondamentales. Elles donnent en effet accés a I'information concernant chaque objet détecté,
ce qui permet d’évaluer chaque variable de maniére statistique au travers de sa distribution
(valeur moyenne, mais aussi toutes les singularités). Ceci peut par exemple s’avérer utile pour

ajuster un modéle avec beaucoup plus de pertinence.

Parmi les nombreuses techniques développées ces derniéres décennies, et en particulier
depuis les années 90 (AFM, micromanipulation par pinces optiques ou magnétiques), les mé-
thodes optiques présentent l'intérét d’étre généralement non-invasives. Elles bénéficient égale-
ment d’une vaste panoplie de techniques bien connues (spectroscopie, optique anisotrope,. . .).
Comme pour toute méthode optique en champ lointain, la résolution spatiale est alors fon-
damentalement limitée par la diffraction a des échelles de l'ordre de la longueur d’onde.
Cependant, comme nous le verrons, les méthodes a 1’échelle de la molécule individuelle per-
mettent de contourner cette limite fondamentale : en utilisant des échantillons dilués, il est
possible de détecter chaque objet individuel avec une trés bonne précision sur sa position.
Nous allons voir les principales méthodes optiques de détection de nano-objets individuels

utilisées, en particulier dans le cadre d’applications en biologie, in vitro ou in vivo.
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I.1 Détection de nano-objets non luminescents

1l est tres difficile, au moyen des techniques de microscopie usuelles, de détecter des objets
des objets de taille sub-micrométrique. En effet, ces objets sont relativement peu diffusants et
un dispositif classique d’éclairage en lumiére blanche n’est généralement pas adapté. Contrai-
rement aux méthodes de fluorescence (cf. 1.2, page 19), il est de plus impossible dans ce cas
de séparer spectralement la lumiére d’excitation et la lumiére diffusée par 'objet. Il faut donc
tirer parti d’autres propriétés optiques (polarisation, phase, répartition spatiale. . .). Plusieurs
méthodes alternatives ont donc été développées pour parvenir & détecter de tels objets, soit
en tirant parti d’effets de polarisation, soit en séparant spatialement la lumiére d’excitation

et la lumiére diffusée.

I.1.1 Contraste Interférentiel Différentiel (DIC)

La premiére technique employée est le Contraste Interférentiel Différentiel (DIC). Déve-
loppé dans les années 60, ce systéme utilise un prisme de NOMARSKI' pour séparer spa-
tialement le faisceau d’éclairage selon deux polarisations orthogonales. Aprés traversée de
I’échantillon, les deux faisceaux dont les fronts d’onde ont été déformés sont recombinés au
moyen d’un autre prisme. Cette technique interférentielle fait ressortir avec un fort contraste
les contours d’objets diffusants. Elle est trés couramment utilisée afin d’obtenir des images

de cellules cultivées sur lamelles [Yuste and Konnerth, 2005].

F1G. I.1 : Image en Contraste Interférentiel Différentiel de neurones en culture sur
lamelle marqués avec des billes de latex de 500 nm [Borgdorff and Choquet, 2002].

En 1988, a ’aide d’un microscope & Contraste Interférentiel Différentiel couplé a un sys-

1 s’agit d’une variante des prismes de WOLLASTON.
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téme d’exaltation vidéo, I’équipe de M. P. SHEETZ est parvenue & détecter 'intensité diffusée
par des nanoparticules métalliques individuelles de 40 nm de diamétre [Gelles et al., 1988,
Sheetz et al., 1989] pour étudier le fonctionnement de moteurs moléculaires in vitro puis sur

des cellules.

I.1.2 Autres méthodes basées sur la détection de ’'intensité diffusée

Deux méthodes ont été développées afin de séparer spatialement la lumiére d’excitation
et la lumiére diffusée par I'objet, autrement dit de détecter la lumiére diffusée sur un fond
noir. La premiére consiste & utiliser un masque adapté pour le condenseur d’un microscope
classique. La lumiére diffusée est alors collectée vers [’avant avec un objectif de forte ouverture
numérique. Il est également possible de détecter la lumiére diffusée vers l’arriére en utilisant
un objectif congu spécialement pour ce type de microscopie. Les plus petites nanoparticules
détectées par cette méthode ont des diameétres de I'ordre de 20 nm [Sonnichsen, 2001].

La seconde utilise une excitation par un champ évanescent (non-propagatif en champ
lointain), généralement issu de la réflexion totale d’un faisceau lumineux a la surface d'un
prisme. Seuls les modes propagatifs du champ diffusé se propagent jusqu’a un détecteur. De
par sa trés bonne résolution axiale (due a I'atténuation du champ évanescent), cette technique
est particuliérement utile pour étudier des objets situés au niveau d’une interface ou dans son
proche voisinage. Un équivalent de cette méthode pour la microscopie de fluorescence sera

présenté plus loin (cf. 1.2.2.a, page 21).

1.1.3 Nouvelles approches

La réponse optique d’une nanoparticule soumise & un champ extérieur est en premiére
approximation proportionnelle au dipole induit. Or ce dipole est proportionnel au nombre
d’électrons contenus par la nanoparticule, donc & son volume V (soit o d® pour une particule
sphérique de diamétre d). La section efficace de diffusion (définie comme le rapport entre la
puissance diffusée et l'intensité incidente) varie comme le carré du champ diffusé, lui-méme
proportionnel au dipéle induit de la nanoparticule. Elle est donc proportionnelle & V?2 et
par conséquent décroit extrémement rapidement lorsque la taille du nano-objet diminue. En
revanche, la puissance absorbée est proportionnelle au dipole de la nanoparticule, donc a V,
et il en va de méme pour le champ diffusé. C’est pourquoi des méthodes alternatives ont été
développées pour accéder a ces grandeurs.

Plusieurs techniques sont basées sur la détection de ’absorption par des nanoparticules
métalliques. Les groupes de F. VALLEE (CPMOH, Bordeaux) et M. BROYER (LASIM, Lyon)
ont ainsi réussi & mesurer directement la section efficace d’absorption de particules d’or indivi-
duelles jusqu’a ~ 10 nm de diamétre en modulant la position d’une nanoparticule individuelle
par rapport & un faisceau laser excitateur [Arbouet et al., 2004]. Les méthodes photother-
miques que nous détaillerons dans le Chapitre II [Boyer et al., 2002, Berciaud et al., 2004]

tirent également profit de cette dépendance en d° de la section efficace d’absorption.
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Une approche alternative consiste a détecter le champ diffusé Eg;rr en exploitant le signal
d’interférence entre ce champ et un champ laser de référence E,.¢ (en I'occurrence, le champ
de référence est le champ réfléchi par ’échantillon). En 2004, ’équipe de V. SANDOGHDAR
est ainsi parvenue & détecter des nanoparticules individuelles d’environ 5 nm de diamétre

[Lindfors et al., 2004, Jacobsen et al., 2006]. Dans ce cas, le signal détecté peut s’écrire :
S & [Byeg + Egigy|* = 1B, (12 + |sI” = 27 5| sin0) (L1)

ou r est le coefficient de réflexion du champ incident sur I’échantillon et |s|sin€ désigne
I'amplitude du champ diffusé. Le premier terme dans cette expression correspond au fond
réfléchi. Le deuxiéme terme est proportionnel & I'intensité diffusée et varie comme db. Il s’agit
de la contribution dominante du signal pour des nanoparticules volumineuses. Le troisiéme
terme, proportionnel & |s| (donc & d®), correspond & la contribution du champ diffusé amplifiée
par le coefficient de réflexion r. Pour des nanoparticules suffisamment petites (d < 20 nm),
ce terme l’emporte sur U'intensité diffusée (cf. Chapitre II, F1G. II1.1). Cette technique permet
en outre de travailler en champ large avec un montage optique simple [Jacobsen et al., 2006],
ce qui est un atout considérable pour étudier des processus dynamiques.

Une technique similaire a été développée par I'équipe de L. NOvOoTNY. Elle a permis de
détecter en temps réel des nanoparticules de 14 nm de diamétre en écoulement dans un canal
microfluidique [Ignatovich and Novotny, 2006]. A la différence du montage de LINDFORS et
al., ce dispositif utilise un détecteur & deux quadrants permettant de mesurer I’amplitude du

champ diffusé sur un fond noir.

I[.1.4 Applications de ces techniques a la biologie et limitations

On parle souvent de Suivi de Particules Uniques, ou Single Particle Tracking (SPT), pour
faire référence aux méthodes (généralement basées sur le DIC) utilisant des nanoparticules
d’or ou de latex de 40 nm & quelques microns pour suivre le mouvement d’objets biolo-
giques individuels, avec deux principaux intéréts : la durée d’observation est virtuellement
infinie, et 'acquisition sur une caméra CCD est simple et peut se faire & haute cadence
[Ritchie et al., 2005]. Elle a été largement utilisée pour étudier les propriétés de diffusion
de protéines membranaires, ce qui a permis de montrer ’existence de barriéres de diffusion
dues au cytosquelette [Kusumi and Sako, 1996]. Dans le domaine des neurosciences, cette
technique a permis au groupe de Daniel CHOQUET de mettre en évidence la grande diver-
sité des modes de diffusion des récepteurs de neurotransmetteurs sur des neurones vivants
[Meier et al., 2001, Borgdorff and Choquet, 2002| (cf. III.1, page 81). Dans la plupart des
cas, les particules sont fixées a l'objet d’intérét (protéine,...) au moyen d’anticorps adsorbés
sur l'or (les groupements thiols, présents sur certains acides aminés, ont en particulier une
forte affinité pour I'or) ou le latex.

La méthode développée par I'équipe de V. SANDOGHDAR a pu étre utilisée pour des obser-

vations biophysiques in vitro [Jacobsen et al., 2006, en 1'occurrence des nanoparticules d’or
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de 40 nm fixées a des kinésines en mouvement sur des microtubules. Pour ce faire, JACOBSEN
et al. utilisent la dépendance spectrale de la réponse des nanoparticules (la résonance plas-
mon de surface, cf. I1.1.3, page 43) et soustraient deux images prises a 532 et 488 nm, ce qui

améliore de maniére significative le contraste au niveau des nanoparticules.

Cependant, et nous y reviendrons, si ces méthodes présentent des avantages liés a la
stabilité du signal, elles souffrent pratiquement toutes de la méme limitation : le champ
diffusé décroit trés rapidement avec la taille des objets étudiés, et 'intensité d’autant plus.
Ceci est d’autant plus vrai en milieu biologique car le fond est trés important du fait de
la présence de nombreux objets diffusants (organelles...). On est alors obligé d’utiliser des
marqueurs relativement gros (40 nm de diamétre et plus). Ceci peut poser des problémes
d’encombrement stérique dans I’étude de dynamiques en environnements confinés, tels que

les fentes synaptiques ou les vésicules d’endocytose.

I[.2 Détection de nano-objets fluorescents

La seconde grande famille de méthodes de détection de nano-objets individuels utilise la
fluorescence de certaines molécules ou de nanocristaux semiconducteurs, avec de trés nom-
breuses applications en biologie. On excite cette fluorescence & des longueurs d’onde qu’il est
possible de séparer trés efficacement de celles de la lumiére émise, décalées vers le rouge, ce qui
en fait une méthode sur fond noir. 1l est ainsi possible aujourd’hui de détecter des molécules
fluorescentes individuelles. Si les premiers travaux ont été réalisés a température cryogénique
[Orrit and Bernard, 1990], les molécules fluorescentes uniques sont désormais observables re-
lativement facilement a température ambiante. Ces techniques ont en effet bénéficié d’impor-
tants développements au niveau de la qualité des filtres optiques interférentiels, mais aussi de

lefficacité de détection et du bruit des détecteurs.

1.2.1 Principe de la fluorescence

On peut modéliser un nano-objet fluorescent par un systéme a trois niveaux électroniques
(F1a. 1.2). Cette approche trés générale permet d’appréhender la photophysique des nano-
objets couramment utilisés, comme les molécules fluorescentes ou les nanocristaux de CdSe.
L’absorption a lieu vers un état excité |¢'), & partir duquel les photons absorbés relaxent treés
rapidement vers le premier niveau excité le plus bas |e). La relaxation a partir du niveau |e)
vers 'état fondamental | f) peut s’effectuer via émission d’un photon (recombinaison radiative)
ou éventuellement par 'intermédiaire de processus non radiatifs. Le photon alors émis est de
moindre énergie que celui utilisé pour I'excitation et peut donc étre séparé spectralement au

moyen de filtres optiques.
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FiG. 1.2 : Diagramme d’énergie schématique d’un nano-objet individuel lumines-
cent. La courbe de réflexion du filtre dichroique et la courbe de transmission du
filtre passe bande utilisés en microscopie de fluorescence (cf. 1.2.2, page 20) sont
représentées.

I[.2.2 Montages expérimentaux

L’imagerie de fluorescence de molécules uniques peut s’avérer délicate & réaliser pour
deux raisons principales. D’une part, le signal détecté doit provenir d’'une seule molécule,
ce qui impose une préparation particuliére de 1’échantillon : en général, on utilise de faibles
concentrations de fluorophores afin de pouvoir les séparer spatialement (< 1 molécule par
nm?). D’autre part, la puissance émise par une seule molécule est extrémement faible, aussi
le fond doit-il étre réduit au maximum afin que le signal issu de la molécule domine toutes

les sources de fond.

1.2.2.a Montage d’épifluorescence

Les techniques d’épifluorescence ont été largement développées dans les années 90
[Schmidt et al., 1995, Dickson et al., 1996]. Elles sont en grande partie a l'origine de Iessor
des études de biophysique & I’échelle de la molécule unique.

L’excitation est réalisée en champ large avec un faisceau collimaté (FiG. 1.3 (a)). Pour
cela, on focalise le faisceau excitateur dans le plan focal arriére de ’objectif. Les photons de
fluorescence émis vers I'arriére sont alors collectés avec le méme objectif de microscope et
traversent le miroir dichroique, alors que le faisceau excitateur réfléchi par 1’échantillon subit
une nouvelle réflexion au niveau du miroir dichroique. La lumiére de fluorescence est filtrée
spectralement puis focalisée sur une caméra équipée d’une matrice CCD (Charge Coupled De-
vice) refroidie. Le plan image de I'objectif est ainsi conjugué avec la surface du détecteur. Le
champ large éclairé (typiquement 30 x 30 1m?) est ensuite visualisé & 1’aide d’un logiciel d’ac-
quisition. La cadence est en général de quelques dizaines de Hz (elle dépend essentiellement

du nombre de pixels utilisés).
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(a) Echantillon (b) Echantillon
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FiG. 1.3 : Microscopie de fluorescence : (a) montage d’épifluorescence ; (b) montage
de microscopie confocale.

La résolution transverse de la microscopie d’épifluorescence est identique a celle des tech-
niques de microscopie classique. Elle est donnée par la limite de diffraction de 1'objectif de

microscope [Born and Wolf, 1959] :
1.22)

20N

ou ON désigne 'ouverture numérique de 'objectif utilisé.

Ry = (1.2)

La résolution axiale est de l'ordre du micron, dans le cas général. Elle s’écrit :

2nA

fiea = o2

ol n désigne l'indice optique de l'objet.

Il existe une variante de cette méthode qui utilise une onde évanescente pour exciter des
fluorophores au voisinage d’une paroi. Deux alternatives sont possibles. On peux utiliser un
prisme posé sur l’échantillon (F1c. 1.4 (a)). L’onde évanescente est alors produite & l'inter-
face verre/eau supérieure de ’échantillon. L’autre approche utilise la méme excitation qu’en
épifluorescence classique, mais en décalant le faisceau incident de maniére & ce qu’il éclaire
I’échantillon sous un angle supérieur a 'angle critique de l'interface verre/eau inférieure de
I'échantillon (F1G. 1.4 (b)). Ce deuxiéme montage est appelé montage de Fluorescence a Ré-
flexion Totale Interne (TIRF). L’intérét de cette méthode d’illumination est qu’elle permet
de n’exciter que les objets fluorescents proches de l'interface, ce qui limite le fond di aux

fluorophores éventuellement présents en solution.
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Fi1G. 1.4 : Montages a onde évanescente : (a) a prisme; (b) a réflexion totale interne
(TIRF).

1.2.2.b Montage confocal

L’excitation est ici réalisée au moyen d’un faisceau laser focalisé par I'objectif de mi-
croscope, n’excitant ainsi qu’une trés petite zone de 1’échantillon appelée volume confocal
(F1G. 1.3 (b)). Le faisceau de luminescence est recueilli avec le méme objectif et séparé du
faisceau excitateur réfléchi par un miroir dichroique (Fig. 1.2 (b)). Afin de détecter uni-
quement les photons issus du volume confocal, le signal de luminescence est filtré spatiale-
ment a 'aide d’un diaphragme (trou d’épingle) de faible diamétre (30 & 100 pm) conjugué
avec le point d’excitation. On réalise ensuite 'image optique de ce point sur le détecteur,
qui est alors lui aussi conjugué avec le volume confocal. Cette sélection spatiale améliore
sensiblement la résolution transverse par rapport au dispositif d’épifluorescence. Elle s’écrit

[Wilson and Sheppard, 1984] :
~0.875)

<t 90N

(L4)

De méme, la résolution axiale est améliorée car le diaphragme coupe la lumiére en prove-
nance des points lumineux hors focus. Un optimum est & trouver entre la perte de luminosité
et la résolution axiale, mais celle-ci peut étre inférieure au micron dans les meilleurs cas. Les
détecteurs les plus fréquemment utilisés sont des photodiodes & avalanche (APD) du fait de
leur grande sensibilité. Cependant la surface active du détecteur est souvent suffisamment
faible pour réaliser le filtrage spatial sans avoir recours & un trou d’épingle. De plus, l'illumi-
nation est concentrée & une certaine profondeur dans I’échantillon, ce qui réduit le fond de

maniére drastique. Afin d’acquérir des images confocales, I’échantillon est généralement placé
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sur un scanner piézo-électrique permettant un balayage a 2 voire 3 dimensions sur plusieurs
dizaines de microns. Pour des dispositifs plus rapides, on peut utiliser un échantillon fixe

balayé par un faisceau de détection dévié par des miroirs galvanométriques.

1.2.3 Molécules fluorescentes
I.2.3.a Molécules de colorants

Les fluorophores de synthése tirent leurs propriétés de doubles liaisons alternées dont
les électrons peuvent se délocaliser, sur ’espace qu’elles occupent & l'intérieur de la molécule.
Dans un modéle simple, on pourrait considérer que les électrons composant ces doubles liaisons
se déplacent librement & l'intérieur d’une boite dont la largeur est celle de la zone occupée
par les doubles liaisons conjuguées. Ainsi, comme pour un puits de potentiel infini, les écarts
d’énergie entre ’état fondamental et les niveaux excités diminuent lorsque la largeur de la
boite augmente. Ceci implique que les spectres d’absorption et d’émission se déplacent vers le

rouge lorsque la zone de délocalisation s’accroit. Ce principe s’étend aux composés cycliques.

Les cyanines sont une famille de fluorophores dont le motif principal est constitué de
doubles liaisons alternées. Un exemple concret est donné par les cyanines Cy3 et Cy5 (Amer-
sham Biosciences), qui possédent respectivement deux et trois doubles liaisons conjuguées, et
dont les pics maxima d’émission sont centrés sur 568 nm et 670 nm (F1G. 1.5). De la méme
fagon, les Alexa (Molecular Probes) sont composées d'un nombre plus ou moins grand de
cycles benzéniques. La zone de délocalisation des électrons appartenant aux doubles liaisons
conjuguées est donc plus ou moins étendue, ce qui permet d’obtenir des fluorophores dans

tout le spectre visible.

Les fluorophores sont largement utilisés depuis plusieurs décennies en biologie pour mettre
en relief certains composants ou régions cellulaires (noyau, membranes, mitochondries, sy-
napses. . .) mais aussi comme indicateurs locaux de pH ou de présence d’ions (Ca?*, C1~...).
Dans ce cas, un marquage relativement fort est employé, et le signal est important. Comme
pour toute méthode de microscopie usuelle, la résolution est alors limitée par diffraction &
quelques centaines de nanométres. Pour ces applications, il est généralement nécessaire de
fonctionnaliser ces fluorophores afin qu’ils viennent marquer spécifiquement I'objet d’intérét.
Le plus couramment, c’est une réaction chimique qui permet de réaliser une liaison covalente
entre le fluorophore et la protéine (voir par exemple le protocole employé en annexe B.3).
Il existe néanmoins des molécules ayant naturellement une affinité pour certains domaines
cellulaires. Citons par exemple la classe de molécules de type POPO, YOYO, TOTO... qui
sont des intercalants de ’ADN. Ces molécules sont chargées positivement et présentent des
cycles (ce sont généralement des diméres de cyanines), ce qui leur permet de se placer dans
les plans situés entre les bases de ’ADN. Utilisées pour de nombreuses expériences de bio-
physique a I’échelle de la molécule unique, elles servent aussi pour de nombreuses expériences

dans lesquelles PADN est employé en tant que polymére modéle [Perkins et al., 1994].
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1.2.3.b Protéines fluorescentes

Il existe une protéine naturellement fluorescente, appelée Green Fluorescent Protein (GFP).
Issue d’une méduse appelée Aequorea Victoria, elle a été découverte en 1962
[Shimomura et al., 1962]. Mais ce n’est que dans les années 90 que son intérét est réellement
apparu, lorsque son géne a été isolé, cloné |Prasher et al., 1992] et transfecté dans d’autres
cellules [Chalfie et al., 1994, Inouye and Tsuji, 1994]. Sa structure cristallographique a permis
de comprendre 'origine (complexe) de son caractére fluorescent [Cody et al., 1993|, lié a une
réaction interne a la protéine entre trois acides aminés. Elle posséde deux pics d’absorption,
4 397 et 477 nm, et un pic d’émission & 510 nm, d’olt son nom.

Depuis, le génie génétique a permis de réaliser des mutants de la GFP absorbant et émet-
tant & différentes longueurs d’onde [Tsien, 1998|. Le premier, baptisé eGFP (pour enhanced),
est une variante de la GFP dont la bande d’absorption a été déplacée a 490 nm : ce chromo-
phore peut ainsi étre excité aisément par la raie 488 nm de l'argon. Deux mutants, la CFP
(pour Cyan) et la BFP (pour Blue), ont un spectre décalé vers le bleu, et un autre, YFP
(pour Yellow) est décalé vers le rouge (F1G. 1.6).

D’autres protéines fluorescentes ont été découvertes depuis, telles que la DsRed , protéine
issue du corail Discosoma [Matz et al., 1999|. Celle-ci suscite un grand intérét car contrai-
rement aux mutants de la GFP qui émettent & des longueurs d’onde ou 'autofluorescence
des cellules est importante, son maximum d’émission se situe a 583 nm (F1G. 1.6). Un in-

convénient cependant : la DsRed est une protéine naturellement tétramérique, méme & trés
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faible concentration [Lounis et al., 2001|, ce qui peut perturber le systéme biologique en in-
duisant des agrégations artificielles. Un mutant monomérique a été obtenu récemment, mais

son rendement de fluorescence est plus faible [Campbell et al., 2002].

Excitation Emission
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FiG. 1.6 : Spectres d’absorption et d’émission des mutants de la GFP et de la
DsRed.

Malgré leur photostabilité relativement faible (cf. 1.2.3.d), la GFP et ses mutants sont trés
intéressants car ils peuvent étre utilisés comme marqueurs grace a la fusion du géne corres-
pondant avec celui codant pour une protéine d’intérét. Le tout est inséré dans un plasmide
qui pourra étre introduit dans une cellule par transfection. Les protéines alors exprimées par
la cellule, fluorescentes, sont des chiméres, pour lesquelles il convient tout de méme de vérifier

que les fonctions d’origine de la protéine d’intérét sont préservées.

Mis & part ces cas particuliers, les protéines ne sont généralement pas fluorescentes car
aucun acide aminé isolé n’absorbe dans le visible. Les acides aminés possédant un cycle ben-
zénique, comme la phénylalanine, la tyrosine et la tryptophane, absorbent dans les UV, aux
environs de 280 nm. Il existe cependant quelques protéines fluorescentes comme les cofacteurs
d’enzyme que sont les NAD ou les FAD. Les flavines, telles que la FAD (Flavin adenine di-
nucleotide), absorbent vers 470 nm et émettent vers 530 nm. Les NAD(P)H (Nicotinamide
adénine dinucléotide (phosphate)), absorbent dans le proche UV (vers 360 nm) et émettent
vers 460 nm. Cependant, leurs propriétés photophysiques étant fortement dépendantes de
I’activité cellulaire, elles ne peuvent pas servir comme marqueurs fiables. Leur présence dans
les cellules constitue simplement une source de fond. Si cette autofluorescence reste généra-
lement faible, on privilégie dans la mesure du possible des fluorophores émettant au-dela de

550 nm pour éliminer ce signal.
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1.2.3.c Suivi de molécules uniques

11 est souvent intéressant, comme nous ’avons rappelé dans I'introduction de ce Chapitre,
de suivre des marqueurs individuels pour accéder a toute la distribution des dynamiques des
objets étudiés. Dans ce cas, on utilise un marquage suffisamment faible pour étre capable de
séparer spatialement les objets fluorescents observés.

En épifluorescence, les séquences vidéo obtenues sont analysées au moyen d’algorithmes
adaptés afin de reconstituer la trajectoire d’objets individuels, comme nous le verrons (cf.
I11.3.4, page 93). Si la résolution est limitée par la diffraction, la précision de pointé pour
un objet ponctuel (définie comme l'incertitude sur la position du mazimum de signal, cf.
F1G. 1.7) est en premiére approximation inversement proportionnelle au rapport signal-a-bruit
[Thompson et al., 2002|. Elle est généralement de 1'ordre de quelques dizaines de nanométres
et peut atteindre le nanomeétre dans les meilleurs cas [Schmidt et al., 1995]
[Thompson et al., 2002, Yildiz et al., 2003]. On peut donc accéder a la position de molécules

individuelles avec une excellente précision.

~ 30 nm

v

F1G. 1.7 : Représentation 3D du signal de fluorescence d’une molécule individuelle :
si la largeur (& mi-hauteur) est limitée par diffraction, 'incertitude sur la position du
maximum de signal est bien inférieure lorsque le rapport signal a bruit est important.

Les méthodes de balayage, telles que la microscopie confocale, sont généralement trop
lentes pour permettre de reconstituer la trajectoire a partir d’images successives. D’autres
méthodes de suivi de molécules uniques ont été proposées dans ce cas, par exemple en uti-
lisant une illumination en rotation [Enderlein, 2000]. La technique SNaPT, qui fait 'objet
du Chapitre III, permet de méme de suivre des objets individuels & partir d'une méthode de
détection (LISNA) de type confocal.

Dans ce type d’expériences de suivi de fluorophores individuels, les molécules fluorescentes
(autres que les protéines du type GFP) peuvent étre employées seules, a ’échelle de la molécule
individuelle et non modifiées, comme sondes de leur environnement. Le cas le plus courant
est 'utilisation de fluorophores comme marqueurs d’un écoulement complexe. HELLRIEGEL et

al. ont par exemple utilisé la diffusion brownienne de molécules fluorescentes pour sonder des
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cavités dans des milieux mésoporeux [Hellriegel et al., 2004|. Nous verrons (cf 1.3, page 30)
que des molécules individuelles peuvent également étre utilisées dans le but de sonder un
écoulement sur des échelles nanométriques.

Si le fluorophore lui-méme n’est pas 'objet d’intérét (ou s’il ne s’agit pas d’une protéine
autofluorescente), il est couplé a ce dernier par des méthodes chimiques ou biochimiques (voir
par exemple le protocole de couplage présenté en annexe B.3, page 163). Cette technique a
été largement utilisée pour suivre la diffusion de protéines membranaires individuelles sur cel-
lules vivantes [Schmidt et al., 1996, Schutz et al., 2000, Ueda et al., 2001, Harms et al., 2001,
Tardin et al., 2003]|, mais aussi pour de nombreuses études in vitro [Harada et al., 1999]
[Kabata et al., 2000, Yildiz et al., 2003].

Deux avantages font des méthodes de suivi de molécules uniques par fluorescence des ou-
tils trés puissants dans de nombreux domaines de la biologie : la mise en ceuvre expérimentale
en est aujourd’hui relativement simple, et les fluorophores individuels sont de trés petits mar-
queurs (~ 1 nm) qui perturbent donc peu la biomolécule & laquelle ils sont fixés tout en lui

laissant la possibilité d’accéder & des régions trés confinées.

1.2.3.d Le probléme du photoblanchiment

Malheureusement, une molécule fluorescente s’éteint de maniére irréversible aprés un cer-
tain nombre de cycles de fluorescence (typiquement de I'ordre de 10°). Cette brusque an-
nulation du signal, appelée photoblanchiment, est caractéristique d’un fluorophore unique (ce
phénomeéne est d’ailleurs parfois utilisé comme critére pour justifier de ’observation d’un fluo-
rophore unique). A contrario, le signal d’un ensemble de fluorophore décroit lui aussi, mais
de maniére continue (ou éventuellement par paliers), au fur et & mesure que chaque molécule
s'éteint (si elles n’ont pas d’interaction). Evidemment, ceci impose une limitation forte aux
expériences de suivi de molécules uniques employant des fluorophores individuels : la durée
d’observation est réduite & quelques secondes dans les conditions usuelles d’observation.

Ce phénoméne, qui joue un réle crucial en microscopie de fluorescence, a été largement
étudié d’un point de vue photophysique [Zondervan et al., 2004|, mais ses mécanismes restent
mal connus. Lors de son photoblanchiment, un fluorophore porté dans un état excité subit
une réaction photochimique qui le convertit en une espéce non fluorescente qu’il est en effet
difficile de caractériser.

Le photoblanchiment d’un fluorophore dépend des espéces présentes dans le solvant. En
particulier, le dioxygéne dissous a une action bien connue. C’est pourquoi la stratégie la
plus couramment employée pour limiter le photoblanchiment est de réduire la concentra-
tion de dioxygéne dissous & proximité des molécules. Pour cela différentes méthodes ont
été mises en oeuvre, soit en faisant circuler un gaz inerte dans 1’échantillon, tel que l'ar-
gon ou de 'azote |Deschenes and Vanden Bout, 2001], soit en ajoutant un mélange d’anti-
oxydants enzymatiques, principalement de la catalase et du glucose oxydase, dans le milieu
[Harada et al., 1990, Yildiz et al., 2003|. Ces stratégies ont effectivement conduit a I’appau-

vrissement en dioxygéne dissous, et & des durées d’observation supérieures de 1 & 2 ordres de
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grandeur, cependant le phénoméne n’est pas totalement supprimé. En fait, ces méthodes ne
sont utilisables que pour des expériences in vitro, car les recettes d’antioxydants contiennent
des composés hautement toxiques pour les cellules, comme le S-mercaptoéthanol.

Bien évidemment, une autre alternative est également possible, si la taille du marqueur
n’est pas un critére déterminant : on peut utiliser des nanosphéres de polystyréne dopées
avec des fluorophores, d’une taille de quelques dizaines de nanométres de diamétre. Si ’on
y perd en termes d’encombrement, on y gagne évidemment en termes de stabilité du signal.
Chaque bille est en effet chargée d’'un grand nombre de fluorophores et le signal, s’il décroit
lentement, est trés important et suffisamment stable pour permettre une observation sur des

temps longs.
1.2.4 Nanocristaux semiconducteurs

1.2.4.a Description

Les nanocristaux semiconducteurs, ou Quantum Dots (points quantiques, QDs), sont des
nanostructures constituées d’un cristal semiconducteur de quelques nanométres de diamétre
(le coeur, ou core dans la littérature anglo-saxonne), généralement entouré d'une coquille

(shell) faite d’un autre matériau semiconducteur (F1G. 1.8).

FiGc. 1.8 : (a) Vue schématique d’un nanocristal de CdSe. (b) Vue schématique
d’un nanocristal cceur-couronne de CdSe/ZnS. (c) Image de microscopie électronique
haute résolution d’un nanocristal de CdSe (d’aprés [McBride et al., 2004]).

Dans de telles structures, les porteurs de charges sont confinés dans les trois directions de
I’espace d’ott leur nom usuel anglo-saxon. Ceci se traduit par des propriétés optoélectroniques
tout a fait remarquables. En effet, comme dans un puits de potentiel infini, les niveaux
d’énergie accessibles sont discrets et 'on se rapproche alors du comportement d’un atome
unique. Les QDs se caractérisent par une large bande d’absorption dans 'UV et le visible,
et un pic d’émission de fluorescence lié a la taille du coeur et qui peut donc étre ajusté en

modifiant leurs dimensions (F1a. 1.9).

1.2.4.b Quelques applications

A Dorigine synthétisés en matrice vitreuse (les nanocristaux semiconducteurs entrent par

exemple dans la composition de nombreux filtres colorés), les nanocristaux colloidaux ont
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Fig. 1.9 : (a) Spectres d’absorption et d’émission de nanocristaux de CdSe de
différentes tailles (d’aprés |Efros et al., 1996]) ; les spectres d’absorption ont été ob-
tenus & partir d’une excitation dans le proche ultraviolet. (b) Mise en évidence de
I’accordabilité de I’émission des nanocristaux de CdSe en fonction du diamétre.

connu un nouvel essor au cours des années 90 grace aux synthéses en solution organique.
Actuellement, les nanocristaux semiconducteurs sont utilisés dans des expériences d’optique
quantique [Lounis et al., 2000, Michler et al., 2000, Brokmann et al., 2004], mais aussi pour
des applications au développement de nouvelles sources laser [Klimov et al., 2000]. Des na-
nocristaux ceeur/coquille de CdSe/ZnS trés brillants et photostables (le photoblanchiment
n’apparait qu’aprés typiquement 10 fois plus de cycles de fluorescence que pour les fluoro-

phores organiques) sont désormais disponibles commercialement.

En raison des propriétés de luminescence trés intéressantes de ces nano-objets, de nom-
breuses applications biologiques ont vu le jour ces derniéres années [Michalet et al., 2005].
Comme pour les molécules fluorescentes, on trouve deux types d’utilisation. Avec un marquage
fort, les nanocristaux semiconducteurs sont utilisés pour colorer des tissus ou des organelles
[Bruchez et al., 1998, Dubertret et al., 2002|, comme pour repérer des cellules cancéreuses
[Wu et al., 2003] ou en phase d’apoptose [Le Gac et al., 2006]. Avec un marquage plus faible,
ils sont utilisés comme sonde pour des expériences de suivi de molécules individuelles, pour
I'étude de la dynamique de protéines membranaires [Dahan et al., 2003, Groc et al., 2004],

mais aussi & U'intérieur de cellules [Courty et al., 2006].
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I.2.4.c Limitations

Si les nanocristaux semiconducteurs bénéficient d’une meilleure résistance au photoblan-
chiment que les molécules fluorescentes, ces nano-objets présentent un autre phénoméne pho-
tophysique bien particulier : le clignotement, ou blinking. Cet effet est di au piégeage de
I’électron excité dans la matrice qui entoure le nanocristal, ce qui bloque la luminescence jus-
qu’a son retour. Ceci complique généralement I’analyse des trajectoires de suivi de molécules
uniques car il faut reconnecter, lorsque cela est possible, les traces interrompues. De plus, ce
phénomeéne a lieu & toutes les échelles de temps [Nirmal et al., 1996, Kuno et al., 2000], ce
qui fait qu’il est quasiment impossible de le contourner en jouant par exemple sur le temps
d’intégration du signal.

Par ailleurs, les nanocristaux utilisés en biologie sont entourés d’une couche organique pour
assurer leur solubilité en milieu aqueux, car ils sont généralement synthétisés en milieu non
polaire, mais aussi pour limiter leur toxicité vis-a-vis des cellules vivantes [Chang et al., 2006].
Différentes stratégies ont été développées, telles que 'utilisation de polymeéres, de polysaccha-
rides, de phospholipides ou de peptides [Michalet et al., 2005]. Cette étape est suivie d’une
fonctionnalisation, comme pour tout marqueur biologique. Il en résulte une taille de quelques
dizaines de nanométres qui peut poser probléme dans le cas d’études en milieu trés confiné,

comme la fente synaptique |Groc et al., 2004].

I[.3 Une perspective d’application de la microscopie de fluo-
rescence en hydrodynamique : sonder 1’écoulement d’un li-

quide prés d’une paroi

Avant de nous intéresser & la nouvelle méthode de détection de nano-objets individuels
développée dans notre groupe et ses applications en biologie, nous allons voir une perspective
d’application des méthodes de microscopie de fluorescence présentées jusque la. Il s’agit d’une
étude a D’échelle de la molécule unique dans le cadre de 'hydrodynamique. Suite & ces pre-
miéres expériences, ce travail se poursuivra dans le cadre d’une future thése en collaboration

avec ’équipe d’H. KELLAY.

[.3.1 Conditions aux limites en hydrodynamique
1.3.1.a Rapide historique

Le but de cette expérience est de sonder les conditions aux limites & l'interface entre un
liquide et une paroi & 1’échelle nanométrique. La condition aux limites de non-glissement,
qui suppose que la couche de fluide au contact d’une paroi se déplace & la méme vitesse que
cette derniére, si elle ne peut pas étre démontrée par des considérations hydrodynamiques
(qui s’appuient sur une description continue et mésoscopique du fluide), a été largement

démontrée dans de nombreuses expériences macroscopiques dés le XVIlle siécle, avec les
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travaux de BERNOULLI [Bernoulli, 1738] et de CouLomB [Coulomb, 1801]. D’autres modéles
de conditions aux limites ont été imaginés par la suite. GIRARD |Girard, 1815| a proposé un
modéle de conditions aux limites & couche stagnante, dans lequel une fine couche de fluide
reste a la méme vitesse que la paroi, tandis que le reste du fluide glisse sur cette couche
dont I'épaisseur pourrait varier selon la température et les interactions entre le fluide et la
paroi. Un peu plus tard, NAVIER |Navier, 1823] a évoqué 'hypothése d'un glissement partiel
a la paroi, en introduisant le paramétre b, appelé longueur ou profondeur de glissement, qui
correspond & la distance, a l'intérieur de la paroi, pour laquelle la vitesse du fluide atteint
zéro par interpolation (F1G. 1.10). Un glissement parfait correspondrait & b — oo, et la vitesse

ne varierait pas au voisinage de la paroi.
(b) (c)
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Fi1G. 1.10 : Profils de vitesse schématiques pour des conditions aux limites de non-
glissement (a), & couche stagnante (b) et de glissement partiel (c). Dans ce dernier
cas, le glissement est caractérisé par la profondeur de glissement b.

Si elle a fait I'objet de nombreux débats aux XIXe siécle, I’hypothése de non-glissement
a fini par s’imposer comme base théorique pour la plupart des calculs d’hydrodynamique.
On pense qu’elle prend ses origines dans le piégeage de molécules de fluide sur des défauts
de Vinterface et les interactions attractives entre molécules du fluide et du solide. Durant la
majeure partie du XXe siécle, il était généralement accepté que le glissement, s’il existait,
était généralement trop faible pour pouvoir étre observé et qu’il dépendait essentiellement de

la mouillabilité, et donc de la tension superficielle du fluide.

1.3.1.b Nouvelles techniques expérimentales

Cependant, depuis la fin du XXe siécle, le développement de techniques extrémement
sensibles pour mesurer des interactions et des déplacements & 1’échelle du nanomeétre a per-
mis & la recherche sur les conditions aux limites d’étre revisitée via de nouvelles approches
expérimentales.

On peut distinguer deux types de méthodes : les méthodes indirectes et les méthodes



32 CHAPITRE | : Microscopie de nano-objets individuels

locales. Les premiéres consistent en l'analyse de données expérimentales généralement ma-
croscopiques qui traduisent des propriétés microscopiques. Par exemple, il est possible de
mesurer le débit dans un tube capillaire en fonction de la pression imposée : selon les condi-
tions aux limites, les résultats seront différents. Les méthodes locales ont pour but de sonder
directement 1’écoulement en utilisant des traceurs. La Vélocimétrie par Image de Particules
(PIV, pour Particle Image Velocimetry) utilise des billes de quelques centaines de nanométres
généralement fluorescentes imagées au moyen d’une simple caméra CCD et d’impulsion laser
assez courtes pour éviter les effets de flou. Les trajectoires sont obtenues par corrélations
entre images successives. La technique FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)
utilise des marqueurs fluorescents. A un instant donné, une impulsion laser intense provoque
le photoblanchiment des molécules présentes dans la zone illuminée (cf. 1.2.3.d, page 27).
Dans les instants qui suivent, I’écoulement (combiné & la diffusion brownienne) apporte de
nouvelles molécules fluorescentes dans cette zone. L’évolution de la répartition de fluorescence
en fonction du temps permet de retrouver des informations sur les propriétés de 1’écoulement.

Au regard des nombreuses expériences réalisées ces derniéres années |Neto et al., 2005,
Lauga et al., 2005], plusieurs parameétres se dégagent comme jouant un réle important dans
I’existence ou non d’un glissement :

— la rugosité de la surface tend a réduire le glissement ;

— le glissement est plus important sur une surface non mouillante, pour laquelle 'interac-

tion avec le fluide est plus faible;

— le taux de cisaillement pourrait jouer un role, méme si cet effet est controversé;

la présence de gaz dissous et de bulles & I'interface peut conduire & un glissement ;

un certain nombre d’autres facteurs sont susceptibles d’entrer en ligne de compte, telles
que les propriétés chimiques ou électrostatiques du solide et du fluide.

Cependant, peu de techniques permettent a ce jour de visualiser ’écoulement prés d’une
paroi sur des échelles sub-micrométriques, en particulier du fait de la taille des marqueurs.
C’est pourquoi nous avons voulu montrer 'intérét d’utiliser des sondes fluorescentes de taille
nanométrique et un dispositif d’imagerie de fluorescence en onde évanescente (TIRF) pour

sonder ces phénomeénes.

I.3.2 Dispositif expérimental
1.3.2.a Cellule d’écoulement

Une cellule d’écoulement a été réalisée, constituée d’une lamelle de microscope fixe et d’une
seconde placée a quelques dizaines de microns au-dessus au moyen d’une vis micrométrique
(F1G. 111 (a)). Cette seconde lamelle est également montée sur une cale piézo-électrique
alimentée par une tension oscillante de maniére a la faire vibrer & des fréquences de 30 & 300
Hz. I’écoulement oscillant ainsi créé entre les deux lamelles est radial, et son profil transverse
est proche de celui d’un écoulement de POISEUILLE (cf. calculs dans I’Annexe A, page 157).

Les lamelles de microscope ont été nettoyées par plasma. Une goutte de liquide (en 'occur-
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rence de I’eau pure pour ces premiéres expériences) d’une centaine de microlitres est déposée
et écrasée entre les deux lamelles. Les solutions employées sont marquées au moyen de sondes
fluorescentes. Les premiéres expériences présentées ici utilisent des billes de polystyrénes fluo-
rescentes (Orange Fluorescent Nanospheres, Molecular Probes) de 40 nm de diamétre éclairées
au moyen d’un laser Nd :Yag. Des molécules individuelles fluorescentes (Atto647, ...) peuvent
également étre utilisées (sous onde évanescente uniquement) afin de s’approcher au plus prés
de la paroi. Les spectres d’absorption et d’émission des deux types de fluorophores, bien sépa-
rés, permettent de placer les deux types de sondes dans le méme échantillon et de les visualiser
alternativement en jouant sur les filtres et lasers d’excitation (HeNe et Nd :Yag doublé, F1G.
[.11 (b)). Le montage de fluorescence peut basculer d’une configuration épifluorescence a une
configuration TIRF (cf. 1.2.2.a, page 21). La fluorescence est imagée sur une caméra CCD re-
froidie illuminée par l'arriére, le temps d’intégration étant typiquement de 20 ms (légérement

variable selon la fréquence d’excitation de la cellule).

(a ) ( b ) - Orange Fluospheres
Cale (absorption)
piézoélectrique 1003 \ ——— Orange Fluospheres

/ (&mission)

Lamelles — — AltoS47 (absorption)

— Atta647 (émission)
Excitation laser
Nd:Yag doublé (532 nm)
— Excilation laser
HeNe (633 nm)

404 el g |

Sondes fluorescentes |
|I | r d
Objectif 20- TN
g |
'
I gl e —F o
L3 T T T T 1
400 500 600 700 800 900

Longueur d'ande (nm)

Fic. I.11 : (a) Schéma du dispositif expérimental employé. (b) Spectres d’absorp-
tion et d’émission des sondes fluorescentes utilisées.

Sous l'effet de 'excitation oscillante, les sondes fluorescentes effectuent plusieurs allers-
retours le long des lignes de courant, mais en restant dans le champ de la caméra. Les séquences
vidéo obtenues montrent donc des trainées dont la longueur est proportionnelle & la vitesse
(pendant une demi-période 7'/2, la sonde parcourt une distance Az = V.T/2). Lors de nos
expériences, on se place latéralement & une distance de quelques millimétres du centre de
I'échantillon (la vitesse est d’autant plus grande) et on optimise 1’élongation observée au

centre de ’écoulement en jouant sur ’épaisseur de la cellule et la fréquence d’excitation.

1.3.2.b Onde évanescente

Pour créer 'onde évanescente en configuration TIRF, le faisceau laser est focalisé dans le
plan focal arriére de 1'objectif, mais en dehors de ’axe. Il arrive ainsi en faisceau paralléle sur

I’échantillon, avec un angle que ’on peut régler. Or 'indice optique du verre n; est supérieur
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a celui du liquide ng, il existe donc un angle limite au-deld duquel le faisceau est totalement
réfléchi. En fait, un calcul électromagnétique simple montre que 1'on obtient dans le second
milieu une onde évanescente (c’est-a-dire dont 'intensité décroit exponentiellement avec la
distance au dioptre) et propagative parallélement au dioptre (dans la direction donnée par
I'onde incidente) :

E¢(z, 2, t) = Ege ?/0¢!@t=Fax) (I.5)

La profondeur de pénétration 6 de 'onde évanescente et le module d’onde k7, sont donnés

par les expressions suivantes :

0= A et K"y = kysind (1.6)

27 n% sin?6 — n%

ol A est la longueur d’onde, w la pulsation, k, la composante du vecteur d’onde paralléle &
I'interface et A ’angle d’incidence de 'onde électromagnétique incidente.
Enfin, 'intensité lumineuse décroit elle aussi exponentiellement, mais avec une profondeur

de pénétration 2 fois moindre :
I(z) = Iye™%/° (L.7)

1.3.3 Premiers résultats obtenus

Deux méthodes d’analyse ont été employées pour évaluer la longueur des trainées, selon
qu’elles sont longues (profil de vitesse mesuré en épifluorescence dans toute 'épaisseur du

canal) ou courtes (faibles élongations prés de la paroi, en onde évanescente).

I.3.3.a Profil de vitesse dans 1’écoulement

Les nanosphéres fluorescentes de 40 nm sont suffisamment brillantes et stables pour per-
mettre de les observer en épifluorescence dans tout le volume de I’échantillon. Dans ce cas,
le profil est reconstitué en effectuant une série d’acquisitions a différentes profondeurs dans
I’échantillon. Partant d’une mise au point sur des objets voisins de la surface, on déplace
I’échantillon sur une distance connue. On mesure alors la longueur o, et la largeur o, de
quelques trainées nettes (F1G. .12 (a)). On accéde ainsi & ’ensemble du profil de vitesse a
I'échelle micrométrique (F1G. 1.12 (b)). On en déduit 1’élongation relative ¢ = % — 1, qui

servira de grandeur caractéristique, jusqu’a environ un micron de la surface.

1.3.3.b Etude expérimentale sous onde évanescente

Afin de sonder I’écoulement sur des distances inférieures au micron, nous avons utilisé une
illumination en onde évanescente grace & un montage en réflexion totale interne (cf. 1.2.2.a,
page 21 et 1.3.2.b, page 33). Ce dispositif a été largement employé pour ce type d’études
[Yamada, 1999, Jin et al., 2004, Huang et al., 2006], mais avec des sondes de plusieurs cen-

taines de nanométres de diamétre. Il présente un double avantage : seules les sondes proches
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FiG. 1.12 : (a) Image de particules fluorescentes de 40 nm de diamétre étirées
sous leffet de I’écoulement oscillant a 4 pm de la paroi inférieure de la cellule.
Seules les particules nettes, donc au focus (fléche rouge) sont prises en compte (les
autres, plus ou moins étirées, correspondent a d’autre couches de ’écoulement).
(b) Profil d’élongation (proportionnelle & la vitesse) en fonction de la distance a la
paroi inférieure de la cellule (o). Il peut étre convenablement ajusté par un profil de
POISEUILLE, quadratique (—).

de la paroi sont suffisamment excitées pour donner du signal, ce qui limite le bruit de fond,

et il existe alors une relation entre l'intensité d’excitation et la distance & la paroi :
I(z) = Ipe” & (1.8)

En admettant que l'efficacité d’absorption et de fluorescence v d’un type de marqueur est
constant, on a donc une relation directe entre le signal collecté S et la position de la sonde
par rapport a la paroi :

S(z)=~I(z) = 'one_%Tz = Spe™ % (L.9)
La figure .13 montre une image de billes fluorescentes de 40 nm de diamétre éclairées sous
onde évanescente. Elle illustre le fait que 'intensité de fluorescence décroit lorsque les parti-

cules sont éloignées de la paroi et étirées.

Pour ce type d’expériences, nous avons analysé les images de fluorescence au moyen d’un
programme sous Matlab qui détecte les objets lumineux et interpole le signal avec une gaus-
sienne a deux dimensions. Les largeurs a mi-hauteur o, et o, sont différentes selon deux axes,
I'un dans la direction de I’écoulement et I’autre perpendiculaire. On évalue alors I’élongation
en calculant le rapport d’aspect € = g—z —1. Par ailleurs, le programme donne 'intensité totale
cumulée de chaque pic de signal. Afin de faire le lien entre 'intensité et la distance, nous avons
cependant besoin de deux données : Ip, I'intensité maximale au niveau de la paroi, et ¢, la

profondeur de pénétration de 'onde évanescente.
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FiG. 1.13 : Image de particules fluorescentes de 40 nm de diamétre étirées sous
I’effet du I’écoulement oscillant & la paroi inférieure de la cellule, éclairées sous onde
évanescente.

Tout d’abord, l'intensité maximale [y devrait étre un paramétre facilement mesurable.
Mais en réalité, on constate une grande dispersité du signal de fluorescence des sondes, que
I'on peut remarquer méme lorsqu’elles sont simplement déposées sur une lamelle dans un
film de polymeére. Ceci peut provenir de plusieurs facteurs : la polydispersité en taille des
nanosphéres, lefficacité variable des fluorophores, mais surtout le photoblanchiment qui fait
décroitre progressivement le signal des nanosphéres dopées. Ceci induit une forte dispersion
sur les signaux observés & une distance donnée par rapport a la paroi et ’analyse des données
s’en trouve compliquée. La profondeur de pénétration o de I'onde évanescente quant a elle
devra étre mesurée, par exemple en déplagant une fibre optique dans le champ évanescent au
moyen d’un piezo-électrique.

Il reste donc un certain nombre de controles et de calibrations a réaliser afin de pouvoir
extraire de maniére fiable le profil de vitesse prés de la paroi. Aprés validation de la méthode,
la prochaine étape consistera ensuite a changer les interactions entre le fluide (éventuellement

un fluide complexe d’ailleurs) et la paroi, en utilisant différents traitements de surface.

I.4 Conclusion du Chapitre I

Nous avons décrit dans ce Chapitre différentes stratégies employées pour détecter des
nano-objets individuels. Nous avons vu leurs intéréts, mais aussi leurs limitations, ainsi que

diverses applications dans le cadre de la biologie et de la biophysique. Nous avons également
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proposé une application de la microscopie de fluorescence dans le cadre de I’étude d’écou-
lements hydrodynamiques & petite échelle. Dans les Chapitres suivants, nous allons nous
intéresser a une technique fondée sur la détection de nano-objets non luminescents via leur
absorption, ainsi que différentes variantes dans la perspective d’applications en neurobiologie

principalement.
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Chapitre 11

Imagerie Photothermique Hétérodyne

Ous avons vu les nombreuses possibilités offertes par les méthodes basées sur la lumines-
N cence, mais aussi leurs limitations, en particulier le photoblanchiment (cf. 1.2, page 19).
Les méthodes basées sur la diffusion RAYLEIGH, si elles bénéficient d’'une bonne stabilité
en termes de signal, sont par contre le plus souvent limitées & des tailles de nano-objets de
l'ordre de 40 nm et plus, en milieu diffusant du moins. En effet, comme nous ’avons vu (cf.
I.1.3, page 17), la section efficace de diffusion o4 décroit trés rapidement avec la taille de
I'objet étudié¢ (comme o< d pour une sphére de diamétre d). Par contre, la section efficace
d’absorption s diminue beaucoup moins vite aux petites tailles (oc d® pour une sphére de
diamétre d), ce qui fait que pour des nanoparticules métalliques de taille inférieure & ~ 20
nm, 'absorption est beaucoup plus importante que la diffusion (cf. F1ag. I1.1).

C’est pourquoi de nouvelles approches ont été développées, en particulier au sein du
groupe Nanophotonique, pour essayer de détecter des objets nanométriques via leur absorp-
tion. Comme nous allons le voir dans ce Chapitre, ces méthodes ont permis de détecter des
nanoparticules métalliques de taille bien inférieure a 20 nm, puisque grace a la méthode PHI
développée durant la thése de S. BERCIAUD, on est parvenu imager des agrégats d’or de 1.4
nm de diamétre [Berciaud et al., 2004].

II.1 Détection optique de nano-objets via leur absorption

I1.1.1 Les nanoparticules d’or : de bons candidats

Différents types de nano-objets ont pu étre détectés via leur absorption, et en particulier
par la méthode photothermique hétérodyne [Berciaud, 2006]. Pour étre un bon candidat a
ce type de détection, le nano-objet étudié doit en effet étre un bon absorbant, ce qui signifie
qu’il doit présenter une forte section efficace d’absorption mais aussi un temps de relaxation
non radiative rapide afin de pouvoir 'exciter fortement sans saturation. Les nanoparticules
métalliques constituent un systéme particuliérement intéressant car elles répondent a ces deux
critéres.

Tout d’abord, leur section efficace d’absorption est relativement élevée, en particulier

39
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sections efficaces (nmz)

Diametre (nm)

Fiag. II.1 : Sections efficaces d’absorption et de diffusion de nanoparticules d’or
insérées dans un milieu d’indice n,, = 1.5 (constante diélectrique ¢,, = 2.25)
en fonction du diamétre. Les valeurs sont calculées d’aprés la théorie de Mie
[Mie, 1908, Bohren and Huffman, 1983| 4 532 nm et 633 nm, deux longueurs d’onde
laser usuelles. Figure extraite de [Van Dijk et al., 2006].

au voisinage de leur résonance plasmon de surface (cf. I1.1.3, page 43) qui se situe dans le
vert pour des nanoparticules d’or (ceci explique la couleur rouge en transparence des solutions
colloidales d’or). La section efficace d’absorption d’une nanoparticule d’or de 5 nm de diamétre
autour de la résonance plasmon de surface est environ 100 fois plus importante que celle d’un
bon colorant (qui est de I'ordre de 10716 4 10715 cm? & température ambiante). De plus, leur
luminescence étant trés faible, presque toute 1’énergie absorbée est dissipée de maniére non

radiative, sous forme de chaleur, ce qui est fondamental pour la détection photothermique.

Par ailleurs, dans les métaux, ’énergie absorbée est rapidement transférée aux électrons
de conduction qui subissent des collisions avec un temps caractéristique de l'ordre de la
dizaine de femtosecondes. Le gaz d’électrons hors équilibre se thermalise en quelques cen-
taines de femtosecondes [Link and El Sayed, 1999, Voisin et al., 2000]. Les collisions électron-
phonon assurent la thermalisation du gaz d’électrons avec le réseau ionique aprés environ
1 ps |Link and El Sayed, 1999|. Ceci permet donc d’exciter les nanoparticules métalliques de
maniére importante sans probléme de saturation. La nanoparticule atteint ensuite 1’équilibre
thermique avec la matrice extérieure avec un temps caractéristique plus long variant entre 1

a 100 ps [Bigot et al., 2000, Link and El-Sayed, 2003] (et cf. I1.4, page 64).

Enfin, dans 'optique d’une utilisation en milieu biologique, il est a noter que les na-
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noparticules d’or sont relativement faciles & solubiliser en milieu aqueux, et qu’elles sont
peu cytotoxiques, tout au moins aux concentrations utilisées [Connor et al., 2005|. Les na-
noparticules d’argent pourraient également étre utilisée. Elles ont l'avantage de présenter
une résonance plasmon environ 10 fois plus intense que celle de l'or et d’étre excitées a une
longueur d’onde différente, leur résonance plasmon se situant vers 400 nm, ce qui permet-
trait un marquage & deux « couleurs ». Cependant, cette longueur d’onde est plus nocive
pour les échantillons cellulaires, et les nanoparticules d’argent sont également cytotoxiques &
I'état brut [Hussain et al., 2005|. C’est pourquoi nous nous sommes limités a l'utilisation de

nanoparticules d’or dans la suite de ce travail.

I1.1.2 Réponse optique d’une nanoparticule métallique dans ’approxima-
tion dipolaire

L’interaction avec un champ électromagnétique plan et monochromatique, noté E, d’une
sphére métallique homogéne, de constante diélectrique relative complexe ¢, plongée dans un
milieu diélectrique homogéne de constante diélectrique relative &,,, est décrite dans le cadre
de la théorie de MIE. Celle-ci consiste & résoudre les équations de MAXWELL en prenant en
compte la symétrie sphérique du systéme, les relations de passage a la surface de la spheére,
et les conditions aux limites [Born and Wolf, 1959|. Lorsque la taille des particules devient
trés inférieure a la longueur d’onde, le premier ordre du développement de la théorie de MIE
suffit & décrire les phénoménes observés : le champ incident de longueur d’onde A crée une
distribution de charges accumulées a l'interface nanoparticule /matrice. Cette distribution est

assimilée & un petit dipole unique p (Fia. 11.2).

Fic. I1.2 : Interaction entre une nanoparticule métallique de diamétre d et un
champ extérieur dans ’approximation quasistatique.

Le moment dipolaire de la nanoparticule p = P V est proportionnel au champ extérieur
appliqué via la polarisabilité a.
P = €gg,,0E (I1.1)

Ce moment dipolaire crée a son tour un champ de dépolarisation qui s’oppose & E et qui
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peut se calculer [Bohren and Huffman, 1983] :

P

— 1.2
3€0Em (IL.2)

Edep =

Le champ a l'intérieur de la nanoparticule E;,, est la somme du champ extérieur et du

champ de dépolarisation . Il est donc proportionnel a E.

E;,, =E+E,, (I.3)

int —

Le champ E,,, peut étre calculé de fonction du champ dans la matrice E en utilisant les

conditions de continuité & la surface de la nanoparticule. Il s’écrit :

3e
E . =—"FE I1.4
int e+ 2€m ( )

La polarisabilité de la nanoparticule s’écrit finalement :

~ E—€Ep

=3y—m I1.5
e+ 2, (IL.5)
On définit les sections efficaces d’extinction, d’absorption et de diffusion par :
+ W,
Ue:ct = absl_—dlff (116)
0
w Wy
Oabs = 7Iabs et Ogigp = Ilff (I11.7)
0 0

oun W,

faisceau incident. La premiére étant liée & la partie du dipéle induit en quadrature par rapport

et W, ¢ sont respectivement les puissances absorbée et diffusée et I, I'intensité du

au champ imposé et la seconde au carré de ce dipole induit, ces sections efficaces se déduisent
de & par [Bohren and Huffman, 1983] :

Oext = k Im [&] (118)
K
Odiff = or \a|2 (H.9)

et s’écrivent donc :

Geat =3V 322 L (IL.10)
¢ (g1 +2e,)" + (59)
4 o 2 2
cagr = (3V)* =, (£) (&1 = Em) - (2)” (IL11)
¢/ (g1 +2e,)" + (&)

ol €; et €, sont respectivement les parties réelle et imaginaire de ¢.

On retrouve la dépendance en w?* de oy #f, caractéristique de la diffusion RAYLEIGH de

particules nanométriques. Pour une méme nanoparticule, le rapport des sections efficaces de
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diffusion et d’extinction est proportionnel au volume V :

Udiff |4
— 1I1.12
Oext = A3 ( )

Ainsi pour des nanoparticules beaucoup plus petites que la longueur d’onde, I'extinction

est largement dominée par I’absorption (FIG. II.1) et nous avons :

Oabs =~ Oegxt (1113)

I1.1.3 Résonance plasmon de surface

Lors de l'excitation des électrons de conduction engendrée par I'interaction avec un champ
électromagnétique extérieur, il existe parfois une condition de résonance. En effet, les constantes
diélectriques dépendent de la longueur d’onde employée et d’aprés I’équation (I1.4), exalta-
tion du champ & l'intérieur de la nanoparticule est susceptible d’étre résonante & condition qu’il
existe une pulsation wp qui minimise le module du dénominateur |e + 2¢,,|. Cette condition
peut étre satisfaite dans les métaux pour lesquels la partie réelle de la constante diélectrique
€1 est négative dans le domaine optique.

Au voisinage de wp, le confinement diélectrique conduit & une résonance dans le spectre
d’absorption et de diffusion d’une nanoparticule métallique (cf. (II.10, page 42) et (II.11,
page 42)) : c’est le phénoméne de résonance plasmon de surface. D’un point de vue classique,
le champ extérieur exerce une force sur les électrons qui constituent la nanoparticule métal-
lique. Le champ polarise donc le cortége électronique en créant une accumulation de charges
négatives d'un coté de la nanoparticule (et donc une charge positive non compensée de l'autre
coté). L'interaction entre cette densité de charge surfacique et le réseau ionique chargé po-
sitivement (dans et en dehors de la nanoparticule) et se traduit par une force de rappel. A
résonance, le centre de masse du nuage électronique oscille a la fréquence du champ appliqué
autour de sa position d’équilibre. En oscillant, la densité surfacique de charge rayonne un
champ dont 'intensité, proportionnelle a o, ff> €st maximale & wp,.

De nombreux paramétres entrent en jeu dans la position et la largeur de la résonance
plasmon. Sa position dépend bien évidemment de la nature du métal (dans le vert pour l'or
et le bleu pour 'argent ), mais aussi de la matrice. Enfin, la taille et la forme des nanoparticules
jouent aussi un role. On retiendra essentiellement que la résonance plasmon se décale vers
le rouge lorsque la taille augmente (F1G. I1.3) pour des raisons purement électrodynamiques
(effets extrinséques) : au-dela de 10 nm de diamétre typiquement, des effets de retard entrent
en jeu et 'approximation dipolaire perd sa validité. Il faut alors prendre en compte les termes
suivant dans le cadre de la théorie de MIE. Aux plus petites tailles, a cause de modifications
de la constante diélectrique lorsque la taille des objets devient petite par rapport au libre
parcours moyen des électrons (effets intrinséques), on assiste plutdt & un élargissement de
cette bande de résonance. Ces derniers ont fait ’objet d’une étude approfondie dans le cadre
de la these de Stéphane BERCIAUD [Berciaud et al., 2005b].
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FiG. I1.3 : Spectres d’absorption de solutions colloidales d’or pour des diamétres
moyens de nanoparticules de 10 a4 80 nm. La résonance se décale vers le rouge lorsque
la taille augmente.

I1.1.4 Effet photothermique

L’effet photothermique correspond & des variations des propriétés optiques d’un milieu
suite & ’absorption d’une onde lumineuse incidence et a 1’élévation de température qui en
résulte. En particulier, il apparait un gradient d’indice optique n au voisinage de la région
chauffée. De nombreux travaux ont exploité cet effet pour sonder les propriétés de différents
milieux [Stone, 1972|, y compris biologiques |Lapotko et al., 2002], en utilisant généralement
un faisceau de chauffage et un second faisceau peu absorbé servant de sonde. Dans ces ex-
périences, c’est un effet de lentille thermique [Leite et al., 1964, Gordon et al., 1965], ou de
mirage, qui est & 'origine des perturbations de la sonde. En effet, les dimensions de la zone
chauffée sont bien supérieures a la longueur d’onde, et les lois de 'optique géométrique sont

bien adaptées pour décrire ce phénoméne.

Dans la suite nous allons voir deux techniques basées sur la détection de I’effet photother-
mique mais a ’échelle d’un nano-objet individuel. Le profil d’indice s’étend alors sur une taille
bien inférieure a la longueur d’onde. L’optique géométrique ne peut plus décrire le phénomeéne

et l'on doit alors se placer dans le cadre d’un calcul électromagnétique (cf. 11.3.4, page 53).
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I1.2 Contraste Interférentiel Photothermique

I1.2.1 Description de la méthode

La méthode de Contraste Interférentiel Photothermique (PIC, pour Photothermal Interfe-
rence Contrast) a été développée au sein du groupe Nanophotonique en 2002. Elle a permis la
premiére détection de nano-objets via leur absorption. Dans cette technique, la variation d’in-
dice locale due a I’échauffement est vue comme une source de déphasage que I'on va détecter
par une méthode interférométrique classique.

Le dispositif expérimental est représenté sur la figure I1.4 (a)). Il utilise la combinaison
d’un faisceau laser excitateur fortement absorbé (a4 une longueur d’onde voisine de la réso-
nance plasmon de surface des nanoparticules d’or) modulé temporellement a la pulsation € et
d’un faisceau laser sonde peu absorbé polarisé horizontalement. Le faisceau sonde est séparé
en deux faisceaux de polarisations orthogonales par un prisme de Wollaston. Un des deux
faisceaux est superposé avec le faisceau excitateur, alors que 'autre est légérement décalé.
Les trajets de ces deux faisceaux constituent les deux bras d’un interférométre. Ces faisceaux
sont focalisés, & 'aide d’un objectif de microscope de grande ouverture numérique, sur un
échantillon contenant une faible densité surfacique (< 1 yum~2) de nano-particules d’or insé-
rées dans une fine matrice polymeére. L’échantillon est monté sur un scanner piézo-électrique

et peut étre déplacé par rapport aux faisceaux avec une précision proche du nanomeétre.

\ 4 Laser modulé
(a) Detecteur ?/; (chauffage)

Cube
Séparateur

Objectif
Echantillon

Prisme

de Wellsetisrs Systéme télecentrique

FiG. I1.4 : Contraste interférentiel photothermique. (a) Dispositif expérimental. (b)
Image photothermique (10 x 10 pm?)de nanoparticules d’or de 5 nm de diamétre.
Chaque pic correspond & une nanoparticule individuelle.

Lorsqu’une nanoparticule métallique se trouve au point de focalisation du faisceau excita-
teur, ’absorption partielle de ce faisceau induit un gradient local de température, et le profil
d’indice résultant se comporte comme un objet de phase a travers lequel un seul des deux
faisceaux sondes se propage. Il existe alors une différence de marche entre les chemins optiques
parcourus par les deux faisceaux sondes. Aprés réflexion au niveau de 1’échantillon, les deux

faisceaux sondes parcourent le méme chemin optique qu’a ’aller et se recombinent au niveau
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du prisme de Wollaston & ’aide d’un systéme télécentrique. La composante polarisée vertica-
lement est réfléchie par un cube séparateur de polarisations puis focalisée sur une photodiode
rapide. Celle-ci contient un signal d’interférence & la pulsation 2 qui est extrait par détection
synchrone. En utilisant des intensités d’excitation de l'ordre de 10 MW /cm?, le Contraste
Interférentiel Photothermique a permis de détecter pour la premiére fois des nanoparticules
d’or individuelles de 5 nm avec un rapport signal a bruit de 'ordre de 10 (F1G. 1.4 (b))
[Boyer et al., 2002].

I1.2.2 Applications de la méthode PIC a la biologie : résultats et limita-

tions

Une variante du dispositif de Contraste Interférentiel Photothermique a été développée
pour des applications & la biologie, qui permet de travailler avec des échantillons épais. Elle
a été utilisée pour détecter pour la premiére fois des protéines membranaires marquées avec
des nanoparticules d’or de 10 nm par une méthode optique (F1a. I1.5) [Cognet et al., 2003].

L’étude a été réalisée sur des échantillons cellulaires fixés et n’a pas pu étre étendue aux
cellules vivantes. En effet, le Contraste Interférentiel Pphotothermique autorise en principe
I’étude de trés petites nanoparticules métalliques et de maniére plus générale de tout nano-
objet non ou peu luminescent. Cependant, 'utilisation d’objectifs de microscope a grande
ouverture numérique empéche d’atteindre cette limite car ils modifient la polarisation et le
front d’onde des faisceaux incidents. Le recouvrement entre les deux « bras » de l'interféro-
métre n’est donc pas optimal et I'on perd en rapport signal sur bruit!. Ainsi, les intensités
d’excitation nécessaires pour détecter de petites nanoparticules avec un bon rapport signal &
bruit sont susceptibles d’induire des élévations de température trop importantes & la surface

des plus petites nanoparticules, et ne sont pas compatibles avec des expériences in vivo.

I1.3 TImagerie Photothermique Hétérodyne (LISNA) :

réalisation expérimentale et modélisation du signal

I1.3.1 Principe de "'Imagerie Photothermique Hétérodyne

L’Imagerie Photothermique Hétérodyne (PHI, pour Photothermal Heterodyne Imaging),
a été développée au sein du groupe Nanophotonique en 2004 [Berciaud et al., 2004]. Elle a
permis de gagner deux ordres de grandeur en sensibilité par rapport a la méthode précédente
(PIC). Elle a depuis été rebaptisée LISNA (Laser Induced Scattering around a NanoAbsorber)
pour des raisons de lisibilité, en particulier pour les applications a la biologie. Cette appellation
sera utilisée dans la suite pour faire référence a I'Imagerie Photothermique Hétérodyne.

Cette technique utilise deux lasers (F1G. I1.6). On focalise un faisceau laser vert, forte-

ment absorbé (proche de la résonance plasmon), sur I'échantillon. Ce faisceau est modulé

!Ce phénoméne est également connu en DIC car il empéche d’obtenir un contraste maximal, méme si
certains développements récents ont permis de s’en approcher [Ausserre and Valignat, 2006].
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Fic. I1.5 : Visualisation des cellules COS-7 grace aux images de diffusion (A,D,G),
et du marquage des protéines membranaires mGluR5 exprimées dans les cellules
transfectées qui sont révélées par la détection de la fluorescence (B,E,H); visuali-
sation photothermique de ce marquage membranaire (C,F,I); voir le Chapitre III
pour plus de détails sur le systéme biologique étudié.

a une fréquence  de quelques centaines de kHz?. Si une nanoparticule se trouve au point
d’observation, elle absorbe de ’énergie et s’échauffe (quelques degrés dans les conditions stan-
dard). La chaleur est évacuée autour de la particule ce qui induit une modification de l'indice
optique de réfraction n du milieu environnant sur une distance typique de quelques dizaines

de nm.

Pour la détection, on utilise un second faisceau laser focalisé, rouge, hors résonance. S’il
traverse une région d’indice optique modifié & cause de ’élévation de température, la lumiére

est diffusée3. Le champ électromagnétique diffusé et modulé se propage alors dans toutes les

2Ceci permet de faciliter la détection en recherchant ensuite un signal a cette fréquence bien précise.
3et non déviée, comme pour un phénomeéne de mirage, car I'objet diffusant est de taille inférieure a la
longueur d’onde, cf. 11.3.4, page 53.
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directions®. Le champ sonde vient interférer® avec ce champ diffusé pour générer un phéno-
méne de battement optique. La lumiére arrivant sur la photodiode utilisée pour la détection
comporte ainsi une importante composante continue et une trés faible (10_4 a 1075 fois plus
faible) composante a la fréquence de modulation. On utilise alors une détection synchrone (ou
lock-in amplifier) qui permet d’extraire du signal de la photodiode cette trés faible composante

a la fréquence de référence.

FiG. I1.6 : Sur la nanoparticule, on focalise un laser modulé de longueur d’onde
proche de la résonance plasmon. Ceci induit un chauffage autour de la particule qui
se traduit par une variation (oscillante) de 'indice optique local. On envoie alors
un faisceau sonde qui est en partie diffusé dans toutes les directions. On va ensuite
détecter 'interaction du champ diffusé modulé avec le champ sonde.

I1.3.2 Dispositif expérimental

Le montage optique principal s’inspire d’un montage confocal & deux couleurs. Il repose
sur la superposition des deux lasers, rouge (HeNe, 632.8 nm) et vert (Nd :Yag doublé, 532
nm), au moyen d’un miroir dichroique. Le laser d’excitation est modulé & 700 kHz au moyen
d’un modulateur acousto-optique (MAQO) piloté par un générateur basses fréquences. Les deux
faisceaux sont focalisés sur ’échantillon au moyen d’un objectif de microscope de grande ou-
verture numeérique (x100, ON = 1.4). L’échantillon est monté sur une platine piézo-électrique
3D, les directions X et Y étant pilotées par ordinateur. La détection dépend de la configura-

tion utilisée.

Détection en réflexion (B pour backward)

D’une part, le champ diffusé rayonne dans toutes les directions, y compris vers l'arriére,
dans la direction d’ot arrivent les lasers. D’autre part, une partie du faisceau sonde est réfléchie
par la surface de 'échantillon (a Uinterface verre-polymeére ou verre-eau, cf. 11.3.3, page 51)

et repart vers 'amont du systéme. On utilise alors sur le trajet du faisceau un dispositif anti-

4avec un diagramme de rayonnement préférentiellement orienté vers Iavant si la sphére d’indice modulé
est de taille comparable ou supérieure a la longueur d’onde, symétrique sinon.

50On notera que les deux champs n’ont pas rigoureusement la méme fréquence : le champ diffusé porte
des bandes latérales en fréquence & £ a cause de la modulation. On parle alors d’interférences hétérodynes
(« fréquences différentes » ), d’out le nom d’origine de la méthode.
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retour (lame A/4 et cube séparateur de polarisations) pour séparer ces deux composantes du
faisceau entrant et les focaliser sur une photodiode au niveau de laquelle on va détecter leur

battement. C’est la méthode développée a l'origine.

Détection en transmission (F pour forward)

La méthode précédente n’est utilisable que pour détecter des billes d’or proche de la surface
(par exemple déposées par « spin-coating »). Elle n’est plus utilisable lorsque 'on étudie des
objets éloignés de l'interface (comme en milieu cellulaire). Dans ce cas, en effet, on perd le
recouvrement entre le champ diffusé issu de la nanoparticule et le champ réfléchi. On peut
alors utiliser une autre configuration, en transmission. Dans ce cas, on utilise un deuxiéme
objectif de microscope (x80, ON = 0.8) pour collecter le champ diffusé vers l'avant et la
partie du faisceau sonde qui est transmise au travers de I’échantillon. La encore, on focalise
les deux faisceaux sur une photodiode.

Les deux configurations ont globalement la méme sensibilité. Les seules différences sont
'intensité lumineuse arrivant sur la photodiode (mais le rapport signal a bruit reste le méme)

et le dépendance du signal avec la fréquence de modulation (cf. 11.3.4.e, page 61).

o Echantillon .
Cube Lame Miroir sur platine Miroir
séparateur A4 dichroique piezoélectrique dichroique

Filtre rouge

Filtre rouge

\\

Photodiode Modulation PC Photodiode
avec carte
l d'acquisition

Détection 4T

» Synchrone

— _ — _
Configuration ;
s S
"backward" " "
forward

Fi1G. I1.7 : Schéma du dispositif d’imagerie photothermique hétérodyne.

En plus du dispositif décrit ci-dessus, un certain nombre d’aménagements ont été mis en
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place sur le montage afin de diversifier ses possibilités. On trouvera en annexe C un schéma
complet du montage optique. Tout d’abord, un laser Argon (514 ou 488 nm) peut servir
pour l'excitation en imagerie LISNA, en le combinant via un cube polariseur et des lames
A/2 au laser Nd :Yag. Les trois lasers (Argon, Nd :Yag et HeNe) peuvent également servir

a 'excitation de fluorophores, soit en épifluorescence, soit en microscopie confocale (cf. 1.2,

page 19).

Le microscope est constitué d’un bati rigide, congu et usiné a ’atelier de mécanique du
CPMOH par Touati DOUAR (F1G. I1.8). Il assure le déplacement micrométrique de I'objectif
de collection dans la configuration transmission, indépendamment du premier objectif et du
scanner supportant 1’échantillon. Ce microscope permet de travailler dans les deux configu-
rations précitées. A son sommet sont placés la photodiode de collection de signal photother-
mique en configuration transmission et un dispositif d’éclairage en lumiére blanche (lampe et

condenseur), afin d’imager les échantillons cellulaires sur une caméra CCD.

Fi1G. I1.8 : Microscope concu par 'atelier de mécanique.

Le dispositif est relié & un ordinateur via une interface et une carte d’acquisition National
Instrument et controlé sous Labview. Une interface graphique (F1G. I1.9) a été réalisée par
Gerhard A. BLAB durant son séjour post-doctoral dans le groupe Nanophotonique (2005-
2006). Elle permet de contrdler le déplacement de la platine piézo-électrique dans les directions
X et Y, et d’acquérir le signal (photothermique ou fluorescence confocale), et ainsi de réaliser
des images (balayage ligne par ligne), mais également de suivre le signal d’une bille d’or (cf.
II1.5, page 87).
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FiG. I1.9 : Panneau de commande de l'interface Labview réalisée par Gerhard A.
BLaB.

11.3.3 Détection de nanoparticules d’or individuelles
11.3.3.a Préparation des échantillons

Pour les expériences de caractérisation du signal LISNA, les nanoparticules d’or sont
insérées dans une matrice de polymére. Une solution de Poly-vinyl-alcool (PVA) a 1% en
masse et contenant des nanoparticules d’or est déposée par centrifugation (spin-coating, a
environ 2000 tours/min) sur une lamelle de microscope. La concentration en or de la solution
est ajustée de maniére a obtenir une concentration surfacique < 1 pm™2. L’échantillon est
ensuite recouvert d’une goutte d’huile silicone de forte viscosité afin d’optimiser la diffusion

de la chaleur dans le voisinage des nanoparticules.

I1.3.3.b Détection de nanoparticules individuelles :

performances et critére d’unicité

La figure I1.10 présente quelques résultats obtenus avec la méthode LISNA. A titre de
référence, les conditions usuelles d’expérience (excitation de 400 kW /cm?, & 532 nm, sonde de
5 mW focalisée a I'objectif, & 632.8 nm, 5 ms d’intégration par point) permettent de détecter

des nanoparticules d’or de 10 nm de diamétre avec un rapport signal & bruit (RSB)® supérieur

6défini comme le rapport entre le signal maximum obtenu sur une nanoparticule et I’écart type (RMS) du
bruit
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a 100. Dans des conditions optimisées, la détection photothermique a permis d’imager des
nanoparticules d’or de 1.4 nm de diamétre (des agrégats d’environ 70 atomes) avec un rapport

signal a bruit supérieur a 10 [Berciaud et al., 2004].

3 x b4
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FiG. I1.10 : (a) Nanoparticules de 10 nm détectées dans des conditions usuelles
(excitation de 1 mW focalisée a l'objectif, & 532 nm, sonde de 5 mW focalisée a
I'objectif, & 632.8 nm, 5 ms d’intégration par point). (b) Nanoparticules d’or de
1.4 nm (excitation de 3.5 mW focalisée, & 532 nm, sonde Ti :Sa 80 mW focalisée a
I'objectif, 10 ms d’intégration par point). (c¢) Distribution en signal de nanoparticules
de 10 nm. (d) Distribution en signal de nanoparticules d’or de 1.4 nm.

La distribution d’intensité des signaux obtenus est le critére utilisé pour justifier la détec-
tion de nano-objets individuels. En effet, la section efficace d’absorption étant proportionnelle
au volume d’une nanoparticule métallique (cf. 11.3.4.d, page 59), la dispersion des signaux
photothermiques autour de leur valeur moyenne doit refléter la distribution en taille. En pre-
miére approximation, une distribution en taille monodisperse et faiblement dispersée (écart
type Ad) induit donc une dispersion AS = 3 Ad du signal photothermique. Pour obtenir la
distribution des signaux photothermiques, nous acquérons consécutivement plusieurs images
dans différentes zones d’'un méme échantillon. Ces images sont analysées & ’aide d’'un pro-
gramme Matlab capable de localiser les pics de signal présents. Chaque pic identifié est ajusté
par une fonction gaussienne & deux dimensions. Nous disposons aprés analyse d’un fichier

contenant pour chaque pic les coordonnées et les paramétres de I'ajustement gaussien. L’aire
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sous la fonction gaussienne d’ajustement est retenue comme estimation du signal photother-
mique moyen issu d’un pic donné. Dans les cas présentés ici, la distribution des signaux est
monomodale, et la largeur du pic pour les nanoparticules de 10 nm de diamétre, de 'ordre

de +30%, est en accord avec la polydispersité en taille de I’échantillon employé (+10%).

I11.3.3.c Intérét de la configuration transmission ;

résolutions transverse et axiale

Pour des échantillons épais (typiquement des échantillons cellulaires dans lesquelles les
nanoparticules d’or sont a la surface des cellules), la configuration en réflexion n’est pas
utilisable. Par contre, la configuration en transmission, dans laquelle le champ diffusé interagit
avec le champ sonde transmis, est toujours valable, comme nous allons le montrer. Elle n’est
généralement pas utilisée pour des échantillons « plats » pour de simples raisons pratiques
(utilisation d’un deuxiéme objectif, risque de saturation de la photodiode, nécessité d’attendre
la stabilisation de la couche d’huile de silicone pour éviter les effets de lentille variable. . .), mais
les performances des deux configurations, en termes de rapport signal a bruit en particulier,
sont sensiblement les mémes (cf. I11.3.5, page 62).

Afin de valider I'utilisation de la configuration en transmission dans des échantillons épais,
nous avons réalisé des échantillons constitués de nanoparticules d’or de 20 nm de diamétre
dans un gel d’agarose a 5% en masse. Dans un tel gel, si les nanoparticules restent d’une taille
inférieure aux pores [Pluen et al., 1999], elles restent relativement fixes, ce qui permet de les
imager en 3D (F1G. I1.11). Pour cela, des images sont réalisées a différentes positions en Z,
jusqu’a une dizaine de microns au dessus de la surface. Ceci montre tout d’abord qu’il est
effectivement possible en configuration transmission de détecter des nanoparticules loin de la
surface de ’échantillon.

Ceci a permis de plus de déterminer la dépendance spatiale du signal en 3D pour un objet
ponctuel et donc les résolutions transverse et axiale du dispositif. On peut montrer que la
forme du signal correspond au produit des deux faisceaux focalisés [Berciaud et al., 2006] et

se présente comme un ellipsoide de révolution gaussien (Fi1a. 11.12) :

)2 2
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On déduit alors la résolution transverse wy, = 310+3 nm et la résolution axiale w, = 2.6+0.3

pm.

I1.3.4 Evaluation du signal photothermique

Nous allons dans cette partie calculer le signal photothermique en étudiant l'influence
de la variation de température au voisinage d’une nanoparticule excitée sur la propagation

du faisceau sonde. Nous comparerons au fur et a mesure les résultats expérimentaux aux



54

CHAPITRE II : Imagerie Photothermique Hétérodyne

signal (u. arb.)
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FiG. I1.11 : Images LISNA de nanoparticules de 20 nm de diamétre dans un gel
d’agarose, prises a différentes positions en Z.
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FiG. I1.12 : (a) Image 3D d’une nanoparticule d’or dans un gel d’agarose (obtenue
par seuillage du signal). (b) (e) Coupe transverse du signal & y et z correspondant
au maximum ; (—) interpolation gaussienne, wg, = 310 & 3 nm.
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comportements théoriques attendus.

I1.3.4.a Position du probléme

L’élévation de température AT'(r,t) induit une variation locale de 'indice optique n qui
s’écrit simplement :

An(r,t) = g;AT(r, t) (I1.15)
ot In/0T désigne les variations de I'indice de réfraction en fonction de la température (ty-
piquement ~ 10~* K~! dans les milieux que nous considérons). Le profil de température au
voisinage de la nanoparticule absorbante sera calculé en détail, avec notamment les ordres de
grandeur de cette élévation de température (cf. 11.4, page 64). Etant donné que la méthode
photothermique est basée sur une modulation et une détection synchrone, nous ne nous in-
téresserons dans la suite qu’a la composante modulée a Q de ce profil de température (resp.
d’indice) que nous noterons ATq (1) (resp. Ang (r)). En notant P, la puissance absorbée
par la nanoparticule et x la conductivité thermique de la matrice entourant celle-ci, nous

admettrons pour l'instant qu’il s’écrit :

ATq(r,t) = 4Pabs exp (_r) cos (Qt - T) (I1.16)

TRT Tth Tth

Notons simplement qu’il comporte une décroissance rapide en 1/r ainsi qu’une oscillation qui
se propage dans le milieu sur une profondeur caractéristique r, o< 1/ \/ﬁ, et que nous avons
considéré que la nanoparticule se comporte comme une source ponctuelle de chaleur.

La géométrie du probléme est schématisée sur la figure 11.13. Afin de modéliser le signal
photothermique détecté, nous devons dans un premier temps calculer le champ diffusé par le
profil d’indice de réfraction donné par les équations (II1.15) et (I1.16) (point source de chaleur
modulé). Pour cela nous considérons que le front d’onde du faisceau sonde incident est plan
au niveau de son col w,. Etant donné que 74, < A, nous devons calculer le champ diffusé a
I’aide d’un modéle électrodynamique. Le calcul présenté par la suite s’inspire du formalisme de
I'ouvrage de B. CHU [Chu, 1974] et les travaux de thése de J.B. LASTOVKA [Lastovka, 1967].

11.3.4.b Calcul du champ diffusé

Le champ sonde polarisé circulairement se propage selon e, et s’écrit :
E; (r,t) = By elkit—wsbe (I1.17)

ol nous avons introduit e, = (e, + iey )/ V2.
L’interaction entre ce champ et le gradient de susceptibilité diélectrique Ay (r,t) =
2n An (r,t) est a l'origine d’une variation de la polarisation du milieu qui s’écrit :

= €0 AX (7’, t)

P (r,t) = SULLS SN (I1.18)

n
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FiG. I1.13 : Positions relatives du faisceau sonde et de la nanoparticule par rap-
port au point d’observation M considéré. La surface grisée correspond au gradient
d’indice de réfraction. Le faisceau d’excitation n’est pas représenté.

ol €, désigne la permittivité diélectrique du vide.
L’expression du champ diffusé en un point M (avec OM = R) s’obtient a l'aide du
potentiel de HERTZ II (R, ¢) [Jackson, 1998], qui obéit & une équation d’onde inhomogéne

dont le terme source est la variation de polarisation P (r,t).

1 5 P ()5t —t+|R—r1|/em)
II(R,t) = y /d r/dt "o (11.19)

oll ¢, est la vitesse de la lumiére dans le milieu considéré.

Les variations de la polarisation P sont localisées au voisinage immédiat de la nanoparti-
cule. Par conséquent, au niveau d’un point d’observation M situé dans la zone de radiation
(ou de champ lointain), le champ électrique total diffusé s’obtient simplement a partir du

potentiel de HERTZ selon :
E(R,t) =V x (VxII(R,t)) (I1.20)

Le champ E (R,t) contient une forte composante & la pulsation du champ sonde, ainsi

que des bandes latérales situées a w & €. Seules ces derniéres composantes contribuent au
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signal photothermique hétérodyne. En champ lointain, nous pouvons établir une expression
analytique de Eq (R, t), le champ diffusé modulé a Q.

Comme l'extension de Ax (r,t) est de ordre de ry, les points M de la zone de champ
lointain sont tels que p = |[R —r| = R — r-er. Dans "équation (II.19) nous utiliserons
I'approximation |R —r| ~ R au dénominateur de l'intégrand. A partir de I’équation (I1.20)
et aprés avoir défini le vecteur Ak = k; — kg = 27w n/A (ez - eR), nous pouvons écrire

I’expression du champ diffusé selon :

1
E, (R,t) = 3 [Ef (R, 1) + Eg (R, 1)] (I1.21)
avec
on P, e 1 X
+ — i abs €0 1 + i(kjr—wst)
ES (R.1) = 2n T A [v x e, I* (0,Q) Eye ] (11.22)
et

I£(0,9) = / exp [—7’ +i (Ak.r + T)] r (11.23)

Tth Tth r

Apreés intégration de I’équation (I1.23), on obtient :

Nous introduisons le paramétre u (6, Q) = |Ak|ry, = 47n/A/2D /) sin (6/2). Les fonc-

tions f et g s’écrivent alors :

2

fu) = 7@: :LL 1 (11.25)
—4

9w =3 v (11.26)

Nous ne tenons compte que de la composante rayonnée (variant en 1/R) du champ élec-
trique diffusé. Aprés avoir éliminé les termes négligeables a grande distance (x 1/R™ avec

n > 2) issus du calcul du double rotationnel, celle-ci s’écrit :

EQ (Rv t) =
On Paps [ f(0,9) cos () +g(6,9) sin(Q)] Eo

~ 2T O A2 Q R

glilksr—wst) ep X (e x e,)

(11.27)

11.3.4.c Signal photothermique

A partir de cette expression, nous pouvons évaluer le signal photothermique modulé a 2
en considérant le battement entre Eq (R, t) et un oscillateur local proportionnel au champ
sonde. Nous supposons que loin du foyer de 'objectif (i.e. dans la zone de radiation) le champ

sonde peut étre considéré comme une onde sphérique. La distribution de la puissance du signal
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photothermique hétérodyne par unité d’angle solide dans la direction repérée par les angles

(0, p) s’écrit donc :

d*Ppp1(0,Q) _
sin @ df dy

on  Puws [ f(6,9Q) cos (Qt) + g (0,9) sin ()

avec P, o Eg la puissance du champ sonde incident au foyer de l'objectif et P;,, la puis-
sance de l'oscillateur local. Selon la configuration expérimentale choisie (cf. 11.3.2, page 48),
Poscillateur local est le champ sonde transmis ou réfléchi par I’échantillon. Plus précisément

Pro=ag / pP; ,ottag = Ret ap =T sont les coeflicients de réflexion et de transmission (en

intensité) a I'interface verre/échantillon. Le terme /P, P, traduit le battement hétérodyne

entre le champ diffusé modulé a €2 et 'oscillateur local non modulé.

La puissance du signal photothermique oscillant &  s’obtient en intégrant 1’équation
(I1.28) sur intervalle [0,in, Omaz] correspondant a la collection des faisceaux par 1’objectif
de microscope utilisé. Le signal ne dépend pas de ¢, l'intégration sur I’angle azimutal est
donc évidente. En considérant que les objectifs de microscope utilisés assurent une collection
optimale (avec un angle solide de 27 dans les deux configurations expérimentales), nous
avons Op,in = 0 et 00, = 7/2 pour une détection vers l’avant (respectivement, 6,,, = 7/2

et Omar = 7 pour une détection vers l’arriére). Nous obtenons alors :

Pgp Q1) =

on Py
NB/F aB/FPi [2%\@7@ " b

WW] [Py (Q) cos () + Gy (9) sin ()] (11.29)

ol N et Ny sont les rendements de transmission optique dans les deux configurations (en

pratique ng ~ np) et

1 Omax

Fpp(Q) = Q/g | £(0,9)[1+ |cosb|] sinfdb (I1.30)
1 Omax

Gp/p (€)= Q/H | g(6,Q)[1+ |cos @] sinOd (I1.31)

Notons que les deux composantes F'y /F () et Gy /F (€2) sont respectivement en phase et
en quadrature avec la commande de modulation. Enfin, aprés démodulation du signal par la
détection synchrone, nous obtenons le signal photothermique hétérodyne dont ’amplitude est

directement proportionnelle & Pp P (2), la valeur efficace de Pg/p (€2,1) :

abs 2
Py p (Q) = ng/p\/ag P [szmach }\/FB/F + Gy (Q) (11.32)
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La puissance totale incidente sur le détecteur peut s’écrire de maniére formelle :

2
Ptotale,B/F =T"MB/F [O‘B/F +2 “p/p SB/F () + (SB/F (Q)) ] B (I1.33)

ou

Spp () = (I1.34)

\/ ap pb
Cette quantité sans dimension’, proportionnelle au signal photothermique hétérodyne,

qui servira de référence dans la suite. Elle correspond a ’amplitude du champ diffusé par le

gradient d’indice de réfraction, normée par celle du champ incident. Nous la réutiliserons en

particulier pour comparer les configurations B et F.

11.3.4.d Linéarité du signal avec la puissance absorbée

Le signal photothermique est proportionnel & la puissance absorbée par la nanoparticule.
Elle doit donc varier linéairement avec l'intensité d’excitation I, et la section efficace d’ab-
sorption de 'objet observé.

Tout d’abord, nous avons vérifié la linéarité du signal avec la puissance d’excitation et
nous avons montré que l’absorption ne présente pas de saturation (FiG. 11.14). De plus,
dans des conditions classiques d’imagerie (I ~ 100 kW /cm?), le signal photothermique reste

parfaitement stable sur les durées d’acquisition (prés d’une heure).

Signal PHI (arb.)

0 10 20
Intensité (MW;‘cmz)

Fi1G. I1.14 : Signal photothermique issu d’une nanoparticule individuelle de 10 nm
de diamétre en fonction de I'intensité d’excitation a 532 nm.

Pour des nanoparticules sphériques, le signal photothermique est également proportion-

nel, comme la section efficace d’absorption, au cube du diameétre des nanoparticules. Ceci a

"Typiquement Sp/r () = 1075 4 10™* selon les valeurs de Py et de Q.
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été vérifié expérimentalement en réalisant des échantillons contenant deux populations de na-
noparticules de tailles consécutives. Chaque échantillon présente une distribution de signaux
bimodale, et le rapport entre les deux pics est mesuré. Les résultats obtenus sont présentés
sur la figure I1.15 [Berciaud et al., 2004]. Sur six ordres de grandeur, les points expérimentaux

sont bien ajustés par une loi de puissance d’ordre 3.

1 10 100
Rayon (nm)

FiG. I1.15 : Signal PHI moyen en fonction de la taille des nanoparticules d’or. Les
points expérimentaux (e) sont ajustés par une loi de puissance d’ordre 3 (—).

Notons que ceci permet a l'inverse de déterminer la distribution de taille d’échantillons
inconnus. On notera en particulier que si deux nanoparticules sont présentes dans le méme
volume de détection (& la suite d’un couplage biochimique par exemple), le signal sera le
double de celui d'une nanoparticule seule®. Ceci peut étre utilisé pour étudier ’agrégation de

protéines marquées au moyen de nanoparticules d’or (cf. I1.5.2, page 76).

Enfin, cette correspondance directe entre le signal LISNA et la section efficace d’absorp-
tion de la nanoparticule individuelle observée a permis, en faisant varier la longueur d’onde du
faisceau d’excitation (en utilisant un laser a colorant, dont la longueur d’onde est réglable sur
quelques dizaines de nm), de sonder le spectre d’absorption de nanoparticules individuelles.
Ceci a été réalisé par Stéphane BERCIAUD dans le cadre de sa thése [Berciaud, 2006]. 11 a
ainsi pu observer les effets de taille et de forme sur la position et la largeur de leur résonance
plasmon de surface [Berciaud et al., 2005b]. Il a d’ailleurs poursuivi ces travaux en étudiant
la spectroscopie d’absorption d’autres nano-objets individuels tels que les nanocristaux semi-
conducteurs |Berciaud et al., 2005a| et les nanotubes de carbone |Berciaud et al., 2007| pour

lesquels la méthode LISNA est également bien adaptée.

8Ceci est vrai si I’interaction électromagnétique entre les nanoparticules est négligeable. En réalité, si deux
nanoparticules sont proches de quelques nanométres, il existe un couplage qui tend notamment & décaler
légérement la résonance plasmon [Sonnichsen et al., 2005]. Cet effet sera négligé dans tous les cas étudiés ici.
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11.3.4.e Influence de la fréquence de modulation

La fréquence de modulation €2 influe sur le rayon thermique ry, o 1/ VQ du profil qui
s’établit autour de la nanoparticule (cf. 1.4, page 64) : il est d’autant plus faible que la

fréquence est élevée.

Aux hautes fréquences, la taille de I'objet diffusant que constitue le profil d’indice est
faible devant la longueur d’onde. Dans ce cas, la diffusion est aussi efficace vers ’avant que

vers larriére, et elle décroit rapidement avec ry,.

Aux basses fréquences, le profil d’indice est plus étendu. En-deca d’ 1 MHz typiquement,
sa taille atteint et dépasse la longueur d’onde du faisceau sonde et la diffusion devient si-
gnificativement plus efficace vers 'avant. C’est pourquoi le signal continue d’augmenter dans
le cas de la configuration F' lorsque la fréquence diminue, tandis qu’il se stabilise pour la

configuration B.

La figure I1.16 illustre ces effets : des données expérimentales y sont comparées aux calculs
théoriques (cf. 11.3.4, page 53).

r,,(nm)

20 200

Q27 (MHz) 2z (MH2)

FiG. I1.16 : Dépendance théorique (—) et expérimentale (o) des amplitudes de
diffusion Sr et Sp en fonction de la fréquence de modulation pour les configurations
F (a) et B (b). Les valeurs expérimentales ont été mesurées sur une nanoparticule
d’or individuelle de 10 nm. Les composantes en phase (— —) et en quadrature (-
-) vis-a-vis du signal de modulation, ainsi que les valeurs de ry,, sont également
représentées [Berciaud et al., 2006].
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I1.3.5 Rapport signal & bruit
11.3.5.a Expression théorique et comparaison des deux configurations

Nous avons vu que la puissance mesurée sur le détecteur pouvait s’écrire comme :

2
Ptotale,B/F:nB/F |:aB/F+2 aB/F SB/F (Q)+ (SB/F (Q)) :| f)z (1135)

ou
Ppp (€)

\/ ag phi

Dans cette expression, le premier terme est proportionnel & la puissance de 'oscillateur

Spp () = (I1.36)

local (réflexion ou transmission du champ sonde) : il correspond & une forte composante
continue. Le deuxiéme terme, d’amplitude plus faible, est le signal photothermique hétérodyne
oscillant & €. Le dernier terme est proportionnel au carré du champ diffusé. Son amplitude est
trés faible par rapport a celle des deux premiers termes et il sera donc négligé. En considérant

que 1 ~ N, le rapport des signaux dans les deux configurations expérimentales s’écrit :

P (Q)_ apSp ()
Py () @SZ(Q) L.37)

Idéalement, la détection est limitée par le bruit de photons dont la puissance varie comme

la racine carrée de celle de I'oscillateur local y/ P, = /aB/F P, . Dans ce cas, d’apreés (11.37),
le rapport signal a bruit est donc proportionnel a 'amplitude de diffusion S /P La constante
de proportionnalité est indépendante de la configuration expérimentale, et ne dépend que de
la puissance absorbée et de celle du faisceau sonde incident.

Par conséquent, dans I’hypothése d’une diffusion du champ sonde symétrique par rapport
au plan focal, le rapport signal & bruit est identique dans les deux configurations, quelles que
soient les valeurs de coefficients a /F et malgré des valeurs tres différentes pour Py et Pp,
comme le montre la figure I1.17. En effet, le signal PHI mesuré vers ’avant, qui bénéficie d’une
amplification hétérodyne plus importante, reste nettement supérieur au signal mesuré vers
l'arriére, mais le bruit?, essentiellement dii au bruit d’intensité de I'oscillateur local (faisceau
sonde), est plus important dans ce cas. Expérimentalement, une détection limitée par le bruit
de photons est difficile & obtenir pour les basses fréquences (< 300 kHz) en raison d’un bruit
de décharges dans le laser et du bruit électronique qui est inversement proportionnel a la

fréquence.

I1.3.5.b Influence de la puissance du faisceau sonde

Nous avons mesuré le bruit (en I’absence de faisceau d’excitation) en fonction de sa puis-

sance du faisceau sonde a l'objectif P; dans la configuration F pour une fréquence de mo-

9Bien entendu, le bruit considéré est mesuré « a Q », en sortie de la détection synchrone.
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Fi1G. I1.17 : Images LISNA de la méme zone d’un échantillon de nanoparticules d’or
de 10 nm de diameétre, obtenues (a) en configuration réflexion (B), et (b) en confi-
guration transmission (F').

dulation /2 7 = 700 kHz. Les points expérimentaux sont ajustés par la somme d’un bruit
constant d’origine électronique et d’une composante due au bruit de photons (o< v/P;). Le bon
accord entre ’ajustement et les points expérimentaux, en particulier pour les valeurs les plus
élevées de P;, signifie que la détection est limitée par le bruit de photons dans cette configu-
ration pour P; > 500 uW (le bruit électronique devient négligeable). Dans la configuration
B, la puissance de l'oscillateur local est trop faible pour atteindre cette limite de détectivité,

mais le rapport signal & bruit reste quasi optimal.
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Fi1G. I1.18 : Bruit mesuré en fonction de la puissance du faisceau sonde dans la
configuration F' (e). Les résultats sont ajustées par la somme d’un bruit constant
et d’une composante due au bruit de photons en /P; (— —).

Le signal étant proportionnel & P; tandis que le bruit est proportionnel a /FP;, on aura

tout intérét & utiliser des puissances laser pour le faisceau sonde les plus élevées possibles car
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le rapport signal a bruit est proportionnel a /P;. De plus, le faisceau hors résonance (632.8
nm) est relativement bien supporté par les échantillons cellulaires. On utilise généralement

une puissance de 6 mW a ’objectif pour ce faisceau.

I1.4 Evaluation de I’élévation de température

Dans la perspective d’applications de la méthode LISNA en milieu biologique, il nous
est apparu trés important d’évaluer le plus précisément possible ’élévation de température &
la surface de la nanoparticule lié & 'effet photothermique. En effet, dans les expériences qui

nous intéresseront dans la suite, des protéines, sensibles aux élévations de température'?

, sont
greffées a la surface des nanoparticules et observées sur des cellules vivantes. Nous allons ce-
pendant voir que I’élévation de température nécessaire a I'obtention du signal photothermique

reste tout & fait compatible avec ces applications biologiques.

I1.4.1 Position du probléme

Afin de décrire quantitativement le signal photothermique issu d’objets nanométriques,
nous considérons une nanoparticule de diameétre d = 2a et de section efficace d’absorption
0 ,ps luminée par un faisceau laser d’excitation de longueur d’onde A. L’intensité modulée du
laser s’écrit I(t) = I, [1 + cos(92t)]. Comme d est trés petit devant le col du faisceau focalisé
(=~ \/2), 'intensité au voisinage de la nanoparticule peut étre considérée comme uniforme et

la puissance absorbée s’écrit :

P () = o451y [1 + cos(§2)] (11.38)

a

Nous noterons P, = 0,.I,, la puissance moyenne absorbée.

abs
Le profil thermique est ensuite calculé en résolvant 1’équation de diffusion de la chaleur a
I'extérieur de la nanoparticule!!, dans un milieu de conductivité thermique » et de capacité

thermique volumique C', pour l'instant en ’absence de sources :

_0T(r,t)

"2
DV2T(r, ) o

=0 (11.39)

ou D = k/C est la diffusivité thermique du milieu et le Laplacien en sphérique s’écrit :

) 19 [ ,07(r,)
V() = 5o (1P (I1.40)

A cette équation, il convient d’ajouter un terme de source ou des conditions aux limites
particuliéres pour rendre compte de la puissance absorbée puis évacuée par la nanoparticule

métallique. Deux modélisations sont possibles : compte tenu de la taille des objets étudiés, on

107 s températures de dénaturation des protéines son généralement de I’ordre de 50 & 70°C.
"1e probléme étant & symétrie sphérique, celle-ci résulte simplement d’un bilan d’énergie sur une couche
d’épaisseur dr a la distance r du centre de la nanoparticule.
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supposera dans un premier temps que la nanoparticule se comporte comme un point source
de chaleur, puis nous prendrons en compte la taille finie de la nanoparticule.

Dans le cas d’une excitation modulée de maniére sinusoidale autour d’une moyenne non
nulle, le profil spatio-temporel de I’élévation de température résultant AT (r,t) = T'(r,t) — To
(ou Tp est la température au repos de I’échantillon) peut étre calculé en résolvant (I1.39), en
considérant que la réponse est la somme de deux termes [Carslaw and Jaeger, 1959] :

— une élévation globale de la température liée au terme constant ;

— un terme oscillant & la fréquence de modulation qui posséde comme nous allons le

2

voir un amortissement sur une distance ry, = D qui correspond a la profondeur de

pénétration de 'onde thermique dans le milieu.

I1.4.2 Point source de chaleur

On suppose tout d’abord que la nanoparticule interagissant avec le faisceau absorbé se
comporte comme un point source de chaleur. Dans ce cas, la résolution la plus simple de
I'équation (I1.39) s’appuie sur la réponse impulsionnelle du systéme. Celle-ci correspond a
I'élévation de température AT(r,t) = T(r,t) — Tp qui résulte de l'apport instantané (a
t = 0) d’'une énergie Qups a lorigine du systéme (prise au centre de la nanoparticule)
[Carslaw and Jaeger, 1959] :

AT(r,t) =T(r,t) —Tp = % exp {—712} (11.41)
8C (wDt) 4Dt
ot r? =22 +y? + 22 et Ty = T(o0, t).
Il est en effet assez facile de se convaincre que le profil (I1.41) est une solution de (I1.39)!2
et qu’elle correspond bien au phénoméne physique évoqué ci-dessus. Dans le cas d’un apport
continu ou périodique avec une puissance Pys(t), il suffit d’intégrer temporellement le second

terme de I’équation (I1.41) en tenant compte de la propagation. Nous allons envisager deux

cas : une excitation continue et une excitation sinusoidale.

I1.4.2.a Excitation continue

Pour un point source de chaleur avec une puissance continue P,,, il vient :

2 /
o abs r dt
AT("“a t) - 3/ / { 4D ‘— t,) } ( tl)3/2

P
= s e [ (IL.42)
drkr ADt

12En fait, l’équation (I1.39) se résout facilement en introduisant une nouvelle variable spatio-temporelle
2 _

définie par u

4Dt ; (I1.39) s’écrit simplement en termes de dérivées par rapport a wu.
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ou l'on définit la fonction erreur complémentaire :
fo(z) = 1 — erf(z) = — /OO 2y (I1.43)
erfc(x) =1 —erf(z) = — e U .
VT Js

Lorsque le régime permanent est établi, pour ¢ — oo, le profil de température s’écrit :

Pabs

ATStCLt(T‘, t) = AT(T) = m (1144)
11.4.2.b Excitation sinusoidale
Pour un point source de chaleur avec une puissance Ppps(t) = Pypscos 2t (une puis-

sance négative correspondrait & un puits de chaleur; ceci est purement formel ici et dé-
coule de la décomposition de la source en une partie constante et une partie oscillante),
on effectue le méme type d’intégration temporelle. On peut montrer alors qu’il s’établit,
aprés un transitoire que ’on n’explicitera pas, un profil de température oscillant qui s’écrit
[Carslaw and Jaeger, 1959] :

Pa S
ATtat(r,t) = 1 % exp <_r> cos <Qt — T) (I1.45)

TRT Tth T'th

[2D
=4/ — 11.4
Tth QO ( 6)

qui correspond a la profondeur de pénétration de 'onde thermique dans le milieu ainsi qu’a

ou 'on a noté :

sa longueur d’onde (& un facteur 27 prés).

I1.4.2.c Profil complet pour un point source

Pour un point source de chaleur avec une puissance Ppps(t) = Paps [1 + cos(Qt)] avec
Pups = 04,1y, il s’établit donc, aprés un transitoire, un profil de température oscillant qui
s’écrit :

P(l S
ATgar(r,t) = 47b [1 + exp (—T> cos (Qt - rﬂ (I1.47)

TRT Tth Tth

I1.4.3 Sphére source de chaleur
I1.4.3.a Nouvelles conditions aux limites

Afin de décrire plus précisément le phénoméne étudié, prenons donc en compte la taille
finie de la nanoparticule, supposée sphérique de rayon a. A 'extérieur de la nanoparticule,

I’équation de la chaleur reste la méme que précédemment :

DV2T(r,t) — %1; =0 pourr>a (I1.48)



I1.4 Evaluation de I’élévation de température 67

mais les conditions aux limites s’écrivent maintenant :

T(co,t) = Tp (I1.49)
T(r,0) = Ty (11.50)
T(a,t) = To+ AT(a,t) (IL.51)

ot 'on a noté AT (a,t) I’élévation de température a la surface de la nanoparticule, pour I'ins-
tant quelconque. La solution de (I1.48) a été calculée dans ce cas et vaut [Fluckiger et al., 1985,

Carslaw and Jaeger, 1959| :

AT(r, ) = T(r,t) — Ty = ij% ;O AT (a,t [1 _ ijD exp(—p?)dy (I1.52)

o r—a
ou 3= Vit
Calculons l'expression de 1’élévation de température a la surface de la nanoparticule
AT(a,t). Etant donné que la conductivité thermique des métaux nobles (k 4, ~ 320 WK~1m™1)
est largement supérieure a celle des milieux hotes considérés (cf. TAB. I1.1), nous pouvons
considérer que la température & l'intérieur de la nanoparticule est uniforme et égale a sa
température de surface T'(a,t). Cette température peut étre calculée en effectuant comme
précédemment un bilan d’énergie mais au niveau de la nanoparticule entiére. La somme de la
puissance absorbée par la nanoparticule et de la puissance quittant sa surface est égale a la
chaleur qu’elle a emmagasinée sous forme d’une élévation de température [Chan, 1975] :
oT 4

; or
Pab5<t) = —47Ta2/€ E + gﬂ'adcnp E

r=a

(11.53)

a

ou Oy, désigne la capacité calorifique volumique de la nanoparticule, assimilée a celle du

métal massif (C,,, = 2.5 x 107 JK~'m~3 pour l'or massif).

Afin d’expliciter cette expression, il faut calculer les dérivées partielles de T'(r,t) en r = a
en dérivant (I1.52) '3 [Fluckiger et al., 1985] :

or AT(a,t)
— - I1.54
or|,—, a ( )
oT dAT(a,t)
il = =\ I1.
ot | at (IL.55)
(I1.56)
On peut alors réécrire (I1.53) sous la forme :
Paps (t) dAT(a’ t)
= AT(a,t) +tgp———— I1.57
Amka (a,8) +to dt ( )
Yen utilisant la régle de LEIBNIZ : 2 ab((j)) flz,2)dx = ff((zzf g—’;dx + f(b(z),2) 2L — f(a(2),2) %2



68 CHAPITRE II : Imagerie Photothermique Hétérodyne

ol I'on a posé :
2
a“C,
tp = ——2= 11.58
0 3K ( )
On voit donc que £y correspond au temps caractéristique d’établissement du profil thermique

autour de la nanoparticule. Par intégration de (I1.57), avec la condition AT(a,0) = 0, il vient :

AT(a,t) = EP=t0) / t eap(t! o) Lo gy (I1.59)
0

to dmka

En supposant pour I'instant que Ppps(t) est une fonction sinusoidale de pulsation et en

passant en notation complexe :
Pabs(t) = Pabs(o) eXp(’L'Qt) (1160)

L’intégration de I’équation (I1.59) donne alors :

AT(a,t) = Fas(0)

 Amka (1 4+ i) [exp(i§2t) — exp(—t/to)] (I1.61)

Rappelons que ty = azCnp /3K est le temps caractéristique d’établissement du profil ther-
mique autour de la nanoparticule. Pour une nanoparticule d’or de 10 nm de diamétre, nous
pouvons estimer ¢y ~ 35 ps. Or les fréquences typiques sont de l'ordre de /27 < 1 MHz.
Ainsi, méme pour les plus grosses particules considérées par la suite (D =~ 70 nm), nous
aurons toujours Qtg < 1, et le terme transitoire exponentiellement décroissant peut étre trés

rapidement négligé. Nous pouvons donc simplifier I’expression précédente :

AT(a,t) ~ Favs(0) exp (i) (11.62)
dka

Dans le cas général, on considérera donc que 'on peut négliger les régimes transitoires
conduisant a I’établissement du gradient de température et que la température suit quasi-
adiabatiquement la modulation temporelle de la puissance absorbée. Ceci donne en particulier
a chaque instant la valeur de 1’élévation de température a la surface en fonction de la puissance

absorbée :
Pabs (t)

AT(a,t) ~ o

(11.63)

I1.4.3.b Excitation continue

Maintenant que nous connaissons la relation entre AT(a,t) et la puissance absorbée,
reportons son expression dans (I1.52). Tout d’abord, reprenons le cas d’une excitation avec

une puissance continue P :

2a o0 Pabs 2
AT(r t) = —12)d 11.64
(r,1) 74\/%/5 4maexp( p)dp (I1.64)
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o f ==
b V4Dt

L’intégration [Carslaw and Jaeger, 1959| fait & nouveau apparaitre la fonction fonction

erreur complémentaire :

Pps r—a
AT = f II.
(ryt) pr—— (\/ﬁ) (11.65)

avec

erfe(z) =1 —erf(z) = j% /OO e " du (11.66)

ce qui, aprés établissement du régime permanent, pour ¢ — oo, donne le méme profil de

température que dans le cas d’une source ponctuelle (pour r > a) :

Pabs
TRT

ATstat(T, t) = (1167)

11.4.3.c Excitation sinusoidale

Envisageons maintenant le cas d’une excitation avec une puissance sinusoidale notée

Paps(t) = Pyps cos Ut :

2a o Pabs /82 2
AT = Q|1 -— — II.
(r,t) IS cos < t [ p ]) exp(—p)du (I1.68)

r—a .
V4Dt

Cette intégrale peut se calculer et elle donne |Carslaw and Jaeger, 1959] :

P _ _
AT(r,t) = b5 oxp ) eos (e -2
dmrr Tth Tth

8
_ QPCLbS/ cos <Qt [1 — izD exp(—p)dp (I1.69)
0

4A73/2 gy

ol 'on a noté =

en posant a nouveau :
2D
ren = A — I1.70
=1\ (11.70)
Le second terme est un transitoire lié & I’établissement des oscillations & ¢ = 0, et pour

t — 00, il reste :

ATgpqi(r,t) = Fabs exp (—T — a) cos (Qt S a> (I1.71)

AT kr Tth Tth

11.4.3.d Profil complet pour la sphére source

Pour une nanoparticule de rayon a, source de chaleur avec une puissance Pys(t) =

Pops [1 4 cos(Qt)], avec Pups = 0,1y, il s’établit donc, aprés un transitoire, un profil de

abs
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température oscillant qui s’écrit (pour r > a) :

P,
ATstar(r,t) = abs [1 + exp <— (I1.72)

r—a) CoS (Qt— r—a)}
T'th T'th

I1.4.4 Comparaison des deux modéles et ordres de grandeur

Dans les deux expressions obtenues pour le profil stationnaire (équations (11.47) et (I1.72)),
deux tailles caractéristiques apparaissent : a et ry,. Le premier va en fait donner 'effet do-
minant : le profil d’élévation de température est en $AT(a,t), ot AT (a,t) correspond a la
température & la surface de la nanoparticule. Compte-tenu de l'ordre de grandeur de a, la
température décroit trés rapidement lorsque ’on s’éloigne de quelques dizaines de nanométres
de la nanoparticule.

Le terme modulé est également caractérisé par ry, qui correspond a la fois & la profondeur
de pénétration de I'onde thermique et & sa longueur d’onde, & un facteur 27 prés. Le tableau
I1.1 donne les caractéristiques thermiques et les valeurs des principaux paramétres introduits
précédemment pour une nanoparticule de 10 nm de diamétre avec /27 = 700 kHz dans six
milieux différents. Ces données mettent en évidence l'influence du milieu héte sur ry,, mais

on constate que 7y, est dans tous les cas trés grand devant a.

Milieu C (JK'm™3) | k (WK m™) | D(m?2/s) | ry (nm)
Air 1.3 x 103 0.025 1.9x107° | 7 x 103
Eau 4.2 x 106 0.61 1.4 x 1077 632
PVA 2 x 108 0.2 1077 534
Huile silicone 1.5 x 106 0.1 6.7 x 1078 437
Glycérol 3.1 x 108 0.29 9x 1078 507

TaB. IL.1 : Parametres thermiques pour quelques milieux, a 300 K : capacité
thermique volumique C, conductivité thermique x, diffusivité thermique D et rayon
thermique 7y, pour Q/27 = 700 kHz.

Enfin, les solutions données pour les deux modéles sont trés comparables. La composante
continue est méme exactement identique; le terme modulé est simplement décalé de r en
(r — a) et les deux expressions se rejoignent pour a — 0 (F1G. I1.19).

Pour la modélisation du signal LISNA (cf. 11.3.4, page 53), nous avons utilisé par souci
de simplicité le modéle du point source pour évaluer le profil de température et donc le profil
d’indice optique. En effet, on s’intéresse dans ce cas aux échelles de 'ordre de r4, > a ol les
différences entre les deux modéles sont minimes.

Pour évaluer la température a la surface des nanoparticules, cependant, nous allons utiliser
le modéle de la sphére source pour plus de fidélité vis-a-vis de la situation réelle. En effet, c’est
un parameétre crucial pour toutes les applications & la biologie et il convient de le modéliser au

plus pres. Le chauffage étant modulé, on évaluera la température mazimale a la surface, étant
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FiG. I1.19 : Profils d’élévation de température au voisinage d’une nanoparticule
d’or de 5 nm de diamétre excitée avec une intensité Iy de 400 kW /cm? en milieu
aqueux, pour les deux modéles (point source en noir, sphére source en rouge), a
différents instants de la modulation (¢t = 0, t = 7/2Q et t = 7/Q, c’est-a-dire aux
instants pour lesquels la température & la surface de la nanoparticule est respec-
tivement maximale, moyenne et minimale). Les deux modéles donnent des profils
quasiment identiques dans la zone r > a. La seul différence visible, pour ¢ = 7/Q
(puissance déposée nulle), correspond a un effet de taille finie pour la sphére source
(I’élévation de température s’annule a la paroi, pour r = a), alors qu’elle ne doit
s’annuler que pour » — 0 dans le cas du point source.

entendu que la température moyenne est exactement la moitié de celle-ci. Cette élévation

maximale s’écrit :
UabsIO

AT maz(a) = (11.73)

2mka
Nous allons également évaluer 1’élévation de température moyenne dans la sphére de rayon
rih, que U'on notera (AT). Cette limite, quelque peu arbitraire, permet de donner un ordre

de grandeur de la température a des échelles beaucoup plus grandes que a, plus proches de

celles d’une portion de cellule. Nous la définissons par :

3
47rr§’h

(AT) = / " AT (r,0)d*r (I11.74)

Nous allons pour cela prendre comme référence une excitation Iy de 400 kW /cm?, ce
qui correspond & la puissance mazimale que nous avons utilisée lors d’expériences en milieu
biologique. Nous prendrons comme section efficace d’absorption celles présentées au début

du Chapitre (Fic. I1.1), & savoir o4 = 8 x 107'* ¢cm? pour une nanoparticule de 5 nm de
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diamétre, et une loi en 045 x a®. Enfin, on considérera que le milieu environnant est de ’eau
pour évaluer I'élévation de température moyenne dans la sphére de rayon r4,. Les résultats

sont présentés dans le tableau I1.2.

diamétre d = 2a (nm) | ogps (cm?) | ATmaz(a) (K) | (AT) (K)
5 8 x 10~ 3.3 0.014
10 6 x 10713 12.5 0.11
20 5x 10712 52 0.89

TaAB. I1.2 : Elévation de température locale a la surface au mazimum de la modu-
lation (ATpaz(a)) et moyenne dans un voisinage de rayon 7y, ((AT)) d’une nano-
particule d’or excitée avec une intensité Iy de 400 kW /cm? en milieu aqueux.

Dans le tableau I1.2, nous avons considéré une excitation constante. Mais pour les plus
grosses nanoparticules, la puissance employée est en pratique beaucoup plus faible car on
se fixe généralement un rapport signal & bruit donné. C’est pourquoi il est plus judicieux
d’évaluer ces élévations de température a rapport signal & bruit fixe, c’est-a-dire & P, fixe.
Dans ce cas, la température & la surface est simplement inversement proportionnelle & a, et
la température moyenne reste la méme (les seules modifications se font dans un trés faible
volume au voisinage immédiat de la nanoparticule), comme en témoigne le tableau I1.3. On
y a pris comme référence une nanoparticule de 5 nm éclairée avec Iy = 400 kW /cm?, ce qui
correspond aux conditions expérimentales en milieu biologique, avec un rapport signal a bruit

de 30 environ, comme nous le verrons (cf. Chapitre III).

diamétre d (nm) | ATpez(a) (K) | (AT) (K)
5 3.3 0.014
10 1.7 0.014
20 0.8 0.014

TaB. I1.3 : Elévation de température locale a la surface (AT}uq:(a)) et moyenne
dans un voisinage de rayon ry, ((AT)) d’une nanoparticule d’or en milieu aqueux,
pour un rapport signal a bruit fize (correspondant & une nanoparticule de 5 nm
éclairée avec Iy = 400 kW /cm?).

On constate finalement que 1’élévation de température moyen dans un rayon de quelques
centaines de nanométres est extrémement faible, ce qui justifie 'application de la technique
en milieu cellulaire : la cellule dans son ensemble n’est absolument pas chauffée. Seule 1’éléva-
tion de température a la surface de la nanoparticule et dans les premiers nanomeétres de son
voisinage est non négligeable. Elle n’est alors ressentie que par les protéines servant au cou-
plage de la nanoparticule a 'objet d’intérét (anticorps, etc...). Mais cet échauffement demeure

trés faible : méme en prenant des valeurs maximales comme cela a été fait ici, il ne dépasse
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pas quelques degrés. On notera enfin que cette étude repose sur une description continue
des milieux (nanoparticule et matrice), mais qu’aux échelles étudiées (quelques nanométres),
les notions de température et de conductivité thermique deviennent délicates a définir. On

admettra simplement ici qu’elles demeurent valables et donnent un bon ordre de grandeur.

I1.5 Applications de la méthode LISNA en biologie in wvitro

Nous allons voir maintenant deux applications de la méthode LISNA sur des systémes
biologiques in vitro. La premiére, en collaboration avec la société Eppendorf et aujourd’hui
aboutie, est une mise en évidence de l'intérét de la méthode photothermique pour la lecture
de puces & ADN une achevée. La seconde est en cours de développement et vise & étudier la
stoechiométrie d’un complexe biochimique a I’échelle de la molécule unique, en collaboration

avec plusieurs groupes de biologistes et de chimistes.

I1.5.1 Application aux puces a ADN
II.5.1.a Principe des puces & ADN

Une puce & ADN est un ensemble de molécules d’ADN fixées sur une surface qui peut étre
du verre, du silicium ou bien encore du plastique. Cette biotechnologie récente
[Schena et al., 1995| permet de visualiser les génes exprimés (transcrits) dans une cellule d’un
tissu donné, a un moment donné (embryon, adulte...) et dans un état donné (malade, saine...).
La mesure de 'expression de génes par puce & ADN s’applique a de nombreux domaines de
la médecine comme 1’étude de traitements, de maladies ou bien encore de stades de dévelop-
pement, mais également la recherche fondamentale en biologie.

La puce est une plaque de petite taille sur laquelle sont fixés des brins monocaténaires (un
seul brin au lieu des deux habituels) d’ADN, chacun correspondant au brin complémentaire
d’'un ARN messager (ARNm). On peut fixer sur cette plaque plusieurs dizaines de milliers
de fragments d’ADN (et donc étudier 'expression d’autant de génes). Les ARNm (provenant
des génes exprimés) sont extraits de la cellule & analyser et des marqueurs (généralement des
fluorophores) sont fixés dessus. Puis I’échantillon des ARNm est versé sur la plaque : chaque
brin d’ARNm va s’hybrider au brin monocaténaire d’ADN qui lui est complémentaire pour
former un double brin (hybridation). La plaque est ensuite nettoyée pour éliminer les brins
d’ARNm ne s’étant pas hybridés. Elle est ensuite scannée en microscopie de fluorescence et
une image de la puce est créée : chaque fois qu’il y a eu hybridation, cela est visible par
un point de couleur. Les puces & ADN peuvent étre fabriquées par des techniques diverses
qui incluent I'impression sur des plaques de verre & l'aide de pointes, la photolithographie a
I’aide de caches, de micro-miroirs, d’impression par jet d’encre, d’électrochimie sur des puces
microélectroniques.

Le marquage le plus courant utilise des fluorophores couplés aux brins ’ADN ou d’ARNm

complémentaires de ceux de la puce [Schena et al., 1995|. Cependant, cette technique souffre
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de nombreuses limitations. L’autofluorescence liée au substrat ou a I’ADN lui-méme
[Raghavachari et al., 2003] introduit un biais dans les résultats, et le photoblanchiment, qui
détruit une partie des marqueurs lors de la lecture, empéche de relire la puce et limite aussi
le stockage des puces & ADN.

C’est pourquoi des marquages utilisant des nanoparticules métalliques ont été développés,
avec deux alternatives. La premiére utilise des nanoparticules assez grosses (= 40 nm) pour
permettre une visualisation directe par diffusion de la lumiére aux longueurs d’onde visibles
[Yguerabide and Yguerabide, 1998, Schultz et al., 2000]. Mais pour améliorer la réactivité et
la spécificité, des particules plus petites sont préférables [Taton et al., 2000|. Leur taille ne
permettant plus une détection optique directe, des techniques de révélation a l'argent ont été
mises au point [Storhoff et al., 2004, Fritzsche and Taton, 2003]. Elles reposent généralement
sur l'utilisation de sels d’argent et une croissance de I'argent métallique a la surface des na-
noparticules d’or. Cette méthode présente cependant elle aussi des inconvénients. En effet, la
taille des nanoparticules passant de quelques nanométres & plusieurs dizaines de nanomeétres,
il apparait rapidement une saturation et la gamme de réponse linéaire de ce dispositif est donc
limitée [Alexandre et al., 2001]. De plus, la réaction chimique de croissance de la couche d’ar-
gent peut conduire a des signaux non spécifiques comme la formation spontanée de cristaux
[Alexandre et al., 2001].

I1.5.1.b Lecture de puces & ADN par la méthode LISNA

Comme nous ’avons vu au cours de ce chapitre, la méthode LISNA permet de détecter
des nanoparticules d’or individuelles en donnant une réponse proportionnelle au nombre de
nanoparticules présentes. Son utilisation dans le cadre des puces & ADN est donc tout & fait
appropriée car elle permet de détecter de petites nanoparticules d’or sans révélation a ’argent
[Blab et al., 2006].

Des puces & ADN « modeéles » ont été utilisées dans le cadre d’une collaboration avec
Eppendorf. Elles sont formées d’une série de puits bien définis d’ADN biotinylé & des concen-
trations variables et de nanoparticules d’or anti-biotine de 20 nm de diamétre. Les brins
d’ADN comportent 415 bases et une amine en 514, Ils ont été synthétisés par une réaction
en chaine par polymérase en utilisant une amorce aminée en 5’ et des désoxyribonucléotides
(6léments constitutifs de TADN) dCTP et dATP biotinylés'®. Ils ont ensuite été déposés sur
des lamelles de verre fonctionnalisée via un silane fonctionnel, ce qui permet d’obtenir une
surface activée & ’aldéhyde. Des nanoparticules d’or de 20 nm couplées a une fonction anti-
biotine (BBInternational) ont ensuite été appliquées. Différentes concentrations d’ADN ont
été utilisées, dans toute la gamme permise par l'imagerie classique via révélation & ’argent

(de 0 & 400 nM), ce qui permet un contrdle. Chaque ligne de la puce est constituée de 5 puits

141)ADN (simple brin) est orienté : ses deux extrémités, différentes, sont notées 3’ et 5. Par exemple, la
réplication de I’ADN et la transcription se font dans le sens 3’ vers 5.

5La biotine est une petite molécule qui posséde une forte affinité (quasi covalente) avec plusieurs autres
molécules, telles que la streptavidine. Ces couples sont trés utilisés en biochimie et en biophysique pour
« accrocher » deux objets. Pour plus de détails sur ce systéme, cf. V.5.2.a, page 148.
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a la méme concentration (F1G. I1.20 (a)).

Sur chaque puits, des images LISNA ont été réalisées avec deux résolutions différentes. Les
images « basse résolution » font 200 x 200 pm?, avec un pas de 2 pm (F1G. I1.20 (b)). Dans ces
conditions, il est possible de balayer rapidement les puits complets en quelques sous-images.
Dans le régime de « comptage », seule la partie centrale des puits est imagée avec une plus
haute résolution (20 x 20 pm?, avec un pas de 0.2 pm). Il est alors possible de distinguer les

nanoparticules individuelles (F1G. I1.20 (c)).

(@) 1: 400nM e e e e o (b)
2. 200nM e e & o o
3: 100nM e e e o »
4: 40 nMe e e ¢ o
5. 20 nMe o ¢ e o [ ol
6: 10 NV ® ® ¢ o o [\‘&Up
7 4 nNVie e e e e g e
8 2 nNMeeeoeooe 5
90 1 nMeseseoe :
10: 0.4 nM Al
11: 0.2 nM = 7]
12: 0.1 nM
13: 0 nM "
14: 400nM @ ® ¢ a @

Fi1c. I1.20 : (a) Image en lumiére blanche des puits aprés révélation a l'argent.
(b) Images « basse résolution » de puits a forte concentration. (c¢) Images « haute
résolution » de puits a faible concentration.

Sur les images basse résolution, il n’est pas possible de visualiser les billes individuelles,
mais les bords du puits sont clairement visibles. Le parameétre mesuré est alors la moyenne
du signal sur ’ensemble du puits qui donne une mesure quantitative du taux d’hybridation.
Le signal est linéaire sur deux ordres de grandeur. Lorsque la densité de nanoparticules est
inférieure & une par pixel, on passe en mode « comptage » dans lequel on détecte chaque
nanoparticule. On peut alors prolonger la série de mesures sur une décade vers les faibles
concentrations (F1G. I1.21), avec cependant un temps de mesure typiquement 10 fois plus
long. On notera d’ailleurs que pour les cas intermédiaires (puits 5 et 6), les deux résolutions
donnent des résultats identiques.

La méthode LISNA permet donc de mesurer quantitativement la concentration en ADN
sur plus de trois décades (toute la gamme de concentrations testées ici). La mesure n’est
plus limitée par la méthode de détection (chaque nanoparticule présente dans la zone scan-
née est détectée) mais par 1’éventuel signal non spécifique aux faibles concentrations. Aux
fortes concentrations, seule la taille des nanoparticules constitue une limite. En effet, au

maximum, les nanoparticules seraient au contact, et ceci peut perturber leur réponse op-
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Fic. I1.21 : Signal moyen a basse résolution (M) et nombre de nanoparticules par
zone de 100 ym? (OJ) en fonction du puits.

tique [Sonnichsen et al., 2005]. Mais la technique LISNA permet de détecter des nanoparti-
cules beaucoup plus petites que les billes de 20 nm utilisées ici (jusqu’a 1.4 nm de diamétre),

ce qui permettrait de repousser de maniére significative la limite aux fortes concentrations.

I1.5.2 Etude a I’échelle de la molécule unique du complexe FGFR :FGF :HS
I1.5.2.a Le complexe FGFR :FGF :HS

Dans le cadre d’une collaboration avec les groupes de David FERNIG et Mathias BRUST
(Liverpool, UK), ainsi que celui de Kazuyuki SUGAHARA (Kobe, Japon), nous avons com-
mencé une étude biochimique & I’échelle de la molécule individuelle. Il s’agit de déterminer
les mécanismes de formation et la stoechiométrie du complexe FGF :FGFR :HSPG.

Les facteurs de croissance fibroblastiques (FGFs) sont des petites protéines (=~ 17 kDa)
capables de stimuler des récepteurs spécifiques (FGFRs) et d’induire alors des cascades de
signalisations ayant différents effets sur les cellules (et en particulier les fibroblastes) : proliféra-
tion, différenciation, migration, survie cellulaire. .. Ils sont donc essentiels au développement
correct des tissus et organes. Les récepteurs quant a eux sont des protéines transmembranaires.
La fixation des FGF sur les récepteurs se fait en présence de protéoglycanes a héparane sul-
fate (HSPGs, qui sont schématiquement des sucres situés a la surface des cellules). Il y a
formation d’un complexe encore mal connu entre les trois types de molécules. En particulier,
on sait qu’il est nécessaire d’avoir au moins une dimérisation des récepteurs pour obtenir un
signal cellulaire. Cependant, la steechiométrie exacte est sujette & débat et trois modéles issus

d’expériences différentes sont proposés (Fia. 11.22).
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HS : FGF : FGFR HS : FGF : FGFR HS : FGF : FGFR
1 2 2 11 2 2 = 2

Pellegrini er al., 2000 = Schlessinger et al., 2000
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FiGc. I1.22 : Différentes stoechiométries présentées pour le complexe formé par
le facteur de croissance fibroblastique (FGF, représenté par les cercles verts), le
récepteur correspondant (FGFR, seules deux des trois boucles immunoglobulines
extracellulaires sont représentées par des ellipses bleues) et les protéoglycanes a
héparane sulfate (HSPGs, représentés en trait rouge).

11.5.2.b Couplage des récepteurs FGFR1 a des nanoparticules d’or et utilisation
de la méthode LISNA

Laurence DUSCHESNE, du groupe de Dave FERNIG, est parvenue a coupler une nanoparti-
cule d’or avec un FRFR1 dans un ratio de 1 :1 selon une technique mise au point & Liverpool.
Pour cela, les nanoparticules sont recouvertes d’une courte séquence peptidique (CALNN).
La cystéine (C) en N-terminal comporte un groupement thiol (SH) qui a une trés forte af-
finité (quasi-covalente) avec 'or. Les nanoparticules sont recouvertes de cette séquence (1.8
peptide/nm? de surface) qui les rend particuliérement stables dans une large gamme de pH
et de salinité [Lévy et al., 2004]. 11 est alors possible d’introduire un faible pourcentage de
peptides plus longs, comportant un site de reconnaissance. En jouant sur cette concentration
et par des méthodes de séparation par chromatographie, il est par exemple possible d’obtenir
des billes marquées avec une et une seule biotine. Si le ratio est assez faible, on obtient envi-
ron 90% de nanoparticules sans étiquette, 10% de nanoparticules avec une seule étiquette et
statistiquement aucune avec deux étiquettes ou plus [Lévy et al., 2006|. Ceci peut étre utilisé
pour coupler les nanoparticules & une vaste gamme de protéines.

Dans le cas qui nous intéresse ici, on utilise un faible ratio de peptides portant une éti-
quette constituée d'un complexe fonctionnel N-nitrilotriacétate du nickel (II) (NINTA). Les
nanoparticules sont ensuite mises en présence du récepteur FGFR1 qui a été modifié pour
porter & I'une de ses extrémités une séquence de 6 histidines, qui a une forte affinité pour le
nickel, et a 'autre une séquence Strep-Tagll qui comme la biotine (cf. V.5.2.a, page 148) a une
forte affinité pour la streptavidine [Duchesne et al., 2006]. On sélectionne alors les nanopar-
ticules marquées en faisant passer ’ensemble sur une résine streptavidine-agarose : les billes
portant un récepteur sont alors retenues. On les récupére ensuite en ajoutant de la biotine

qui vient prendre leur place sur la résine (Fia. 11.23).
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Fiag. I1.23 : Couplage biochimique du récepteur FGFR1 avec une nanoparticule
d’or.

L’étude consiste donc maintenant & faire varier les concentrations en FGF et en HSPG
et d’effectuer dans chaque cas des dépot sur des lamelle de microscope. Ainsi, en mesurant
la distribution d’intensité des signaux obtenus, nous devrions étre capable de conclure quant
au nombre de FGFRs impliqués dans le complexe (si le signal correspondant & deux na-
noparticules devient prédominant, cela signifie que les FGFRs sont par deux). En répétant
lopération pour les FGFs et les HSPGs, nous devrions avoir accés & la stoechiométrie exacte
du complexe. Des expériences préliminaires ont été réalisées en mars 2007 avec la venue de
Laurence DUSCHESNE au CPMOH et ont donné des résultats encourageants (FiG. 11.24),
méme si plusieurs problémes expérimentaux restent a résoudre et qu'un certain nombre de

contréles sont nécessaires.

NP contréle + FGF + HS NP-FGFR1 + FGF + HS
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FiG. I1.24 : Images et distributions de signal photothermique pour des nanoparti-
cules controles ou couplées a des récepteurs FGFRI1 en présence de FGF et d’HS.
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I1.6 Conclusion du Chapitre 11

Ce Chapitre a été 'occasion de présenter une nouvelle technique de détection de nano-
objets individuels. Basée sur 'effet photothermique aux échelles nanométriques, elle permet de
détecter une grande variété de nano-ojets absorbants, parmi lesquels les nanoparticules d’or,
qui en raison de leurs propriétés optiques, mais aussi biochimiques, constituent des candidats
idéaux en tant que sondes nanométriques en milieu cellulaire. Nous avons en particulier décrit
les fondements théoriques de cette technique, mais aussi sa mise en ceuvre expérimentale, avec
des applications in vitro. Dans le Chapitre suivant, nous allons voir comment cette technique

a pu étre utilisée pour suivre des nanoparticules d’or de 5 nm en milieu cellulaire.
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Chapitre 111

Détection et suivi de nanoparticules

d’or individuelles en milieu cellulaire

E Chapitre est consacré a la technique de suivi en milieu biologique de nanoparticules
C d’or individuelles, baptisée SNaPT, que nous avons développée. En effet, pour passer
des expériences in vitro aux expériences sur cellules vivantes, il a fallu adapter la technique
LISNA afin de pouvoir suivre des nanoparticules d’or mobiles. Nous commencerons par ex-
poser rapidement la problématique biologique qui sous-tend la majeure partie de ce travail
de thése. En étroite collaboration avec le groupe de Daniel CHOQUET, au Laboratoire de
Physiolologie Cellulaire de la Synapse (CNRS - Université Bordeaux 2), nous nous sommes
en effet efforcés de mettre au point de nouvelles méthodes de microscopie pour I’étude de la
dynamique des récepteurs postsynaptiques. Nous verrons ensuite le principe de la méthode
SNaPT, fondée sur un programme de triangulation & I’échelle nanométrique. Nous détaillerons
ensuite les différentes expériences réalisées afin de valider cette méthode.

Les lecteurs qui ne sont pas familiers avec le fonctionnement de la synapse trouveront
a la fin de ce Chapitre un appendice dans lequel sont détaillés les principauzr concepts et
définitions utiles a la compréhension de certains points techniques évoqués en particulier au
début du Chapitre.

II1.1 Diffusion membranaire des récepteurs postsynaptiques

I11.1.1 Contexte général de I’étude des récepteurs postsynaptiques

Au niveau d’une synapse, zone de communication entre deux neurones, le signal arrivant du
neurone présynaptique sous la forme d’un potentiel d’action, c’est-a-dire d’une dépolarisation
de la membrane, est converti en signal chimique par la libération dans la fente synaptique des
neurotransmetteurs. Sur le neurone postsynaptique, on trouve des récepteurs de neurotrans-
metteurs spécifiques qui activent ou non la transmission du potentiel d’action dans le neurone

postsynaptique (cf. II1.7.1.c, page 105). Le signal chimique est donc & nouveau converti en
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signal électrique. On pense aujourd’hui que les mécanismes moléculaires élémentaires de la
mémoire sont liés & ce que 'on appelle la plasticité synaptique, et en particulier aux varia-
tions du nombre (et a I’état de conduction) de ces récepteurs de neurotransmetteurs dans les

synapses (cf. II1.7.3, page 111).

Les mécanismes a l’origine de ces variations de population de récepteurs sont encore mal
connus, mais plusieurs indices laissent a penser que la diffusion latérale membranaire joue
un rdle essentiel. Tout d’abord, une grande proportion des récepteurs glutamatergiques sont
extrasynaptiques (environ 70% pour les récepteurs ionotropiques du glutamate). De plus,
Pexocytose des récepteurs GluR1 a lieu a lextérieur des synapses [Passafaro et al., 2001], de
méme que leur endocytose [Blanpied et al., 2002|. Il doit donc exister une étape de diffusion

membranaire précédant 'entrée de la synapse.

Fi1G. ITI.1 : Images en microscopie électronique de neurones. Les puits d’endocytose
(fleches noires) sont clairement situés a l'extérieur de la PSD (zone dense, sur le
neurone postsynaptique, en face des vésicules de neurotransmetteurs du neurone
présynaptique) [Racz et al., 2004].

Enfin, des expériences de suivi de particules uniques (SPT) ont montré que ces récepteurs
étaient extrémement mobiles a I’extérieur des synapses et s’arrétaient temporairement a la pé-
riphérie des synapses [Borgdorff and Choquet, 2002|. Ces expériences ont permis de montrer
que ce récepteur alterne des mouvements diffusifs rapides et des mouvements diffusifs lents. A
mesure que les neurones deviennent matures, les récepteurs demeurent confinés pendant des
durées plus longues sur des surfaces plus étendues, et la diffusion, hors période de confine-
ment, ralentit. De plus, ces lieux de résidence sont proches des synapses. Cependant, la taille
des marqueurs employés (billes de latex de 500 nm de diamétre) n’a pas permis d’explorer la

fente synaptique.
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I11.1.2 Mobilité des récepteurs a l’intérieur des synapses révélée par suivi
de molécules fluorescentes individuelles

La premiére mise en évidence expérimentale de la diffusion des récepteurs AMPA & 'in-
térieur des synapses a été réalisée au sein du groupe Nanophotonique durant la thése de
Catherine TARDIN. Les sous-unités GluR2 de récepteurs AMPA natifs & la surface de neu-
rones de culture issus d’hippocampe d’embryons de rat ont été marquées avec des anticorps
couplés a des fluorophores individuels (Cyb), tandis que les synapses étaient marquées au
moyen d’un fluorophore spécifique (FM1-43, cf. FiG. 111.2). En suivant le mouvement des
fluorophores au moyen d’un montage d’épifluorescence (cf. 1.2.2, page 20 et 1.2.3.c, page 26),
TARDIN et al. ont montré que les récepteurs étaient mobiles & I'extérieur mais aussi a I'inté-
rieur des synapses, avec des échanges entre les deux (F1G. II1.3). De plus, les comportements
diffusifs sont différents, les récepteurs extrasynaptiques présentant plutét un comportement
de diffusion libre, les récepteurs synaptiques plutét un mouvement de diffusion confinée!.
Enfin, Ueffet de différents agents pharmacologiques simulant des phénoménes de plasticité
synaptique (TTX, BAPPTA, glutamate et Bib/Gly) sur la dynamique des récepteurs a pu
étre testé [Tardin et al., 2003|.

'

— "

Fic. II1.2 : Images simultanées d’une portion de neurone en DIC (A) et en épi-
fluorescence. Le canal vert (B) correspond au marquage des synapses avec FM1-43.
Sur le canal rouge (C), on distingue 'image, limitée par diffraction, d’un anticorps
anti-GluR2 individuel marqué avec Cy5, colocalisée avec I'une des sites synaptiques
de (B) (échelle = 1 pum).

Cependant, en raison du photoblanchiment rapide de fluorophores individuels (typique-
ment au bout d’une seconde d’observation), cette technique n’a pas permis d’accéder a des
informations sur la dynamique aux temps longs des récepteurs telles que leur temps de rési-

dence dans les synapses.

Les variations de mobilité membranaire des récepteurs sont principalement dues & des changements dans
les interactions entre les récepteurs et d’autres protéines membranaires et qui jouent donc un réle fondamental
dans la plasticité synaptique [Meier et al., 2001, Sergé et al., 2002, Choquet and Triller, 2003]
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Fic. II1.3 : Exemples de trajectoires synaptiques ( ) et extrasynaptiques

(e—e) enregistrées pour des récepteurs AMPA marqués avec des fluorophores Cyb
[Tardin et al., 2003|.

IT1.1.3 Suivi de nanocristaux semiconducteurs individuels

Une approche alternative et prometteuse a été développée récemment avec 1’utilisation
de nanocristaux semiconducteurs comme marqueurs fluorescents. En 2003, les équipes de
Maxime DAHAN et d’Antoine TRILLER ont utilisé des QDs pour suivre des récepteurs de la
glycine individuels et analyser leur diffusion sur la membrane de neurones vivants pendant
plusieurs minutes [Dahan et al., 2003].

D’autres études ont été menées par la suite en utilisant ces marqueurs pour la dynamique
des récepteurs du glutamate. Une collaboration le laboratoire PCS et le groupe Nanophoto-
nique a ainsi permis de suivre la dynamique des récepteurs AMPA et NMDA avec des QDs
et des molécules individuelles (Cy3). Cependant, il a été noté que les Quantum Dots accé-
daient moins facilement dans les synapses que les molécules uniques [Groc et al., 2004]. Ceci
pourrait s’expliquer par la taille relativement importante des QDs qui, s’ils sont initialement
d’une taille inférieure & 10 nm, doivent étre recouverts de couches de polyméres ou de peptides
pour étre solubles et biocompatibles. Ils atteignent ainsi des tailles de 'ordre de 20 nm, ce
qui n’est plus négligeable devant 'ouverture de la fente synaptique de certaines populations

de synapses (environ 30 nm).

II1.1.4 Questions en suspens et intérét d’une nouvelle méthode

De nombreuses questions concernant la dynamique des récepteurs du glutamate restent
donc en suspens. En particulier, il serait intéressant de pouvoir mesurer leur temps de résidence
dans la région synaptique, et les modifications induites par la présence d’agents pharmacolo-
giques. Pour cela, il faudrait accéder a I’ensemble de I'histoire d’un récepteur pour observer
son arrivée et son entrée dans la zone postsynaptique, les modifications éventuelles dans son
régime de diffusion, puis son départ.

Malheureusement, aucune des méthodes citées ci-dessus ne semblent pouvoir apporter de

réponse a cette question, comme le résume la figure I11.4. Le suivi de particules uniques ne
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permet pas d’explorer la synapse et les fluorophores ont une durée d’observation trop courte.
Quant aux nanocristaux, leur photophysique et leur taille relativement importante ne permet

pas encore de les utiliser de maniére fiable dans ce cadre.

SPT

billes de latex

0.1-1 ym
Nanocristaux
semiconducteurs @ @
CdSe/ZnS ®

Fluorophores

organiques Fente
. synaptique

~30 nm

Bordorff and Dahan et al, 2003
Choquet, 2002 Groc et al, 2004

Tardin et al, 2003

Fi1G. II1.4 : Différentes techniques d’étude en molécule unique utilisées pour la
neurobiologie et ordres de grandeurs associés.

C’est pour cette raison que nous avons développé une nouvelle technique de suivi de
molécules uniques basée la méthode LISNA de détection de nano-objets non fluorescents
par effet photothermique, que nous avons vue au Chapitre précédent. Nous allons montrer
qu’adaptée a la biologie, elle combine les avantages d’'un marqueur de taille nanométrique

(nanoparticule d’or de 5 nm de diamétre) a des temps d’observation de plusieurs minutes.

III.2  Suivi Photothermique de Nanoparticules Individuelles
(SNaPT) : principe et tests

IT1.2.1 Nécessité d’une méthode de suivi

La méthode LISNA est une méthode de type confocal. Elle nécessite une intégration de
quelques millisecondes par point (généralement 5 ms), et une image est obtenue en quelques
minutes en balayant ligne par ligne ’échantillon. Cette méthode n’est donc pas utilisable en
I’état pour étudier un phénoméne dynamique. En particulier, si I'on couple des nanoparti-
cules d’or & des protéines membranaires sur une cellule vivante, on ne pourra pas suivre leur

mouvement d’image a image. C’est pourquoi nous avons développé une méthode de suivi de
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nanoparticules basée sur une triangulation qui ne nécessite que trois points de mesure pour

trouver la position de I'objet.

I11.2.2 Description de la méthode de suivi

La méthode SNaPT (Single Nanoparticle Photothermal Tracking, Suivi Photothermique
de Nanoparticules Individuelles) est basée sur un algorithme de triangulation & 1’échelle na-
nométrique, une sorte de « nano-GPS ». Congue pour une utilisation a 2D, elle pourrait étre
modifiée pour une utilisation 3D sans difficulté, en utilisant 4 points de mesure au lieu de 3.
Elle tire profit du fait que le profil spatial du signal d’une nanoparticule est gaussien, avec
une largeur bien définie (cf. 11.3.3.c, page 53) que 'on peut caractériser complétement par la
position (zg,yp) et 'intensité du maximum de signal Sy. Ainsi, la mesure du signal en trois
points bien définis aux alentours de la nanoparticule permet par ajustement de retrouver avec
précision sa position et 'intensité de son signal.

En pratique, aprés acquisition d’une image LISNA mettant en évidence la présence de
nanoparticules en mouvement, ce qui se traduit pas des signaux sous formes de petits traits
(cf. T1I1.3.3, page 92), une zone de travail est définie dans laquelle le signal est mesuré a
différentes positions (au choix : aléatoirement, en balayant ligne a ligne, ou en un point fixe)
jusqu’a ce qu’un signal supérieur au seuil préalablement défini par 'utilisateur soit détecté. A
partir de ce point, trois mesures sont effectuées aux sommets d’un triangle équilatéral centré
sur cette position. Un premier triplet de coordonnées (x¢, v, S¢) est ainsi déterminé. Si le
signal S} est au-dessus d’un second seuil (défini en tenant compte de l'intensité du bruit de
fond), la procédure est répétée de maniére itérative en recentrant le triangle équilatéral sur
(¢, y¢) pour la mesure suivante qui donnera (z4At¢, Yr+At, St+At), et ainsi de suite. On obtient
ainsi directement la trajectoire compléte de la nanoparticule.

Cette technique permet d’acquérir directement des trajectoires & cadence vidéo. En effet,
nous utilisons des temps d’intégration de 5 ms séparés par 6 ms de temps d’attente pour le
transfert de données, le calcul, et surtout pour assurer la stabilité du piézo-scanner, ce qui
donne une fréquence d’environ 30 Hz. La vitesse maximum d’une nanoparticule en mouvement
est limitée par le fait que durant ’acquisition des trois mesures, I’'objet ne doit pas s’échapper
du triangle de détection. En utilisant un rayon de triangulation de 79 &~ 180 nm (= 1.5x la
largeur du signal LISNA d’une nanoparticule), cette limite devrait étre de 'ordre de 73 /4At ~

0.2 pym?/s (en termes de constante de diffusion, cf. I11.2.3, page 86).

I11.2.3 Analyse des trajectoires

Les trajectoires sont la plupart du temps analysées en termes de déplacement quadratique

moyen (MSD, Mean Square Displacement) en fonction du temps :

Ar2(5t) = <(az(t +5t) — 2(t)? + (y(t + 6t) — y(t))2>t (I11.1)
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FiG. IIL.5 : Schéma décrivant ’algorithme de suivi de nanoparticules : (a) A par-
tir d’'un premier point ol un signal non négligeable a été détecté, trois mesures
consécutives sont effectuées aux sommets d’un triangle équilatéral. (b) Le signal
est interpolé avec une gaussienne de largeur connue. (¢) La position du maximum
de signal donne la position de la nanoparticule. (d) Le triangle de mesure est re-
centré sur la position trouvée et trois points sont a nouveau évalués. (e) Nouvelle
interpolation. (f) Le point suivant de la trajectoire est obtenu.

Pour un mouvement brownien (cf. V.1.4, page 134) a 2 dimensions, on peut montrer que :
Ar?(6t) = 4Dét (I11.2)
ou D est la constante de diffusion .

On peut également montrer qu'un décalage Arg doit étre introduit pour tenir compte de la
précision de pointé (correspondant en fait & y/Arg) de 'appareil [Saxton and Jacobson, 1997];
on peut se convaincre aisément qu’un objet fixe donne un MSD constant si le systéme de

détection oscille aléatoirement autour de sa position réelle.

Dans le cas de la diffusion membranaire de protéines, le mouvement n’est souvent pas
rigoureusement brownien (cf. III.1, page 81). On trouve par exemple assez couramment des
mouvements de type diffusion confinée, qui se traduisent par une saturation de Ar?(dt) aux

temps longs, vers une valeur correspondant a la taille caractéristique 7. du domaine exploré
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[Saxton and Jacobson, 1997] :
Ar?(t) = (r2) [1 — Ay exp (—4425t/ (r2))] (I11.3)

ou A; et As sont des constantes dépendant de la géométrie du domaine de confinement.

I11.2.4 Tests sur trajectoires simulées

Afin de déterminer les possibilités et la validité de la méthode de suivi, nous l'avons
testée sur des trajectoires browniennes simulées. A chaque pas de temps At, un déplacement
dans la direction définie par 'angle 6 et de longueur r aléatoires, respectant la statistique
d’un mouvement brownien de constante D, est généré et utilisé pour piloter la platine piézo-

électrique :

p(0) = % (IT1.4)

1 2
_ . T,
o) = mpar P ( 4DAt> (IIL.5)

On utilise un échantillon de nanoparticules fixes et on lance en paralléle le programme de
suivi et celui générant les pas aléatoires; on reconstitue alors la trajectoire simulée. Les tests
ont été réalisés pour un rapport signal a bruit de 30. A partir des trajectoires obtenues, pour
chaque valeur de la constante de diffusion imposée D;,,, plusieurs paramétres ont été évalués.
Le premier est le pourcentage de traces suivies jusqu’au bout (limite fixée a 200 points, soit
7.5 8). Le second est la constante de diffusion mesurée D,,;, mesurée a partir du déplacement
quadratique moyen (cf. II11.2.3, page 86). Le troisiéme est I’écart entre la trajectoire simulée
et la trajectoire mesurée, qui donne la précision de pointé (F1G. IIL.6).

Pour un rapport signal a bruit de 30, en utilisant un rayon de triangulation de 180 nm,
il apparait une valeur limite de Dj,, de 'ordre de D4 =~ 0.15 pm? /s, au-dela de laquelle la
plupart des trajectoires sont perdues en cours de route (FiG. II1.7). Elle correspond effecti-
vement a la limite attendue compte tenu de la vitesse d’acquisition (cf. II1.2.2). En deca de
cette limite, les valeurs de D,,; mesurées sont en trés bon accord avec les valeurs générées
sur plus de deux ordres de grandeur.

L’écart type de la différence entre les trajectoires mesurées et simulées donne la précision
de pointé de la méthode. Elle dépend essentiellement du rapport signal & bruit : de 'ordre
de 20 nm pour un RSB de 30, elle atteint 7 nm pour un RSB de 100. Elle dépend par contre
assez peu de la vitesse de diffusion tant que celle-ci reste inférieure & Do, (F1G. TILS).

Quelques trajectoires rapides (0.15 & 0.3 pm?/s) ont également pu étre obtenues. Nous
verrons (cf. I11.5, page 100) comment il serait possible d’améliorer ces performances dans
I’avenir.

Cette analyse donne enfin la limite pour les basses constantes de diffusion, qui se confondent

avec les objets immobiles, pour lesquels une constante de diffusion apparente de 4 + 10 x
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30) ; la différence donne la précision de pointé.

Fic. II1.7 : Performances de la méthodes de suivi :
suivies; (M) constantes de diffusion mesurées (et dispersion) pour le mouvement
brownien 2D simulé de billes d’or fixées dans un film de PVA (RSB ~ 30). La fleche
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FiGc. II1.8 : (M) Précision de pointé du SNaPT en fonction de la constante de
diffusion, évaluée a partir de ’écart aux trajectoires simulées, pour un RSB de 30.
(- -) Précision de pointé pour un objet immobile (22 nm).

10~ 1m? /s a été mesurée. La limite de sensibilité de la technique a donc été fixée & un écart-
type au-dessus de la moyenne des constantes de diffusion apparentes mesurées sur des objets

immobiles, s0it D,y = 1.4 x 1073 pm? /s.

IT1.3 Etude d’un systéme modéle : la diffusion membranaire de
récepteurs postsynaptiques sur des cellules COS-7 trans-

fectées

II1.3.1 Systéme biologique étudié

Afin de valider la méthode SNaPT comme un outil valide pour des études en biologie,
nous avons réalisé un certain nombre de contréles sur un systéme modéle constitué de cellules
COS-7 . Ce sont a l'origine des cellules rénales de singe vert d’Afrique, traitées avec un virus
(SV40) qui les rend tumorales : les cellules se divisent ainsi quasiment indéfiniment. Elles sont
ensemencées deux fois par semaine selon le protocole donné en annexe (cf. B.1, page 161),
ce qui consiste & les décoller de leur support et a les diluer & 1/10 avant de les laisser se
redéposer sur un support, par exemple sur des lamelles de microscope, ot elles vont continuer
a se diviser.

Ces cellules n’expriment pas naturellement de récepteurs postsynaptiques. Elles sont donc
transfectées selon le protocole donné en annexe (cf. B.2, page 162). Cette opération consiste a
introduire dans les cellules une séquence d’ADN codant pour une protéine, en ’occurrence un
récepteur de neurotransmetteur mGluRb5a (cf. I11.7.2.c). Ce récepteur est modifié pour porter
en N-terminal (& son extrémité extracellulaire) une étiquette myc, c’est-a-dire une séquence

d’acides aminés qui est reconnue par des anticorps spécifiques. Ce récepteur a déja été étudié
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au sein du laboratoire PCS [Sergé et al., 2002].

Ces récepteurs sont marqués au moyen d’anticorps (IgG) anti-myc portant un fluorophore
Cyb qui servira pour des expériences de controle en SMT. On utilise ensuite un second an-
ticorps spécifique au premier (anti IgG) portant une nanoparticule d’or de 5 ou 10 nm de

diameétre.
anticorps (IgG)  C¥5
de souris
anti-myc \
—
étiquette myc

/K nanoparticule d'or

anticorps de chévre
anti-lgG de souris

mGIluR5a

~

extérieur

Q%H% membrane 5nm
intérieur I

Fi1G. I11.9 : Systéme biologique étudié : cellules COS-7 transfectées avec mGluRba-
N-myc, marquées avec un premier anticorps anti-myc couplé a Cyb, puis un second
anticorps spécifique au premier portant une nanoparticule d’or (5 ou 10 nm).

II1.3.2 Protocole de préparation des échantillons

Initialement préparées par Pierre GONZALEZ au laboratoire de Physiologie Cellulaire de
la Synapse, les cellules COS-7 ont ensuite été cultivées au laboratoire dans du milieu DMEM
contenant de la streptomycine (100 pg/mL), de la pénicilline (100 U/mL), et 10% de serum
bovin sous atmosphére humide & 5% de COq et a 37°C. Utilisées pendant 12 & 15 passages,
les cellules sont étalées tous les 4 jours et déposées sur des lamelles de 15 mm de diameétre.
Lorsque la confluence (pourcentage de la surface recouverte par les cellules) atteint 30%, elles
sont incubées avec 1 nL. de FUGENE et 0.5 pg d’ADN codant pour un mutant de mGluRb5a
portant une étiquette myc en N-terminal, a 'extrémité extracellulaire [Sergé et al., 2002],
avec une efficacité de transfection de I'ordre de 40%.

Douze heures aprés la transfection, on effectue une premiére incubation avec des anticorps
(IgG de souris, anti-myc, 20 pg/mL) marqués avec Cy5 (Auroprobes Amersham, voir protocole
de couplage en annexe B.3, page 163) pendant 3 minutes a température ambiante. Aprés
trois ringages dans du PBS, les cellules sont incubées avec des anticorps anti-IgG (anticorps
de chévre, anti-IgG de souris) portant des nanoparticules d’or (BBInternational, 300 ng/mL)
pendant 3 minutes & température ambiante. Aprés trois nouveaux ringages, les lamelles sont
montées sur un porte-échantillon en les fixant avec un anneau de graisse a vide. On dépose

150 pL de milieu de culture additionné d’'Hepes & 20mM (pour maintenir le pH en ’absence de
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COag, puis une seconde lamelle est posée de maniére non étanche afin d’obtenir une chambre
ouverte. Toutes les mesures sont effectuées a température ambiante dans les 20 minutes qui

suivent le dernier ringage.

IT1.3.3 Images et trajectoires obtenues

Les échantillons cellulaires ont tout d’abord été observés en épifluorescence afin de repérer
les cellules transfectées. Celles-ci sont clairement visibles grace au marquage avec le premier
anticorps portant Cy5. Les images LISNA alors réalisées sur ces cellules marquées (en utilisant
une puissance moyenne de 400 kW /cm? pour les billes de 5 nm et 200 kW /cm? pour les billes
de 10 nm, avec un temps d’intégration de 5 ms) montrent des signaux punctiformes diis a des
nanoparticules liées a des récepteurs fixes ou faiblement mobiles. Mais la plupart des signaux
ont la forme de petits traits correspondant au passage des nanoparticules a travers le faisceau

pendant le balayage, ligne apreés ligne, de I’échantillon (F1a. I11.10).

FiG. II1.10 : (a) Image LISNA d’une portion (10 x 10 pm) de cellule COS-7 mar-
quées avec des nanoparticules de 5 nm (RSB ~ 30). (—) Exemples de trajectoires
obtenus par SNaPT (b) Zoom sur I'une des trajectoires.

Toutes les cellules présentent également un signal LISNA structuré prés du noyau. Ce
signal est dit aux mitochondries, comme nous le verrons (cf. Chapitre IV). Nous avons donc
exploré des portions de cellules éloignées du noyau, dans lesquelles aucun signal intrinséque
aux cellules n’est observé. Ces zones présentent d’autant plus d’intérét qu’elles sont relative-
ment plates, ce qui permet d’employer sans probléme le programme de suivi de nanoparticules
a 2D. Dans ces zones, nous avons utilisé la technique SNaPT pour obtenir des trajectoires
de protéines membranaires. Le rapport signal a bruit en milieu cellulaire est de 'ordre de
30 dans les conditions présentées ici. Deux exemples de trajectoires (d'une durée de 20 se-
condes chacune) ainsi qu'un grossissement sur l'une d’elles sont présentés sur la Fia. II1.10.
On remarque dés & présent une grande variété de régimes de diffusion et des changements de

régimes rapides a 'intérieur d’'une méme trajectoire. Ce phénoméne a déja été observé (par
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des méthodes de fluorescence notemment) sur des cellules PtK-2 (une autre lignée cellulaire

couramment employée) et des neurones [Sergé et al., 2002].

II1.3.4 Suivi de fluorophores individuels (SMT)

Nous avons souhaité valider la méthode SNaPT en la comparant a une méthode couram-
ment employée : le suivi de molécules uniques fluorescentes (cf. 1.2.3.c, page 26). C’est pour-
quoi nous avons utilisé comme anticorps primaire un anticorps marqué avec un fluorophore
Cyb. Parallélement aux expériences en SNaPT, un certain nombre d’échantillons (réalisés de
la méme maniére, mais sans marquage secondaire) ont été observés en épifluorescence.

Pour cela, nous avons réalisé des expériences en épifluorescence en utilisant le laser HeNe.
Les échantillons sont illuminés pendant 10 ms sur une surface de 20 x 20 ym? avec une intensité
de 741 kW /cm?, et la fréquence d’acquisition est de 30 Hz. La fluorescence est collectées via
des filtres (DCLP 650 et HQ 700/100) sur une caméra CCD.

A partir des séquences vidéo obtenues, les trajectoires des protéines sont reconstituées
grace a un programme d’analyse d’images sous Matlab [Schmidt et al., 1995]
[Schuetz et al., 1997, Tardin et al., 2003]. Celui-ci détecte sur chaque image les points lumi-
neux via un ajustement gaussien (ajustement le mieux adapté a ce type d’études
[Cheezum et al., 2001]) d’une largeur & mi-hauteur de 360 440 nm, ce qui correspond a la ré-
solution du dispositif d’imagerie. Puis les points sont connectés d’image a image en calculant
la probabilité pour que deux pics détectés dans des images successives puissent correspondre
a une méme trajectoire (algorithme de VOGEL). Les traces sont arrétées lors du premier

photoblanchiment. Seules les trajectoires d’au moins 25 points ont été retenues.

I11.3.5 Analyse des trajectoires et comparaison entre les deux méthodes

Pour toutes les trajectoires, le Déplacement Quadratique Moyen (MSD) est calculé sur les
25 premiers points (750 ms) de la trajectoire (en décalant de 10 points pour les trajectoires
SNaPT afin d’éviter la phase d’accrochage du signal). On détermine des « constantes de
diffusion » instantanées D;_7 données par la pente a lorigine (sur les 7 premiers points)
des MSD calculées sur des portions de trajectoires de 25 points consécutifs (Fia. III.11). Il
ne s’agit pas la de constantes de diffusion a proprement parler, le mouvement n’étant pas
toujours brownien, mais cet abus de langage est couramment utilisé, et ce paramétre est bien
adapté aux études biologiques. On étudie en particulier la distribution de ces « constantes » en
fonction des facteurs expérimentaux.

La distribution des constantes de diffusion instantanées obtenues est justement présentée
sur la figure I1I.12. Sur chaque graphe, le nombre d’événements recensés est indiqué en fonction
de la gamme de constantes de diffusion concernée (échelle logarithmique pour D en raison
de la grande diversité des régimes de diffusion rencontrés). La premiére barre, en blanc et
marquée d’une étoile, concerne I’ensemble des points immobiles, ou si faiblement mobiles que

le mouvement n’est pas discernable. Cette limite est de D, = 1.4 x 107* pm? /s pour les
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Fic. II1.11 : Déplacement quadratique moyen calculé sur une portion de la tra-
jectoire présentée sur la figure II1.10 (b). La « constante de diffusion » instantanée
D;_7 est calculée en prenant la pente a l'origine (sur les 7 premiers points).

trajectoires SNaPT (cf. I11.2.4, page 88), et légérement plus importante (Dyi, = 2 x 1074

nm?/s) pour les trajectoires SMT.
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FiG. II1.12 : Distribution des constantes de diffusion instantannées mesurées (a) en
SNaPT avec des nanoparticules de 5 nm, (b) en SNaPT avec des nanoparticules de
10 nm (c) en SMT avec Cy5. La premicre barre de chaque graphe (*) contient toutes
les données pour lesquelles D < Dy,

On constate que les trois distributions sont semblables. Ceci a été confirmé par un test

de MANN-WHTNEY-WILCOXON |[Mann and Whitney, 1947, Wilcoxon, 1945] attestant que les

médianes des trois distributions ne sont pas significativement différentes.

Cette étude permet d’affirmer que la méthode SNaPT donne des résultats comparables

au suivi de molécules uniques aux échelles de temps courts.
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I11.3.6 Analyse du signal mesuré en SNaPT

Bien que le signal calculé a l'issue de la procédure de triangulation présente des fluctua-
tions plus importantes lorsque la protéine diffuse plus rapidement, il demeure relativement
stable durant ’ensemble de la mesure (F1G. II1.13). Ceci permet de déterminer précisément
le nombre de nanoparticules suivies. On peut déduire de I’ensemble des 48 traces obtenues
avec des nanoparticules de 5 nm de diamétre la distribution des signaux LISNA calculés par
triangulation (F1G. II1.14). Celle-ci présente clairement deux pics correspondant aux parti-
cules seules et aux doublets (deux billes sur le méme anticorps, ou deux anticorps sur la méme
protéine) [Cognet et al., 2003].

0 Temps (s) 20

Fic. IT1.13 : Signal mesuré (reconstitué par triangulation) au cours de la trajectoire
présentée sur la figure I11.10.

I11.3.7 Non-invasivité de la méthode LISNA

Nous allons maintenant justifier que les intensités laser utilisées dans les expériences dé-
crites ci-dessus n’induisent pas d’effet sur les objets biologiques étudiés afin de pouvoir les
utiliser avec fiabilité en milieu cellulaire.

Tout d’abord, I’élévation de température a la surface d’une nanoparticule a été calculée
précédemment (cf. I1.4, page 64). Pour une nanoparticule d’or de 5 nm dans un milieu aqueux,
avec une intensité d’excitation de 400 kW /cm?, elle n’est que d’environ 3.3 K. De plus, le profil
de température décroit comme l'inverse de la distance a la surface de la nanoparticule (a 2.5
nm de la surface, cette élévation de température est donc divisée par 2, soit 1.7 K). Par ailleurs,
sur les temps courts, les résultats obtenus par SNaPT et SMT sont semblables, malgré des
intensités d’excitation trés différentes.

Un troisiéme test a été réalisé en observant 115 trajectoires SNaPT de 600 points (20 s)
sur 15 cellules différentes (nanoparticules de 5 nm) et en calculant D sur une fenétre glissante
de 25 points consécutifs le long de la trajectoire et chaque séquence est analysée séparément.
Le MSD est 1a aussi calculé sur ces 25 points glissants, et la distribution de D;_7 obtenue pour
chaque fenétre est évaluée. La figure III.15 montre que la fraction d’objets immobiles reste
constante, de méme que la valeur moyenne et I'écart-type de la distribution de la fraction

mobile. Ceci montre que la méthode SNaPT (et en particulier I'illumination laser) n’induit
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FiG. I11.14 : Distribution des signaux pour I’ensemble des traces obtenues (cellules
COS-7 marquées avec des nanoparticules de 5 nm). Elle présente clairement deux
pics correspondant aux particules seules et aux doublets (deux billes sur le méme
anticorps, ou deux anticorps sur la méme protéine. On note également une faible
proportion d’événements correspondant & 3 nanoparticules.

pas de modifications locales dans le comportement diffusif des protéines membranaires aux
échelles de temps étudiées.

Enfin, trois zones de 2 x 2 pm? ont été illuminées contintiment pendant 10 minutes chacune
avec un laser d’excitation & 532 nm avec une intensité de 400 kW /cm?. La comparaison entre
les images avant et aprés illumination (F1G. II11.16) montre que la morphologie des cellules n’a
pas été affectée, ce qui permet de penser que la technique LISNA n’induit pas de dommages

majeurs aux cellules.

II1.4 Suivi de nanoparticules d’or individuelles sur neurones

vivants

II1.4.1 Systéme biologique étudié

Nous avons montré dans la section précédente que la méthode SNaPT permettait des
études en molécule unique sur cellules vivantes, avec un intérét particulier lorsqu’il est né-
cessaire de pouvoir suivre un objet pendant des temps longs avec un marqueur de taille
nanométrique. C’est bien évidemment le cas de la problématique biologique posée au début
du Chapitre, a savoir la diffusion membranaire des récepteurs de neurotransmetteurs dans la
zone synaptique. Nous avons donc montré que la technique SNaPT devait pouvoir apporter

des informations intéressantes dans ce cadre.
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Fic. II1.15 : (o) Pourcentage de récepteurs immobiles et (H) moyenne (et écart-
type) des constantes de diffusion (pour la fraction mobile) en fonction du temps
(SNaPT 5 nm sur COS-7).

FiG. II1.16 : Images en lumiére blanche d’une cellule COS-7 avant (a) et aprés (b)
illumination de 3 x 10 minutes dans les zones indiquées (- ).
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Nous avons pour cela utilisé des neurones d’hippocampe d’embryon de rat en culture.
Ceux-ci portent naturellement des récepteurs au glutamate de type AMPA. Nous avons mar-
qué les sous-unités GluR2 de ces récepteurs AMPA au moyen d’anticorps spécifiques. La
seconde étape de marquage utilise des fragments F(ab’)2 d’anticorps? spécifiques au premier

(anti-IgG) portant une nanoparticule d’or de 5 nm de diamétre.

™ nanoparticule d'or
e anoparticule d'ol

—

\ fragment F(ab')2

d'anticorps de chévre
anti-lgG de souris

anticorps (IgG)
de souris
anti-GluR2

sous-unité
GluR2 d'un récepteur AMPA

g extérieur
i [| membrane 5nm
intérieur ]

FiG. IT1.17 : Systéme biologique étudié : neurones vivants marqués avec un premier
anticorps anti-GluR2, puis un fragment F(ab’)2 d’anticorps spécifique au premier
portant un nanoparticule d’or de 5 nm.

I11.4.2 Protocole de préparation des échantillons

Les neurones sont préparés au laboratoire de Physiologie Cellulaire de la Synapse par
Christelle BREILLAT et Delphine BOUCHER-TEISSIER. Ce sont des neurones extraits de 1’hip-
pocampe d’embryons de rats de 18 jours par dissection. En effet, les neurones ont la propriété
de ne pas se multiplier, il faut donc en extraire pour chaque expérience. Ils sont dissociés
les uns des autres avec de la trypsine puis déposés sur des lamelles de 15 mm en présence
de milieu de culture. Aprés une dizaine d’heures, les lamelles sur lesquelles les neurones se
sont fixés sont retournées et suspendues au-dessus d’un tapis de cellules gliales au moyen de
petits plots de parafine. Les cellules gliales assurent entre autres la nutrition des neurones.
L’ensemble peut ensuite étre maintenu plusieurs semaines in vitro dans un incubateur a 37°C.
Dans les expériences qui suivent, des neurones agés de 7 a 10 jours in vitro (7-10 DIV) ont
été utilisés.

On effectue une premiére incubation avec des anticorps (IgG de souris, anti-GluR2, 10
ng/mL) pendant 3 minutes & température ambiante. Aprés trois ringages dans du milieu de
culture N2 additionné d’Hepes & 20 mM, les neurones sont incubés avec des anticorps anti-

IgG (fragments F(ab’)2 d’anticorps de chévre, anti-IgG de souris) portant des nanoparticules

2un fragment F(ab’)2 d’un anticorps est constitué des deux « bras » du Y et du site de liaison entre les
deux, il posséde deux sites de reconnaissance, mais est sensiblement plus petit que 'anticorps complet.
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d’or de 5 nm de diamétre (BBInternational, 300 ng/mL) pendant 3 minutes a température
ambiante. Aprés trois nouveaux ringages, les lamelles sont montées sur un porte-échantillon en
les fixant avec un anneau de graisse a vide. On dépose 150 pL de milieu de culture additionné
d’Hepes & 20 mM, puis une seconde lamelle est posée de maniére non étanche afin d’obtenir
une chambre ouverte. Toutes les mesures sont effectuées a température ambiante dans les 20

minutes qui suivent le dernier ringage.

I11.4.3 Résultats

Comme dans le cas des cellules COS-7, les images LISNA obtenues montrent des na-
noparticules immobiles, mais aussi un grand nombre de signaux caractéristiques de billes en
mouvement (F1G. II1.18). On distingue aussi parfois dans certaines zones un signal intrinséque
aux neurones li¢ aux mitochondries (cf. IV, page 115). En choisissant des neurites pauvres en
mitochondries, nous avons pu enregistrer des trajectoires de billes de 5 nm pendant plus de 5

minutes (> 10000 points de mesure).

=k

500 nm

Fic. IT1.18 : (a) Image en lumiére blanche (gauche) et images LISNA (droite) d’une
portion de neurone marqué avec des nanoparticules de 5 nm de diamétre. Sur 'image
LISNA on distingue 2 récepteurs mobiles (traits) et un immobile (point), repérés
par les fleches. (b) Trajectoire d’une nanoparticule de 5 nm (plus de 5 minutes, 9158
points) obtenue & cadence vidéo sur un neurone vivant.

La figure II1.18 (b) montre un exemple de trajectoire obtenue sur un neurone vivant. On y
distingue nettement la forme du neurite sur lequel se déplace le récepteur suivi, ainsi que des
changements de régime de diffusion, parfois libre et parfois plus confiné. Ceux-ci pourraient
correspondre & des passages entre zones extrasynaptiques et intrasynaptiques.

Cependant, les nanoparticules de 5 nm suivies, si petites soient-elles, sont couplées aux

protéines au moyen d’un jeu d’anticorps finalement relativement gros. C’est pourquoi nous
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avons choisi de ne pas poursuivre I’étude pour justifier de telles hypothéses au-dela de cette

démonstration de faisabilité.

III.5 Quelques perspectives

I11.5.1 Couplage des billes d’or aux protéines d’intérét : nouvelles ap-

proches

Plusieurs approches sont envisagées pour parvenir & un couplage plus direct entre la
nanoparticule et les protéines. La premiére consisterait a utiliser une toxine, la bungaro-
toxine. Cette petite protéine, extraite de venin de cobra, reconnait spécifiquement une sé-
quence peptidique nommée BBS, laquelle peut étre insérée par génie génétique dans la
séquence codant pour GluR2. On peut alors transfecter des neurones avec GluR2-BBS.
Nous avons réalisé des tests utilisant des bungarotoxines marquées avec des fluorophores
[Sekine-Aizawa and Huganir, 2004]. Ils ont montré que cette technique était valide, mais les
billes d’or couplées & la bungarotoxine commerciales que nous avons testées n’étaient pas
fonctionnelles. Il faut donc envisager une autre stratégie de couplage réalisé par nos soins.

Pour ce faire, nous pourrions tirer parti de la collaboration avec I’équipe de David FERNIG,
a Liverpool, que nous avons déja évoquée (cf. 11.5.2, page 76). Comme nous 'avons vu,
ce groupe a développé une méthode de couplage des nanoparticules d’or avec différentes
protéines avec la possibilité de contréler le nombre de ligands par nanoparticule . Il serait
donc envisageable de coupler une bungarotoxine & cette séquence par une méthode similaire
et de réaliser ainsi des nanoparticules marquées de maniére plus controlée.

Un autre approche a été utilisée récemment dans le cadre de cette méme collaboration en
y associant Grégory GIANNONE, du laboratoire PCS. En utilisant des nanoparticules de 5 nm
de diamétre marquées avec un faible ratio de groupements tris-NiNTA [Lata et al., 2005], qui
possédent une forte affinité pour les poly-histidines, il est possible de les lier a des protéines
portant une étiquette extracellulaire composée de 6 histidines. De méme, un fragment Fab
d’anticorps® anti-GluR2 portant une étiquette composée de 6 histidines a été préparé et testé
sur des échantillons cellulaires avec succés comme en témoigne la figure I11.19. De plus, nous
avons observé & plusieurs reprises des nanoparticules situées sous la cellule avec ce type de
marquage. Ceci semble indiquer que les marqueurs utilisés (aussi bien les nanoparticules que
les ligands) sont suffisamment petits pour permettre de suivre des protéines entre la cellule
et la lamelle. Ceci pourrait étre utilisé pour étudier d’autres types de protéines membranaires

telles que les protéines d’adhésion.

IT1.5.2 Mesurer des constantes de diffusion plus élevées

La technique de suivi de nanoparticules d’or SNaPT n’est pas capable en I’état actuel de

suivre des objets diffusant avec des taux supérieurs & 0.2 pm? /s typiquement. Cependant, plu-

3un fragment Fab d’un anticorps est constitué d’un des « bras» du Y, il n’a qu’un site de reconnaissance



II1.5 Quelques perspectives 101

T T T T T
=
49+ - .
- =
| §
48 - . 1
L
R
47F 1
- -
a6+ 1
c P !
~E 45 - . = 7
g -
= = -
Saaf - :
> ]
—
43 ] g
_l == _ - N
42+ o IT g
| 5]
41+ - b
L
40 8
L 1 1 L 1 L L L 1 1

37 38 39 40 41 42 43 44 45 46
xposition {um)

FiG. II1.19 : Image LISNA d’une portion de COS transfectée avec GluR2 et mar-
quées avec des nanoparticules d’or couplées a des fragments Fab d’anticorps anti-
GluR2 via des groupements tris-NiNTA et histidine.

sieurs possibilités sont envisageables pour améliorer les performances de la méthode SNaPT.
Comme nous 'avons vu, la limite de diffusion détectable est étroitement liée & la possibilité
ou non pour une nanoparticule de s’échapper du triangle de mesure pendant l'acquisition
des trois points (cf. I111.2.4, page 88). Deux voies sont donc possibles : la premiére consiste
& utiliser un triangle de mesure plus grand, la deuxiéme a réduire le temps nécessaire a la

mesure des trois points.

Il est possible d’élargir le triangle de mesure en augmentant en paralléle la taille des
faisceaux. Cecl a été testé en augmentant des paramétres de 50%. Ceci a permis de repousser
de 30% environ la limite de suivi (F1G. I11.20). Cependant, en procédant ainsi, on diminue la

résolution du systéme et donc la précision de pointé de 10 a 20 %.

L’autre alternative consisterait & diminuer le temps nécessaire & la mesure du signal aux
trois points. Ce temps est constitué pour moitié d’un temps d’acquisition (5 ms par point)
qui ne peut étre réduit qu’au prix d’une perte de signal & bruit, ce qui n’est généralement
pas souhaitable, et pour moitié d'un temps de déplacement et surtout de stabilisation de la
platine piézo-électrique. Ce temps pourrait étre réduit en utilisant par exemple des miroirs
galvanométriques pour faire rapidement les petits déplacements aux trois points de mesure,
tout en conservant le piézo-poscanner pour le mouvement d’ensemble et I'imagerie. Ceci né-
cessiterait essentiellement une modification du montage et de l'interfagage (afin de piloter les

miroirs galvanométriques).
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FiG. II1.20 : Pourcentage de traces suivies (o) dans les conditions normales et (o)
en élargissant les faisceaux et le triangle de mesure.

II1.6 Conclusion du Chapitre III

Nous avons vu dans ce Chapitre comment la technique LISNA, permettant de détecter des
nanoparticules d’or individuelle, a pu étre appliquée au suivi de protéines membranaires, grace
a une méthode de triangulation en temps réel. La technique Single Nanoparticle Photothermal
Tracking (SNaPT) combine les avantages du suivi de molécules individuelles, & savoir la petite
taille du marqueur (5 nm) et du suivi de particules, a savoir des durées d’observation illimitées.
Nous avons montré que testée sur des récepteurs postsynaptiques diffusant sur des membranes
de cellules vivantes, elle donnait des résultats identiques, aux temps courts, & ceux obtenus
par SMT, et qu’elle pouvait également étre utilisée pour suivre des récepteurs du glutamates
sur des neurones vivants pendant des temps arbitrairement longs. Nous verrons au Chapitre V
une méthode alternative et complémentaire permettant de mesurer la constante de diffusion

des objets les plus rapides.
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I11.7 Appendice au Chapitre III : Introduction a la diffusion

membranaire des récepteurs postsynaptiques

I11.7.1 Neurones et synapses : vue générale
II1.7.1.a Le neurone, unité fonctionnelle du systéme nerveux

Le neurone est un type de cellule différenciée composant avec les cellules gliales le tissu
nerveux. Ce sont les neurones qui constituent 'unité fonctionnelle du systéme nerveux, les
cellules gliales assurant le soutien et la nutrition des neurones, et jouant comme on 1’a décou-
vert trés récemment un role facilitant I’établissement de nouvelles connexion |Pfrieger, 2002].
Il y a environ neuf fois plus de cellules gliales que de neurones dans le cerveau. On estime
que le systéme nerveux humain comprend environ 10'' 4 102 neurones. Les neurones per-
mettent la transmission d’un signal que 'on nomme influx nerveux. Le réle du neurone en
tant qu’unité fonctionnelle du systéme nerveux a été découvert au début du XXéme siécle
par un anatomiste espagnol, S. RAMON Y CAJAL. Il avait émis I’hypothése que les neurones
étaient des cellules individuelles, séparées par de fins espaces, et qui communiquaient entre
elles via des connexions particuliéres.

Le corps cellulaire du neurone, appelé encore péricaryon ou soma, contient le noyau,
bloqué en interphase et donc incapable de se diviser, et le cytoplasme. On trouve dans le
cytoplasme le réticulum endoplasmique rugueux, les appareils de GOLGI, des mitochondries
et des neurofilaments qui se regroupent en faisceau pour former des neurofibrilles. De forme
trés variable, le péricaryon assure la synthése des constituants nécessaires a la structure et
aux fonctions du neurone et ce, pendant toute la vie de l'individu. Le diamétre du corps des

neurones varie selon leur type, de 5 & 120 pm.

Dendrite

Corps cellulaire

Terminaison neuronale

F1c. II1.21 : Schéma d’un neurone.

Le neurone présente plusieurs prolongements, qui émergent du corps cellulaire et s’arbo-

risent plus ou moins abondamment. Ces prolongements lui permettent d’établir des contacts
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(synapses) avec d’autres neurones ou d’autres cellules de l'organisme (cellules sensorielles,
cellules musculaires). Ces prolongements sont de deux types : les dendrites et I’azone, qui se
distinguent sur la base de critéres morphologiques, métaboliques et fonctionnels.

Les dendrites, lorsqu’elles émergent du soma, sont de simples prolongements du péricaryon
(troncs dendritiques). Ces troncs dendritiques se divisent successivement pour donner un
arbre dendritique, dont les caractéristiques morphologiques sont propres & chaque population
neuronale. Les contours irréguliers des dendrites de certains neurones sont dus a la présence,
& leur surface, d’épines dendritiques, expansions latérales reliées aux branches dendritiques
par un pédicule plus ou moins long. Les neurones sont ainsi dits « épineux » ou « lisses ».

Les dendrites et le soma regoivent de trés nombreux contacts synaptiques venant d’autres
neurones et constituent la principale surface de réception du neurone. Ils intégrent les messages
afférents et générent, en réponse a ces messages, des signaux électriques (potentiels post-
synaptiques, cf. I11.7.1.c, page 105).

L’axone (ou fibre nerveuse) a un diameétre compris entre 1 et 15 pm, sa longueur varie d’un
millimétre & plus d’un métre. Le cone d’émergence, région extrémement riche en microtubules,
est le point de départ de ’axone. Il est également appelé cone axonique ou zone gachette du
fait de son role premier dans la genése des potentiels d’action axoniques. Il se prolonge sur un
trajet plus ou moins long et se termine en se ramifiant (c’est 'arborisation terminale). Chaque
ramification se termine par un renflement, le bouton terminal ou bouton synaptique. Certains
axones sont recouverts d’une gaine de myéline, formée par des cellules gliales, les cellules de
SCHWANN dans le systéme nerveux périphérique, et les oligodendrocytes dans le systéme
nerveux central. L’influx nerveux quitte le péricaryon par l’axone : c¢’est un prolongement

efférent.

II1.7.1.b Influx nerveux et potentiel d’action

Dés la fin du XVIIIéme siecle, GALVANI montrait que 'information nerveuse était de na-
ture électrique : il contractait un muscle en appliquant un courant électrique sur son nerf.
Au début du XXéme siécle, ADRIAN démontrait clairement la nature électrique du message
nerveux spontané de méme que le fait qu'une contraction musculaire s’accompagne d’une
activité électrique. Ainsi, les nerfs et les muscles en activité donnent naissance a des signaux
électriques. Ces éléments, capables d’émettre des signaux électriques, sont eux-mémes exci-
tables : ils répondent par un signal électrique a une stimulation électrique. L’excitabilité est
la propriété fondamentale & la base de leur fonctionnement.

Si I'on place 'extrémité d’une microélectrode dans une cellule nerveuse, il est possible,
dés V'entrée dans la cellule, d’enregistrer une différence de potentiel par rapport au milieu
extérieur d’environ 60 mV. Cette différence de potentiel, appelée potentiel de repos, est va-
riable d’une cellule a 'autre et caractéristique de toutes les cellules vivantes. L’intérieur de
la cellule est négatif par rapport & 'extérieur, ce qui s’exprime par un potentiel de repos ou
potentiel de membrane égal & —60 mV. Cette différence de potentiel vient d’une part d’une

différence de concentration en ions entre l'intérieur et I'extérieur du neurone et d’autre part
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d’un courant ionique traversant la membrane du neurone. Ce dernier, appelé courant de fuite,
est essentiellement dii aux ions potassium (KT) qui sortent de la cellule en passant dans des
canaux ioniques spécifiques du potassium constamment ouverts.

L’influx nerveux se caractérise par une modification instantanée et localisée de la per-
méabilité de la membrane du neurone : des ions sodium (Na't) pénétrent dans la cellule en
passant au travers de canaux ioniques sélectivement perméables au sodium. Le potentiel de
membrane prend alors une valeur positive (environ +35 mV). Ce phénoméne porte le nom de
dépolarisation. Puis, trés rapidement des ions potassium (K*) sortent de la cellule en passant
au travers d’autres canaux ioniques, perméables au potassium. Le potentiel de membrane
reprend alors une valeur négative : on parle de repolarisation. L’ensemble constitué par la dé-
polarisation suivie de la repolarisation s’appelle le potentiel d’action. Il ne dure que quelques
millisecondes. Le potentiel d’action, ou influx nerveux, se propage de proche en proche, sans

atténuation, le long de ’axone du neurone.

I11.7.1.c Transmission synaptique

La synapse désigne une zone de contact fonctionnelle qui s’établit entre deux neurones, ou
entre un neurone et un autre type de cellule. Elle assure la conversion d’un potentiel d’action
déclenché dans le neurone présynaptique en un signal dans la cellule postsynaptique. On es-
time, pour certains types cellulaires (par exemple cellule pyramidale, cellule de PURKINJE...),
qu’environ 40% de la surface membranaire est couverte de synapses. On distingue habituel-
lement deux types de synapses :

— les synapses électriques, qui sont surtout retrouvées chez les invertébrés et les vertébrés

inférieurs, rarement chez les mammiféres ;

— les synapses chimiques, trés majoritaires, et quasi exclusives chez ’homme.

La synapse chimique est la plus fréquente des synapses du systéme nerveux. Ce type de
synapses transmet le signal nerveux d’un neurone & un autre en utilisant un vecteur chimique,
appelée neurotransmetteur qui est émis par le neurone afférent, diffuse dans la fente synaptique
et se lie aux récepteurs postsynaptiques .

Les vésicules synaptiques sont en permanence chargées de neurotransmetteurs. Ceux-ci
sont produits par le neurone a partir de précurseurs présents dans le sang (en général des
acides aminés). Une grande partie de leur synthése a lieu dans le péricaryon, ce qui nécessite
un transport le long du cytosquelette de ’axone dans des vésicules. Le changement de po-
larité de membrane provoqué par 'arrivée d’un potentiel d’action au niveau d’une synapse
déclenche 'ouverture de canaux calcium membranaires dépendants du voltage. L’augmen-
tation de la concentration en calcium intracellulaire qui en résulte provoque la fusion de la
membrane vésiculaire avec la membrane plasmique et la libération des neurotransmetteurs.
Ce phénomene s’appelle I'exocytose.

Les neurotransmetteurs libérés dans la fente synaptique atteignent la membrane postsy-
naptique par simple diffusion. Avec le délai nécessaire pour provoquer I’exocytose, c’est I’étape

qui nécessite le plus de temps dans la transmission synaptique.
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FiG. II1.22 : Schéma de fonctionnement d’une synapse (cas d’une synapse excita-
trice) : le potentiel d’action (un signal électrique sous forme de dépolarisation de la
membrane du neurone) déclenche la libération de neurotransmetteurs. Ceux-ci ac-
tivent des récepteurs sur le neurone postsynaptique, ce qui provoque (sous certaines
conditions) la propagation d’'un potentiel d’action.

Les neurotransmetteurs se fixent alors sur des récepteurs de la membrane postsynaptique.
Il en existe de deux sortes (cf. II1.7.2.c, page 108) :

— les récepteurs ionotropiques qui sont des protéines-canal s’ouvrant pour générer un
courant ionique, permettant ainsi la dépolarisation du neurone postsynaptique;

— les récepteurs métabotropiques qui en réponse a l'action d’un ligand activent une cascade
d’événements intracellulaires. En général, les récepteurs métabotropiques sont couplés
a des molécules appelées protéines G. L’activation du récepteur entraine le clivage de la
protéine G qui va alors interagir directement avec un canal ionique ou bien déclencher
une cascade d’événements intracellulaires impliquant différentes protéines effectrices.

Pour éviter que la stimulation du neurone postsynaptique ne se prolonge, deux systémes

éliminent la molécule de la fente synaptique (en général les deux sont associés) :

— la dégradation, qui met en jeu des enzymes spécifiques qui vont métaboliser le neuro-
transmetteur, mettant fin & son effet sur le neurone postsynaptique;

— la recapture, pendant laquelle les neurotransmetteurs ou ses précurseurs issus de la
dégradation enzymatique sont récupérés par le neurone présynaptique et les cellules
gliales pour étre réutilisés ou détruits.

Suivant leur effet, on différencie les synapses excitatrices et les synapses inhibitrices :

— les synapses excitatrices, qui sont le siége d’'un Potentiel Postsynaptique Excitateur
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(ou PPSE) qui diminue la différence de potentiel entre les deux cotés de la membrane
plasmique. Autrement dit le PPSE dépolarise localement la membrane.
— les synapses inhibitrices, qui sont le siége d’'un Potentiel Postsynaptique Inhibiteur (ou
PPSI) qui augmente la différence de potentiel.
Si la membrane dépasse le seuil critique de dépolarisation, un potentiel d’action est initié. Les
PPSI empéchent le déclenchement d’un potentiel d’action alors que les PPSE le favorisent.
En général, un neurone est couvert de synapses excitatrices et de synapses inhibitrices. Il se
produit alors une sommation a la fois temporelle et spatiale des entrées synaptiques, appelée

intégration pour « décider » du déclenchement ou non d’un potentiel d’action.

I11.7.2 Biochimie de la synapse
II1.7.2.a La membrane plasmique neuronale

La membrane plasmique est constituée d’une bicouche lipidique, dans laquelle sont incluses
des protéines. C’est le modeéle de la « mosaique fluide » [Singer and Nicolson, 1972|. Les lipides
de la membrane appartiennent a 3 classes principales : les phospholipides, le cholestérol et les
glycolipides. Tous ces lipides possédent une téte polaire hydrophile et une queue, peu chargée,
hydrophobe. Les phospholipides les plus représentés sont les phosphoglycérides. Placés en
milieu aqueux, ils s’orientent spontanément, les tétes hydrophiles se mettant en contact de
I'eau et les queues se rassemblant entre elles afin d’exclure 'eau. Dans la membrane, ils
forment ainsi deux films monomoléculaires, accolés et paralléles, appelés bicouche lipidique,
d’une épaisseur de 'ordre de 4 nm. Les molécules de cholestérol s’intercalent dans la membrane
parallélement aux phospholipides. Le cholestérol joue un role dans la fluidité de la membrane :
sa molécule contient, en effet, une partie plane et rigide (noyaux stéroides) qui assure la
stabilité mécanique de la membrane.

Les protéines transmembranaires traversent complétement la bicouche lipidique. Leurs ré-
gions hydrophobes (acides aminés apolaires) s’organisent dans la bicouche (hélices transmem-
branaires) tandis que les régions hydrophiles (acides aminés polaires) se placent au contact
des milieux aqueux intra et extracellulaire. Les protéines périphériques sont présentes d’un
seul coté de la membrane et ne traversent pas la bicouche lipidique. Elles sont soit « col-
lées » soit « ancrées » a la membrane. Les protéines collées interagissent avec les régions
polaires des protéines transmembranaires par des interactions ioniques. Les protéines ancrées
dans la membrane renferment dans leur structure une chaine lipidique d’attache, liée par une
liaison covalente avec un acide aminé. Elles sont ancrées du cété cytoplasmique ou du coté
extracellulaire.

Le caractére fluide de la membrane plasmique se manifeste par le fait que la plupart des
protéines membranaires diffusent sur cette surface. S’il n’est induit par aucun moteur molécu-
laire, mais uniquement par ’agitation thermique, ce mouvement n’est pas systématiquement
un mouvement brownien. En effet, de nombreuses interactions avec d’autres constituants de

la membrane, mais aussi avec le cytosquelette, peuvent perturber le mouvement des protéines
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membranaires, conduisant & des régimes de diffusion généralement plus complexes.

I11.7.2.b Neurotransmetteurs

Les neurotransmetteurs sont divisés en différentes catégories :

— les monoamines, qui sont synthétisées a partir d'un acide aminé (dopamine, adrénaline,
sérotonine. . .)

— les acides aminés (acide glutamique ou glutamate, acide aspartique, GABA, glycine)

— les neuropeptides (vasopressine, somastatine, insuline, glucagon, calcitonine, neuroten-
sine. . .)

— substances chimiques diverses : acétylcholine, ATP. ..

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur le plus courant, le GABA et la glycine
sont des neurotransmetteurs inhibiteurs bien connus. Dans toute la suite, nous nous limiterons
pour l'essentiel au cas des synapses glutamatergiques qui sont 'objet principal d’étude du

groupe de Daniel CHOQUET.

I11.7.2.c Récepteurs du glutamate

Les récepteurs ionotropiques au glutamate sont subdivisés sur la base de leur affinité
pour différents agents pharmacologiques (agonistes, c’est-a-dire des molécules qui viennent
activer les récepteurs, et antagonistes, qui bloquent ou diminuent effet d’'un agoniste), en
deux groupes principaux : les récepteurs NMDA (activables sélectivement par le N-méthyl-
D-aspartate) et les récepteurs de type non-NMDA (insensibles au NMDA). Les récepteurs
non-NMDA sont subdivisés en deux sous-groupes, les récepteurs AMPA (activés sélectivement
par I acide a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazole-4-propionique) et les récepteurs Kainate (qui
présentent une plus grande affinité pour I'acide kainique). Il existe également une famille de

récepteurs métabotropiques.

Récepteurs

du glutamate
|
I |

Récepteurs Récepteurs
ionotropiques métabotropiques
] ]
| | | I |
NMDA AMPA Kainate Groupe | Groupe Il Groupe Il

NR1 NR2A-D NR3AB GluR1-4 GluR5-7 KA1,2 mGIuR1,5 mGIuR2,3 mGIuR4,6-8

Fia. II1.23 : Récepteurs du glutamates et sous-unités.
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FiG. I11.24 : Structures schématiques des sous-unités des récepteurs ionotropiques
(a) et des récepteurs métabotropiques (b) du glutamate.

Récepteurs NMDA

Les récepteurs NMDA (NMDARs, pour N-methyl-D-aspartate Receptors) sont des récep-
teurs ionotropiques activés par le NMDA, un agoniste spécifique sélectif du glutamate. Ils
sont formés de l'association de sous-unités NR1, NR2(A a D) et NR3(A ou B). Ces sous-
unités forment une structure tétramérique, oil la sous-unité NR1 se combine & NR2A-D ou &
NR3A-B.

Les récepteurs NMDA sont des canaux ioniques non spécifiques qui permettent le passage
d’ions Nat K*, et dans une moindre mesure d’ions Ca?*[Curtis et al., 1959]. En fait, les
récepteurs NMDA ne peuvent étre activés qu’en présence de la glycine qui est alors coagoniste
avec le glutamate. La glycine se lie & un site présent sur NR1 et le glutamate & un site localisé
sur une sous unité NR2. Le pore des récepteurs NMDA s’ouvre donc lorsque ceux-ci sont
activés par le glutamate et la glycine, et que la membrane est dépolarisée, de sorte que
I'ion Mg?* s’échappe du canal [Cull-Candy et al., 2001]. Les récepteurs NMDA ont donc une
fonction de détecteur de coincidences entre une excitation présynaptique et une excitation
post-synaptique, ce qui leur donne la capacité de déclencher des processus de plasticité (cf.
I11.7.3, page 111).

Récepteurs AMPA

Les récepteurs AMPA (AMPARs, pour a-Amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-pro- pionate
Receptors) sont des récepteurs ionotropiques activés par ’AMPA, un autre agoniste spécifique
du glutamate. Les récepteurs AMPA proviennent de quatre génes différents, qui forment
les sous unités GluR1, GluR2, GluR3 et GluR4; ils forment des tétrameéres contenant des
proportions variables de chaque sous unité, le plus souvent des homo-tétraméres de GluR1
ou GluR4, ou des « diméres de diméres » symétriques de GluR2/3 avec GluR1 ou GluR4
[Rosenmund et al., 1998|.
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Les propriétés du canal changent en fonction des sous-unités qui le composent. En effet,
il existe des récepteurs résultant de ’assemblage des sous-unités GluR1, GluR3 et GluR4
entre elles, ce qui confére aux récepteurs AMPA une perméabilité aux ions Na®™, Kt et
Ca?*. La présence de la sous-unité GluR2 rend au contraire le canal imperméable au Ca?*
[Burnashev et al., 1995]. Notons enfin que la densité des récepteurs AMPA & une synapse

définit sa force synaptique ; ce récepteur est donc aussi impliqué dans la plasticité synaptique.

Récepteurs Kainate

Les récepteurs kalnate résultent de ’assemblage de cinq types de sous-unités, nommées
GluR5-7 et KA1-2. Les récepteurs kainate peuvent former des complexes homomériques fonc-
tionnels & partir des sous-unités GluR5 et GluR6. Ils sont principalement perméables aux
ions Nat et K*. Néanmoins les récepteurs homomériques composés de GluR6 sont aussi
perméables au Ca?* [Dingledine et al., 1999).

Les récepteurs kainate ont la particularité d’étre localisés aussi bien au niveau postsynap-
tique [Castillo et al., 1997|, que présynaptique |[Represa et al., 1987|. L’activation des récep-
teurs présynaptiques inhibe la libération des neurotransmetteurs tels que le glutamate ou le
GABA.

Récepteurs mGIluR

Les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluRs) sont des protéines transmembra-
naires avec sept segments hydrophobes. Les mGluRs sont classés en trois groupes en fonction
de leur homologie de séquence, de leur pharmacologie et de la voie de transduction a laquelle
ils sont couplés. Le groupe I comprend les récepteurs mGluR1 et mGluR5 ; le groupe II inclut
les récepteurs mGluR2 et mGIluR3 et le groupe 111 les récepteurs mGluR4, mGluR6, mGluR7
et mGluRS.

Il est intéressant de noter que les mGluR sont localisés au niveau périsynaptique sur
les neurones, mais également & la surface des cellules gliales. Bien que leur réle reste en-
core en partie mal défini, les mGluRs sont connus pour moduler l'excitabilité neuronale
[Coutinho and Knopfel, 2002]. En effet, leur activation inhibe la transmission synaptique ex-
citatrice et/ou inhibitrice, en bloquant les canaux calciques présynaptiques responsables de
la libération de neurotransmetteur [Nakanishi, 1994]. Au niveau postsynaptique, 'activation
des mGluRs régule un certain nombre de canaux cationiques (par exemple la fermeture de
canaux potassiques ou l'ouverture de canaux cationiques non-spécifiques) et ont donc un effet
excitateur [Charpak et al., 1990].

II1.7.2.d La densité postsynaptique

L’élément postsynaptique de la synapse glutamatergique se caractérise par une région
dense aux électrons (donc clairement identifiable en microscopie électronique), la densité

postsynaptique (postsynaptic density, PSD). Ce sous-domaine, ayant la forme d’un disque
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de 200 nm de diamétre et 40 nm d’épaisseur, correspond & la concentration de protéines
d’échafaudages (interagissant avec les récepteurs), de protéines d’adhésion (permettant le
« contact » entre les deux neurones, comme le couple neuroligine-neurexine ou les cadhé-
rines), de molécules du cytosquelette (actine) et d’intermédiaires métaboliques des voies de
transduction (F1G. II1.25). Pour les récepteurs du glutamate qui se trouvent dans la membrane
postsynaptique, de multiples interactions protéiques peuvent réunir plusieurs partenaires for-
mant ainsi des complexes. Ces complexes permettent le couplage métabolique et ’ancrage des

récepteurs au niveau de la synapse.
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Fic. II1.25 : Une vue simplifiée (!) de la zone post-synaptique de la synapse
glutamatergique [Choquet and Triller, 2003].

II1.7.3 Meémoire et plasticité synaptique

La plasticité synaptique est la faculté pour une connexion entre deux neurones, c’est-a-dire
une synapse, & modifier son efficacité. Avant de décrire certains changements physiologiques
pouvant entrainer une telle modification, nous allons voir que cette capacité joue un role
fondamental dans le fonctionnement du systéme nerveux, et en particulier dans le phénoméne

de mémoire.

I11.7.3.a Réseaux de neurones : de la biologie aux mathématiques

Le fonctionnement du systéme nerveux central, et en particulier du cerveau, reste aujour-
d’hui encore trés mal compris. Différentes approches sont généralement exploitées pour tenter
de 'appréhender, mais aussi d’en restituer toutes les capacités en créant des dispositifs doués
d’ Intelligence Artificielle.

Les réseaux de neurones formels sont a 1’origine une tentative de modélisation mathéma-
tique du cerveau humain. Les premiers travaux datent de 1943 et sont I'oeuvre de MAC CULLOCH

et PITTs [McCulloch and Pitts, 1943]. Ils présentent un modeéle assez simple pour les neu-
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rones et explorent les possibilités de ce modéle. L’idée principale des réseaux de neurones
« modernes » est la suivante : on se donne une unité simple, un neurone, qui est capable de
réaliser quelques calculs élémentaires, a partir de plusieurs entrées (les « dendrites »), vers
une sortie (I’ « axone »). On relie ensuite entre elles un nombre important de ces unités et on
essaye de déterminer la puissance de calcul du réseau ainsi obtenu. Le réseau neuronal humain
est constitué d’environ 10'? neurones, comportant chacun de 'ordre de 10 000 synapses, ce
qui tend & expliquer sa formidable puissance de calcul.

On joue sur efficacité des connections entre les neurones pour modifier le résultat obtenu
en sortie. Le perceptron inventé par F. ROSENBLATT [Rosenblatt, 1958] est le premier modéle
de neurone artificiel. Son principe est le suivant : il fait la somme des IV entrées binaires e;
pondérées par des coefficients w; puis la compare & un seuil «, pour donner une sortie S égale
0 ou 1 selon que la somme dépasse ou non le seuil (ce qui n’est pas sans rappeler le phénoméne

d’intégration, cf. 111.7.1.c, page 105) :

0 sinon.

. N
o { 1 osi)l g wie; > a, (I11.6)

On peut ensuite créer des algorithmes permettant de simuler son apprentissage. Schéma-
tiquement, on initialise les poids du perceptron & des valeurs quelconques. On lui présente
alors une série d’exemples, c’est-a-dire de combinaisons d’entrée et on regarde la sortie. A
chaque fois que 'on présente un nouvel exemple, on modifie les poids w; (d’une maniére bien
définie) si le perceptron n’a pas correctement répondu. L’algorithme s’arréte lorsque tous les
exemples ont été présentés sans modification d’aucun poids. Bien siir, un certain nombre de
subtilités n’ont pas été envisagées ici : I'algorithme converge-t-il toujours ? Que se passe-t-il
si, aprés 'apprentissage, on présente au systéme un cas encore jamais envisagé ? Toutes ces
questions font 'objet de travaux en mathématiques et en algorithmique.

Toujours est-il que 'on peut montrer qu'un systéme relativement simple, constitué d’un
ensemble de « neurones » connectés entre eux, peut sous certaines conditions effectuer des
calculs complexes et « apprendre » en modifiant ’efficacité des connections entre ses élé-
ments constitutifs. On citera par exemple les travaux du physicien américain J. J. HOPFIELD
[Hopfield, 1982] qui a imaginé un réseau de neurones artificiels fonctionnant sur un principe

proche de celui du perceptron.

II1.7.3.b Le phénoméne de mémoire : la contribution de HEBB

L’une des contributions les plus importantes de HEBB [Hebb, 1949] & la neuropsycho-
logie est I'idée que deux neurones activés ensemble renforcent leur connexion de sorte que

I’activation en sera plus facile & 'avenir :

When an axon of cell A is near enough to excite B and repeatedly or per-
sistently takes part in firing it, some growth process or metabolic change takes

place in one or both cells such that A’s efficiency, as one of the cells firing B, is
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increased.

C’est la synapse de HEBB, le mécanisme de base de I'apprentissage hebbien. Cette idée donne
un support concret crédible aux phénomeénes d’apprentissage et a ouvert la voie & de nom-
breuses recherches empiriques en neuropsychologie et en intelligence artificielle. En réalité,
le fonctionnement du systéme nerveux est bien plus complexe et HEBB, qui considérait ses
théories comme un simple moyen de progresser dans notre compréhension de I’esprit humain,
en avait pleinement conscience. Néanmoins, plus de vingt ans aprés, des chercheurs en neu-
rosciences ont mis en évidence le phénomeéne de potentialisation & long terme (cf. I11.7.3.c,
page 113), un équivalent biologique de la synapse de HEBB qui joue un grand role dans les
théories neurobiologiques de la mémoire.

Une autre idée importante de HEBB est une sorte de généralisation des mécanismes d’as-
sociation entre neurones. Par stimulation conjointe répétée, un groupe de neurones pourrait
former une « assemblée de cellules » qui resterait activée aprés la présentation d’un stimulus
et formerait ainsi une représentation mentale de ce stimulus. La pensée devient alors I'acti-
vation en séquence de ces assemblées de neurones. Cette théorie permet de rendre compte de
la nature distribuée du fonctionnement nerveux qui fait que les capacités cognitives peuvent

étre étonnamment bien conservées en cas de lésion cérébrale.

I11.7.3.c Plasticité synaptique et potentialisation a long terme

La transmission synaptique n’est pas un phénoméne linéaire, la réponse de 1’élément
postsynaptique a ’excitation de la terminaison présynaptique est variable et répond a des
processus adaptatifs. L’ensemble de ces modifications constitue la plasticité, c’est-a-dire la
capacité d’une synapse a adapter son activité en fonction des stimulations qu’elle recoit et
de I’environnement synaptique. On pense aujourd’hui que la mémoire est « stockée » dans les
synapses du cerveau et que la plasticité synaptique est le fondement neurochimique essentiel
de lapprentissage et de la mémoire (cf. I11.7.3.b).

La plasticité de la synapse glutamatergique peut étre caractérisée selon deux principaux
critéres, la direction des modulations, potentialisation ou dépression, et sa durabilité, court
terme ou long terme. La potentialisation a long terme (LTP : Long Term Potentialisation)
est une augmentation de la force chimique d’une synapse pendant plus d’une heure. Décou-
verte par T. L&MO et T. BL1sS [Bliss and Lomo, 1973] a la suite de recherche sur des lapins
anesthésiés pour comprendre le réle de 'hyppocampe dans la mémoire a court terme, on I'a
observée sur des neurones en culture et chez les animaux vivants : expérimentalement, une sé-
rie de courtes stimulations électriques & haute fréquence sur une synapse peut renforcer cette
synapse pendant des minutes voire des heures. Dans le cas de cellules vivantes, la LTP se
produit naturellement et peut durer des heures voire des jours, des mois, et méme des années.
Les neurones reliés par une synapse qui a subi une LTP ont une tendance & étre en activité
simultanément, c’est-a-dire que les stimulus suivants appliqués & la cellule présynaptique ont

plus de chance de déclencher des potentiels d’action dans la cellule postsynaptique. Bien que
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ses mécanismes biologiques ne soient pas encore entiérement déterminés, la LTP est censée
contribuer & la plasticité synaptique chez les animaux vivants, fournissant la base pour un sys-
téme nerveux fortement adaptable. Il existe bien évidemment d’autres phénomeénes du méme
type, comme la LTD (Long Term Depression), qui se caractérise par le phénomeéne inverse, a
savoir une diminution de l'efficacité synaptique. Elle peut étre obtenue par des stimulations
basse fréquence.

La plasticité synaptique repose sur un large répertoire de modifications moléculaires
conduisant toutes & une modification de la réponse synaptique. Ces modifications peuvent
intervenir au niveau de la terminaison présynaptique et ainsi modifier la probabilité de libé-
ration du neurotransmetteur, la quantité de neurotransmetteur libéré ou encore la demi-vie
du neurotransmetteur dans la fente synaptique [Liu, 2003|. Au niveau postsynaptique, les
récepteurs des neurotransmetteurs sont la principale cible des modifications plastiques, leur
nombre, leur couplage ou encore leur propriétés biophysiques déterminent l'efficacité de la
transmission synaptique [McGee and Bredt, 2003]. Le nombre de synapses actives est aussi
un facteur déterminant dans la plasticité synaptique a ’échelle du neurone [Harris, 1999].

Enfin, et c’est le point qui nous intéresse en particulier, la diffusion des récepteurs au
neurotransmetteur dans la membrane postsynaptique est un élément important qui pourrait

conditionner efficacité de la transmission synaptique [Choquet and Triller, 2003].

I11.7.3.d Transport, endocytose et exocytose des récepteurs postsynaptiques

Les protéines membranaires sont généralement produites dans le soma, au niveau du
réticulum endoplasmique, et maturées au niveau de I'appareil de GOLGI. Elles sont ensuite
véhiculées dans des vésicules par des moteurs moléculaires comme les kinésines le lond des
microtubules présents a l'intérieur des dendrites et des axones jusqu’a leur destination ot elles
sont libérées par fusion des vésicules avec la membrane (exocytose).

Si les changements de concentration en récepteurs AMPA jouent un role important dans
la plasticité synaptique, les mécanismes a 1’origine de ces variations ne sont pas encore com-
plétement élucidés. Le mécanisme de circulation des récepteurs le plus couramment cité est

constitué de quatre étapes |Carroll et al., 2001] :
1. Arrivée des récepteurs a la membrane (exocytose)

2. Stabilisation des récepteurs dans la densité postsynaptique via des interactions avec des

protéines dites d’échafaudage
3. Internalisation (endocytose) des récepteurs dans des vésicules (endosomes)
4. Recyclage ou dégradation des récepteurs dans des lysosomes
Un modéle simple suggérerait que la LTP est liée & une augmentation de 1’exocytose et
la LTD a une augmentation de I’endocytose des récepteurs. Cependant, plusieurs résultats
récents montrent que la diffusion des récepteurs sur la membrane plasmique joue un role

important dans la circulation des récepteurs AMPA, comme nous ’avons vu au tout début

de ce Chapitre.



Chapitre IV

Imagerie de mitochondries par la

méthode photothermique

AU cours des expériences que nous avons réalisées en milieu cellulaire, décrites au Chapitre
III, nous avons observé un signal intrinséque provenant des cellules. Présent au voisinage
du noyau dans les cellules COS-7, il se situe & une position bien précise dans I’épaisseur de la
cellule et est trés structuré, généralement sous forme de filaments (FiG. IV.1). Ce signal est
également présent sous forme de points ou de formes allongées dans certains neurites. C’est
cette forme caractéristique qui nous a amenés & penser que ces structures correspondaient

aux mitochondries.

Fi1c. IV.1 : Deux images de portions de cellules COS-7 (40 x 40 pm chacune) prises
en LISNA.

Compte tenu du role fondamental des mitochondries dans le fonctionnement cellulaire,
que nous allons présenter briévement, une méthode d’imagerie précise et ne nécessitant aucun
marquage pourrait s’avérer trés utile dans de nombreuses applications. C’est pourquoi nous

avons cherché a prouver que ce signal était spécifique aux mitochondries, puis a le caractériser
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afin de mieux comprendre son origine.

IV.1 Détection spécifique des mitochondries

IV.1.1 Description et réle des mitochondries
IV.1.1.a Structure

Les mitochondries sont des organelles intra-cellulaires d’une taille de 1 & 10 pm de long
et de 0.5 4 1 pm de diameétre, observées dés le XIXe siécle. Le mot mitochondrie dérive du
grec mitos, « filament », et chondros, « graine », en raison de ’aspect de cet organite au
microscope optique (et électronique). Par exemple dans certaines cellules (comme les COS-
7) les mitochondries sont filamenteuses, alors que dans d’autres, elles sont granulaires. Les
mitochondries ne sont pas des organites statiques : elles se divisent ou au contraire fusionnent
couramment, ce qui explique leur polymorphisme au sein d’'une méme cellule [Collins, 2002].

Elles se composent de deux bicouches phospholipidiques, une externe et une interne, qui
délimitent trois milieux : le milieu extra-mitochondrial (cytoplasme de la cellule), I'espace

intermembranaire et la matrice (F1a. IV.2).

FiG. IV.2 : Schéma descriptif de la structure mitochondriale : (1) membrane interne
(2) membrane externe (3) espace inter-membranaire (4) matrice.

Les mitochondries sont particuliérement connues pour leur role dans la production d’ATP.
Mais elles jouent également un réle important dans beaucoup de fonctions cellulaires, comme
la prolifération, la synthése des hémes (molécules contenant un atome de fer et jouant un role
essentiel dans le stockage et le transport de 'oxygéne) ou la régulation de ’état rédox des
cellules. De plus, elles ont aussi une fonction de concentration et de stockage des ions calcium,

sodium et potassium.

IV.1.1.b La mitochondrie, « poumon » de la cellule

Le réle physiologique de la mitochondrie est primordial puisqu’elle est considérée comme

le « poumon » de la cellule. C’est en effet 1a que se déroulent les deux derniéres étapes du
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cycle respiratoire (aérobie, i.e. en présence d’oxygeéne) qui convertit I’énergie des molécules
organiques issues de la digestion (glucose) en énergie directement utilisable par la cellule
(Adénosine triphosphate, ATP). En cas d’absence d’oxygéne, la cellule utilise la fermentation
dans le cytoplasme pour produire I’énergie nécessaire & son fonctionnement, mais c¢’est un
systéme beaucoup moins efficace, qui dégrade de facon incompléte le substrat. L’ATP ainsi
produite pourra étre dégradée sous forme d’ADP ; c’est cette dégradation qui libére ’énergie
nécessaire au fonctionnement de la cellule.

La respiration cellulaire aérobie se fait selon trois étapes :

1. la glycolyse, dégradation du glucose en pyruvate, qui se déroule dans le cytoplasme

cellulaire ;

2. le cycle de KREBS [Krebs and Johnson, 1937|, par lequel le pyruvate est dégradé en
COg et en HyO ; I'énergie libérée est stockée sous forme d’ATP, de NADH (nicotinamide
adénine dinucléotide réduite) et de FADHo (FAD réduite) ;

3. la chaine de transport des électrons : les molécules de FADHs et de NADH réagissent

et cédent leurs électrons (oxydation) a d’autres molécules.

Au cours de cette troisiéme étape, la succession de réactions d’oxydoréduction a travers
les quatre complexes de protéines (FiG. IV.3) génére un flux de proton de la matrice vers
I’espace inter-membranaire de la mitochondrie. Il en découle un potentiel de membrane AW,
de l'ordre de —180 mV et un différentiel de pH ApH,, de 'ordre de 1 entre le cytosol et la
matrice [Duchen et al., 2003|. C’est ce gradient de protons qui sert de force motrice a I’ATP

synthase, le moteur moléculaire qui produit I’ATP, aujourd’hui bien connu [Stock et al., 1999].
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Fi1G. IV.3 : Chaine respiratoire et synthése de ’ATP dans une mitochondrie.
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IV.1.1.c Mitochondries et apoptose

Les mitochondries jouent enfin un réle essentiel dans 1’apoptose, la mort cellulaire pro-
grammée [Zamzami et al., 1996]. Il s’agit du processus par lequels des cellules déclenchent
leur auto-destruction en réponse & un signal. C’est une mort cellulaire physiologique, gé-
nétiquement programmeée, nécessaire a la survie des organismes pluricellulaires. Elle est en
équilibre constant avec la prolifération cellulaire. Contrairement a la nécrose, elle ne provoque
pas d’inflammation : les membranes plasmiques ne sont pas détruites, et la cellule émet des

signaux qui permettront sa phagocytose par les globules blancs.

Les mécanismes de ’apoptose sont encore mal connus et font 'objet de nombreuses re-
cherches, notamment parce que les cellules cancéreuses sont généralement des cellules dans
lesquels ce mécanisme ne fonctionne plus. Elles survivent et se multiplient en dépit d’anoma-
lies génétiques survenues au cours de la vie de la cellule, alors que normalement elles auraient

dii étre détruites par apoptose.

L’apoptose présente plusieurs phases. La premiére est celle de décision ot la cellule décide
ou regoit un ordre de mort cellulaire. Cet événement est étroitement controlé par de nom-
breuses voies de signalisation, intracellulaires ou extracellulaires. Les signaux extracellulaires
peuvent étre des hormones, des facteurs de croissance, etc... et doivent traverser la membrane
plasmique ou se fixer & des récepteurs, appelés récepteurs de mort, pour induire une réponse.
Ces signaux peuvent tendre & provoquer ou & inhiber 'apoptose. La signalisation apopto-
tique intracellulaire est une réponse lancée par la cellule elle-méme en réaction a un stress,
et qui peut avoir comme conséquence le suicide de la cellule. La chaleur, le rayonnement,
une infection virale et le manque de nourriture ou d’oxygéne font partie des facteurs qui
peuvent mener a I’émission de signaux apoptotiques intracellulaires par une cellule endom-
magée. Par exemple, la protéine p53 controle I'état de ’ADN de la cellule et peut, si celui-ci

est endommagé, induire 'apoptose |Lowe et al., 1993].

La deuxiéme phase correspond & une phase d’exécution ou la cellule dégrade son maté-
riel génétique et ses protéines. Parmi les nombreuses voies apoptotiques possibles, beaucoup
convergent vers un point de non-retour qui a lieu au niveau de la mitochondrie, qui joue a la
fois le role d'intégrateur et d’exécuteur de 'apoptose [Kroemer, 1998|; & partir d’un certain
point, cette décision est irréversible. La membrane externe de cette organite devient alors
perméable et le potentiel de membrane AV, s’écroule |Zamzami, 1995|. Des pores s’ouvrent
et libérent dans le cytoplasme cellulaire des composés normalement situés entre les deux
couches membranaires [Martinou and Green, 2001]. En particulier, le cytochrome c est relar-
gué [Liu et al., 1996] et active les caspases, des enzymes capables de cliver d’autres protéines.
Cette étape s’accompagne généralement d’un changement de morphologie des mitochondries
[Gao et al., 2001].

La troisiéme phase de ’apoptose correspond a ’élimination de la cellule via la phagocytose

par des leucocytes (globules blancs). Cette élimination est primordiale car elle permet de ne

laisser aucune trace dans le tissu ot survient l'apoptose, en particulier, elle prévient toute
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nécrose secondaire qui aurait pour conséquence la libération aléatoire du contenu cellulaire :

elle permet ainsi de limiter I’établissement d’une réaction inflammatoire.

IV.1.1.d Meéthodes usuelles de visualisation des mitochondries

Fic. IV.4 : Cellules COS-7 en culture marquées avec Alexa Fluor
546 (couplé a la toxine phalloidine) pour les filaments d’actine du cy-
tosquelette (rouge), avec MitoTracker Deep Red 633 pour les mito-
chondries (jaune) et SYTOX Green pour le mnoyau (vert). Source
http ://www.microscopyu.com/galleries/fluorescence/cells/cos7/.

Il est difficile de distinguer les mitochondries en lumiére blanche, méme au moyen d’un dis-
positif de contraste de phase ou de DIC [Stephens and Allan, 2003|. L’utilisation de marqueurs
fluorescents est donc particuliérement répandue [Jakobs, 2006] et ce d’autant plus que cer-
taines molécules fluorescentes permettent de sonder Iactivité mitochondriale
|[Foster et al., 2006]. Ainsi, l'affinité du MitoTracker Red (Chloromethyl-X-Rosamine) pour
les mitochondries, de nature essentiellement électrostatique, diminue lors de la dépolarisa-
tion de la membrane, laquelle est généralement associée a lapoptose [Macho et al., 1996,
Krohn et al., 1999].

Cependant, ces marqueurs fluorescents peuvent interférer avec 'activité cellulaire. Il a
par exemple été montré que la Rhodamine6G ou le MitoTracker Orange pouvaient perturber
la respiration cellulaire [Scorrano et al., 1999, Gledhill and Walker, 2005] et que le Mitotra-
cker Red pouvait méme induire ’apoptose [Minamikawa et al., 1999al. De plus, la spécificité
et lefficacité du marquage au moyen de ces fluorophores peuvent éventuellement varier en
fonction des conditions expérimentales [Buckman et al., 2001]. C’est pourquoi une méthode

d’imagerie sans marquage pourrait se révéler trés utile.
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IV.1.2 Comparaison entre épifluorescence (MitoTracker) et LISNA

Nous avons tout d’abord voulu montrer que le signal LISNA intrinséque aux cellules
provenait spécifiquement des mitochondries. Pour cela, nous avons comparé ce signal a la
fluorescence issue d’un marqueur spécifique des mitochondries, le MitoTracker Deep Red.

Nous avons réalisé cette expérience sur des cellules COS-7 et des neurones. Les conditions
de cultures et de préparation des échantillons sont les mémes que celles décrites précédemment
(cf. respectivement III1.3.1, page 90 et II1.4.2, page 98). Seul le marquage est différent. Il
consiste dans les deux cas en une incubation pendant 1 minute a température ambiante avec
du MitoTracker Deep Red 633 (Molecular Probes) & 3 nM. Aprés trois ringages dans du milieu
de culture, les lamelles sont montées sur le microscope.

Celui-ci est utilisé pour réaliser des images LISNA dans les mémes conditions que précé-
demment, & savoir une excitation de 200 kW /cm? & 532 nm et 5 ms d’intégration par point.
De plus, il a été légérement modifié afin de réaliser un montage de microscopie de fluores-
cence confocal. Le laser HeNe sert alors pour 'excitation du Mitotracker Deep Red 633. 11
est focalisé au niveau de 1’échantillon avec une puissance de 100 W/cm?. La fluorescence est
collectée vers l'arriére via un filtre (HQ 700/100) et focalisée sur un diaphragme de 100 pm de
diametre, puis focalisée a nouveau sur une photodiode a avalanche (cf. 1.2.2, page 20). Dans
ces conditions, I’échantillon est balayé avec un temps d’intégration d’1 ms par point.

Les figures IV.5 et IV.6 montrent des images de cellules COS-7 et de neurones prises suc-
cessivement en fluorescence puis en LISNA. Les structures repérables en fluorescence et en
imagerie photothermique sont trés similaires. On distingue parfaitement la forme caractéris-

tique des mitochondries, en particulier dans les COS-7.

F1Gc. IV.5 : Images de cellules COS-7 en fluorescence avec MitoTracker Deep Red
633 (a) et en LISNA (b). Les barres représentent 10 pm.

Outre la colocalisation générale, on remarque cependant quelques légéres différences.
Tout d’abord, on sait que les mitochondries peuvent étre mobiles dans les cellules vivantes

[Ligon and Steward, 2000], ce qui fait que les structures changent légérement : dans les COS-
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FiG. IV.6 : Images de neurones en fluorescence avec MitoTracker Deep Red 633
(a) et en LISNA (b). Les barres représentent 2 pm.

7, on retrouve parfois une méme mitochondrie ayant visiblement changé de forme. Dans le
cas de 'image de neurones, le grossissement étant plus important, cette mobilité est plus vi-
sible. De plus, on remarque que les structures en LISNA sont plus nettes et plus fines, ce qui
peut s’expliquer par une meilleure sélection spatiale du dispositif LISNA, dont la résolution
a été discutée précédemment (cf. I11.3.3.c, page 53), par rapport au dispositif de fluorescence
réalisé ici. De plus, il semble que le marquage des mitochondries ne soit pas homogéne, ce qui
donne des structures trés brillantes et d’autres difficilement visibles avec une méme échelle
de couleurs. Ceci peut s’expliquer par les propriétés du Mitotracker discutées plus haut (cf.
IV.1.1.d).

Malgré ces légéres variations, l'origine mitochondriale du signal LISNA observé dans les
cellules semble claire. Ce signal est par ailleurs relativement stable. Il tend cependant a dé-
croitre sur des temps caractéristiques de quelques dizaines de secondes si l'on se focalise
continuellement au méme point (mais pour l'imagerie, on ne reste que quelques millisecondes
par point). Nous avons donc cherché & mieux comprendre l'origine de signal : & quoi est-il

sensible 7 Quelle molécule ou ensemble de molécules en est responsable 7

IV.2 Recherches sur l'origine du signal

Le signal LISNA obtenu au niveau des mitochondries n’est pas le fait de molécules indivi-
duelles, comme pour la détection de nanoparticules d’or. Il s’agit plus vraisemblablement de
molécules absorbantes présentes en grand nombre dans I’ensemble du volume de détection.

Ayant montré que ce signal était spécifique aux mitochondries, nous avons essayé de
déterminer plus précisément quel type de molécule était & ’origine du signal. Pour ce faire,
nous avons collaboré avec le groupe de Francesca DE GIORGI et Frangois ICHAS, de I'Institut

Bergonié de Recherche sur le Cancer, qui s’intéressent au role des mitochondries dans le
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phénomeéne d’apoptose (cf. IV.1.1.c, page 118), et ses implications dans le développement
ou la thérapie du cancer. Nous avons ainsi réalisé une série d’expériences pouvant révéler la

source du signal.

IV.2.1 Dépendance spectrale du signal

La premiére expérience a consisté a étudier la dépendance du signal provenant des mito-
chondries avec la longueur d’onde d’excitation. En effet, de nombreuses protéines présentes
dans les mitochondries, telles que les cytochromes, ont été isolées et étudiées, et leur ré-
ponse optique est bien connue [Agalidis et al., 1999]. La plupart ont des bandes d’absorption
trés nettes dans le visible qui peuvent d’ailleurs varier selon les conditions expérimentales
[Sick and Perez-Pinzon, 1999]. Nous avons donc remplacé le laser Nd :Yag par un laser Argon
pour l'excitation. Ce dernier peut en effet étre utilisé sur différentes lignes : 458 nm, 488 nm
et 514 nm. Dans les trois cas, 'intensité au niveau de foyer de 'objectif est ajustée a une
valeur constante pour effectuer des images successives de cultures cellulaires (COS-7). Seule
une diminution d’un facteur deux entre le signal & 458 nm et aux autres longueurs d’onde a été
observée (F1G. IV.7). D’autres expériences réalisées en utilisant un laser a 560 nm ont donné
des résultats similaires, a savoir une faible sensibilité du signal LISNA des mitochondries en

fonction de la longueur d’onde.
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Signal des mitochondries (arb.)
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FiG. IV.7 : Comparaison du signal (intégré) a 458nm, 488nm et 514 nm. Inserts :
exemples d’images correspondantes.
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IV.2.2 Réponse a une dépolarisation de la membrane induite par applica-
tion de Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP)

Le Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) est un ionophore, plus exacte-
ment un protonophore : il permet le passage des ions HT & travers les deux membranes
des mitochondries. Il induit évidemment de fortes perturbations sur le fonctionnement de
celles-ci et en particulier sur la chaine respiratoire [Heytler, 1963, Goldsby and Heytler, 1963,
Cavari and Avi-Dor, 1967|. En effet, il impose AW¥,, = 0 et annule également la différence
de pH entre l'intérieur et 'extérieur de la mitochondrie. Ceci provoque une augmentation
de la respiration afin d’essayer de rétablir le gradient de protons, ainsi que l'inversion du
fonctionnement de ’ATP synthase (qui consomme alors de I’ATP pour rétablir le gradient de
protons). Tout ceci se traduit entre autres par un changement de morphologie des mitochon-
dries [Gao et al., 2001]. Dans le cas de l'utilisation du CCCP, cette dépolarisation n’est pas
fatale ; elle est méme réversible [Minamikawa et al., 1999b].

Nous avons donc testé I'effet du CCCP sur le signal LISNA provenant des mitochondries
afin de déterminer le role de AV, : le signal LISNA dépend-il de AWV, ?

Pour ce faire, nous avons imagé des cellules COS-7. Les conditions de cultures et de
préparation des échantillons sont les mémes que celles décrites précédemment (cf. 111.3.1,
page 90). Apreés une image, le milieu de culture est enlevé et remplacé par du milieu contenant
1 uM de CCCP. Les résultats sont présentés sur la figure IV.8.

FiG. IV.8 : Images de portions de cellules COS-7 avant (a,b) et aprés (c,d) ap-
plication de CCCP a 1 uM (la barre représente 10 pm). L’action du CCCP est
immédiate.

Tout d’abord, le signal ne varie pas en termes d’amplitude. Ceci signifie que le signal

LISNA des mitochondries ne dépend pas du potentiel membranaire AW,,. Par contre, on
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distingue trés clairement et instantanément le gonflement des mitochondries, ainsi qu’il a
déja été observé dans la littérature [Gao et al., 2001|. Rappelons cependant que dans notre

cas, aucun marquage n’a été employé pour réaliser de telles images.

IV.2.3 Reéponse a une perméabilisation de la membrane externe par ap-
plication de digitonine

La digitonine provoque une lyse des cellules par la formation de précipités de complexes
digitonine-cholestérol qui rendent plus perméables les membranes cellulaires. C’est un déter-
gent qui solubilise également les protéines membranaires.

Au niveau des mitochondries, on s’attend & ce qu’elle perméabilise la membrane externe
[Hoppel and Cooper, 1968, Vercesi et al., 1991], ce qui se traduit par un changement de mor-
phologie des mitochondries. A trés forte concentration, elle peut atteindre également la mem-
brane interne et perturber le fonctionnement de la chaine respiratoire [Clarkson et al., 1989].

Nous avons donc testé l'effet de la digitonine sur le signal LISNA provenant des mitochon-
dries afin de déterminer s’il était d’origine membranaire, intermembranaire ou matricielle.

Pour ce faire, nous avons imagé des cellules COS-7 préparées comme précédemment (cf.
II1.3.1, page 90). Aprés une image, le milieu de culture est enlevé et remplacé par du milieu
intracellulaire contenant 100 pM de digitonine. 11 est en effet important de tenir compte du fait
que les membranes externes de la cellules vont étre affectées : du milieu de culture standard
ne convient donc pas, il provoquerait un choc osmotique.

Les résultats sont présentés sur la figure IV.9. La digitonine provoque une rapide dimi-
nution du signal des mitochondries, en quelques minutes. On note également un gonflement
trés net des mitochondries qui prennent une forme caractéristique en anneau. Ceci semble
indiquer que le signal provient vraisemblablement d’un composé intermembranaire ou lié a la

membrane externe des mitochondries.

image suivante  —

Fic. IV.9 : Image de cellules COS-7 avant (a) et aprés (b,c) application de digi-
tonine a 100 pM (la barre représente 10 pm). L’action de la digitonine est quasi-
immeédiate ('acquisition d’une image dure environ 5 minutes).

Nous avons par ailleurs vérifié que ce protocole ne provoquait pas une perméabilisation
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de la membrane interne des mitochondries en utilisant des cellules HeLa! transfectées avec
mtGFP [Rizzuto et al., 1995]. Il s’agit d'une GFP fusionnée avec la préséquence N-terminale
de la sous unité VIII de la cytochrome ¢ oxidase qui correspond au complexe IV (en haut a
droite sur la figure IV.3). Ceci lui confére une localisation dans la matrice mitochondriale.
Apreés traitement a la digitonine (100pM), I’évolution de la distribution du signal de fluores-
cence est suivi pendant plusieurs minutes (F1G. IV.10). On constate & nouveau un gonflement
des mitochondries, qui prennent une forme circulaire, mais le signal reste localisé : la protéine
fluorescente n’est pas relarguée, ce qui signifie que l'intégrité de la membrane interne des

mitochondries a été conservée.

Fi1G. IV.10 : Image de cellules HeLa marquées au moyen d’une protéine matricielle-
GFP avant puis a différents instants aprés application de digitonine & 100 pM.

IV.2.4 Influence de différents protocoles de fixation cellulaire

Nous avons étudié I'influence de trois protocoles de fixation des cellules COS-7 sur le signal

provenant des mitochondries : fixation au paraformaldéhyde, au méthanol et a ’acétone.

1 s’agit d’une lignée cellulaire cancéreuse également largement utilisée en recherche médicale. Ces cellules
proviennent d’un prélévement effectué sur une patiente atteinte d’un cancer du col de 'utérus et décédée en
1951, Henrietta Lacks.
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Fixation au paraformaldéhyde

Les cellules sont retirées du milieu de culture et rincées a deux reprises dans du PBS
avant d’étre incubées pendant 15 minutes dans du paraformaldéhyde a 3% (dans du PBS),
a température ambiante. Elles sont ensuite a nouveau rincées trois fois dans du PBS avant

d’étre montées entre lame et lamelle avec une goutte de Mowiol (un poly-vynyl-alcool).

Fization au méthanol ou a l’acétone

Le méthanol est maintenu -18°C avant utilisation. Les cellules sont retirées du milieu
de culture et rincées a deux reprises dans du PBS. Elles sont ensuite incubées pendant 10
minutes dans du méthanol froid, sur de la glace. Elles sont ensuite rincées trois fois dans du
PBS avant d’étre observées (toujours dans du PBS). Le protocole est exactement le méme

pour la fixation a 'acétone.

Aucun des trois protocoles n’a fait disparaitre le signal LISNA provenant des mitochon-
dries. Seule une diminution de 30 a 50% a pu étre noté pour les fixations a ’acétone et au
méthanol dans certains cas. Cependant, dans ces expériences, il n’est pas possible d’effectuer
des images avant et aprés traitement sur les mémes cellules, et que le signal est relativement
variable d’une cellule a 'autre, ce qui rend difficile ’évaluation de cette diminution.

Les protocoles de fixation au méthanol et a I’acétone étant connus pour éliminer la plupart
(80 a 90%) des phospholipides [DiDonato and Brasaemle, 2003|, nous en avons conclu que
ceux-ci n’étaient pas a l'origine du signal observé. De plus, le fait que le signal demeure post
mortem prouve qu'il n’est pas lié au fonctionnement de la cellule (il n’est notamment pas
ATP-dépendant). Ceci confirme les résultats obtenus par exemple lors de I'application de

CCCP. C’est un signal d’origine purement structurale.

IV.2.5 Un candidat potentiel : le cytochrome c

Parmi les nombreuses protéines intermembranaires, le cytochrome ¢ est connu pour son
role dans la chaine respiratoire et dans le phénoméne d’apoptose. Cette petite protéine héme
(qui contient un atome de fer) présente également des propriétés optiques caractéristiques.
En particulier, elle présente plusieurs bandes d’absorption relativement importantes dans le
spectre visible, dont une vers 530 nm et une vers 550 nm [Agalidis et al., 1999]. Nous avons
donc vu dans cette molécule une source potentielle de signal LISNA. De plus, certains auteurs
ont attribué a cette molécule le signal détecté dans des expériences de lentille thermique sur
des cellules |Tamaki et al., 2002].

Afin de valider ou d’infirmer cette hypothése, nous avons réalisé une expérience dans
laquelle I'apoptose de cellules est provoquée artificiellement tandis que le cytochrome c est
marqué en immunofluorescence. L’apoptose est induite sur des cellules HeLa au moyen de
staurosporine |Bertrand et al., 1994] & 1 uM. Lors de "apoptose, nous avons vu que le cyto-

chrome c est relargué dans le cytosol. L’expérience est réalisée en présence de zVAD (50 pM),
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un inhibiteur de caspases. Ce dernier a pour but de conserver la morphologie des cellules
aprés le relargage du cytochrome ¢ qui active normalement les caspases.

Apreés quelques heures (6 & 8) nécessaires au déclenchement de I’apoptose dans un nombre
raisonnable de cellules (ce processus est variable d’une cellule a I'autre), ’échantillon est fixé
comme précédemment au formaldéhyde (10 minutes a 4%), les cellules sont perméabilisées
lors d’une incubation de 5 minutes dans une solution de triton a 0.5%. Aprés une incubation
de 30 minutes en gélatine 0.2% - PBS 1X afin de saturer les sites aspécifiques, les lamelles sont
mises en contact avec les anticorps primaires spécifiques du cytochrome ¢ (Anti-cytochrome
¢ mouse mAb, 1/200; BDbiosciences) pendant 12 & 15 heures a 4°C. Puis les lamelles, rincées
une fois 5 minutes en gélatine 0.2% - PBS 1X et trois fois 5 minutes en PBS 1X sont incubées
avec un anticorps secondaire couplé a une molécule fluorescente (Alexa Fluor 488 goat anti
souris IgG, Molecular Probes) pendant 1 heure & température ambiante et a ’abri de lumiére.
Aprés un dernier ringage, les lamelles sont montées & ’envers sur des lames de microscope
dans du glycérol & 90%. Nous avons ensuite réalisé des images en fluorescence confocale (en
utilisant un laser Argon & 488 nm focalisa sur I’échantillon, la fluorescence étant collectée sur
une photodiode & avalanche & travers un filtre HQ 525/50) ainsi que des images en LISNA
superposables, sur différentes zones de I’échantillon.

Les images de fluorescence montrent clairement deux types de cellules (F1G. IV.11(a,c,e)).
Certaines présentent un signal trés structuré qui correspond au cytochrome c encore concentré
dans les mitochondries : ces cellules ne sont pas encore entrées en phase d’apoptose. D’autres
au contraire présentent un signal trés diffus correspondant au cytochrome c relargué.

Les images obtenues en LISNA par contre montrent systématiquement un signal relative-
ment structuré, y compris dans les cellules ou le cytochrome c a été relargué (méme si 'on
remarque qu'il est légérement moins intense dans certains cas, F1G. IV.11(b,d,f)). Ces résul-
tats montrent que le cytochrome ¢ n’est pas la principale source sur signal photothermique,
contrairement & ce qui est généralement admis dans la littérature [Tamaki et al., 2002]. S’il
participe au signal, il n’est certainement que 'une des sources. De plus, le cytochrome ¢ n’est
pas la seule protéine relarguée lors de cette phase de I’apoptose : c’est donc tout un ensemble

de protéines qui semble exclu au vu de ces résultats.

IV.3 Conclusion du Chapitre IV

Nous avons vu dans ce Chapitre que la technique LISNA pouvait étre utilisée pour détecter
sans marquage les mitochondries sur des cellules (COS-7, HeLa, neurones) vivantes ou fixées.
Nous avons exploré plusieurs pistes afin de déterminer plus précisément ’origine de ce signal.
Nous avons montré que les phospholipides ne constituaient pas une source de signal, que si la
digitonine permettaient de réduire le signal, elle ne perméabilisait pas la membrane interne,
ce qui montre que les protéines matricielles sont vraisemblablement hors de cause. Enfin,
lors de ’apoptose déclenchée par la staurosporine, le relargage du cytochrome ¢ n’a que peu

d’influence sur la localisation mitochondriale du signal LISNA. Nous sommes donc amenés a
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Fic. IV.11 : Image de cellules HeLa fixées aprés induction de I’apoptose par trai-
tement a la staurosporine (la barre représente 10 pm). Le cytochrome ¢, marqué en
fluorescence (a,c,e), est encore localisé dans les mitochondries pour la plupart des
cellules, mais parfois diffus dans le cytosol dans le cas des cellules pour lesquelles
I'apoptose s’est enclenchée. Le signal LISNA (b,d,f) reste quand a lui trés structuré
au niveau des mitochondries.

penser que ce signal est en réalité di, de maniére peu spécifique, & un ensemble de protéines
présents au voisinage des membranes mitochondriales.
Cette étude a également permis de mieux caractériser cette source de fond présente dans

les cellules afin de pouvoir la distinguer aisément des nanoparticules d’or utilisées pour les
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suivis de protéines membranaires (en termes de localisation, d’intensité, de stabilité et de
morphologie). Afin de limiter ce signal dans ce cas, il serait intéressant d’étudier plus largement
la dépendance spectrale de ce signal. Il serait par exemple intéressant d’utiliser une excitation
dans le proche infrarouge : si le signal des nanoparticules d’or décroit fortement, celui des
mitochondries pourrait décroitre plus rapidement, et il serait alors possible d’utiliser de forte
intensités laser.

Compte tenu de sa trés bonne résolution (de type confocal, plus précisément liée au
recouvrement des deux faisceaux utilisés), cette technique permet par contre de localiser les
mitochondries et d’observer les changements de morphologie de ces derniéres lors de traitement
pharmacologiques tels que ’application de CCCP. 1l serait intéressant d’étendre cette étude au
cas de tissus cellulaires épais. En effet, plusieurs maladies telles que certaines myopathies sont
d’origine mitochondriale et se caractérisent parfois par une morphologie ou une concentration
anormale des mitochondries. Une technique de diagnostic ne nécessitant pas de marquage

pourrait donc s’avérer utile & plus long terme.
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Chapitre V

Spectroscopie de Corrélation
d’Absorption

ous avons vu au Chapitre III que la méthode SNaPT permettait de suivre des nanopar-
N ticules d’or de 5 nm et d’en déduire les caractéristiques de leur diffusion propre ou de
celle des protéines membranaires auxquelles elles sont couplées, et ce jusqu’a des constantes
de diffusion de I'ordre de 0.2 pm?/s.

Afin d’obtenir des informations sur des objets plus rapides, nous avons développé une
méthode alternative que nous allons décrire dans ce Chapitre. Toujours basée sur la détec-
tion LISNA, elle s’appuie sur ’étude des fluctuations de signal photothermique lorsque des
objets absorbants, tels que des nanoparticules d’or, traversent le volume de détection. Cette
technique, que nous avons appelée Spectroscopie de Corrélation d’Absorption (ACS, pour
Absorption Correlation Spectroscopy), est analogue de la Spectroscopie de Corrélation de
Fluorescence (FCS, pour Fluorescence Correlation Spectroscopy), dans laquelle on analyse les

fluctuations de signal de fluorescence issues d’un volume de détection confocal.

V.1 Principe et théorie de la Spectroscopie de Corrélation d’Ab-

sorption

V.1.1 Spectroscopie de Corrélation de Fluorescence (FCS)

La FCS (Fluorescence Correlation Spectroscpy) a été inventée au début des années 70
[Elson and Magde, 1974, Magde et al., 1972, Magde et al., 1974]. Elle repose sur ’analyse des
fluctuations de signal de fluorescence en provenance d’un volume de détection bien défini
lorsque les fluorophores (libres ou couplés a des protéines) diffusent au travers de ce volume
de détection.

Cette technique a été tout d’abord utilisée pour étudier la diffusion de molécules et des
cinétiques de réaction ou d’agrégation [Schwille et al., 1996]. Depuis les années 90, cette mé-

thode a été largement utilisée pour des applications en biologie pour observer des dynamiques

131
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moléculaires sur des cellules vivantes [Bacia et al., 2006, Schwille et al., 1999]
[Schwille and Haustein, 2004]. A titre d’exemples, la FCS a permis d’observer des lois de
diffusion anormales dans le mouvement de lipides et de protéines membranaires dues a la
structure en microdomaines de la membrane cellulaire [Wawrezinieck et al., 2005], ou bien la
dynamique et 'agrégation de complexes de protéines durant les différentes phases de la mi-
tose |[Wang et al., 2006|. De nombreuses alternatives ont été développées, comme 'utilisation
de deux couleurs de fluorophores : des mesures de corrélations croisées permettent alors de

quantifier des dynamiques moléculaires [Li et al., 2004].

I[’ACS, que nous allons décrire dans la suite est tout & fait analogue & la FCS, mais en
étant basée sur I’absorption des nanoparticules d’or. La théorie de la FCS, largement décrite

dans la littérature, va donc servir de base pour décrire celle de I’ACS.

V.1.2 Volume de détection

Le volume de détection de la technique LISNA est de type confocal. Il peut étre représenté

par un ellipsoide de révolution avec un profil d’intensité gaussien & 3D :

2 ((x — :160)2 + (y — 3/0)2> B 2(z— Zo)2

2 2
Wiy w2

W(r) = Wpexp (V.1)

Il correspond au profil de signal mesuré pour des nanoparticules immobiles, lequel a été
mesuré en imageant en 3D des nanoparticules piégées dans un gel d’agarose (cf. 11.3.3.c,
page 53). On en a déduit la résolution transverse w,, = 310 & 3 nm, et le rapport d’aspect
(= wy/wyy = 8.4+ 1.0.

V.1.3 Fluctuations de signal et fonction d’autocorrélation

Lorsque 1'on observe une solution contenant des nanoparticules en solution avec le micro-
scope LISNA, on détecte des fluctuations trés nettes de signal dues au passage de nanoparti-

cules diffusant librement dans la solution et traversant le volume de détection.
On peut analyser ces données en déterminant le temps caractéristique de ces fluctuations.

Pour ce faire, on utilise la fonction d’autocorrélation du signal qui mesure les similitudes entre

le signal S & un instant donné et ce méme signal décalé dans le temps d’un délai 7 :

Giry = BSWISEL D) (SOSE+7) v2)

(5(1))" (5(1))*

ou ( ) correspond a la moyenne temporelle sur ’ensemble de 1'acquisition :
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Fic. V.1 : (a) Schéma de principe de ’ACS : le passage d’une nanoparticule pro-
voque un pic de signal dont la durée est caractéristique du mouvement de la na-
noparticule . (b) Exemple de traces temporelles obtenues (nanoparticules de 10 nm
dans glycérol a 80%). Les événements individuels sont clairement identifiables.

et §5(t) aux fluctuations de signal par rapport a la moyenne :
0S(t) = S(t) — (S(t)) (V.4)

Aux temps courts, cette fonction tend vers une valeur non nulle pour 7 — 0. Reste alors un
facteur (65(t)?) /(S (t))? auquel on peut donner une interprétation physique dans certains cas,
comme nous le verrons dans la suite. Lorsque 7 augmente et atteint le temps caractéristique
du systéme, elle décroit rapidement : a ces échelles de temps, le signal commence & perdre
sa corrélation. Aux temps longs, elle tend théoriquement vers 0 '. La figure V.2 donne un
exemple de courbe expérimentale obtenue aprés soustraction du bruit et normalisation de

I’amplitude a 1.

'En pratique, du fait de la durée finie de I’acquisition, elle vaut strictement 0 pour 7 plus grand que la
durée d’acquisition, mais peut présenter un palier aux temps longs qui n’est qu’'un artefact lié au bruit. En
effet, si le bruit de fond n’est pas de moyenne nulle, il existe une corrélation dans le signal a toutes les échelles
de temps, du moins pendant la durée de 'acquisition. On veillera donc dans la mesure du possible & soustraire
la moyenne du bruit de fond avant de calculer la fonction d’autocorrélation d’un signal.
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FiG. V.2 : Exemple de courbe d’autocorrélation expérimentale obtenue par ACS
(nanoparticules de 10 nm dans glycérol a 80%) aprés soustraction du bruit et nor-
malisation de 'amplitude a 1.

V.1.4 Fonction d’autocorrélation théorique dans le cas d’un mouvement

brownien
V.1.4.a Rappels sur le mouvement brownien

Une particule en suspension dans un fluide est soumise & un mouvement aléatoire appelé
mouvement brownien, qui peut étre décrit par I’équation de LANGEVIN qui fait intervenir les
deux types d’interactions de la particule avec le fluide :

— un frottement hydrodynamique (pour une particule sphérique de rayon a et de vitesse v

dans un solvant de viscosité 7, a faible nombre de REYNOLDS, celle-ci s’écrit —6mnav)

— une force aléatoire qui décrit les "chocs" des molécules du solvant avec la particule.

La premiére de ces forces est bien connue. Notons simplement que pour un objet non
sphérique, on utilisera a la place du rayon a le rayon hydrodynamique ag?. La seconde en
revanche est assez délicate & modéliser. On considére généralement que c’est une force to-
talement aléatoire, non corrélée. Si la particule est & 1’équilibre thermique avec le solvant &
la température T, on peut montrer que cette force aléatoire est liée & la température. Le

mouvement brownien étant intrinséquement lié a I’agitation thermique, il est donc caractérisé

par des énergies de 'ordre de kgT.

2Celui-ci correspond évidemment au rayon lui-méme dans le cas d’un objet sphérique, sinon c’est une
grandeur caractéristique définie justement & partir de la force de frottement, de maniére & pouvoir toujours
écrire celle-ci sous la forme —6mnagv. A titre d’exemple, pour un dimére constitué de 2 particules de rayon
a accolées, on a ay ~ 1.38a [Bloomfield, 2002]
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On peut montrer que le mouvement d’une particule brownienne est un mouvement de dif-

fusion, caractérisé par une constante de diffusion D qui s’écrit selon I'expression d’EINSTEIN :

k
p= ksl
6mna

(V.5)

Cette équation traduit bien le fait que le mouvement brownien résulte d’une compétition
entre I'agitation thermique, moteur de la diffusion, et les frottements, qui tendent & réduire

la constante de diffusion.

V.1.4.b Calcul de la fonction d’autocorrélation

Le calcul de la fonction d’autocorrélation dans le cas d’'un mouvement brownien et d’un
volume de détection comme celui décrit ici a été largement détaillé dans le cadre de la FCS
[Aragon and Pecora, 1976, Schwille and Haustein, 2004].

Les fluctuations de signal photothermique sont dues aux fluctuations 6C(r, t) de la concen-

tration en nanoparticules C(r,t), et 'on peut alors écrire :
5S(t) = K / W (r)sC (r,t)d°r (V.6)
\%4

K regroupe tous les facteurs d’intensité et d’efficacité d’excitation, d’efficacité de collection,
d’amplification du signal et de section efficace d’absorption des objets étudiés. Tous ces para-
métres, qui ont été envisagés dans le calcul du signal photothermique (cf. I1.3.4, page 53), sont
considérés comme constants. Seule la variation spatiale du signal nous intéresse ici. Elle est
contenue dans la fonction W (r) qui correspond au profil du volume de détection. La fonction

d’autocorrélation G(7) s’écrit alors :

_ [ WEW (') (8C(r, )dC(r', t + 7)) dPrd’x’

G(7) 5
(f W(r)(C(r,t)) d°r)

(V.7)

o () correspond & la moyenne temporelle. L’origine des temps n’ayant pas de role ici, on

peut réécrire cette équation sous la forme :

_ [ WE)W (') (6C(r,0)5C(x', 7)) d*rd’r’

G(T) 2
((C) J W (r)dr)

(V.8)

De plus, pour des objets qui diffusent selon un mouvement brownien & 3D, on peut montrer

que l'autocorrélation des fluctuations de concentration s’écrit :

' _r 2
<6C’(r, 0)5C(r/,7-)> = (C) Wexp (—(ZDT)> (V.9)

Elle correspond, & un facteur multiplicatif prés, a la probabilité de trouver une particule en r’

a linstant ¢ = 7 sachant qu’elle était en r & t = 0. C’est la fonction de GREEN de 1’équation
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de diffusion, c’est-a-dire sa réponse impulsionnelle. On pose alors :

,w2

=2 1
™= (V.10)

T 3I' 2
RIS

qui représentent respectivement le temps caractéristique de diffusion d’un objet de constante

Ver

D pour explorer une surface de taille w,, et le volume effectif de détection.

Le calcul de la fonction d’autocorrélation donne alors :

1 1 1
(C)Veryr L+ 7/7D) \/1+7/(C?7p)

G(r) = (V.12)

On note tout d’abord que la valeur de la fonction de corrélation & 0 correspond & l'inverse
du nombre moyen (N) de particules détectées dans le volume effectif. Par ailleurs, on constate
que cette fonction contient deux contributions : la premiére a pour temps caractéristique 7p et
correspond & la diffusion 2D dans le plan horizontal. La seconde a pour temps caractéristique
C%rp, ou ¢ = w,/ Wgy est le rapport d’aspect du volume de détection. Elle peut étre négligée
dans le cas ot (2 > 1, lorsque les fluctuations du signal sont principalement dues au passage
transverse des nanoparticules dans le volume de détection [Rigler et al., 1993]. La fonction
G(7) s’écrit alors simplement : , ,

G(r) = M 1+7/m0 (V.13)

V.2 Mesures du mouvement brownien de nanoparticules d’or

dans des mélanges eau/glycérol

V.2.1 Systémes étudiés

Nous avons réalisé une série d’expériences sur des systémes modéles constitués de nanopar-
ticules d’or de différentes tailles dans des mélanges eau/glycérol de viscosités variables. Dans
ce cas, la constante de diffusion étant directement donnée par la relation d’EINSTEIN (Eqn
(V.5)) et les dimensions du volume de détection ayant été mesurées, le temps caractéristique
attendu est théoriquement connu.

Les nanoparticules employées sont des produits commerciaux distribués par Sigma-Aldrich
(nanoparticules de 5, 10 et 20 nm de diamétre nominal d,, moyen) et sont issues de réactions
de réduction d’or IV (HAuCly) par une solution de citrate ou de borohydrure de sodium. Ces
solutions ont été calibrées en microscopie électronique en transmission afin de déterminer les
tailles moyennes et polydispersités réelles des nanoparticules utilisées (TAB. V.1).

Quatre mélanges eau/glycérol ont été utilisés comme solvants de viscosités différentes :
eau pure, 60%, 80% et 95% de glycérol (en masse). Les viscosités des solutions IT a IV ont

été mesurées sur un viscosimétre de COUETTE a 22°C.
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Solution # | dy, (nm) | (d)ppy, (nm)
1 5 4.8+1.0
2 10 9.2+1.0
3 20 20.2+1.2

TAB. V.1 : Moyenne et distribution en taille des nanoparticules d’or utilisées,
mesurées par TEM.

Solvant # | % glycérol (w/w) | n (mPa.s)
I 0% 1.0+0.2

II 60% 11.5+2.3

III 80% 371474

v 95% 530 + 106

TAB. V.2 : Viscosité des solvants utilisés, mesurées au rhéométre (II & IV unique-
ment).

V.2.2 Dispositif expérimental et analyse des données

Pour chaque solution, un échantillon de 70 puL est déposé entre deux lamelles de micro-
scope. Le porte-échantillon est placé sur le microscope LISNA utilisé en configuration trans-
mission, les lasers étant focalisés quelques microns au-dessus de la lamelle du bas. On observe
alors des fluctuations de signal. Dix mesures en moyenne de 10 points sont effectuées succes-
sivement. Le temps d’intégration (de l'ordre de la centaine de ps) et la puissance d’excitation
(quelques centaines de kW /cm?) sont adaptés de maniére & conserver un rapport signal &
bruit équivalent (typiquement 30) malgré les différentes tailles de nanoparticules employées.
Le temps d’intégration (5 ps & 1 ms) de la détection synchrone est choisi systématiquement
supérieur d’un ordre de grandeur au temps caractéristique attendu (autrement ce temps de
moyennage apparait dans la fonction de corrélation). La encore, la perte de signal a bruit
dans le cas des objets les plus rapides, donc avec les temps d’intégration les plus courts, est
compensée en jouant sur la puissance d’excitation. Enfin, la fréquence d’acquisition (100 kHz
a 1 kHz) est choisie de maniére a ce que le temps entre deux points de mesure soit au moins
égal au temps d’intégration de la détection synchrone et un ordre de grandeur au moins plus
court que le temps caractéristique attendu. La température de la piéce est maintenue & 22°C
afin d’éviter les variations de viscosité.

Pour chaque acquisition, la fonction d’autocorrélation est calculée et ajustée avec la fonc-
tion de I’équation (V.13) (on néglige la contribution en de la diffusion selon l'axe vertical
car (2 > 1), avec 2 paramétres variables : le temps caractéristique et ’'amplitude. Le temps
retenu est la moyenne des temps obtenus sur les différentes acquisitions.

La figure V.3 montre 3 exemples de fonctions d’autocorrélation obtenues pour des tailles
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de nanoparticules et des viscosités différentes.

Corrélation

1E-5 1E-4 1E-3 0.01 0.1 1 10 100
Temps de délai t (s)

Fic. V.3 : Exemples de fonctions d’autocorrélation (normalisées & 1) pour des
tailles de nanoparticules et des solvants différents : (M) 5 nm dans eau pure; (A)
5 nm dans 60% glycérol; (e) 20 nm dans 95% glycérol. (- -) Interpolations par la
fonction de I’équation (V.13).

V.2.3 Temps caractéristiques mesurés pour les différentes solutions

D’aprés I'expression vue précédemment (cf. V.1, page 131), le temps caractéristique de la
fonction d’autocorrélation doit étre proportionnel & na, ot 1 est la viscosité du solvant et a
le rayon de la nanoparticule :

6mw?

Tp = Yna avec y = 4/*1333;! (V.14)

La figure V.4 montre ’ensemble des points expérimentaux, pour toutes les viscosités et
tous les diamétres. Le temps caractéristique mesuré est tracé en fonction du produit na.
L’ensemble des points est interpolé par une fonction linéaire qui donne ez, = 0.974+0.01 108
m?2.J7!. On note un trés bon accord entre les données expérimentales et la droite calculée
pour v, = 1.13 x 108 m?.J7!, sans le moindre paramétre ajustable, et ce sur une trés large
gamme d’échelles de temps (0.3 & 800 ms), et donc de constantes de diffusion (100 a 0.03
nm?/s).

Ces bornes ne sont cependant pas absolues. La limite aux temps courts est simplement

liée au temps d’intégration du signal qui fixe le rapport signal & bruit. Elle pourrait étre
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repoussée en utilisant des nanoparticules plus grosses, le signal étant proportionnel a a®. Pour
les petites nanoparticules, il faudrait utiliser des puissances d’excitation plus importantes.
Aux temps longs, c’est la durée de l’acquisition (qui doit étre de 2 & 3 ordres de grandeur plus
longue que le temps caractéristique) qui constitue la seule limite car aucun phénoméne du type

photoblanchiment n’empéche l'observation de dynamiques trés lentes (cf. V.1.1, page 131).
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F1G. V.4 : Temps caractéristique de la fonction d’autocorrélation obtenue pour des
nanoparticules de 5 nm, 10 nm et 20 nm dans des mélanges eau-glycérol a (o) 0%,
() 60%, (V) 80% et (#) 95%. (---) Ajustement linéaire : ez = 0.97 £ 0.01 x 108
m2.J7%. (- -) Valeurs théoriques pour 73, = 1.13 x 10® m2.J~! (sans paramétre
ajustable).

V.2.4 Simulations sur l’effet de la polydispersité

Nous avons voulu tester par une simulation numérique I'influence de la distribution en
taille des nanoparticules sur le temps caractéristique mesuré. En effet, comme dans le cadre
de la FCS, si plusieurs espéces {i}1 , sont présentes en solution, avec des concentrations (C;),
des temps caractéristiques de diffusion 7p ; et des sections efficaces d’absorption o; différentes,
on peut montrer, par analogie avec le cas de la FCS, que la fonction d’autocorrélation qui en
résulte s’écrit [Schwille and Haustein, 2004] :

1 > in10i(Ci) Mi(7)
(V.15)
Vert (o)
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avec M;(T) = ﬁ

Dans le cas des nanoparticules d’or en solution de rayon le temps caractéristique est
proportionnel au rayon (7p; o< a;) et la section efficace au cube du rayon (o; o a3).

Nous avons donc simulé une série de mesures dans lesquelles N = 1000 valeurs sont
tirées au sort dans la distribution de taille des nanoparticules, laquelle est gaussienne, de
moyenne (a) et de largeur da/ (a) ~ 10%. La fonction d’autocorrélation globale est calculée par
I'équation (V.15) (avec toutes les (C;) égales a 1). C’est donc la somme pondérées de plusieurs
fonctions de corrélations avec des temps caractéristiques différents. Aprés avoir ajouté un
bruit blanc d’amplitude variable, la fonction globale est ajustée avec la fonction utilisée pour

analyser les résultats, c’est-a-dire avec un seul temps caractéristique (Eqn (V.13)).

Largeur distribution rayon
0% | 1% | 2% | 5% | 10% | 20% | 30%
107* | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.01 | 1.05 | 1.20 | 13.6
1072 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.01 | 1.06 | 1.19 | 13.8
1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.01 | 1.05 | 1.19 | 14.0
0.1 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.01 | 1.06 | 1.19 | 14.0
0.5 | 1.00 | 1.00 | 1.01 | 1.01 | 1.06 | 1.18 | 14.0

Bruit (u. arb.)
S
o
—_

TAB. V.3 : Temps caractéristique obtenu (pour un temps correspondant a (a) égal
a 1) en fonction du bruit (dans les expériences réalisées, il correspond typiquement
a 0.01) et de la distribution en taille des nanoparticules (typiquement 10% dans nos
expériences).

Les résultats (TAB. V.3) montrent que quel que soit le bruit, le temps caractéristique global
était légérement surestimé par rapport au temps moyen (correspondant a la taille moyenne
des particules) lorsque la largeur de la distribution dépasse 5%. Cet effet systématique est
cohérent avec le fait que les particules les plus grosses donnent un temps plus long tout en
contribuant de maniére significativement plus importante & la fonction résultante. Dans les
conditions d’expérience usuelles, on surestime donc systématiquement le temps caractéristique
d’environ 5%. Ceci reste inférieur aux incertitudes expérimentales (typiquement 10 & 20%,
dues essentiellement & la mesure de la viscosité). De plus, dans toute la suite, nous verrons
des mesures relatives de taille, pour lesquelles ces effets se compensent. Nous avons donc jugé

que cet effet pouvait étre négligé dans nos résultats.

V.3 Application a la mesure de taille de nanoparticules fonc-

tionnalisées

La technique ACS mesure un temps caractéristique qui dans le cas d’une diffusion brow-

nienne est proportionnel au diamétre moyen des nanoparticules en solution (Eqn (V.14)). Si
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tous les autres paramétres sont connus, on peut donc utiliser cette méthode pour mesurer le
rayon hydrodynamique de différentes nanoparticules, par exemple couplées & des anticorps.
Ce type de mesure revét une grande importance afin de connaitre I’encombrement potentiel
dt au marqueur dans le cas d’expériences en milieu confiné (cf. II1.1, page 81).

Le plus simple pour effectuer ce genre de mesure avec le moins d’incertitudes possible est
d’effectuer une expérience de référence avec des nanoparticules de diamétre connu (mesuré par
exemple en microscopie électronique) et d’utiliser ensuite exactement les mémes conditions
(solvant, température,...) pour déduire la taille d’autres nanoparticules a partir du rapport

des temps mesurés.

V.3.1 Mesures par ACS

Nous avons utilisé comme références des nanoparticules commerciales distribuées par
Sigma-Aldrich (cf. V.2.1, page 136). Puis des mesures ont été faites pour d’autres nano-
particules commerciales, couplées ou non :

— nanoparticules de 5 nm et 10 nm de diamétre couplées & des anticorps de chévre anti-

souris (IgG, BBInternational)

— nanoparticules de 5 nm et 10 nm de diamétre couplées a des fragments Fab’2 d’anticorps
de chévre anti-souris (Fab’2, BBInternational)

— nanoparticules de 7.5 nm de diamétre non couplées (BBInternational)?

— ces mémes nanoparticules de 7.5 nm (BBInternational) recouvertes d’une courte sé-
quence peptidique (CALNN, préparées par L. DUCHESNE selon |Lévy et al., 2004, cf.
I1.5.2, page 76)

— nanoparticules de 5 nm (BBInternational) recouvertes de la méme séquence peptidique
(CALNN)

Toutes les expériences ont été réalisées dans une solution de glycérol a 80% (en masse),
afin simplement de ralentir la dynamique des nanoparticules et de pouvoir utiliser des temps
d’intégration plus longs.

Le tableau V.4 récapitule les tailles moyennes mesurées en microscopie électronique pour
des nanoparticules de 5 nm et 10 nm distribuées par Sigma-Aldrich, qui servent ici de référence,
et les tailles mesurées par ACS pour les autres nanoparticules étudiées.

Avec les anticorps complets (IgG), des variations de taille de 5.2 nm et 7.5 nm ont été
mesurées respectivement pour des nanoparticules de 5 nm et 10 nm de diamétre, tandis que
que couplées & des fragments Fab’2, les deux types de nanoparticules voient leur diamétre
augmenter de maniére similaire (4.3 nm et 4.8 nm respectivement). Ces mesures sont systéma-
tiquement significativement plus importantes que les incertitudes. De plus, ces augmentations
de diamétre sont compatibles avec les tailles attendues pour les protéines couplées correspon-

dantes. On note cependant qu’en considérant des tailles respectives d’environ 14 x 14 x 5 nm

3Ces nanoparticules sont des nanoparticules de 10 nm selon le fournisseur mais les mesures en ACS ont
donné un diamétre moyen de 7.5 nm. Cette valeur a été confirmé a posteriori par des mesures de distribution
de signal LISNA comme expliqué au I1.3.4.d, page 59
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Echantillon Diamétre moyen | Echantillon testé | Diamétre hydrodynamique
de référence en ME (nm) dpg = 2a (nm)
5 nm (Sigma-Aldrich) 4.8 (ME) 5 nm IgG 10.0 £ 2.4
5 nm Fab’2 91+£19
5 nm CALNN 6.3 +£1.5
10 nm (Sigma-Aldrich) 9.2 (ME) 10 nm IgG 16.7 £ 2.7
10 nm Fab’2 13.0+£34
7.5 nm (BBI) 75+0.8
7.5 nm CALNN 8.8£0.9

TAB. V.4 : Diamétre hydrodynamique de quelques nanoparticules couplées, mesuré
par microscopie électronique (ME pour les deux références, et par ACS pour les
autres)

et 14 x 7 x 5 nm pour celles-ci (d’aprés leur structure cristallographique, [Harris et al., 1997]),
il semble que les nanoparticules ne sont certainement pas complétement recouvertes de pro-
téines mais plus vraisemblablement couplées & quelques anticorps ou fragments. De plus, on
n’oubliera pas que 'on a mesuré ici des rayons hydrodynamiques qui, pour des objets non
sphériques, correspondent simplement & une taille caractéristique et pas forcément & 'une des
dimensions réelles de 'objet. Enfin, on constate ici que pour des applications ou I’encombre-
ment stérique (et donc le rayon hydrodynamique) est un facteur déterminant, comme dans la
problématique évoquée au Chapitre III, il n’est pas nécessairement intéressant de chercher &
réduire systématiquement la taille de la nanoparticule car la contribution de la protéine finit
par dominer tandis que le signal LISNA décroit assez rapidement.

En ce qui concerne les nanoparticules recouvertes de CALNN, nous avons mesuré une
augmentation du diamétre hydrodynamique de =~ 1.5 nm pour des nanoparticules de 5 nm
et de = 1.3 nm pour celles de 7.5 nm. Ces mesures sont également significativement plus
importantes que les incertitudes. La figure V.5 montre les courbes d’autocorrélation obtenues
pour des nanoparticules de 7.5 nm de diamétre et les mémes nanoparticules aprés les avoir
recouvertes du peptide CALNN. Cette augmentation du diamétre est parfaitement compatible
avec la taille que l'on peut estimer pour un tel peptide (~ 0.15 nm par acide aminé, soit au

total 1.5 nm de plus sur le diamétre).
V.3.2 Comparaison avec la diffusion de la lumiére (DLS)

V.3.2.a Principe et applications de la DLS

La DLS (Dynamic Light Scattering) est une méthode optique couramment utilisée pour
des mesures de taille & 1’échelle nanométrique (nanoparticules, microémulsions, protéines. . .).
Elle s’appuie sur le fait que le temps caractéristique de corrélation 7prg de l'intensité lumi-

neuse diffusée par 1’échantillon est lié au coefficient de diffusion (spatiale) D des particules
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Fic. V.5 : Fonctions de corrélation expérimentales : ( ) nanoparticules non

couplées (d = 7.5+0.8 nm) ; (e-e) les mémes nanoparticules recouvertes du peptide
CALNN (d = 8.8 £0.9 nm).

en suspension, lequel est li¢, via la relation d’EINSTEIN (cf. Eqn (V.5)) que nous avons vue,
au rayon a de ces particules. On parle de diffusion simple (par opposition a la technique de
diffusion multiple, employée pour étudier des systémes plus denses) lorsque la suspension est
suffisamment diluée pour considérer que, statistiquement, la lumiére n’est diffusée que par

une seule particule avant de sortir.

Un faisceau laser est utilisé pour éclairer ’échantillon, & intensité constante. Celui-ci dif-
fuse la lumiére qui est collectée sous un angle 6 par rapport au faisceau incident au moyen
d’un photomultiplicateur ou d’une photodiode & avalanche. Le signal est traité par ordina-
teur pour déterminer la fonction d’autocorrélation des fluctuations de l'intensité qui s’écrit
[Berne and Pecora, 1976, Weitz and Pine, 1993] :

(I(1)1(0)) 2
92(7) = Tar =1+ 8|g1(7)] (V.16)
ou [ est un coefficient dépendant du systéme optique et g;(7) la fonction d’autocorrélation
du champ électrique :
(E(T)E(0))

g1(1) = W (V.17)

On peut alors, dans le cadre de la diffusion simple, écrire g;(7) sous la forme :

—

g1(1) = <exp [fuf- AT(T)}> A exp [qu <AT2(T)> /6} (V.18)
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Dans cette expression, Ar = r(;')fr(_f)) est le déplacement d’une particule, § = ky—k; est la
différence des vecteurs d’onde diffusé et incident (¢ = ||| = %52 sin(6/2)), et I'approximation
revient & considérer que Ar est une variable gaussienne.

Si les particules sont animées d’un mouvement brownien a 3D de constante D, on peut
écrire que (Ar?(7)) = 6D7 et donc :

g1(1) = exp(—quT) (V.19)

De plus, la relation d’EINSTEIN permet de déterminer D :

kT
~ 6mna

D (V.20)

ol 1 est la viscosité du milieu et kT 1’énergie thermique.
On en déduit enfin le rayon hydrodynamique des particules qui s’écrit, en fonction du

temps caractéristique de décroissance Tppg de go(7) :

kpT [422 sin(0/2)]?
67N

a=2Tprs (V.21)

Notons que si 'analyse des données en DLS s’appuie sur ’étude de la fonction d’autocor-
rélation d’intensité, la forme de cette derniére est différente de la FCS ou de ’ACS. Le type
de mesure est en effet trés différent : en DLS, la mesure n’est pas locale, on sonde les fluctua-
tions d’intensité en provenance d’une large zone de 1’échantillon, et donc un vaste ensemble

de diffuseurs.

V.3.2.b DLS et ACS en milieu fortement diffusant

Cette technique est largement répandue pour des mesures de tailles & des échelles sub-
micrométriques. Elle est en effet sensible et relativement simple a mettre en ceuvre. Elle
présente cependant quelques difficultés : I’échantillon doit diffuser suffisamment pour que le
signal soit mesurable. Pour de petites nanoparticules, cela signifie qu’il faut souvent faire
des mesures longues afin de moyenner suffisamment longtemps. On ne peut pas en effet
augmenter la concentration a volonté sous peine de voir apparaitre des artefacts (diffusion
multiple, interactions entre particules).

De plus, il faut impérativement travailler avec des échantillons trés propres. En effet, toute
impureté ou poussiére va jouer le role d’'un diffuseur important qui va contribuer a modifier la
fonction d’autocorrélation aux temps longs. La section efficace de diffusion variant comme la
puissance 6 de la taille, cette contribution a toutes les chances de masquer le signal recherché,
comme nous allons le voir dans I’exemple qui suit.

Nous avons étudié un mélange de nanoparticules d’or de 10 nm (solution 2, TAB. V.1,
page 137) et de billes de latex de 330 nm de diamétre. Pour les expériences de DLS, nous

avons utilisé la solution mére de nanoparticules d’or (fraction volumique ¢10nm ~ 1075, ie
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~ 10'3 particules /mL) seule, puis avec un faible pourcentage de billes de latex (¢330nm = 107°
ie =~ 10° particules/mL). A titre de contrdle, une solution contenant simplement les billes de
latex & ¢330nm = 1075 a été testée. Un laser & Krypton a 647 nm a été utilisé pour I'excitation
avec une puissance de 400 mW. La détection est faite au moyen d’un photomultiplicateur placé
a 90° par rapport au faisceau incident.

Les expériences d’ACS ont été réalisées en utilisant une solution de glycérol a 80% conte-
nant beaucoup moins de nanoparticules de 10 nm (fraction volumique ¢10,m ~ 1077, ie ~ 101!
particles/mL) seule, puis avec un pourcentage de billes de latex légérement plus important
(P330nm = 1074 je =~ 108 particles/mL). A cette concentration, I’échantillon est visiblement
trouble.

Comme attendu, les expériences de DLS ont permis de détecter les nanoparticules de 10
nm lorsqu’elles sont seules en solution. Cependant, dés que les billes de latex sont ajoutées, la
courbe se décale vers les temps longs, comme le montre la figure V.6. Ceci simule assez bien

I’effet d’un fond diffusant. Malgré la faible concentration des billes de latex, leur contribution

Corrélation
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F1G. V.6 : Courbes d’autocorrélation en DLS : (H) nanoparticules de 10 nm seules;
(A) particules de latex de 330 nm seules; (o) solution mélangeant les deux types de
particules.

est trés importante : leur section efficace de diffusion est en ordre de grandeur (330/10)% ~ 10°
fois supérieure a celle des nanoparticules d’or.

Lors des mesures d’ACS par contre, aucune différence n’a été notée entre les deux solutions
testées, comme le montre la figure V.7. Les deux courbes sont identiques ; aprés analyse, elles
donnent le méme temps de corrélation : Tsuns latezr = Tavee latex = 11 £ 1 ms.

Cet effet s’explique simplement par le fait que la technique ACS, comme toutes les tech-
niques photothermiques, n’est sensible qu’a 1’absorption [Boyer et al., 2002]. Contrairement
aux techniques basées sur la diffusion, elle n’impose donc pas de travailler en milieu non dif-
fusant. Elle peut donc constituer une alternative trés intéressante a la DLS pour mesurer des
tailles de nano-objets absorbants avec moins de contraintes sur la propreté de 1’échantillon.

Notons également que la méthode LISNA peut détecter également d’autres types de

nano-objets absorbants tels que les nanoparticules d’argent, les nanocristaux semiconducteurs
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FiG. V.7 : Courbes d’autocorrélation en ACS : en haut, nanoparticules d’or de 10
nm dans du glycérol a 80% ; en bas, les mémes en présence de billes de latex de 330
nm. Les deux courbes sont quasi superposables, d’otu les graphes séparés. Les temps
de corrélation mesurés sont les mémes : Tsuns later = Tavee latex = 11 £ 1.

[Berciaud et al., 2005a] et les nanotubes de carbone [Berciaud et al., 2007]. L’ACS pourrait
donc étre utilisée pour la détection et des mesures de taille sur de tels objets. De plus, en
utilisant une excitation polarisée, nous pourrions détecter la diffusion rotationnelle et ainsi
avoir accés au rapport d’aspect d’objets allongés comme cela a été proposé dans le cadre de

la FCS [Tsay et al., 2006].

V.4 Limitations de la FCS et intérét de I’ACS

La FCS est une technique trés largement répandue avec de nombreuse applications, comme
nous ’avons évoqué plus haut. Elle souffre cependant de quelques limitations liées principa-
lement & la photophysique des fluorophores employés et auxquelles ’ACS sera susceptible de
répondre.

Tout d’abord, aux temps courts, des phénomeénes photophysiques, liés a la structure élec-
tronique des fluorophores, peuvent introduire des artefacts. La FCS peut alors étre utilisée
comme un outil performant pour étudier ces phénoménes, comme ceux liés aux états tri-
plets [Widengren et al., 1995]. En contrepartie, ces processus introduisent de nouveaux temps
caractéristiques dans les fonctions d’autocorrélation du signal (typiquement a 1’échelle sub-

milliseconde) qui empéchent d’observer des dynamiques a ces échelles de temps. Ces phéno-
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ménes photophysiques sont absents dans le cas de ’ACS. Autrement dit, la fonction d’auto-
corrélation obtenue traduit exclusivement les propriétés de diffusion des nanoparticules. Les
études aux temps courts ne sont en fait limitées que par le temps d’intégration de la détection
synchrone qui doit étre suffisamment long pour que le rapport signal & bruit soit raisonnable.
Des temps caractéristiques de 'ordre de 0.3 ms ont ainsi pu étre mesurés. Pour des dyna-
miques plus rapides, il suffit d’augmenter le signal, par exemple en augmentant la puissance
d’excitation.

Aux temps longs, la FCS est limitée par le photoblanchiment des fluorophores employés (cf.
1.2.3.d, page 27). Celui-ci induit des artefacts [Dittrich and Schwille, 2001, Dix et al., 2006],
dont une diminution du temps caractéristique apparent si le temps de résidence des fluoro-
phores dans le volume de détection est supérieur a la durée de vie du fluorophore. Cet effet
peut étre atténué en diminuant l'intensité d’excitation mais au prix d’un rapport signal &
bruit plus faible. Méme si des développements récents, employant par exemple des techniques
de balayage [Digman et al., 2005, Ries and Schwille, 2006, ont montré que cette limite pou-
vait étre légérement repoussée, la FCS est généralement limitée & des dynamiques aux temps
courts, typiquement inférieurs a la centaine de millisecondes. En revanche, ’ACS ne présente
aucune limitation aux temps longs car le signal LISNA d’une nanoparticule est stable pen-
dant des temps arbitrairement longs. Des dynamiques a des échelles de temps proches de la
seconde ont par exemple été observées précédemment (cf. V.2.3, page 138).

Enfin, le signal LISNA, basé sur 'absorption, ne sature pas aux puissances d’excitation
utilisées, comme nous l'avons précédemment évoqué (cf. II.1, page 39). Il n’est donc pas
nécessaire de prendre en compte des artefacts liés & la saturation comme en FCS ot il est en
effet préférable de réaliser les expériences dans la limite des intensités d’excitation nulles si ’on
veut éviter que la saturation des fluorophores ne perturbe la mesure [Davis and Shen, 2006,
Enderlein et al., 2005].

Tout ceci montre que ’ACS peut étre une alternative trés intéressante a la FCS dans
de nombreux cas. Ajoutons & cela qu’elle bénéficierait des nombreuses études théoriques et
expérimentales réalisées dans le cadre de la FCS (évaluation des artefacts liés a la forme des
faisceaux, analyse des données expérimentales dans le cadre de mouvements particuliers ou

de dynamiques d’agrégation, etc...) dans la mesure ou le formalisme est exactement le méme.

V.5 Quelques perspectives

V.5.1 Diffusion d’une nanoparticule fortement chauffée par laser

Le mouvement brownien est un mouvement qui résulte d’un équilibre entre ’agitation
thermique et les frottements visqueux. Or ces deux paramétres varient lorsque la température
locale change. Nous avons donc voulu tester 'effet d’une forte excitation photothermique
sur le mouvement de nanoparticules dans une solution & forte teneur en glycérol. En effet,

dans ce cas, la viscosité varie plus rapidement avec la température. Le but est de sonder
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I’échauffement local di a I’absorption du laser d’excitation et de regarder son effet éventuel
sur le mouvement de nanoparticules browniennes.

Pour cela, nous avons utilisé deux lasers pour ’excitation. D’une part, le laser Nd :Yag a
532 nm est modulé et sert & la détection, avec une faible intensité (~ 10 kW/cm?). D’autre
part, le laser Argon (utilisé a 488 nm : cette longueur d’onde est en dehors de la résonance
plasmon mais est néanmoins fortement absorbée via des transitions interbandes) est utilisé
sans modulation pour échauffer les nanoparticules en solution. Il est défocalisé afin que les
nanoparticules soient déja chauffées dans une large zone au voisinage du volume de détection
(correspondant aux lasers HeNe et Nd :Yag) ; I'intensité varie ainsi de 0 & 2 MW /cm? (ce qui
est notablement plus important que les puissances utilisées pour les applications a la biologie).
L’élévation de température pourrait atteindre dans ce cas quelques dizaines de degreés (cf. 1.4,
page 64). En utilisant un échantillon de nanoparticules d’or de 20 nm dans du glycérol a 95%,
les premiers résultats indiquent que le temps caractéristique de diffusion mesuré par ACS
décroit de maniére significative lorsque la puissance du laser de chauffage augmente.

Cet effet peut étre attribué a une diminution de la viscosité du milieu. Cependant, le phé-
nomeéne observé ne peut pas étre décrit simplement par la théorie du mouvement brownien.
En effet, celle-ci suppose un équilibre thermique entre ’objet diffusant et le solvant thermo-
staté. Dans le cas présent, I’objet diffusant est un point source de chaleur. Nous avons donc &
faire & un systéme hors d’équilibre. C’est dans cette perspective que nous souhaitons étudier
plus en détails 'effet d’un chauffage important sur la diffusion des nanoparticules. C’est pour-
quoi la prochaine étape consisterait a utiliser la méthode de suivi de nanoparticules SNaPT
pour suivre des nanoparticules dans une solution de glycérol en I'absence puis en présence
de chauffage induit par le laser Argon, comme décrit précédemment. Ceci devrait permettre
d’accéder a la statistique des pas du mouvement aléatoire observé et de déterminer s’il s’agit
ou non d’une diffusion anormale.

Une autre application assez voisine consisterait & incorporer et a suivre des nanoparti-
cules dans un alcane solide & température ambiante mais dont la température de transition
solide-liquide soit proche de la température ambiante, tels que ’hexadécane (Té?@s = 18°C),
loctadécane (7, éf = 28°C) ou l'eicosane (Té;‘os = 38°C). Ainsi, en se placant dans des condi-
tions expérimentales telles que la température ambiante soit 1égérement inférieure & ce seuil,
nous devrions pouvoir observer le passage entre une situation dans laquelle les nanoparticules
sont immobiles et un régime de diffusion, lorsque 1’échauffement sera suffisant pour induire

une transition de phase (ou plus exactement une nucléation) trés locale.

V.5.2 Etude par ACS de I’agrégation de protéines
V.5.2.a Systéme étudié : (strept)avidine et biotine

La biotine et la (strept)avidine sont deux molécules couramment utilisées en biophysique
du fait de leur grande affinité (liaison quasi covalente). Nous avons déja eu l'occasion d’en

évoquer quelques utilisations jusqu’a présent, avec quelques variantes (cf. I1.5.1.a, page 73 et
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I1.5.2, page 76).

L’avidine est une glycoprotéine tétramérique, chaque monomeére étant capable de fixer une
molécule de biotine. Ce tétrameére est organisé en dimére de dimeéres. La forme générale des
monomeéres est celle d’un tonneau dont la cavité est hydrophobe [Livnah et al., 1993|.

La streptavidine est également une protéine tétramérique, I’équivalent bactérien de I’avi-
dine, produite naturellement par une bactérie, Streptomyces avidinii. Elle est également ca-
pable de fixer 4 molécules de biotine. Sa structure est dans I’ensemble semblable & celle de
I’avidine.

La biotine enfin, appelée aussi vitamine H ou B8, est une petite molécule hydrosoluble. La
forte affinité de la biotine pour I'avidine et la streptavidine a été exploitée durant ces derniéres
années dans différentes applications biomédicales, biochimique, immunologiques, nanotechno-
logiques et chimiques [Wilchek and Bayer, 1990, Bratthauer, 1999|. Avec des constantes d’af-
finité de I'ordre de 10 M~! pour le systéme biotine-avidine, et de 10 M~! pour le systéme
biotine-streptavidine |Green, 1990], ces interactions non-covalentes sont parmi les plus fortes
connues entre un ligand et une protéine.

Ce couple (strept)avidine-biotine constitue pour nous un systéme modéle. Nous pourrions
en effet 'utiliser pour mettre en évidence la possibilité d’étudier par ACS des phénoménes

d’interaction et d’agrégation.

V.5.2.b Meéthode expérimentale et résultats attendus

Nous utilisons ici des nanoparticules d’or de 10 nm recouvertes d’une séquence peptidique
CALNN et portant une et une seule biotine chacune. Ces nanoparticules sont préparées par
Laurence DUCHESNE selon la technique développée par nos collaborateurs de Liverpool et que
nous avons déja évoquée (cf. I1.5.2, page 76). Aprés avoir mesuré leur temps caractéristique de
diffusion dans un mélange eau/glycérol, nous ajoutons de I’avidine a différentes concentrations
de maniére & obtenir différents ratios avidine/biotine. Nous mesurons alors le nouveau temps
caractéristique.

On s’attend globalement & une augmentation de ce temps du fait de la formation de
structures plus grosses. Cependant, si 'avidine comporte 4 sites de liaison, il n’est pas certain
qu’il soit possible de fixer 4 nanoparticules biotinylées par molécule d’avidine pour des raisons
d’encombrement stérique (la molécule d’avidine mesure environ 5 nm dans sa plus grande
dimension). Deux configurations sont donc vraisemblables : la formation de tétraméres ou
de dimeres (une nanoparticule de chaque « coté » de lavidine). Le premier cas devrait
conduire & une augmentation du temps caractéristique d’un facteur 1.77 et la seconde 1.38
[Bloomfield, 2002]|, sans tenir compte de la taille de la streptavidine.

De plus, si le ratio avidine/biotine n’est pas optimal par rapport a la configuration la plus
stable (si 'on a en moyenne par exemple 3 biotines pour une avidine), le temps caractéristique
mesuré par ACS fera apparaitre une moyenne entre celui des oligoméres et des nanoparti-
cules libres. On devrait obtenir un temps maximum pour le ratio optimal. Par exemple, en

considérant qu’il n’est possible de former que des diméres, nous devrions obtenir un temps
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maximal pour un ratio de 2 biotines pour une avidine (F1G. V.8).

@), & (b)a% i, v D, (0 o

I "R %w:‘% T‘{- hﬂ %%a”"‘i: g\?m(‘;% ‘}m&‘

e - N:e(? 3 ‘E ’u’;‘«; {v . ¥3, \,m e ‘“ﬂ 3\')&? i"“z

. ;)Hﬁg " 131’] _ 1l e (,-n{F
T T

FiG. V.8 : Evolution théorique du temps caractéristique mesuré en supposant une
configuration optimale correspondant & R = 2/1 (biotine/avidine) : (a) sans avidine
(R— o), (b) R=4/1, (c) R=2/1,(d) R=4/3, (e) R=1/1.

V.5.2.c Résultats préliminaires

Comme le montre la figure V.9, nous avons d’ores et déja observé une augmentation
significative du temps caractéristique lors de ’ajout d’avidine. Cette expérience a été réalisée
pour une concentration en nanoparticules biotinyliées de 4 nM et une concentration en avidine
tétramérique de 2 nM dans du PBS 1x (soit un ratio de 2 biotines par avidine). Les mélanges

sont ensuite dilués a 10% dans du glycérol a 80%.
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Fic. V.9 : Exemples de courbes d’autocorrélation expérimentales obtenues pour
des nanoparticules CALNN biotinylées seules (l-H) et en présence d’avidine (e-e).
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La reproductibilité de la série d’expériences ne permet pas encore de conclure avec certi-
tude sur le ratio optimal, cette augmentation restant variable d’une expérience a l'autre pour
un méme ratio. De plus, les conditions de préparation de l’échantillon (temps d’incubation
dans le PBS, puis dans le glycérol...) semblent avoir une importance non négligeable et la
variation de temps caractéristique reste assez proche de la limite de résolution de ’expérience.
Il faudrait donc améliorer et controler un peu mieux le protocole expérimental afin d’appor-
ter une réponse claire quant a la stoechiométrie du complexe créé et I'influence ou non de

I’encombrement stérique.

V.5.3 Application a la biologie : ACS sur neurones

Comme nous 'avons expliqué au début de ce Chapitre, 'ACS a été développée dans le
but d’obtenir des informations sur la diffusion des récepteurs postsynaptiques. Nous avons
pour cela réalisé des expériences préliminaires en utilisant des neurones marqués au moyen
de nanoparticules d’or de 5 nm de diamétre, la protéine cible étant le récepteur GluR2 (voir
le Chapitre III pour plus de détails sur le systéme biologique étudié¢). Nous avons pour cela
utilisé un marquage relativement important (comme on peut le constater sur 'image LISNA
présentée sur la figure V.10 (a)). En mesurant le signal en un point fixe, nous avons pu
observer des fluctuations lorsque les nanoparticules traversent le volume de détection (F1G.
V.10 (b-c)).

Dans cette expérience préliminaire, la durée d’observation est trop courte pour étudier la
fonction d’autocorrélation du signal de maniére significative. Cependant, on peut remarquer
que la durée des événements (de 0.2 & 2 secondes environ) nous permet d’obtenir un ordre de
grandeur des constantes de diffusion (a 2D ici) compte tenu de la taille du volume de détection
(300 nm) : en considérant qu’une protéine explore cette zone en 0.2 & 2 secondes, on peut
estimer que les constantes de diffusion sont de I'ordre de 10! & 1072 pm?/s, ce qui est en
bon accord avec d’autres expériences réalisées sur ce type de récepteurs [Tardin et al., 2003,
Groc et al., 2004].

Ces premiers résultats étant encourageants, nous projetons de poursuivre cette étude
en marquant des synapses en fluorescence au moyen de protéines fluorescentes spécifiques
(Homerle-GFP). Une image confocale de la fluorescence nous donnera avec une grande préci-
sion la position de ces synapses et nous permettra d’effectuer une analyse différentielle entre
les temps caractéristiques de fluctuation du signal LISNA & Uintérieur et a I'extérieur des sy-
napses. On devrait également accéder ainsi & une mesure du temps de résidence des récepteurs

dans la zone synaptique.

V.6 Conclusion du Chapitre V

Nous avons vu dans ce Chapitre une nouvelle technique dérivée de la méthode LISNA
fondée sur ’étude des corrélations de signal photothermique lors du passage de nanoparti-

cules d’or a travers le volume de détection. Cette méthode analogue & la FCS permet de
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Fic. V.10 : (a) Image LISNA d’une portion de neurone dont les récepteurs GluR2
sont marqués au moyen de fragments Fab’2 d’anticorps couplés & des nanoparticules
d’or de 5 nm. (b-c) Fluctuations de signal mesurées en un point du neurone.

mesurer des temps caractéristiques de diffusion sur une large gamme et en particulier aux
temps longs car elle ne souffre pas de phénoménes de photoblanchiment. Nous avons montré
également qu’elle pouvait servir & mesurer le rayon hydrodynamique de nanoparticules cou-
plées & des protéines avec une grande précision, y compris en milieu fortement diffusant.
Nous avons enfin vu plusieurs applications & court terme, que ce soit pour ’étude de dyna-
miques d’agrégation en biochimie ou des mesures de constantes de diffusion membranaire de

récepteurs postsynaptiques sur des neurones vivants.
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Bilan des travaux présentés

Les travaux présentés dans cette thése démontrent 'intérét des méthodes optiques de
détection de nano-objets individuels fluorescents ou absorbants. Appliquées a de nombreux
domaines de la biologie in wvitro mais aussi in vivo, elles devraient permettent de répondre a
des questions fondamentales & I’échelle d’une molécule.

Apres avoir passé en revue différentes techniques de microscopie aujourd’hui largement
répandues, et en particulier les méthodes de détection de fluorophores individuels, nous avons
présenté une nouvelle technique d’imagerie optique en champ lointain : I'imagerie photother-
mique, appelée ici LISNA. Cette méthode trés prometteuse permet une détection sur fond
noir de l'absorption d’un nano-objet. Son principe repose sur la détection hétérodyne du
champ diffusé par le gradient d’indice au voisinage d’un nano-objet individuel absorbant.
Le montage expérimental utilise la combinaison d’un faisceau excitateur modulé, fortement
absorbé, et d’'un faisceau sonde peu absorbé. Le signal photothermique détecté correspond a
la composante, détectée a la fréquence de modulation, du battement entre le champ diffusé
par le gradient d’indice photo-induit et le champ sonde. Nous avons montré que cette tech-
nique permettait d’imager des nanoparticules d’or de quelques nanométres de diamétre. Nous
avons également calculé le signal photothermique & partir de I'expression du champ diffusé
par le gradient d’indice et vérifié expérimentalement sa dépendance vis-a-vis de différents
paramétres. Nous avons par ailleurs évalué le profil d’élévation de température autour d’une
nanoparticule absorbante. Enfin, nous avons vu plusieurs applications de cette technique pour
des études de biochimie in vitro telles que la lecture de puces & ADN.

Pour suivre des nanoparticules d’or individuelles couplées a des protéines membranaires
sur des cellules vivantes, nous avons développé et caractérisé une technique de triangulation
a I’échelle nanométrique, basée sur la détection photothermique. Elle a ensuite été testée sur
un systéme biologique modéle constitué de cellules COS-7 transfectées afin de présenter sur
leur membrane des récepteurs postsynaptiques. La comparaison entre les résultats obtenus par
cette méthode et le suivi de fluorophores individuels ont permis de valider la technique SNaPT.
Nous nous sommes également assuré qu’elle était bien non invasive pour les échantillons
cellulaires observés. Enfin, nous avons montré qu’il était possible de suivre des récepteurs
postsynaptiques natifs sur des neurones vivants pendant plusieurs minutes au moyen de trés

petits marqueurs (nanoparticules d’or de 5 nm de diamétre), ouvrant ainsi la voie a des études
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plus détaillées des caractéristiques de diffusion membranaire de ces protéines telles que leur
temps de résidence dans la fente synaptique .

Parallélement aux études de détection de molécule unique, nous avons étudié le signal
spécifique LISNA issu des mitochondries dans les cellules. Nous avons montré en particulier
qu’il permet d’imager avec une grande résolution les mitochondries et d’observer par exemple
leur changement de morphologie sous 'effet de drogues comme le CCCP. Enfin, nous avons
montré que lors du relargage du cytochrome ¢ pendant I'apoptose, le signal LISNA des mi-
tochondries demeure trés net. Ceci nous a conduit & penser que contrairement & ce qui est
généralement admis dans la littérature, I’absorption dans le visible au niveau de ces organelles
n’était pas due en majorité a la présence de cytochrome c.

Enfin, nous avons présenté dans cette thése une autre application de la technique LISNA.
La Spectroscopie de Corrélation d’Absorption est 1’analogue des méthodes utilisant la fluo-
rescence (FCS) dans lesquelles les fluctuations du signal issu du petit volume de détection
sont analysées de maniére & en déduire les caractéristiques de diffusion des objets étudiés.
Nous avons tout d’abord validé cette méthode en étudiant un systéme modéle constitué de
nanoparticules d’or de diamétres différents diffusant librement dans des solutions visqueuses
et montré que les données expérimentales s’accordaient parfaitement avec un modéle adapté
de la théorie de la FCS. Nous avons ensuite montré qu’elle permettait de mesurer le rayon
hydrodynamique de nanoparticules couplées a des protéines avec une précision nanométrique,

y compris en milieu fortement diffusant.

Quelques perspectives

Nous avons tout au long de ce manuscrit proposé de nombreuses perspectives concernant
les différentes techniques développées.

La premiére concerne l'utilisation de le microscopie de fluorescence afin de sonder un écou-
lement au voisinage d’une paroi. En excitant des molécules individuelles sous onde évanes-
cente, nous devrions pouvoir mesurer le profil de vitesse & des distances & la paroi inférieures
a 100 nm. Nous aurons ainsi accés & des informations trés précises sur les conditions aux
limites de I’écoulement et en particulier sur ’existence ou non d’un glissement. Nous proje-
tons d’ailleurs de réaliser cette expérience pour différents fluides, simples ou complexes, et
des parois aux propriétés de surface différentes (hydrophiles ou hydrophobes par exemple).

Nous avons ensuite envisagé 1’'utilisation de l'imagerie photothermique pour des études
de biochimie in witro. Le principal travail en cours concerne une collaboration avec plu-
sieurs équipes de biologistes et de chimistes afin d’étudier la stoechiométrie du complexe
FGFR :FGF :HS & léchelle de la molécule individuelle. Il s’agit alors d’étudier la diméri-
sation des récepteurs de facteurs de croissance fibroblastiques (FGFRs) couplés a des na-
noparticules d’or individuelles en présence de ce facteur de croissance (FGF) et de sucres
(HS).

Concernant la technique SNaPT, plusieurs améliorations possibles ont été proposées afin

de gagner en rapidité d’acquisition. L’autre principal enjeu est de réduire la taille du ligand
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entre la nanoparticule d’or et la protéine d’intérét en utilisant une stratégie de couplage
mieux controlée au moyen de petits peptides dont une faible proportion est fonctionnalisée.
Ceci devrait permettre d’envisager a court terme ’utilisation de cette technique pour mesurer
le temps de résidence et les propriétés de diffusion des récepteurs du glutamate dans la fente
synaptique.

L’ACS quant a elle devrait elle aussi étre appliquée trés rapidement a I'étude de la dy-
namique des récepteurs postsynaptiques. Elle servira également a évaluer systématiquement
le rayon hydrodynamique des nanoparticules fonctionnalisées que nous préparerons. Dans un
tout autre domaine, elle pourrait en outre étre employée pour suivre la formation de complexes
de molécules, le couple avidine-biotine constituant en cela un systéme modéle.

Enfin, rappelons que nous nous sommes attachés au travers de ce travail & développer de
nouveaux outils et & en démontrer les capacités. Les applications potentielles de la détection
optique de nanoparticules d’or individuelles devraient étre trés nombreuses et ne sont évi-
demment pas limitées aux problématiques auxquelles nous nous intéressons. La possibilité de
suivre d’aussi petits marqueurs avec une trés bonne précision de pointé pendant des temps
arbitrairement longs en fait une technique de choix pour des études a I’échelle de la molécule
individuelle de la dynamique de moteurs moléculaires ou de protéines, comme le suivi de la
progression d’'une enzyme sur un brin d’ADN. De méme, les possibilité offertes par I’ACS
sont vastes. On peut imaginer qu’un grand nombre d’expériences réalisées en FCS pourraient
étre réalisées avec cette nouvelle technique fondée sur les méme principes, avec I'intérét non
négligeable de ne pas étre perturbé par les problémes usuels liés & la fluorescence tels que
le photoblanchiment. Elle constitue une alternative potentiellement trés intéressante pour

étudier des dynamiques lentes.



156 Conclusion et perspectives




Annexe A

Profils d’écoulement hydrodynamique

entre deux plaques

A.1 Ecoulement sans glissement

Considérons dans un premier temps que la condition de non glissement est respectée et
calculons le profil de vitesse entre deux plaques infinies et paralléles qui se rapprochent 'une
de l'autre, la plaque inférieure étant immobile, placée dans le plan z = 0. On se place en
symeétrie axiale. Notons leur distance relative h(t) = hg + ¢ cos(wt), leur vitesse relative V' (¢).
Soit n la viscosité du liquide et p sa masse volumique, supposées constantes (on envisage
ici un fluide newtonien). On note p(r, z,t) la pression hydrostatique (on néglige l'effet de
la gravité) et v(r,z,t) le champ de vitesse. L’étude qui suit est en grande partie issue de
|Guyon et al., 1991].

Partant de I’équation de NAVIER-STOKES :

ov(r,z,t)

ot V désigne le gradient et A = V? le Laplacien. On peut se placer en régime quasi-

stationnaire et négliger le premier terme si :

ov

Por <K nAv (A.2)

ce qui, en ordre de grandeur, revient a :
2
N = reofo <1 (A.3)
n

oll eg &~ hg est la distance typique entre les plaques et fo ~ w est la pulsation caractéristique
de variation de 1’écoulement. Dans nos expériences, hg ~ 5 x 107° m, fy ~ 100 Hz, n ~ 1073

Pas et p ~ 10% kg/m?, d'oit N ~ 2.5 x 1072, ce qui nous permet de négliger le terme
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instationnaire.

De méme, on peut négliger le second terme si le nombre de REYNOLDS Re = @ est
faible, ce qui sera le cas dans nos expériences (vg < 1072 m/s). L'équation (A.1) se réduit

alors a ’équation dite de STOKES :

Vp(r, z,t) = nAv(r, z,t) (A.4)

Enfin, les plaques étant paralléles entre elles, la vitesse est en premiére approximation
toujours radiale (dans l’approximation quasi-stationnaire) et la pression ne dépend donc pas
de z [Guyon et al., 1991].

La conservation de la masse donne :

10 ovy\

L’équation (A.4) s’écrit alors simplement :

@ B 9%v,

or o2 (A.6)

Par simple intégration sur z, en tenant compte de la vitesse nulle aux parois, on trouve

bien un profil de vitesse de type POISEUILLE :

1 9p(r,t)

g [(ht) = 7] (AT

UT(T.? Zat) =

Le débit a travers la couronne de rayon r et de hauteur h s’écrit :

h(t)
Q(r,t) = 27rr/ vp(r, z,t)dz (A.8)
0
B 2mr Op(r,t) h(t)?
- _TTY (A.9)

La conservation de la masse dans la couronne comprise entre les rayons r et r -+ dr lorsque

h(t) varie donne alors :

dh dQ
On en déduit : L8 5 120 dh
_ 19 (.9P) _ tenah
Ap = ror <T('9r) h3 dt (A1)

ce qui, aprés intégration, donne :

op(r,t)  6ndh

= —— A.12
or n3dr (A-12)
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Le profil de vitesse s’écrit finalement, en fonction du déplacement de la plaque supérieure :

3 h(t) - 2] (A.13)

Q}T(T,Z,t) = _ﬁ dt

A.2 Cas du glissement partiel

Dans le cas d’un glissement partiel aux parois, le profil est légérement modifié. En notant
b longueur de glissement, l'intégration de 1’équation (A.6) doit tenir compte de nouvelles

conditions aux limites :

Ov,
vp(r,z=0,t) = b 9| (A.14)
ov
ve(r,z2 = h(t),t) = —b—— (A.15)
0z z=h(t)

Le profil de vitesse est donc légérement différent de celui décrit par I'équation (A.7) :

1 9p(r,t)

t p—
Ur (T’, 2, ) 2 or

[A(z +b) — 2°] (A.16)
Le méme raisonnement que précédemment conduit alors au profil de vitesse qui s’écrit en

fonction du déplacement de la plaque supérieure :

1dh h(z+b)— 22

’UT’(T,Z7t) = _ZET‘4@ n bhZ (A17)
12 2

Les deux profils sont généralement trés similaires car b < h. La figure A.1 représente

les deux cas pour b = 0.05h (I'effet est donc « exagéré »). Outre le décalage aux parois, la

conservation du débit impose une vitesse légérement plus faible au centre de la cellule dans

le cas du glissement.
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vy (u. arb.)

0 — ————————
0 20 40 60 80 100

Z (u. arb.)

Fic. A.1 : Comparaison des profils de vitesse dans ’hypothése de non glissement
(—) et de glissement partiel aux parois (- -) pour b = 0.05h.



Annexe B

Protocoles de biologie et biochimie

B.1 Culture cellulaire

maine)

Mateériel

Flacon cellules Py

Flacon de culture

Tube 15 mL

Trypsine

Milieu de culture (DMEM)
Plaque de 12 puits de culture
Lamelles de microscope
Micropipette 1 mL
Pipetboy + pipettes
Bec-benzen allumé
Poubelle

Protocole

= W N

: étalement des cellules (2 fois par se-

Prélever les =~ 5 mL de milieu du flacon et les jeter.

Rincer le flacon avec 1 mL de Trypsine et vider aussitot.

Remettre 1 mL de Trypsine et laisser agir quelques minutes & 37°C.

Pendant ce temps, passer 12 lamelles dans la flamme et les disposer dans les puits.

5. Mettre 10 mL de milieu dans le tube de 15 mL.

. Vérifier que les cellules se sont bien décrochées du flacon (milieu trouble). Au besoin,

tapoter une ou deux fois pour les décrocher.

. Mettre 5 mL de milieu dans le flacon, mélanger a la pipette.
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10.

. Prélever 1 mL de cette suspension de cellules et 'ajouter aux 10 mL de milieu précé-

demment préparés.

. Remettre le flacon Py dans 'incubateur en notant la modification.

Mélanger les 11 mL de suspension. En prélever 5 mL et les mettre dans le flacon, que

I'on étiquettera Pyy1.

11. Prélever les 6 mL restants et les répartir dans les 12 puits, au besoin en variant les
densités.
12. Ajouter environ 0,5 mL de milieu de culture dans chaque puits. Etiqueter la plaque
Pn41 et la placer dans l'incubateur.
B.2 Transfection de cellules
Matériel

— Plaque de puits de cellules COS (12 h a 24 h depuis étalement)

— 2 Ependorfs 1 mL

— ADN congelé

- FUGENE

— PBS (microfiltré pour éviter des désagréments du type invasion bactérienne)

— Micropipettes 1 nL, 100 nL et 200 nL

— Bec-benzen allumé

— Poubelle

Protocole

1. Pour 2 x X puits, prélever X ng d’ADN (3 pg/nL) et le placer au fond d’'un Ependorf.
Ajouter 5 x X pL de PBS.

2. Dans le second Ependorf, placer d’abord 50 x X uL de PBS et ajouter 2 x X nL de
FUGENE, sans toucher les bords avec la micropipette (le FUGENE non dilué ne doit
pas étre en contact avec le plastique).

3. Agiter légérement les 2 tubes et laisser 5 minutes & température ambiante.

4. Verser le contenu du tube 2 FUGENE dans le tube 1 (ADN). Agiter légérement, faire
descendre le liquide en tapotant 1égérement. Laisser 15 minutes & température ambiante.

5. Injecter la solution obtenue dans les puits de cellules, si possible de maniére a la "dé-

poser" sur les cellules.

. Attendre 15 a 20 h avant d’incuber.
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Pour 6 puits il faut donc :

— 1 nL. I’ADN dans 15 pL. de PBS;
— 6 plb de FUGENE dans 150 pl. de PBS.

B.3 Couplage des anticorps avec des fluorophores

Les kits de marquages Cy3 ou Cy5 employés (Cy3/Cy5 labelling kit, Amersham Bios-
cience) sont constitués de fluorophores modifiés pour porter un (et un seul) site NHS-ester
(F1G. B.1). Ce site en particuliérement réactif avec le groupement amine NHg des protéines.
Les anticorps sont donc mis en solution avec les fluorophores, en présence de solutions tam-
pon. Apreés réaction (environ 30 minutes a température ambiante, sous agitation), on sépare
les protéines couplées des fluorophores libres. Pour cela, on dépose la solution au sommet
d’une colonne d’exclusion, composée d’un gel qui piége les petites molécules, alors que les
grosses descendent rapidement. On voit alors apparaitre deux bandes colorés (bleues dans le
cas de Cyb), la premiére étant celle correspondant aux anticorps couplés, la deuxiéme aux
fluorophores libres, qui atteignent successivement le bas de la colonne ot I'on peut les récupé-
rer. On évalue enfin le nombre moyen de fluorophores par anticorps (qui peut potentiellement
dépasser 1) en étudiant le spectre d’absorption des anticorps couplés (les intensités des pics
a des longueurs d’onde bien déterminées donnent les concentrations respectives des protéines

et des fluorophores).

Cys

0, b i . 805

| H

‘& i it + NH,-protéine —> Cy5- CO - NH - protéine

L;N/ \:l:‘\.\_/
S

NHS-ester

Fic. B.1 : Réaction de couplage d’une protéine avec Cy5 monofonctionnel.
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Annexe C

Schéma complet du montage optique

Al2
pd + * ” laser 3 : Argon (514 nm / 488nm)
& v U
A L2 laser 1 :
3 I H {Yag doublé
(532 nm)
: : 1' Taser 2 : HeNe W}E nrni I

Microscope

5 Lampe ;

blanche

Photodiode 1 a i
Ecran Contréle

Echantill
T oduiateur re ] ot
Acousto- 2 :
Optique : P'““?!E!-‘:‘.!?HHE:
; | -fﬁ- |
LS 2l —_— [ Jw . Caméra
S Photodiode 2 cep2
i I
i = , _ :
il . "
N rdl Grssmssmsanialines i Caméra CCD 1
Signal brut I
Signal APD L ¥
Do Référence [Dtection | 700kHz

m GBF (700kHz) synchrone

—

o=
0

y/m—m\\

FiG. C.1 : Schéma complet du montage optique . (- -) Eléments montés sur le
microscope. En vert clair, les éléments variables ou amovibles (filtres, lentille de dé-
focalisation, déviations du chemin optique). Le montage a été décrit dans le chapitre
consacré a la détection photothermique (cf. I1.3.2).
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Résumé : Nous présentons dans ce manuscrit le développement d’une nouvelle méthode
de détection optique de nanoparticules métalliques individuelles pour des applications a la
biochimie et a la biologie. Cette méthode, appelée LISNA (Laser Induced Scattering around a
NanoAbsorber) tire profit des propriétés absorbantes des nanoparticules métalliques au voisi-
nage de la résonance plasmon. Nous montrons dans un premier temps qu’elle peut étre utilisée
sur des échantillons statiques, avec des applications en biochimie 4n vitro. Nous montrons en-
suite qu’elle peut étre appliquée efficacement pour étudier des phénoménes dynamiques selon
deux modalités. En premier lieu, en utilisant une technique de triangulation, elle permet
d’enregistrer la trajectoire de nanoparticules diffusant & 2 dimensions (Single Nanoparticle
Photothermal Tracking — SNaPT). Nous avons ainsi pu suivre des récepteurs postsynaptiques
marqués avec des billes d’or de 5 nm & la surface de neurones vivants pendant plusieurs mi-
nutes. Pour caractériser la diffusion de nanoparticules plus rapides, nous avons développé une
seconde approche basée sur les corrélations de signal lors du passage de nanoparticules dans
le volume de détection. Cette méthode (Absorption Correlation Spectroscopy — ACS) donne
une information trés précise sur le rayon hydrodynamique de 'objet observé, mais peut aussi
étre appliquée a I’étude du mouvement de molécules en milieu biologique ou elle constitue
une alternative intéressante a la corrélation de fluorescence dans le cas de dynamiques lentes.
Enfin, I'imagerie par la méthode LISNA des mitochondries, des organelles cellulaires absor-
bantes, a été démontrée sur cellules vivantes sans avoir recours a4 un marqueur extrinséque,
et lorigine du signal a été étudiée.

Mots-clés : microscopie, effet photothermique, nanoparticules métalliques, suivi de par-
ticules uniques, diffusion de protéines membranaires, neurobiologie, récepteurs de neurotrans-

metteurs, mitochondries, spectroscopie de corrélation.

Abstract : In this manuscript a new optical method is introduced to detect single metal
nanoparticles for biological and biochemical applications. This method called LISNA (Laser
Induced Scattering around a NanoAbsorber) takes advantage of absorbing properties of metal
nanoparticles near their plasmon resonance. We first show that it can be used on fixed samples
such as in n vitro biochemistry experiments. We then show that this technique can also be
used efficiently to study dynamic phenomena through two modes. First, it allows to record the
trajectories of 2D-diffusing nanoparticles using a triangulation scheme (Single Nanoparticle
Photothermal Tracking — SNaPT). We thus could track postsynaptic receptors labelled with
5 nm gold beads on live neurons for several minutes. To characterize the diffusion of faster na-
noparticles, we have developed a new approach based on the analysis of signal correlations as
nanoparticles go through the detection volume. This method (Absorption Correlation Spec-
troscopy — ACS) gives precise information about the hydrodynamic radius of the objects that
are observed, but should also find interesting applications in live cell studies by giving access
to long time scales that are not accessible for standard FCS experiments. Finally, we demons-
trate that mitochondria (some absorbing cellular organelles) could be imaged using LISNA
on live cells without extrinsic labelling, and the origin of the signal was studied.

Keywords : microscopy, photothermal effect, metal nanoparticles, single particle tra-
cking, membrane proteins diffusion, neurobiology, receptors for neurotransmitters, mitochon-

dria, correlation spectroscopy.
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