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Introduction

La derniére décennie a été marquée par un dévetappeemarquable de la nano-
photonique et de la bio-photonique. De nombreusedeé biologiques profitent de ce
développement important de linstrumentation opgiqiout en suscitant de nouvelles
exigences. Les mesures optiques de champ électaiggehelle micrométrique voire sub-
longueur d’onde, sont aussi devenues une des préaiions de la recherche au cours de ces
derniéres années. La non-invasivité ou encoreafadité des meéthodes optiques sont
devenus des attentes majeures. Cette these $'ohetsi ce contexte actuellement tres vivants
et vise a étudier une nouvelle approche pour imdgsrdistributions de champ électrique
guasi-statique (ou basse fréquence) par l'utiisatie I'effet électro-optique lineaire (effet
Pockels), avec des applications en physique ehgggues.

Cette these a été effectuée dans le LaboratoirBhdtonique Quantique et Moléculaire
(LPQM) de 'Ecole Normale Supérieure de Cachan (EN%u sein du groupe déano-
photonique nonlinéaire et Bio-photonique codirigé par Joseph Zyss et Dominique
Chauvat. Le travail de ce groupe est orienté edeleloppement instrumental de nouvelles
techniques de microscopie linéaire et/ou non-leégiour I'étude des propriétés optiques
des matériaux au sens général, jusqu'a I'écheflenmétrique. Ces instruments vont de la
microscopie multi-photonique non-linéaire (fluoresce a deux photons, génération de
seconde harmonique) a la microscopie plasmon paumeésure locale d’indices de
réfraction, tout en passant par la microscopieteaptiqgue Pockels.

La microscopie électro-optique Pockels (en andgPiiEOM pour 'Pockels Linear Electro-
Optic Microscopy'), est une configuration sensiblda présence d’'un champ électrique
statigue dans des milieux non-linéaires quadrasiguacces a ce champ se fait au travers de
I'effet Pockels, qui est le changement d’indice aggtains milieux sous l'influence d'un
champ électrique statique [1-2]. Ce phénomeneaghuiitr par une variation de phase d’un
faisceau sonde traversant ce milieu. De faiblesteffle phase nécessitent une méthode de
détection de la phase suffisamment sensible, ehguun interféromeétre. Le développement
instrumental de ce type de microscopie avait d&jaeétrepris dans le cadre de la thése de
Thimotée Toury [3], et a continué tout au long deplésente these. Lors de la thése de
Thimotée Toury, de premiers résultats avaient éderms, comme [I'analyse d'un

modulateur électro-optique fondé sur I'orientatemyus champ d’'une couche de molécules
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non-linéaires [4].Un tout premier test sur une twuartificielle avait été obtenu mais dans
des conditions encore difficilement reproductibida suite de ce travail, des améliorations
se révélaient nécessaires et plusieurs questiGmns@osées :

0] Il fallait rendre les mesures électro-optiques aedpctibles grace a un
interférométre plus stable.

(i) Les couches orientées de molécules se sont rey@lléesomplexes que prévu et
un systéme moléculaire plus simple était requis pawactériser le microscope
électro-optique.

(i)  Avec sa grande sensibilité, le microscope permé®tudier des objets de tailles
nanométriques ?

(iv)  Est-il possible d’améliorer la technique de medt€@ de membrane jusqu’a la
rendre utilisable pour la biophysique ?

(v) L'ambition initiale d’appliquer la PLEOM a I'étudun neurone et du potentiel
d'action, est elle réellement accessible ?

Ces questions ont guidé le plan de cette thesesyuiétaillée ci-dessous.

Le premier chapitre constitue une revue des différentes techniqussaetes de mesure et

de cartographie de champ électrique. On y décsitaleantages et les inconvénients de
chacune. Cela permettra aussi de situer notre elpprélectro-optique par rapport aux
différentes techniques, en termes de sensibil@égdolution et d'innovation.

Le deuxieme chapitrede la thése détaille la réalisation pratique darasicope électro-
optique dans sa version actuelle. Deux objectifsniigroscope insérés dans un montage
interféerométrique en configuration Mach-Zhenderstitnent I'idée de base de la PLEOM.
Une détection homodyne équilibrée, un asservissedeela phase statique des deux bras de
linterférométre, ainsi qu’'une détection synchropermettent d'obtenir la stabilité et la
sensibilité requises pour une mesure de variatiodide tres faible.

Le troisieme chapitre de ce manuscrit aborde le sujet de la caractinsapatiale de la
structure des film minces organiques cristallindsage de 2-méthyl-4-nitroaniline (MNA).
Ces films minces fortement polaires possedent drdigré d’organisation qui se traduit par
de grands coefficients électro-optiques Pockelscroissance délicate de ces couches ainsi
que I'étude en MEOP sont décrites en détail. Ureealeéliorations apportées durant cette
these est I'étude de la réponse Pockels en fonckoma polarisation du faisceau sonde.
Celle-ci refléte la symétrie du milieu étudié temt permettant de déterminer son orientation
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spatiale (e.g. axes cristallins ou diélectriques i@goport a ceux du laboratoire). Cette

démarche est validée dans le cas du MNA et on tapace avec des analyses standard
d’optique anisotrope, entre polariseurs croisés.u@lise ensuite la MEOP pour imager la

réponse Pockels d'un échantillon avec des éledrosteucturées, qui reflétent une

distribution particuliere du champ électrique dBespace.

Notre étude a ensuite portéh@pitre 4) sur des mesures de faibles effets de modulations
induits par un champ électrique. La détection d'umadulation EO Pockels a I'échelle
nanometrique constitue dans ce contexte un défisumaNous nous sommes fondés sur des
études récentes qui ont été menées au sein duegidapo-photonique Quantique du
LPQM, sur la génération de seconde harmonique de-aastaux de KTiOPQ(ou KTP)

[5]. A I'échelle macroscopique, ces cristaux naredires sont également connus pour leurs
propriétés électro-optiques. Nous sommes ainsignary a détecter la modulation EO de la
lumiére diffusée par des nano-cristaux de KTP d’'dimeension de 150 nm. Une étude en
fonction de la polarisation du faisceau sonde peheedéterminer l'orientation spatiale de
ces cristaux. Un tel cristal (voire un cristal emcplus petit a I'avenir) pourrait constituer un
détecteur de champ quasi-statique local de taglf@métrique.

Cette grande sensibilité de la PLEOM a des effetscliamp électrique ouvre une voie
intéressante vers des applications en biophysikpies en biologie. En électrophysiologie
les mesures sans contact de champs électriquesenpgéau travers des membranes
cellulaires, présentent un intérét fondamental. efffiet les mesures standard par contact
direct d’'une électrode avec la membrane, connues & nom de “patch-clamp” [6],
permettent de mesurer les potentiels d’actionsalfagon précise mais de maniere invasive.
La méthode optique, sans contact, reste une ditenmtéressante cas elle préserve en
principe l'intégralité de la membrane cellulairepeésente un caractére fondamentalement
non invasif. Le systeme cellulaire étant treés cogud, nous avons commencé par une étude
de bicouche phospholipidique artificielle pour bedr les mesures cellulaires ultérieures
mais aussi compte tenu de l'intérét fondamentdi@physique de I'étude des membranes en
tant que telles. La mise en ceuvre expérimentaledéstite dans lehapitre 5, ou les
premiers signaux EO Pockels de telles bicouchegatopont rapportés. On valide ensuite
expérimentalement le modéle théorique proposé gécrire I'insertion du colorant électro-
optique dans la membrane. La dépendance linéairesigival Pockels par rapport a
'amplitude de la différence de potentiel appligugermet d’estimer les coefficients électro-
optiques du film de molécules de colorant.
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Le chapitre 6 évoque les possibilités d’applications en biolodes ce concept. Dans ce
cadre, nous avons utilisé des cellules de typelZPGour effectuer des mesures de champ
électrique “ex-vivo”. Dans un premier temps, ibus est apparu naturel d’utiliser un "patch-
clamp" standard pour appliquer un champ électriguamsmembranaire connu, mais
'expérience s’est révélé tres délicate. Pour diieplcelle-ci, ces cellules ont finalement
excitées par des électrodes en or qui appliquems aln champ externe sans contact. Le
champ crée étant non-uniforme du fait des inhoméiggsn diélectriques et de la
configurations des électrodes, les mesures de EEORLredessinent cette distribution selon
les variations de phase. Des premiéres images lldeseavec ce mode d’application du
champ électrique sont présentées. On discute ersgiivantages et les limitations de notre
technique pour I'étude de potentiel d’action daes theurones, ainsi que la possibilité de
signaux d’origines différentes susceptible d'enger‘compétition” avec I'effet électro-
optique Pockels.

Enfin, nous concluons et nous présentons les petrges générales de notre travalil.



Chapitrel: Revue des
techniques de mesure optique de

champ électrique

Le développement des nanosciences associées a niaturisation des composants

optoélectroniques requiert une investigation pluécige et résolument innovante des
propriétés physiques a cette échelle. A I'échell@onvoire nanométrique, les propriétés des
matériaux changent, comme la ferro-électricité ggample, et de nouveaux effets peuvent
étre observés associés en particulier au confinequamtique.

A cette échelle, le champ électrique peut jouerdla trés important aussi bien en physique
qgu'en biologie. La recherche de nouvelles méthateslétermination spatiale du champ

électriqgue est donc particulierement a l'ordre @lur.jLes méthodes optiques, sans contact,
recoivent de plus en plus d’intérét étant donnésl@erformances et leur non-invasivité. On

décrit dans ce chapitre quelques techniques oftigtiisées pour les mesures de champ
électrigue dans des milieux physiques et biologque

LI Mesure de champ électrique dans les milieux
physiques

La miniaturisation des composants électroniquesp&bélectronique empéche de plus en
plus les mesures par contact direct de champ igjeetguasi-statique. A cette échelle, toute
anomalie de la distribution du champ électrique msiceptible d'entrainer des pertes
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d’'information. Par conséquent, il est nécessaioptithiser la technologie de conception et
de fabrication des électrodes. Des mesures satactale champ permettent non seulement
une mesure non invasive mais aussi non-perturbatevda distribution du champ. Les
méthodes optiques offrent ainsi les atouts de &igion et d'une vitesse d’acquisition
élevée. Celles-ci sont fondées sur I'utilisatiordd&rentes variations des propriétés électro-
optiques des matériaux, telles que : l'effet Pogkéeffet Kerr ou encore l'effet Franz-
Keldysh.

L.LI.1 Effet Pockels

La méthode la plus utilisée et plus développéecebe qui a recours a l'effet Pockels.
L’effet Pockels est décrit par une variation liméade l'indice de réfraction de certains
milieux sous l'effet d’'un champ électrique exter@ette propriété est caractéristique des
matériaux non-centrosymetriques organises telsl@gieristaux non-linéaires quadratiques.
Des travaux datant des années 80 rapportent és taltsures a grande échelle [7-8]. Durant
ces derniéres années, cette technique a connwelodpement remarquable permettant une
cartographie de champ électrique a petite échelles dles composants optoélectroniques
pour des champs électriques appligués modulés a fréegiences microondes. Ces
techniques utilisent dans leur principe un crigtlgctro-optique mis en contact avec les
électrodes dont on veut mesurer le champ rayontedfet. Pockels se traduit par une
variation de la polarisation d’'un faisceau lasendso réfléchi sur le dispositif. Apres un
analyseur, cette variation de polarisation est edieven une variation d’intensité lumineuse
détectable sur une photodiode. Le champ électitaet modulé, une variation d’intensité a
la méme fréquence permet d’'accéder a la parti¢réteptique du signal et d'accéder ainsi a
la mesurer la distribution du champ électrique.

Pour des fréquences de modulations encore pluslesafi-300 GHz) il a été possible de
générer des harmoniques d'ordre deux et trois deldsalatérales de modulatioside-
bande$. Il suffit pour cela de changer la tension de aligge ou I'amplitude de la
modulation [9]. La méthode des harmoniques des dmndtérales implémentée avec
l'utilisation d’'une fibre optique sur laquelle umistal électro-optique est fixé, a permis de
cartographier la distribution du champ électriqaasides antennes aux bandes-K (18GHz)
(Figure I-1).
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Figure I-1 : (a gauche) Principe de détection et @hagerie du champ électrique par modulation de I'éet
électro-optique dans un cristal EO monté sur une fiire optique [10]. (a droite) (a) antenne de bande-K
(b) composante x du champ électro-optique imagée p&a deuxiéme harmonique, (c) composante y du
champ électro-optique [9].

I.I.2 L’effet Kerr

L’effet Kerr correspond aussi a une dépendance déréfringence d’'un milieu sous l'effet
d'un champ électrique externe, cette dépendancet &t quadratique en champ.
Contrairement a I'effet Pockels cette propriétémésente dans tous les milieux, y compris
centro-symétriques. L'effet Kerr est surtout uéligour la détermination de la distribution de
champ électrique dans des milieux liquides commkhdéde par exemple [11].

Par interférométrie, les franges obtenues en saopan un faisceau référence et un faisceau
signal interférent au sein d'un milieu Kerr actdpnt altérées par la présence d’un champ
électrigue. Ce changement repéré sur un détecfguopié est quantifié en termes du
champ électrique perturbant.

Une autre méthode basée sur I'analyse de la pataom a la traversée d’'un milieu sous
champ électrique a aussi été utilisée. On détewevariation de la polarisation du faisceau
sonde sous la forme d’'une variation de l'intensi@@smise entre différentes polarisations
incidentes. Ceci permet d’en induire le vecteumagbalectrique [12-13].
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Figure I-2 : (& gauche) schéma expérimental de laeaure entre polariseur croisés. (a droite) Distribtion
de champ électrigue mesuré par effet Kerr dans duitrobenzéne liquide, placé entres deux électrodes,
'une cylindrique et l'autre “infinie”. Cette con figuration des électrodes permet de créer une forme
asymétrique du champ électrique [13].

L3 Effet Franz-Keldysh

L’effet Franz-Keldysh décrit la variation de I'alsption optique d’'un semi-conducteur sous
application d'un champ électrique a une longueondé généralement proche du bord de la
bande de conduction. Quand un champ électriquamsiqué sur le semi-conducteur, le
bord de la bande est en effet décalé vers des domgud’'onde plus petites, et une
augmentation de I'absorption est détectable. Ltdffanz-Keldysh se produit dans des semi-
conducteurs uniformes, mais requiert I'applicatdequelques kilo-Volts, ce qui en limite
les applications.

Une autre technique utilise le fait qu’'un changetmdun spectre d’absorption est induit,
méme au-dela de la bande. Ces fluctuations dedfpben sont mesurées directement par un
détecteur approprié [14].
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Figure 1-3: (& gauche) schéma expérimental. (a dite) Distribution du champ électrique dans un
semiconducteur de GaAs mesuré par effet Franz-Keldy [14].

I Mesure de champ optique dans des milieux
biologiques

La propagation des signaux électriques est un gdanthaine dans les milieux des sciences
de la vie, particulierement des neurosciences. tBelsniques de mesures extracellulaires
mais aussi transmembranaires de ces champs ontéénsléveloppées. Les premieres
techniques consistaient a introduire des sondedde@ l'intérieur de la cellule et a mesurer
une différence de potentiel entre I'intérieur etxtérieur de la cellule [6]. Cette méthode
directe a ouvert la voie au développement de ceegtiiconsidéré comme la meilleure
technique actuelle en électrophysiologie : celle ‘thatch-clamp”. En paralléle, les
chercheurs ont entrepris de mettre au point desodés optiques non-invasives. Les
observations de l'influence d’'un champ électrique Ies propriétés optiques d’'une cellule
ont ainsi fait I'objet de plusieurs études : nongeesentons quelques unes ci-dessous.

LIL1 Biréfringence

La premiere observation optique de I'effet d’'unmipaélectrique sur les propriétés optiques
d’'un neurone remonte a la fin des années 60. Usera#tion de la réponse optique d’un
axone placé entre polariseur et analyseur croisénsi montré que les propriétés
intrinséques de ces neurones telles que la big&nice changent sous l'effet d’'un champ
électriqgue [15-16] Bien que ces observations aient été promettelgessolution et la
sensibilité était loin d’étre exploitable dans geemieres études. Les recherches ont alors
travaillé a améliorer la sensibilité en augmentantensité du signal optique par d’autres
méthodes.
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Figure 1-4 : Mesure de la birefringence d’'un axon g¢ant de squid comparé au signal électrique.

LI1.2 Colorant:

I.II.2.A Fluorescence
Le développement d’'une variété de colorants flummets a marqué une étape importante
dans cette course vers les méthodes toutes optifjdpsEn effet une fois insérés dans la
membrane cellulaire, certaines classes de colosamiscapables de sonder une variation de
champ électrique local via un changement du sigadluorescence proportionnel au champ
[18-21]. Cette mesure nécessite de différencigatation de fluorescence par rapport a une
ligne de base s= F, - F, (Fp €tant le signal de fluorescence induit sous teffen champ

électriqgue de eFEq celle de base). Une limitation inhérente a cedtdnique résulte de ce
que, pour la majorité des colorants, la variatian ld fluorescence induite par champ
électrique est trés faible comparée a la fluoreseate base. Une intégration sur plusieurs
mesures s'avere des lors nécessaire. De plusplesarts sont présents partout dans la
cellule et participent ainsi d'une facon non locale ligne de base de la fluorescence. Pour
accroitre le signal optique, la concentration destéeurs doit étre augmentée, ce qui accroit
aussi le nombre des émetteurs non influencés pendmp électrique et leur contribution
parasite. La qualité du signal décroit alors rapielet. Enfin les colorants sensibles au
champ sont le plus souvent photo-toxiques et sentfilu phénomene de photoblanchiment.

LLI1.2.B Génération de la seconde harmonique
L’amélioration de l'efficacité de I'excitation etedl’émission est un point critique que
I'utilisation de la génération de la seconde harnaoa peut permettre de résoudre. En effet
la génération de seconde harmonique nécessiteurddcalisation d’'un faisceau excitateur



Mesure de champ optique dans des milieux biologifdLie

le plus souvent impulsionnel, et elle est généetdesnent au point focal de ce faisceau, ce
gui minimise le photoblanchiment au dehors du fajasi que I'émission parasite au dehors
du point focal. De plus une organisation des coltsranon-linéaires avec une orientation
privilégiée est nécessaire pour obtenir un sigoa nul. Il s'agit a la fois d'une contrainte
mais aussi d'un atout. En effet cette contrainézifigue et relativement exigeante permet
aussi de souligner des motifs spécifiques, tels de® contours membranaires ou les
molécules de colorant sont intercalées au nivealadeouche externe de la membrane
phospholipidique. Le seul signal détecté providatsades colorants de la membrane [22-
24]. La génération de seconde harmonique a perensutvre la propagation de potentiels
d’actions dans des neurones avec un bon rappodlssgr-bruit [24-26].

A noter qu'il s'agit dans ce cas d'un effet noédire d'ordre trois ¥'¥), exigeant une forte
puissance d'excitation. C'est la contraction déeoseur sous l'effet d'un champ électrique

statique (ou quasi-statiqgue) en un tenseur d'ottis s'ajoutant a un éventugl?

hY

intrinséque qui aboutit a la génération de secohdemonique sensible au champ
(x&% = y®E, + ') . Notons aussi que cet effet est formellement anaa la génération

de seconde harmonique sous champ électrique (EptHElectric Field Induced Second
Harmonic)[27]. La méthode EFISH est tres utiliséeipl'étude par génération de seconde
harmonique de chromophores sous effet de champriglex macroscopique. Deux
contributions sont alors mises en jeu et sontdilidfia discriminer:

0 Une composante lente de réorientation moléculaiee&dl'effet orientateur du champ
électrigue par couplage dipolaire.
[0 Une composante directe et instantanée puremertaiepie de type meélange a 4
ondes.
Cette double contribution (réorientation lente etapsation non-linéaire directe) parait
ignorée dans des études récentes et compliquedéoalsiement l'interprétation des mesures.
Enfin, cette méthode nécessite la focalisation el’torte intensité lumineuse, ce qui peut
éventuellement détruire I'échantillon et augmeitealement le photoblanchiment. A cela
s’ajoute la dégradation du signal de GSH lié all@me bien connu de l'internalisation du
colorant dans la moitié interne de la membraner(pin&ne de retournement ou "capsizing")
et qui peut réduire la non-centrosymeétrie locale.
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Figure I-5 : Image en GSH d’une cellule dopée. D et E représenie variation de la GSH sous l'influence
d’'un champ électrique appliqué sur la membrane [24]

LIL.2.C Sondes de champ, par ingénierie génétique
Une démarche prometteuse est I'utilisation de s®uadechamp génétiquement codées. Leur
utilisation permet de cibler uniquement la membrgiasmique tout en laissant les
organelles intracellulaires intactes. Deux stragegint été utilisées : la premiere est la fusion
entre la protéine fluorescente vergeeen fluorescent protein : GHRt les canauxvoltage-
gated’, ce qui a conduit a une modification de la confation de la protéine due au champ
dans le canal, et se traduit par une variationadftusrescence [28]. La deuxieme stratégie
utilise un mécanisme hybride ou la GFP est attaaHéepartie interne de la membrane, puis
entre en interaction avec un colorant présent danmaembrane cellulaire, qui subit une
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relocalisation dépendante du champ entre les deuroaouches membranaires. Le transfert
d’énergie de fluorescence (FRETluorescence resonant energy transfehtre ces deux
molécules est alors modifié [29]. Ces deux méthostms performantes et capables de
mesurer de trés faibles champs électriques en riumdd. Néanmoins, la vitesse de ces
processus est limitée, et la détection d’'un potérdiaction par ces meéthodes semble
difficile. A cela s’ajoutent des problemes liés faible niveau du signal, la difficulté
d'implémentation ainsi gu’'une augmentation de lpacéé électrique membranaire, ce qui
peut entrainer un blocage de la propagation dunpetel’action [30].

LIL.2.D Indicateurs de Calcium
Des colorants sensibles au calcium [31], ont aéiesutilisés. En effet la propagation d’'un
champ électrigue a travers une membrane celludairéiée a la variation de la concentration
en calcium. Ces colorants sont tres sensiblesuvédure d'un seul canal perméable au
calcium est détectable en microscopie a deux pbkof82]. Mais la difficulté de la
réalisation expérimentale ainsi que son utilisatiovivo constituent des limitations.

LIL.3 Plasmon de surface

La résonnance de plasmon de surface est un phéadoigm connu pour sa sensibilité aux
variations des indices de réfraction effectif aigsi'a leur causes: elle offre donc une
meéthode intéressante pour suivre I'évolution deangds électriques dans des milieux
biologiques via les variations d’indices de réfiaut Cette technique, fondée sur la mesure
de la variation de I'angle de résonnance plasmas $effet d’'un changement d’indice a
l'interface métal-diélectrique , a été largementetlgppé ces derniéres années, conduisant
ainsi a des mesures locales de I'indice de rétractia propagation d’un champ électrique
dans un milieu biologique entraine une variationdite tout au long de cette propagation.
Le plasmon de surface s'est avéré apte a mesueertelie variation, et a estimer le
changement d’indice correspondant [33]. Pourtatiedechnique est limitée par son faible
rapport signal sur bruit (de I'ordre de 4), et kEcessité d’'un contact direct de la surface
meétallique avec les cellules ou les neurones &udié



14 |Revue des techniques de mesure optique de chactpiclie

Stimulating Recording
electrode electrode

Nerve
Photodetector 1my

Polarizer Glass — Iy
Laser | ‘
diode
635 nm S::a"r‘lder Vera Priem Slit L 15 x 105
e Data acquisition - Amplifier
= board & filter WJ_L 3ms

A

Figure I-6 : Variation de I'indice de réfraction mesuré par la £chnique de plasmon de surface, comparé
a I'excitation électrique d’'un neurone [33].

L.IL.4 Absorption et Variation de la diffusion
optique (champ noir ou "dark field")

L’observation du changement des propriétés isdguies des neurones durant une
excitation électrique a constitué I'une des pressabservations optiques faite par Cohen en
1968 [15]: la biréfringence mais aussi la variatitenl’absorption et la diffusion ont été alors
observées. Avec le développement de I'instrumenmtaiptique durant ces derniéres années,
et 'amélioration de la sensibilit¢é de ces techeguon constate un retour remarquable a
linvestigation de l'origine de ces observationgd][3En effet plusieurs articles récents
s'attachent a comprendre l'origine exacte de céstsefet proposent l'influence d'une
réorganisation interne des organelles cellulaitesali champ électrique [35].

A
3. oevecTor T V
COLLECTOR - l— I*
> M
OBJECTIVE
| PREPARATION k'\s
f DARKFIELD
ILLUMINATOR
FILTERS
7 CONDENSER AS
(Jr_rr:‘s LAMP /
AV 7
— 50 ms
TIME

Figure I-7 : Relation linéaire entre la variation de diffusion & la lumiere due a la variation de la
morphologie du neurone sous l'effet de la différereede potentiel transmembranaire [34].

Récemment, la diffusion optique influencée par ghatectrique a été employée pour le
suivi du signal. Des techniques connues sous le N®1S (hear infrared spectroscopy
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[36], ou OCT/OCM ¢ptical coherence microscopy37], ont été adaptées a de telles
investigations.

La technigue OCM est fondée sur l'utilisation d’urmerférometre de Michelson, ou un
faisceau signal est focalisé sur I'échantillon.llwaiére réfléchie ou rétrodiffusée est ensuite
recombinée avec un faisceau de référence. On faimseune image des interférences de ces
deux faisceaux sur une caméra. Une transformagdrodrier inverse de cette image permet
de résoudre en profondeur le signal de la diffusigiique.
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Figure 1-8 : (a gauche) schéma expérimentale de 'OCM. (a droixe/ariation temporelle en profondeur
du signal optique mesurée par OCT [37].

La technique NRI est plutét adaptée a un suiviegnde échelle des phénomenes. On place
une matrice de sources de lumiere et de détecteuta partie de I'échantillon a étudier, et
on détecte la variation de l'intensité diffuséedéférents points. Ceci permet de reconstruire
en trois dimensions la propagation du signal épterdans le systéme nerveux.

Cependant, ces deux techniques restent limitéessetution spatiale.
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Tableau I-1 : Comparaison entre les différentes tdmiques de mesures de champ électrique.
RS : résolution spatiale, RT : résolution temporel, Sddp : sensibilité en terme de différence de pmitiel.

Technique Source RS RT Sddp Remarques générales
Cw
1305nm Fréquence radio et micro-
Pockels 3mW 50um 4ps 50uVv onde
(Ou pulsé)
He-Ne
Kerr Cw 0.8mm -- <kV/mm --
0.5mwW
840nm
Franz-Keldysh 120fs 1.5um >ps <0.1kvic --
m
4pJ
Biréfringence Lumiére 5mm <10 Bon S/B --
9 blanche ms <10mV
488 ou
fluorescence 510nm 2um -- <10mV colorant
Ti-Sa 0.6um
pulsé o S/B=7 Colorant, photoblanchiment
SHG (20X <lms .
940nm 0.750N) 4mV Moyenne de la réponse
12mw '
Tres
NRIS W od grande -- -- Sur des grandes dimensions
pulsé
surface
Ti-Sa 100
OCM pulsé 10-50um Bon S/B Moyenne de la réponse
ms
800nm
635nm
Plasmon CwW 100pm  <1ms <1lmV Contact direct avec le métal
S5SmwW
o Lumiere 50- <10 ]
Diffusion blanche <10mV Moyenne de la réponse
100pum ms

Imw




Une approche différentéf

LIII  Une approche différente

Toutes les techniques décrites précédemment se&a@hées fiables et performantes. Il reste
néanmoins divers problemes a résoudre pour chaternses méthodes, soit en terme de
résolution spatiale et/ou temporelle, ou en ternee seénsibilité, ou encore relatifs a
l'utilisation de fortes puissances optiques, susbkys d'endommager [|'échantillon.

Certaines des observations optiques rapportéesessud restent de plus difficiles a
interpréter et méritent de plus amples investigatio

Il semble par ailleurs que I'un des effets les pitiksés en optoélectronique n’ait pas encore
été adopté pour I'étude de systémes biologiquies'agit de I'effet électro-optique Pockels
qui résulte d'une variation linéaire de lindice dé&fraction sous l'effet d’'un champ
électrique. Cette variation d’indice induit une iséion de phase sur un faisceau sonde,
gu’un interférométre est capable de venir déteEtans le cas de I'effet Pockels, la variation
de phase est proportionnelle au champ appliqué qiiaux coefficients électro-optiques
mis en jeu. Si le champ est connu on peut aloctaniser les coefficients électro-optiques,
et si les coefficients sont connus, remonter adaure du champ électrique.

La conception d’un tel systeme a déja constitugujet de la thése de Timothée Toury. Lors
de ce travail, le principe du microscope a étédéalilans le cas de modulateurs électro-
optiques a base de polymeres fonctionnalisés par rdelécules non-linéaires. Ce
microscope s'est avéré capable de relever quelgnesalies dans la distribution de la
concentration de molécules orientées par champriélee, en particulier une concentration
au voisinage de I'électrode positif d'orientatioa,qui a pu étre veérifié par microscopie de

génération de seconde harmonique [4].

Cette thése a pour but de valider completementifeipe du microscope électro-optique
dans des milieux physiques différents et a repoutse limites de détection de ce
microscope. Ce travail vise également a des apiglita en biophysique par I'étude de
bicouches atrtificielles et de cellules.






Chapitre Il : Microscopie électro-

optique

I.I Partie Théorique

L’effet électro-optique Pockels, dont la découvergmonte a Friedrich Carl Alwin Pockels
en 1893 [38], se manifeste par la variation deiléftingence d’'un milieu sous I'effet d’'un
champ électrique statique. L’effet Pockels se feateé dans les milieux dépourvus de
symétrie d’inversion, comme certains cristaux (Mi@bde lithium, KTP, KDP...) ou des
systemes polymeres fonctionnalisés par des cobnani-linéaires, orientés sous champ
électriqgue. Pour mieux comprendre comment un chéegirique peut influencer I'indice de
réfraction de certains matériaux, il faut remofisgu’a I'origine microscopique de cet effet
[39-40].

IL.I1.1 Indice de réfraction

La lumiére étant une onde électromagnétique, Faakon de la lumiére avec la matiere peut
étre décrite en termes d’interaction du champ étpat avec les charges. Le champ de
déplacement électrique est donné par [41] :

—

D=¢E+P=¢E (11.2)

E représente le champ électrique, sdrespectivemerd, ) la perméabilité électrique du

milieu (resp. du vide)P est la densité de dipéle induite par le champ eeteui est elle-
méme en régime linéaire, proportionnelle au chataptrique. Par un calcul classique (ou
guantique) l'interaction de la lumiére avec lesctlins des atomes permet d'évaluer les
déplacements de charges induits sous champ. La sones diverses contributions
moléculaires introduira la notion d’un indice déraétion de la matiere. $ représente le
nombre d’atomes par unité de volume, la polarisatiwluite total est alor® = N P qui

S’'écrit
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P=¢g,Na(w)E (1.2)

Ou a représente la polarisabilité linéaire des molé&cul@ans le cas ou le milieu est
linéaire, la polarisation du milieu est proportielea au champ appliqgué. On définit la
susceptibilité linéaire macroscopique comme somesegplarisabilités atomiques, selon:

P=¢,xXE (1.3)

En introduisant I'expression de la polarisation sldas équations de Maxwell on fait
apparaitre I'indice de réfraction comme le rapmi®tla vitesse de I'onde dans le vide par
rapport a celle dans le milieu. De ces équationgeut déduire

n® =1+ y (11.4)
L’expression (I1.1) du champ déplacement électrigeient alors
D=¢,1+x)E=¢,FE=¢,, E (11.5)

Il est a noter que, et n doivent étre mesurés a la méme fréquence poucefte derniere

relation soit valide. L'indice de réfraction résuldes dipéles induits dans le milieu, et se
traduit au travers de l'indice de réfraction pardéphasage de la lumiére traversant le milieu
par rapport a une lumiére non perturbée.

I1.1.2 Milieu anisotrope

La partie précédente suppose un milieu isotrope [gouel la réponse ne dépend pas de la
direction du champ appligué. Dans les milieux angges, un calcul plus compliqué entre
en jeu et I'expression (11.3) est généralisablesdaiforme suivante :

P Xu X Xl E
P 1=&| Xa Xz Xas|| B (11.6)
P, Xa Xz Xall B

Toutefois, il existe un référentiel pour lequetipendance de la polarisation est linéaire par
rapport au champ existant dans la méme direction.
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Xu 0 0| E
=& 0 x% O | F (1.7)
0 0 xullE

nO <0 U

Ce nouveau référentiel est relatif aux axes digétpets principaux du milieu et les
coefficientsy’, sont les susceptibilités lineaires correspondattespression (11.5) s’écrit

alors en fonction des indices principaux

D, 2 0 O]E] [e, O OJE
D, |=5|0 n%, O|E|=|0 ¢, O|E (11.8)
D, 0 0 nA||E | |0 0 &,|E

Si deux de ces indices sont égaux alors le crestaldit uniaxe. Lorsque les trois sont
différents, on parle alors d'un cristal biaxe. logue la lumiere traverse un tel milieu, les
indices qui gouvernent sa propagation dépendesa g®larisation optique.

Considérons la densité d’énergie qui corresponaeaomde qui traverse ce milieu
U :lﬁéziz“qjaﬁ (11.9)
2 24
Dans le systeme d’axe principal cette expressewedt :

2 2 2
U :1{&+&+&} (11.10)
2 EXX gYY gYY

Cette derniere expression montre que les surfapést@ergétiques dans I'espace relatif au

vecteurD, sont des ellipsoides. Une transformation desdmworées suivante

NER: NER: (1)
x_(zj D,, Y—(Ej D, Z'(Z) D, (1.11)

Aboutit a la forme normalisée
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X* Y z
—t—+—=1 (1.12)
EXX gYY EZZ
Dans sa forme la plus générale, relative a un mystd’axes quelconques, cette surface
devient :

1) , (1 1 1 1 1
) 5 245 R A o e

On remarqgue dans cette expression une commutagivite les indice(sn—lz)_ =(?12j .
i i

Cette équation est celle de l'ellipsoide des irglié&erpendiculairement & chaque direction
de propagation de I'onde optique définie par satarg d’ondek, on obtient en section une
ellipse dont les deux axes principaux définissesideux indices de propagation permis pour
cette direction ainsi que les directions proprespdtarisation. Celles-ci sont indéfinies
lorsqu’on se propage le long d’'un des deux axem|ogs, qui correspondent a des sections
circulaires (une seule dans le cas d’'un milieu xaialeux pour un biaxe). Ceci a ouvert le
champ considérable de I'optique singulier, la phatsat indéfinie le long de cette direction
[42].

11.1.3 Polarisabilité non linéaire et effet Pockels

L'origine des effets d'optique non-linéaire, petre &rouvé dans le développement de la
densité de polarisation de la matiere en puissdnahamp €électrique. Dans I'approximation
du dipdle électrique et de la réponse instantareda,s'écrit:

PO =P+ [ X E (=) dr+Y. [[ ¥2(1,1,) E(t-1) E(t-1,) d, d,
i >0 ik 7,,1,>0
] (1.14)
3 ] HR @, 0)E (t-T)E (t=T,) B (t=T)dr,dr o 5+ ..
Kl 71,7,,74>0
Les deux premiers termes correspondent respectiteenda polarisation spontanée et a
I'effet optique linéaire. Les termes de degré glesé en champ, décrivent la réponse non-
linéaire. Il faut noter que dans des matériaux gpssedent une symétrie d’inversion, la
nature vectorielle de la polarisation et des chaglpstriques induit une valeur nulle de la
susceptibilité d’ordre deu'?, ainsi que de toutes les susceptibilités de raig plors, le

tenseury® n'existe que pour les milieux présentant une namtrosymétrie. Cette non
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centrosymeétrie doit se présenter au niveau micpigue mais également macroscopique.
Cela exige un certain degré d’organisation darsys¢éeme pour que la somme des effets des
différentes non-linéarités ne s’annule pas. En teffe susceptibilité non-linéaire
macroscopique est liée aux propriétés optiqueslinéaires des molécules individuelles par
le biais d'un modéle de gaz orienté [39-40]. Enl@gia avec I'équation (1.14), la
polarisabilité moléculaire est donnée par :

pO=w+Y [a,OE(-Dd+Y [[ By (1) (1) B(t7,)d, d,

1115
+ 3 [ P 00T T, (- 1)E, (=) B (t-7) o o0t o+ . (119

J.K\Lg,1,,7550

ou ) est le moment dipolaire de la molécule dans sonh fétradamental,@,, est la

polarisabilité Iinéaire,@’IJK ety les susceptibilités non-linéaires ou hyperpolailgab.

On procede ensuite a une transformée de Fouriéiipheuqui transforme les expressions
tensorielles dépendantes des retards en expressié@pendantes des fréquences. La

susceptibilité d'ordre deux macroscopique par exem@vient y? (-w,; w, w,), w,étant la
fréquence obtenue par mixage des fréquences irteslenet w,, tout en respectant la

conservation d'énergie, = w, + w, .

La susceptibilité macroscopique est déduite pamsation des différentes contributions des
polarisabilités moléculaires, tout en prenant emme le facteur de champ local et la
distribution d'orientation dans la cellule unité &usceptibilité moléculaire d'ordre deux est
alors reliée alors a I'hnyperpolarisabilité moléaagar I'expression suivante:

XD (- @, w,) = NE* £ fk‘”zzzn:cos[i 1 6)cofjJ ¢) cdsk K €]B, ¢ (11.16)

UK s=1

ou la sommation est faite sarmolécules dans la cellule unité| est la densité des cellules
unités, eff >, f“ etf sont les facteurs de champs locaux pour les diftés fréquences.
Les termes en cosinus permettent la transformatemnaxes moléculaires dans le systéme

d'axe macroscopique. Il est clair gu'une organisasitatistique des molécules non-linéaires
est nécessaire pour obtenir un effet de secona aegr nul.

II.I.3.A Effet Pockels
Nous ne nous intéressons ici qu’'au premier ternmelinéaire, c.a.d. d'ordre deux. Ce terme
comporte deux composantes de champ. Si un de eespshse situe dans le spectre optique
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et que l'autre champ correspond a une fréquencsi-gtatiqueQ , appliquée par des
électrodes appropriées par exemple, et en tenamipteo des différentes notations,
I'expression de la polarisation d’ordre deux s*#cri

RPockeIsz Fi)(z)(w+ Q) + Fi)(Z)(w_Q) (”17)
soit

F?Pockels: OZ)(U(E) (CL)+ Q: w, Q) Ej (C()) ﬁ (Q) +£OZ)(ij(k2) (C()_ Q; w, —Q) E (C()) 5 (_Q)

J
(11.18)
=62 Xy (w+ 0w, 0); @)E (0)
jk
La polarisation totale devient
P =6 X'E (o) +26,) %2 (w+Q0,Q)E () E (Q)+... (11.19)
i ik

La contraction partielle du tensew® par le champ quasi-statiqUg” est un opérateur

linéaire qui s’ajoute a la susceptibilité linégy®. Ceci aboutit a une distorsion du tenseur

de susceptibilité linéaire, ce qui se traduit par changement d’indice de réfraction
proportionnel au champ électrique. Cet effet esnaosous le nom dffet électro-optique
linéaire ou Pockels

Selon le méme raisonnement que dans la parti2 telt effet se traduit par une distorsion de
I'ellipsoide des indices, dont I'équation devieldrs:

(izj X +(i2j Y +(—12j 22+2(—12) yz+ 2(—1J 2% 2(—1J xy 1 (11.20)
n XX n vy n 7z n yz nZ ZX nZ Xy
Par rapport a I'équation de l'ellipsoide des indisans champ appliqué, la variation des

indices est proportionnelle au champ électrique lest facteur de proportionnalité
correspondant est connu sous le nom de coeffiéientro-optique :

1) (1) (1) _
A(Fjij _(Fju (nzj”_ _Zk:rijkEk (21

Ces coefficients, forment un tenseur d'ordre trois qui dérive luimedu tenseur de la

susceptibilité non linéairg? [43-44]:
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2
fy (~w, @,0) = ———— X2 (~w;w, 0). (1.22)
&y
Comme une commutativité existe entre les deux mendoefficientsj du tenseur électro-

optique une contraction d’indice peut étre effeetugt on peut réduire le nombre d’indices
apparents a deux, de facon a simplifier les natatgelon le tableau conventionnel suivant

[2] :

Tableau II-1 : Tableau des indices contractés

indice j 11 22 33 23 31 12

Indice 5, 3 4 5 4
contracte

Le tenseur d’ordre trois devient un tableau de J@&ments, dont la forme générale est

r r r
r=|* ® °® (11.23)

Selon la symétrie du systeme et le choix des a®dains éléments de la matrice peuvent
étre égaux, opposés ou encore s’annuler. Une desigtés importantes de cet effet est son
lien étroit avec la symétrie du milieu qu'on peoirvcomme une propriété d'anisotropie
supérieure.

IL.1.3.B Déphasage électro-optique :
Un changement d’indice d’'un milieu entraine néceesgent un changement du déphasage
optique subi au travers de la propagation dansilieundéphasant. Un déphasage optique
aura alors deux composantes : l'une dite normaléaatre a caractére électro-optique.
L’expression générale d’un tel déphasage est dpané

¢=¢0+A¢Eo=27”ne+2)|—”Ane (11.24)

la partie électro-optique donnée par :
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Ag, = —%Trf‘ & [ E. (1.25)

ILII Partie expérimentale : Microscope Electro-
optique

L’effet Pockels correspondant a une variation déedsous l'effet d’'un champ électrique
guasi-statique, la variation de phase d'un faisdeawersant un tel milieu électro-optique
peut étre détectée et permettre de remonter egipeirau champ électrique. La méthode
classique consiste a faire interférer un faisceauré&férence avec un faisceau sonde
traversant I'échantillon. Au niveau microscopiqe¢,pour des études électro-optiques de
films minces voire des nanoparticules, on aurairaffa de faibles effets de phase. Des
ameliorations devront étre congcues et mises eneqour ameéliorer la sensibilité d’un tel
interférometre.

Dans cette partie, la microscopie électro-optigtiksée pour I'étude de 'effet Pockels a
I'échelle micrométrique est décrite. Une extensaolechelle nanomeétrique sera présentée
au chapitre IV, dans le cadre de I'étude de l'effeickels de nanocristaux de KTP. Le
microscope est constitué d'un interférometre deetyach-Zhender dans lequel une
détection homodyne équilibrée et une détection leyme sont implémentées afin de
maximiser le rapport signal — sur — bruit pour létedtion des faibles effets. Le
développement de ce microscope a constitué leitrditne these antérieure qui s’est
poursuivi tout au long de la présente thése. Bienlg principe de fonctionnement n’ait pas
changé, des améliorations au niveau du bruit, dtalailisation et du contrdle ont été menées
a bien, et d’autres voies de détections ont étinédes.

ILIL1  Principe générale

ILIL.1.A Détection Homodyne équilibrée
Une méthode performante pour détecter une trékefeafmrmation dans un faisceau laser est
de le faire interférer avec un faisceau plus ireaetle méme fréquence. Cette méthode est
appelée détection homodyne équilibrée. La Figurd lllustre schématiquement son
principe.
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Reference

o,

5

Signal

Figure II-1 : principe de la détection homodyne : @ combine un faisceau de référence de forte intensi
avec un faisceau signal de faible intensité portantinformation dans un cube séparateur. Les deux
faisceaux de sortie sont détectés par deux photodies.

En effet, si le signal (resp. la référence) a umeldaude a, (resp.a, ), et si on mélange ces

deux faisceaux par un cube séparateur en intemgitépar une simple lame semi
réfléchissante, alors les deux faisceaux a laesattront les deux amplitudes suivantes :

a, =%(a'r +a,),
f (11.26)
a, :E(ar _as)
Les deux intensités lumineuses correspondantes sont
1 2
I1 :_|ar +as|
2 (11.27)
I :£|a Al
2 2 r s

Pour remonter au terme d’interférence entre les d@aceauy, il suffit de faire la différence
entre les deux photo-courants

L=pl-p), (11.28)

Ici, nous avons introduit le rendement quantique dieux photodiodes et p,), et on va

supposer gue les deux rendements sont égaux. Bsuaidons de simplification nous allons
raisonner dans la suite en termes d’intensité optiga différence d’intensité s’écrit

|_=2Rda.a] (1.29)
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Si une perturbation apparait sur la voie signalaastlite d'un effet du déphasage,
l'interférence fait qu’une fluctuation de l'intemside la différence des photo-courants sera
alors détectée.

Al_=2Rd Aa, a; +a, Ad, | (1.30)

Dans le cadre d’'une détection homodyne équilibéaisceau de référence est beaucoup
plus intense que la faisceau signal, c’est a djre>a,. Dans ce cas I'expression (11.30)

devient
Al_=2Rda, Aa; | (1.31)

En introduisant des déphasages optiques entreeles wbies, résultant soit d’une variation
de la difféerence de marche optique sur la voiereéigay , soit du déphasage électro-optique

sous l'effet d’'un champ électriqueg., dans la voie signal, I'expression de ces fluctresi

peut étre écrite comme suit :
Al =2 Re[ZZe‘(“‘MEO)] = 2a, a, co$g —Dp.) (1.32)

Nous avons utilisé les notations = @, €% et Aa, =ae** . Clest ici le termé\g.,,
portant I'information relative au déphasage élecdiptique, qui nous intéresse. Suivant la
valeur deg plusieurs mesures sont envisageables, notammantigu= 77/2. Dans ce cas,

et si le déphasage électro-optighg., est tres faible, I'expression (11.32) devient
Al_=2a, a,sinBpe, )= 2a, a A, (11.33)

On remarque que le signal EO est alors détectétdirent comme une variatidki_ de la

différence d’intensitd _détectée.

Un autre cas pertinent correspond a un déphasatigust pour ag =0. Dans ce cas, toute
fluctuation de lintensité due a une absorpt{@w, <0) ou eémission(Aa, > 0)influence

par un champ électrique est mesurable. Ces deusecast détaillés ultérieurement dans la
partie “Détection synchrone”.
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I1.I1.1.B Boucle d’asservissement
Pour stabiliser et optimiser la différence de phataique entre les deux bras de
linterférometre, une boucle de rétroaction peraiiasservir la position d’un miroir monté
sur deux cales piézo-électriques. L'une d’elles pense pour les bruits faibles amplitudes
hautes fréquences, I'autre pour les bruits de $ataplitudes aux basses fréquences.

Le circuit de contréle de ces cales est alimentdgpaignal basse fréquence provenant de
la différence des courants des photodiodes, cepgunet en conséquence de compenser
toute dérive d’ordre mécanique vibrationnel ou itigue. Cette derniére classe étant a des
fréquences inférieures a 2KHz, on limite le sigialcommande a une fréquence de coupure
de I'ordre de 2KHz.

Une fois ce réglage effectué, on peut observerstatglisation des signaux issus des deux
photodiodes, un autre potentiométre permettantédéer la position de la deuxieme cale
piézoélectriqgue. On fixe ainsi la différence de gghatatique entre ledeux voies optiques
signal et référence g = 77/2 correspond a un signal statique égal sur les ghotodiodes,
alors queg =0 correspond a un signal maximal sur une des phmdedi et minimal sur

'autre. L’intérét de chacun de ces deux cas skustrié dans la partie suivante.

ILIL.1.C Détection synchrone
A de trés basses fréquences existent des bruitsradi@gues importants qui génent la
mesure de tout type d’effet statique. Au signaladdifférence des photo-courants des deux

photodiodes, s’'ajoute un bruif(t) a la fréquence nulle 0. L'expression (11.32) devien
alors :

Al_=2a, a, cod@ - Dpeo)+b° ¢) (11.34)

Une facon de contourner les inconvénients assace&s bruits aux trés basses fréquences,
est l'utilisation d’'une détection synchrone. Lenpipe est de multiplier le signal a basse

fréquence (ou continu) par une porteuse a une l‘é’fainéquence(Q)éIoignée de celle des

bruits électroniques. Comme I'effet électro-optieast d0 & un champ électrique, il suffit de
moduler le champ électrique appliqué a I'échamiilto la fréquence quasi-statige Le
déphasage EO prend alors la forme suivante :

AP, = P, cos(Qt +6,) (11.35)
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ou g, est une phase a l'origine. Certains échantilloesivpnt subir une variation

d’absorption ou d’émission sous l'effet d’'un chadéipctrique. Cela peut jouer un réle dans
le signal final en terme de variations d’intensiti&tectées. Ces variations vont aussi étre
modulées a la méme frequence que le champ appdijgé traduisent par une variation

supplémentairédas qui s’ajoute a I'amplitude optique sur la voigrsl.

As =0+ 0T (Q) =0T g+ gCOSQt +6,) (11.36)

Comme nous l'avons expliqué ci-dessus, deux padetfonctionnement du déphasage
statique sont intéressantsg = 77/2 et ¢ =0 .

» Casg=m/2:

Dans ce cas Iexpression (1.34) deviemil_=2a, a, coq 7 2-Ddg,)+b° ()
=2a, a,sinBge, )+b° ().
CommeAg., <<lrad alors

Al =27 A, +b°(t) (11.37)

En développant on obtient :

|
>

20,00 pe0+ 20,0 AP, COSQL+6, Jb° ()
=20.a.¢,cosQt+6, ¢ 20.a,p, coRt+86, )cosit+6, Hb° t() (11.38)
28,4, CosQt+6, )+ 20,8,p, CoR,~6, ¥ TA, P, COS@+6+6, 9’ t(

Le signal Al _ est ensuite multiplié par le signal de référeRaela méme fréquenc@ au

niveau de la détection synchrone.
R= Acos(Qt) (11.39)

Le produit de (11.39) par (11.38) s’écrit :
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Al_OR=2A0.a.4,cos@,)
DC
+b°(t) AcosQt )+ 2A7.a. P, cosf, -6, )cosit )
+2AT, 8, COSQ+ 6, +6,)
Q
+2A0.a. P, cos(Dt+ 6,  2Aa0.a,p, cos@Qt+6,+6,

2Q

(11.40)

Plusieurs fréquences apparaissent dans I'expredsi@roduit final. On remarque surtout le
déplacement du bruit initialement a trés basseuFgges vers la fréquence de multiplication,
et le retour du signal EO vers les fréquences D@ phartie du signal associée a la variation
de l'amplitude optique sous l'effet d’'un changemeati€mission ou d’absorption est
aussi déplacé vers des fréquences plus hautesiltignpisse bas sélectionnera a la fin la
partie DC, qui permettra de mesurer la valgyrdu déphasage EO.

A A A
Bruit
Filtre
A A
Signal
b B I
0 f Q f Q f

Figure 11-2 : Principe de la détection synchrone. & gauche) le signal DC est noyé par le bruit ; (méu)
On éloigne le signal de la zone bruité en le moduiaa haute fréquence ; (droite) en multipliant parun
signal référence a la méme fréquence on raméne lgsal a la zone DC et on le sélectionne par un fit
spécifique.

» Casg=0:
Dans ce cas I'expression (I1.34) devienl_= ZZZcosango ¥b®¢), et comme
Ap., <<lrad alors
Al_=2a.a, +b°(t)=2ad,.a, + 20,y cosQt+6, ¥b° ¢’ (11.41)

On constate directement I'absence de la contribui® dans la fluctuation de lintensité
optique. La multiplication grace a la détectiomdyrone, par la référende a la méme
fréequenceQ donne I'expression suivante :

Al_R=2A0.a,cosQt i+ 2A0.ad,, CoK, )

o (1.42)
+2A0 d,, cos(Dt+6, + AD () cot
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Le bruit est déplacé vers les hautes fréequences gle la variation d’intensité sous I'effet
de la variation de I'émission ou de I'absorptigg est ramenée a des basses fréquences.

Cette variation d’intensité, proportionnelleag,, pourra éventuellement étre sélectionnée

par un filtre passe bas.

ILIL.Z Réalisation du montage expérimental

Cette partie décrit le schéma expérimental du reaope électro-optique et sa réalisation
technique. Les composants les plus importants plestynécanique, électrique, optique et
guelques détails sur I'acquisition des donnéesy décrits.

ILIL.2.A Description générale du montage expérimental

La structure du microscope électro-optique a slmsipurs ameéliorations, qui ont permis
d’obtenir une structure versatile avec plusieurevae détection possibles. Selon le type
d’échantillon étudié, deux configurations respexdiwerticale ou horizontale ont été
montées. En effet, pour I'étude de membranes owdlleles, I'échantillon en milieu
humide ne peut étre qu’horizontal, ce qui complitpi¢rajet du faisceau sonde et limite
dans une certaine mesure, la stabilit¢ du micrasc@ans la mesure du possible, on
privilégie donc une configuration avec un échamillvertical ou le trajet horizontal du
faisceau sonde n’est pas dévié. Le gain en s&hibus a permis par exemple d’étudier
I'effet Pockels d’'une nanoparticule unique (cf. oitie 1V).

L'interférometre, montré en Figure II-1, fonctionnemme suit ; Le faisceau d'un laser
HeNe a 632.8nm est divisé en deux a l'aide d’urecséparateur en polarisation. La partie
réflechie polarisée verticalement sert de faiscdauréféerence alors que l'autre partie
transmise et moins intense passe au travers |'étibaret constitue le faisceau signal. Une
lame demi-onde placée avant ce cube permet debtemtintensité relative sur les deux
voies.
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Signal

d 'asservissement

o)
3}
C
o)
-

v

‘D
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Figure 11-3 Schéma principe du microscope électroqatique .
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Deux configurations de la voie signal sont possiljfeon montré dans la Figure 1I-1) ;
I’échantillon pouvant étre placé horizontalementvetticalement, un miroir permettant de
basculer le faisceau dans I'une ou l'autre desigardtions.

La premiere configuration nécessite un axe optigeical commun aux objectifs de
microscope. Pour cela des pieces mécaniques etntgtaniques typ&lewportont été
employées pour construire un systéme élévateulestiatur). Notons que la configuration
historique était verticale, mais la “tour” fabuée manuellement, bien que compacte,
souffrait d’'une instabilité, d’'une difficulté d’aes, et d’'un désalignement fréquent des
deux objectifs du microscope. La configuration atteubien quelle soit moins compacte
offre une large liberté de manceuvre, plus de dedediberté, ainsi qu’'une bonne
reproductibilité des mesures.

La deuxiéme configurationverticale utilise des objectifs ayant un axe aptiGccommun
horizontal sur le banc optique. Cette configuratigen stable est utilisée pour les études
d’échantillons physiques tels que des modulatdecdré-optiques.

Dans ces deux configurations, deux lames demi-otolet les deux rotations sont

contrdlées par des moteurs tournants peuvent Etceégs de part et d’autre des objectifs.
La premiére configuration permet de faire varieptdarisation de la lumiére traversant
I’échantillon, alors que la seconde restitue unansation horizontale (en I'absence d'effet
optique anisotrope entre les deux lames). Dewesumiroirs acheminent le faisceau signal
a travers un deuxiéme cube séparateur en polansatin de réaliser I'interférence avec le
faisceau de référence.

Sur la voie de référence une lame demi-onde placés® de I'horizontale fait tourner la
polarisation initialement verticale de la référenee horizontale (Figure 11-4). Cette
polarisation est ensuite transmise a travers lideme cube séparateur. Une lame quart-
d’onde transforme la polarisation rectiligne engpisiation circulaire droite qui se réfléchit
en circulaire gauche sur un miroir perpendiculaefaisceau. En traversant de nouveau la
lame quart-onde la polarisation circulaire gaucketransforme en polarisation linéaire
verticale. Cette derniere est réfléchie par le cadggarateur en polarisation. Ce bras a pour
but de controler la phase relative entre les daiscéaux, référence et signal. En effet ce
miroir est placé sur deux platines piézo-électrigoentrélées par un circuit électrique qui
permet d’asservir le déphasage statique entreeles dies de’interférometre. La Figure
[I-4 illustre les différentes polarisations apréasgage par les différents composants
optiques.
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Apres le cube CSP1, les deux faisceaux référensegedl sont superposés spatialement
mais avec deux polarisations perpendiculaires. lange demi-onde placée derriére le
deuxieme cube séparateur permet de tourner laigatian des deux faisceaux de 45°.
Ensuite un dernier cube séparateur en polaris@®iR2, assure l'interférence en projetant
la polarisation de chaque faisceau, initialement4%, sur les deux directions
perpendiculaires horizontale et verticale.

Miroir

Figure II-4 Jeu de polarisation mis en ceuvre pourd contrble de phase statique entre les deux voies
signal et référence avant la séparation sur les deyhotodiodes.

Deux photodiodesécupérent le signal optique de l'interférenceeardnsforment en deux
photo-courant$,; eti, contenant des basses et hautes fréequences. lad Bagse fréquence
est utilisé pour commander la boucle d’asservisstéme la phase statique, alors que les
deux signaux hautes fréquences des deux photodiau#aant la fréquenc&€ de la
modulation EO, sont soustraits avant d’étre envegés une détection synchrone. En effet,
le champ électrique appliqué sur I'échantillon sidulé a une “haute” fréquenc@ (de
quelques dizaine de kHz). Une modulation de I'effiectro-optique a la méme fréquence
Q est produite, induisant une modulation du sigriatetférence a la méme fréquence. La
détection synchrone multiplie la différence du sigilectrique par un signal de référence a
la méme fréquence et donne comme résultat, apieg@ BF, un signal proportionnel au
déphasage électro-optique.
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ILI1.2.B Détails techniques du montage

La réalisation expérimentale des différents poatterdés ci-dessus aboutit & un systeme
compact et performant. Tout au long de cette tlleéseaméliorations ont été menées sur le
microscope électro-optique. De nouveaux composélgstroniques et optigues ont été

ajoutés, afin de le rendre plus maniable et étersére applications dans le domaine

biophysique. Cette partie présente la configuragiciuelle de 'ensemble des composants du
microscope électro-optique. La Figure II-5 représela derniere version du montage

expérimental.

ILIL2.B.(i) Source de lumiere

Comme l'effet électro-optique Pockels est non-résom et ne nécessite pas l'utilisation
d’un laser pulsé contrairement aux expériencesdensle harmonique dépendant du champ
ou de fluorescence dépendant du voltage, un sidgsler He-Ne continu et de faible
puissance suffit pour de telles mesures. Par cdngfest révélé important d’avoir un laser
stable en fréquence et en intensité ; des exp@&semenées avec un laser HeNe multimode
ayant une longue cavité, et avec des lasers nailiséa, ont montré que le battement de
fréquences durant un saut de mode peut entrainbruiintres important au niveau de notre
détection.

Nous avons donc opté pour un He-NREQ 632.8nm, monomode en fréquence, TogM
polarisé rectilignement avec une puissance deesdeil,5mW. La stabilité en intensité est
de +0,2% sur une heure alors que celle en fréquesicde +1MHz pour la méme durée. Le
faisceau laser traverse un isolateur optique engmédout retour vers la cavité qui peut
induire une instabilité. Il est ensuite épuré parfiltrage spatial et élargi avec un systéme
afocal de fagon a couvrir la pupille d’entrée dbgectifs de microscope. L’ensemble assure
une bonne qualité du faisceau ainsi qu’une stalsliffisante durant I'acquisition.

ILIL2.B.(ii) Opto-mécanique
Les pieces mécaniques et les supports d’optiquéténacquis chezhorlabset Newport
La tour est majoritairement concue avec des pi@meda sociétéNewport Les bancs
optiques ont été achetés cl@w/IS Ces derniers permettent un alignement optiquéefat
rapide. Pour une plus grande stabilité de l'intemgetre, la hauteur du faisceau est fixée a
6,5 cm. D’autres piéces d’ajustement ont été réedisa I'atelier de mécanique de I'ENS et
du département de physique.

ILIL2.B.(iii) Les optiques
Les composants optiques utilisés sont traités an®32 I'exception des objectifs de
microscope qui sont large bande. Les lames d’osdesfabriquées pafichoualors que les
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cubes séparateurs en polarisation proviennent deciétéMelles Griot Thorlabsa fournis
les cubes séparateurs en intensiteé.

ILIL2.B.(iv) Les photodiodes
Les photodiodes sont fabriquées ptamamatsu Ces photodiodes silicium a large bande
passante (500MHz) possédent une surface effecév®,8 mm permettant une bonne
facilité d’alignement. Elles sont associées a aewertisseurs courant-tension. Le signal est
ensuite séparé en basse et haute fréquence. Wtelddgtauto-équilibré “Nirvana”pourra
étre utilisé ponctuellement au lieu de ce circoigis les résultats présentés ici ont été
obtenus avec le circuit électrique décrit précédentm

ILIL2.B.(v) Détection Synchrone
La détection synchrone est numériq€s&G princeton applied research model 530Re
signal HF provenant de la différence des signasxdgeix photodiodeAl _ est multiplié par

le signal de référence du générateur permettapptitmer un champ électrique modulé sur
I'échantillon. L’'amplitude et la phase par rappéxtette référence sont données en sortie.

ILIL2.B.(vi) Les objectifs du microscope :
L’aspect microscopique de l'interférometre nécesst focalisation du faisceau sur une
tache limitée par la diffraction. Cela est réalis# deux objectifs de microscope placés de
part et d'autre de I'échantillon : le premier sarfocaliser le faisceau incident, l'autre a
recollimater le faisceau de sortie. Par contre anté&ét a avoir un front d'onde plan au
niveau du point focal de I'objectif du microscopé¢n compromis entre grossissement et
ouverture numérique est obtenu par l'utilisationddex objectifs de microscope Nikon>40
O.N. 0,6 & air.

La résolution obtenue est de

A
2xN.A

R=1.22

(11.43)

soit une tache de focalisation de 1.22um de diaEiur une longueur d’onde de 632,8nm.
Deux autres objectifs Nikon 400.N. 0,8 a immersion d’eau sont aussi utilisésdarcadre
de mesures sur des échantillons biologiques ou ibiétiques (par exemple durant une
mesure par patch clamp sur une cellule vivanter,capitre VI).

ILIL2.B.(vii) Image en lumieére blanche
Les images en lumiére blanche sont obtenues avwecaméra couleur CCD (modele IDS
UI-2220-C-HQ commandé chez IMASYS) placée au p@octl d'une lentille de distance
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focale de 20 cm située en aval de I'objectif duroscope. Un miroir escamotable (flip-flop)
situé juste apres les objectifs permet de bastaleimiere sur la caméra. Un autre oculaire
rend aussi possible la visualisation a I'ceil nu.

ILI1.2.B.(viii) Platine piézoélectrique
Pour balayer la position du point focal a travérgdgralité de I'échantillon et obtenir ainsi
une cartographie de la réponse électro-optiquehdgtillon est monté sur une platine piézo-
électriguePiezoJengTritor 102) qui permet de faire des scans en x, y et z. [pbfadément
en (x,y) par exemple peut étre effectué sur une zien80um par 80um.

ILIL.2.B.(ix) Générateur deux voies
Un générateur commercial deux voiesktronix(AFG 3022B a été utilisé pour appliquer le
champ électrique sur les échantillons. Dans ledtaiitomatiser I'expérience et notamment
I'acquisition des données, ce générateur avecntedace GPIB est lié a un ordinateur qui
contr6le la voie de sortie du générateur, I'amgitul’offset ainsi que la fréquence de la
tension appliquée.

ILIL2.B.(x) Systeme de patch clamp
Dans le cadre des mesures de potentiel transmeaitgamin systéme de patch-clamp
commercial a été monté dans le microscope. La iggiser du patch-clamp est détaillée dans
le dernier chapitre. Un micromanipulateur trois eussLuigs et Neumanest utilisé pour
contrbler la position d’'une micropipette fixée sur préamplificateur. Le signal de ce pré-
amplificateur est envoyé vers uAixon instrumen{Axopatch-200Ajjui permet de mesurer
un courant ou une différence de potentiel, et digppr une commande externe. Les micro-
pipettes sont étirées par un “pipette-pullé@C10de la sociétélarishigue
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Figure [I-5 Photographie du microscope électro-optjue. CSP : cube séparateur en polarisation, P :
Photodiode, VR : voie référence, VS1 : voie signgbur un échantillon placé horizontalement, VS2 : vie
signal pour un échantillon placé verticalement.



40 |Microscopie électro-optique

ILI.L3 Analyse des données

ILIL.3.A Programme de control et de détection

Le programme de contrdle et d’acquisition des desrgéété développé sous LabWindows.
Bien qu’il soit plus compliqué a utiliser que labwi, Labwindows permet la réalisation de
quelques taches difficiles, moins bien adaptéesna programmation graphique. Le

programme de contrble est divisé en difféerentes-4$aches : contrble de la platine piézo-
électrique, acquisition temporelle du signal ddieate la détection synchrone, contréle des
moteurs des deux lames demi-onde et du signal die stu générateur a deux voies. La
connexion avec les différents modules est faitavets une carte GPIB (sauf une connexion
USB pour les photodiodes a avalanche non utilidées le cadre de ce manuscrit).

Un point fort du programme est le controle et legsibilité de tous les parametres des
instruments (temps d'intégration de la détectiomchyone, amplitude de la tension
appliguée sur I'échantillon ...). Le temps d’acquisiten chaque point d’'un balayage et
d’autres parameétres de détection peuvent étre aistpil'interface utilisateur. Un controle
complet du générateur ainsi que des moteurs desslalemi-onde assure une acquisition
simultanée de la réponse électro-optique de I'éillanet de la mesure calibration avec la
cellule KDP de référence (paragraphe ci-dessous)eepour chaque direction de la
polarisation.

ILI1.3.B Normalisation

Ce dernier point est important car tout signal ciét@ar la détection synchrone est donné en
terme de tension (Volts). Pour en déduire un dggde®lectro-optique en radian, il faut
normaliser ce signal par un signal de référencesigeal de référence est généré par un
cristal de KDP massif bien connu en orientationtdeffet électro-optique est parfaitement
caractérisé. Cette étape permet de corriger lelgrab lié & la variation de lintensité
lumineuse sur la voie sonde qui fait varier legeaux délivrés par la détection synchrone.
Le logiciel de contrdle décrit dans la partie pdms@e permet de faire cette acquisition
automatiquement.

ILIL.3.C Exemple d’'une mesure
Pour effectuer une mesure correcte avec le micpes@ectro-optique, plusieurs étapes
doivent étre respectées. Un alignement précisiakeitférometre est nécessaire pour chaque
mesure. Selon I'échantillon et son épaisseur, &actéristiques spatiales du faisceau a la
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sortie sont modifiées, aboutissant a une intert@ette plus ou moins bonne qualité. Le

degré de recouvrement des deux faisceaux signélésence joue un role primordial dans la

sensibilité de l'interférometre. Ce recouvrementitp&tre visualisé sur un oscilloscope en

observant les deux signaux basse fréquence pravdaardeux photodiodes. On peut aussi
moduler la position du miroir de la voie de référera basse fréquence et observer la
modulation des deux tensions. Plus I'amplitudeadmbdulation est grande, meilleure est la
gualité de I'interférence.

Une fois ceci réalisé, un asservissement de laiposiu miroir est assuré par la boucle
électronique. Deux réglages du gain du systemdréteque permettent de compenser des
bruits aux faibles fréquences, un potentiometrenpéiant d’ajuster le déphasage entre les
deux bras référence et signal. Dans le gas 77/2 (cf. paragraphe Il.1l.1.B ), on veut

atteindre une valeur égale des deux tensions desogibdes (mode équilibré). Un
environnement calme est évidement favorable poerhonne stabilité du systéme a long
terme.

Un champ électriqgue quasi-statique peut alors @&pdiqué sur I'échantillon a l'aide du
générateur a deux voies. La détection synchronerdélout signal électro-optique a la
méme fréquence. Le programme de détection permbaldger la position du faisceau sur
I'échantillon et ainsi de cartographier la disttibn électro-optique intrinséque tout en
contrélant la zone du scan et le temps d’acqursiga chaque point. Une image de cette
cartographie est montrée en paralléle. Une étudate ggprofondie du signal temporel en un
point précis est aussi possible. On vérifie I'argyidu signal pour éliminer toute autre cause
possible d'un signal qui ne soit pas d'origine qpé, et on examine en particulier la
dépendance linéaire de l'effet sur le champ appliqune autre partie du programme fait
tourner la polarisation de la lumiere de facon adeo la dépendance en polarisation du
signal. Les deux derniéres étapes sont totalemaioimatisées avec un contrdle sur le
nombre de points, le pas et la marge d’acquisition.






Chapitre IIl : Champ électrique
mesuré par effet Pockels dans
des films minces de cristaux

moléculaires de MNA

Aprés avoir décrit le principe de I'effet électrptimue et le montage expérimental mis au
point dans le cadre de cette these nous démonttans ce chapitre la capacité du
microscope PLEOM a sonder la distribution du chastgetrique dans des films minces a
base de différents matériaux. La croissance defiloes minces organiques nécessite une
technique bien spécifique pour obtenir une bonmadugnéité des films et une structure
monocristalline. Des cristaux organiques de 2-niéthyitroaniline (MNA) choisis pour

leur fort non-linéarité quadratique, ont été dépoeé@ films minces sur des électrodes
planaires. Ces dernieres ont permis d'appliquechasps électriques uniformes a ces films
monocristallins. La mesure locale de I'effet éleatptique associé a permis de vérifier la
distribution du champ électrique modélisé par aile En particulier, nous avons pu imager
des variations abruptes de réponse électro-optgtre deux domaines cristallins adjacents
orientés de facon différentes. D’autres formes et#bdes par exemple en pointes ont
permis d’observer une exaltation locale du chameptétjue appliqué en bon accord avec la
théorie. Dans ce cadre nous détaillerons la migeari technologique des échantillons ainsi
gue le calcul théorique de la forme du champ dadéponse électro-optique. La réponse en
polarisation de I'effet Pockels mesurée, sera déscat comparée a un modéele théorique.
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III.IL MNA

Le choix des matériaux organiques pour la mesurta dbstribution électrique du champ
appligué via l'effet Pockels a été motivé par legfticients électro-optiques élevés du 2-
meéthyl-4-nitroaniline MNA (67+25pm/V) [45], ainsug la caractéristique, générale pour les
cristaux organiques, d'une constante diélectrigetement plus petite que dans les
matériaux non-organiques, garantissant ainsi unibeome pénétration au champ électrique
a partir des électrodes externes. Cet atout pediugliser de faibles amplitudes de champ
électrigue pour induire une modulation EO signiiia de l'indice de réfraction de
I'échantillon. Les cristaux organiques ont été ésmgnt étudiées par ailleurs dans le contexte
plus général des effets non-linéaire quadratiqetsts paramétriques de mélange a 3 ondes:
GSH, somme de fréquences, émission, oscillatiamglification paramétrique) [46].

La grande susceptibilité moléculaire d’ordre deuXMNA provient de la forte polarisabilité
des unités moléculaires constituant le cristalsiagque du caractére polaire de celle-ci,
résultant d'un fort transfert de charge a I'étatitéxentre groupement donneur (NH2) et
accepteur (NO2), selon le paradigme bien établadigode moléculaire [47].

L’application d’'un champ électrique bien caraciria travers ces films requiert des
électrodes planaires intercalées, d'ou la néceshitémettre au point un processus de
fabrication approprié.

II1.I.1 Electrodes :

Des électrodes planaires en or ont été fabriquéss da salle blanche de [l'Institut
d’Alembert. On utilise des lames de verre de 170giépaisseur, sur lesquelles une fine
couche de titane de 10nm d’épaisseur est déposeée Couche d’adhésion facilite
'adhérence d’'une couche d'or de 50nm d’épaissdur.film mince d’une résine photo-
résiste positive est étalée en utilisant la towen@figure Ill-1-a). La forme des électrodes
est imprimée sur un masque a travers lequel laggsihotosensible est illuminée par une
lampe UV (Figure lll-1-b). La partie qui a réagieava lumiere peut étre facilement enlevée
avec un solvant appropri€, laissant sans protetboren dessous. Une solution d’iodure de
potassium permet alors d’éter I'or non protégé (Féglll-1- d), transposant ainsi la forme
du masque sur l'or. Le titane quant a lui est éetir l'aide d'une solution d’acide
fluorhydrique (HF) (Figure lll-1-e). Ce qui reste d¢h résine est ensuite dissous avec de
'acétone et de I'éthanol (Figure lllI-1-g). Les aarétres de déposition ainsi que les temps
d’exposition et de gravure ont été mis au poinéglusieurs essais et sont reportés dans le
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Tableau 1lI-1. Une colle a I'argent liquide mélaegg&un durcisseur permet de maintenir des
fils électriques en contact avec les extremitésétiastrodes.

Tableau IlI-1 : Les différents parameétres utilisésdurant le processus de fabrication des électrodes er

Dépot Ti

Temps : 1,42 minutes ; Epaisseur : 10 nm

Dépobt Au

Temps : 8 minutes ; Epaisseur : 50 nm

Spin coating de la Résine S1805 v = 1000 rpm ;8080 Xpm/s ;temps 30s

Chauffage 115°C pour 1 minute
Exposition UV 5s
développement 1 minute

Gravure KiI oS

Gravure HF 10s
Lavage Acétone 5 minutes
a)

il —

Photo-résine _— i [

= —
Au —
Ti— =
verre i
uv
” développeur Kl
N

Figure 1lI-1 : Les différentes étapes du processude photolithographie.

Les formes des électrodes sont diverses et vagieine €lectrodes planaires simples, avec
une pointe ou deux, ainsi qu’une configuration ddtrélectrodes de 4 et 6 pointes qui
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permet de varier la direction du champ électriquaigué sur I'échantillon (Figure 111-2), ou
encore d'appliquer un potentiel multipolaire (plalternants +V, -V).

Figure 111-2 : Image globale des électrodes en ortilisées pour appliquer un champ électrique statiqe.
Gauche : électrodes planaire. Droite : multi-électodes 4 pointes.

III.I.2Z Films minces organiques : méthode de
croissance

Les cristaux organiques se présentent a I'étatissus de la synthése organique sous forme
de poudre jaune. Afin d’obtenir une couche mincenoroistalline, nous avons utilisé une
technique connue sous le nom de méthode de claoghesiée (hverted bell). Le but est de
faire croitre le cristal en couche mince autoumdimoyau central monocristallin. Pour cela
cette méthode se déroule en deux étapes : toudrd'dimtroduction du cristal entre deux
lamelles, puis la croissance cristalline autoumd’wnité centrale monocristalline. Dans un
premier temps, une lamelle en verre est posée sausl@le la lamelle portant les électrodes
en or, de facon a laisser une petite épaisseur etdie les deux. Une quantité de poudre du
cristal organique est déposée au cété de la lartleaeffée jusqu’a fusion. Par capillarité, le
liquide fondu pénetre entre les deux lames, puisngna constituer couche mince de cristal
organique a l'issue d'une étape de refroidissement.
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Trous d 'observation
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Figure 111-3 : Schéma du mini-four utilisé dans lacroissance cristalline. L’échantillon est placé en¢
deux plaques chauffantes percées d’'un trou aboutiast a un profil de température en cloche inversée.
T; : température de fusion, T, tient pour température haute et T pour la température basse.

La deuxieme étape permet de faire croitre le ¢rstanono-structure cristalline autour d'un
germe. Pour cela un mini-four est utilisé de fagooontroler et structurer le profil de la
température sur I'échantillon (Figure 1lI-3). Cemniour est composé de deux plaques
chauffantes percées d’'un trou central entre lessgigEchantillon est placé. La perte de
chaleur est contrdlée au travers de cet orificeymasysteme de ventilation qui souffle de
I'air de part et d’autre de I'échantillon. La tetng@ture dans le four est plus basse au niveau
du trou qui dissipe la chaleur tout en permettamlibservation optique. Le profile de
température est dessiné dans la Figure IlI-3 qardél de la température en cloche inversée
est représenté. La température est contrélée pairauit €lectronique d’asservissement, et
permet de faire fondre le cristal autour du poientcal d’observation. La croissance
cristalline se fait comme alors suit: la tempémtest tout d’abords augmentée jusqu’a
voisinage de la fusion du cristal. La fusion comoentre les cristallites du bord et se
poursuit par des canaux liquides pénétrant engrectlistallites du centre. En jouant sur la
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température, le rayon de la zone de la fusionéshitit, et il est possible de choisir une zone
ne comprenant qu'un seul cristallite bien séleagorEnsuite en élargissant la zone de
refroidissement trés lentement, la croissanceuaude cette cristallite est favorisée et une
zone monocristalline obtenue. Pour obtenir un Esnltat, le temps de refroidissement varie
entre quelgues heures a un jour selon le crisiledéutCette méthode déja décrite par Serge
Gauvin et Joseph Zyss [48], permet d’assurer umadaeproductibilité de la qualité
cristalline des couches minces.

La croissance du MNA est réalisée autour d’une &ratpre de 120°C et le refroidissement
est de 1°C/h, ce qui permet de faire croitre dissatix de grande qualité optique.

IILL.3 Propriétés optiques et électro-optiques du
MNA

Le 2-methyl-4-nitroaniline (ou MNA) a été principahent étudié a la fin des années 70 et au
début des années 80, compte tenu de sa grandesgbilité moléculaire qui se traduit par de
grands coefficients électro-optiques au niveau owmmpique dans des cristaux bien
organisés. La cellule unité d'un cristal de MNA esbnoclinique [45], avec un groupe
spatiale Cc et un group ponctuein (le seul élément de symétrie du groupe ponctuel
d'invariance est un miroir).

En films minces les axes cristallographigaest c sont présents dans le plan du film alors
gue l'axeb leur est perpendiculaire (par convention). La molé de MNA est représentée
dans la Figure Ill-4a. On remarque les deux groupes amino (donnetir)itre (accepteur),
qui créent le moment dipolaire de la molécule. iresnents dipolaires des molécules dans
le cristal sont alignés les uns avec les autres tauplan (0,1,0), tout en déviant pour les
unes légerement vers le haut et pour les autres leebas, formant ainsi une structure
fortement polaire non-centrosymétrique. Celle ét@analysée du point de vue de I'optimum
de la structure cristalline pour la génération eéeosde harmonique et I'effet Pockels dans la
référence [40]. A noter que le caractere monodlieide la structure du MNA ne permet pas
de localiser les axes principaux diélectriques. Ues axes diélectriques (Y) est
perpendiculaire au plan miroir, en conséquent &scdutres s'étendent dans ce plan. C'est
le quasi-alignement des molécules de MNA dans uneettbn donnée qui définit I'autre axe
diélectrique X [49].
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Figure 1lI-4 : a) Molécule de MNA (C;0,N,Hg). b) Alignement des molécules et structure danselspace

des axes cristallographiques du cristal de MNA. cTonfiguration des axes optiques principales par
rapport aux axes cristallographiques dans le planal cristal.

Durant la croissance de ce cristal, différents doasapparaissent dans le film ainsi que des
fissures limitant des zones de quelques centaieagnickometres de dimension. Le plan de
clivage dépend notamment de la structure cristallin MNA qui peut varier d'une zone a
l'autre. Il a été démontré que le plan de cliviagme un angle de 8° avec I'axe optique X et
de 26° avec l'axe cristallographique (Figure 1lI-4). Les films mirccele MNA sont donc
biaxes avec I'axe polaire dans le plan du film.

Une bonne transmission du MNA pour les longuetosdes allant de 500nm a 1900nm
permet la réalisation de mesures électro-optiqug32:8nm. Comme le MNA appartient au
groupe ponctuah, sa matrice électro-optique prend la forme suw§2} :

| , 0 r13_
r‘21 O r23
. O r
r= % * (.2)
Or O
r51 O rl53
|0 1, O]

Le coefficientry; est le plus important et il a été estimé a 67pnu&s autres coefficients
sont négligeables ( a 10% prés). On s’attend aorse réponse électro-optique bien
directionnelle du MNA par rapport a la polarisatimla lumiére.

IILII Champ électrique : expression analytique

La configuration des électrodes utilisée a la fodaeleux bandes paralleles en or, de I'ordre
de 50nm d'épaisseur, trés fines comparées a lspaidu film organique de quelques
micromeétres (voire Figure 1lI-2 et Figure 1lI-5).e@e configuration permet d’obtenir des



50 |Champ électrique mesuré par effet Pockels dan8laessminces de cristaux
moléculaires de MNA

champs électriques bien uniformes au centre, éedrélectrodes. Un calcul simple montré
dans I'Annexe A, permet de trouver I'expressiortidamp électrique inter-électrode.

(¢) o E(
(2)

.=
r i
e X 5

(o) a . " (—o)
— >
. d i a o a o d o

Figure 1lI-5: Schéma simplifié des électrodes enroet le champ électriqgue créé entre les deux. Les
différents paramétres utilisés dans le calcul y samprésentés.

Les composantes cartésiennes du champ électrigressht :

vV C \/(zz+(x+ at c)zj[ 24(- % & )izj

EX:anSIn Z+(x 9° Z+(- % ¥

VvV C a+ X a— X aF & x %
E,(0) =——| arcta + arctah—— |- arctap——— |- arclap———
27ES z z y4 y4

(I11.2)

La Figure 111-6 représente le profil théorique champ électrique le long des deux électrodes
(a z=3um), on remarque que le champ est plus iet@asiveau des électrodes qu’au centre,
ou il est par contre plus uniforme.
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Figure 111-6 : Profil des deux composantes Ex et Ey consécutiventetu champ électrique (en unité
arbitraire) pour une distance de 3um au dessus dulgn des électrodes. Dans cet exemple la distance
inter-électrode est de 20um (de -10 a +10 um).

De par son principe, le microscope électro-optigsiecapable de sonder cette variation de
champ électrique a travers I'échantillon, sous fmfune variation de phase lorsque I'on
balaye la position du faisceau. En effet la vasiatde I'indice de réfraction selon une
directioni sous l'effet d’'un champ électriqies’exprime par

A(%]zznjEj, (11.3)
n i
soit une variation électro-optique de l'indice é&action de :
r\3
My=-=2 1E (X2 (I1.4)
j
Un déphasage Pockels au travers d’'une épaisseaurt
T 3 (¢ .
By =51 [, 256 (% 2) d2 (111.5)
J

En premiére approximation, le déphasage mesurefietar le profil du champ électrique
entre les électrodes. Cela dépend bien sir dedlitéde la structure des cristaux de MNA
formés.
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IILIII Mesure électro-optique et réponse en
polarisation

Une fois un film mince monocristallin formé, on pguocéder a I'imagerie électro-optique
de I'échantillon. Une modulation de 10V créte-cr@tec) en amplitude a une fréquence de
20kHz s'avere suffisante pour obtenir un rappaha sur bruit tres confortable. Une
cartographie spatiale de la réponse électro-optipgemet de caractériser la qualité
cristalline de I'échantillon ainsi que la capacité microscope a sonder la variation du
champ électrique. La Figure 11I-7 représente urayade typique de la zone inter-électrode
en présence d'une fine couche monocristalline deAM8IN remarque l'uniformité de la
réponse au centre de I'échantillon alors que léE€mités montrent une réponse plus intense,
en bon accord avec les profils théoriques de chaé®entre des électrodes planaires.

25

20
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Y (um)
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0 5 10 15 20 25
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Figure 1lI-7 : Image du déphasage électro-optique obtenue en batayt une région monaocristalline de
MNA entre électrodes en or. On applique dans ce caslVcc d’amplitude de modulation. A droite le
profil de la variation du signal électro-optique entraversant cette zone. On remarque que ce profil
reproduit la variation du champ électrique théorique montré dans la figure précédente.

Une autre propriété électro-optique de ces filmaces est I'anisotropie de la réponse en
fonction de I'angle de la polarisation incident& urnant la polarisation incidente et en

mesurant le déphasage électro-optique correspaniganéponse en polarisation peut étre
représentée sur une courbe polaire ( Figure ll&8ebe ). On remarque la forme en lobes de
cette réponse qui reflete la forte polarité du filba dépendance linéaire du signal en

fonction de I'amplitude de la modulation de la éiffnce de potentiel entre électrodes est
également bien vérifiée (Voire Figure IlI-8-droite)
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Figure 111-8 : (a2 gauche) Réponse électro-optique re polarisation typique d’'une couche de MNA. (a
droite) réponse électro-optique linéaire en fonctio du champ appliqué

IILIII.1 Expression analytique et ajustement de la
courbe polaire:

Pour ajuster une fonction théorique sur la répamseolarisation, nous avons recours a des
estimations de l'ordre de grandeur des différeptfficients de la matrice électro-optique.
Dans la littérature, les coefficients sont tous ligég devant le coefficienty; qui est
dominant. Les films sont plutdt épais (5um) et updele macroscopique peut suffire pour
décrire cette dépendance en polarisation. En prermapproximation, I'effet du champ
électrigue sera décrit, comme mentionné plus lpautun unique coefficient électro-optique
ri;. Dans le systeme lié aux axes optiques du crigtgjuation de l'ellipsoide des indices
devient sous l'effet d’'un champ électrique

1 Y?  7?
{—2+I’11Elj)(2+—2+—2:l (“|6)
r]X nY I"IZ

E; est la composante du champ électrique appliquend&xe X. Aucune transformation
n'est donc nécessaire pour se situer dans le sgstBaxes principaux du systeme en

présence du champ électrique quasi-statique agpliga principale contribution électro-
optique est ainsi associée a I'indice de réfracsiglon I'axe X.

Il a été montré que les axes optiques du cristdgts dans le plan de I'échantillon sont
'axe polaire X et lI'axe Z [45, 50]. Dans l'approxation d’'une incidence normale du
faisceau sonde, I'ellipse d’interaction d’'un plargendiculaire a la direction de propagation
et de I'ellipsoide des indices s’écrit
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2
[iz+r11Ele2+Z—2:1 (111.7)
N n,

Suivant la direction de la polarisation incideni#,lumiere voit deux indices différents
nX

V 1+ n>2( r11E1

du laboratoire, e la direction de la polarisation par rapport a cenmaéxe. L'expression
du champ électrique optique traversant les diffi@eoptiques (MNA, les polariseurs et les
lames demi-ondes) devient :

n',=netn'y = . Soita I'angle que fait I'axe plane X du cristal avecxéax

nz

E =E, cos Q9—a)ei7ﬂen'x +E sif @-a )é7”e (111.8)

Sous influence du champ électrique quasi-statiqupéicué de fréquenc, n', est le seul

indice influencé et modulé a la méme fréquence. ddasequent la détection synchrone
délivre un signal de la forme :

SOcos 6-a) P (1) (111.9)

Deux lobes se présentent suivant la directiom dequi permettent de pointer la direction
de l'axe X (également visible par extinction ergodariseurs croisés, mais dans ce cas, il y a
confusion entre X et Z. Seule lI'expérience éleoptique permet de lever cette confusion).
Donc la dépendance en polarisation du signal éextique doit étre uros suivant la
direction de I'axe polaire. Ceci est bien clair sié&s courbes obtenues.

L'annexe B présente un calcul similaire mais plus généralglisant les matrices de Jones
avec une application expérimentale au cas d'un dranistal KDP de référence dont

I'orientation est bien caractérise.

Pour bien illustrer cette dépendance nous avonkyssnaeux zones cristallines de MNA
adjacents orientées différemment. Pour les isoleus avons tout d’abord placé le film
mince de MNA entre polariseurs croisés. La méme &st ensuite étudiée par le PLEOM.
Deux régions d’intérét, avec deux orientationséléhtes de I'axe polaire, ont été étudiées.

La Figure IlI-9 montre une photo prise au microscqplarisé de ces deux domaines
adjacents. On remarque gu’'une des deux régionsnests brillante que l'autre, ce qui
montre que les deux régions n'ont pas la méme tatien cristalline. En tournant
I'échantillon, nous arrivons a éteindre une desxdégions puis a éteindre I'autre. On note
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les deux angles que fait par rapport a I'axe destides, un des axes optiques principaux
de chaque région avec les électrodes. lIs valehetl@0° respectivement.

: £
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Figure 111-9 : Photographie sous microscope en lumiére blanche poisée d'une zone de la couche mince
de MNA. On remarque deux zones avec deux intensitédsimineuses transmises différentes. Ceci
correspond a deux cristaux de MNA orientés de facodistincte.

B: axe des électrodes

Les deux zones apparaissent bien homogénes ensgogpie électro-optique (Figure 111-10).
En se passant de part et d’autre de la frontiére é&s deux régions, on effectue une analyse
en polarisation du signal électro-optique (Tablgbg).
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Figure 11l-10 : Balayage du signal électro-optiquede la région intersection des deux zones d’orientans
différentes. On remarque la dépendance du signal édtro-optique selon I'angle de la polarisation deal
lumiere (gauche : polarisation 0°, droite : 90°).
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Tableau IlI-2 Comparaison entre (en haut) les réponses en polagigon électro-optiques expérimentales
de deux régions adjacentes d'orientation différentg et (en bas) la prédiction théorique ainsi que la
déduction de l'angle que fait 'axe polaire avec #xe des électrodes pour chaque zone. Les angles
d’orientations sont donnés en degrés, et I'angle mécorrespond a I'axe paralléle aux électrodes seaides
orientations de la Figure 111-9.

Région 1 Région 2
90 90
25 - 125—
20 135 45 100 13° 45
15 75
Ré 50
éponse en c o5
polarisation 180 180
expérimentale > 25
50
15 75
20 595 315 100 555 315
25 = 125~
270 270

Simulation

Orientation
de l'axe 12°
polaire

60°
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La simulation de la réponse électro-optique est bem accord avec les données
expérimentales. Aux erreurs expérimentales presetitation de I'axe principal par rapport
a I'axe des électrodes est bien de 12° et de @0Gagrespond aux mémes valeurs qu’entre
polariseurs croisés. Cependant, il faut noter ¢gtade entre polariseurs croisés ne permet
pas de reconnaitre I'axe polaire principal ( oréion indéterminée a 90°), alors que la
réponse électro-optique en est capable.

IILIILL.2Z Champ électrique non uniforme (électrodes
avec pointes) :

Des électrodes avec une forme en pointe permetierdréer une distribution de champs
électrigues variables qui est sensiblement plensd au niveau de la pointe. Pour vérifier
expérimentalement cette distribution fortemementomogene, la microscopie électro-
optique offre une bonne sensibilité. Ceci est dénéodans la Figure IlI-11 ou les données
expérimentales s’accordent bien avec la distrilutabu champ électrique théorique
(simulation avec le logiciel COMSOL).

Surface: Electric field, norm [V/m] Contour: Electric potential [V] Max: 52.147 Max: 9.50

—— 120

85

50

- 100 40 75

£ 65

40 |80

55
30 - 60

=145

20 - 40

35
10 — 20

125

os
-1.75 -15 -1.25 -1 -0.75 05 -0.25 0 025 05 075 1 125 15 175 Min: 2.574e-22  Min: 0.500

Figure IlI-11 : (Gauche) : Des électrodes en formele pointes sont utilisées pour appliquer un champ
électrique sur un film mince de MNA. La cartographie de la réponse électro-optique est représentée @gan
cette figure. Les distances sont données en um, lat valeur du déphasage électro-optique en unité
arbitraire. L’électrode du haut est reliée au généateur, les autres électrodes sont connectées a lasse.
Un champ plus intense au niveau de la pointe estsible expérimentalement. Un bon accord est constaté
avec la simulation théorique (droite).

Il faut noter qu’aucune dépendance de la répongmokamisation sur la direction du champ
électrique statique n’a pu étre détectée. Cedl@giventuellement a la forte polarité du film
cristallin. La direction du champ électrique auree unfluence sur la valeur du signal mais
aucune influence sur sa directionalité (FigurelR)-
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Figure 111-12: lllustration de l'effet de la variat ion de la direction du champ électrique quasi-statjue sur
la réponse électro-optique en polarisation. La vale de la projection du champ électrique sur l'axe
optique change mais I'orientation de la réponse paire reste suivant I'axe polaire du cristal.

III.IV Conclusion du chapitre et perspectives:

En conclusion de cette partie nous avons démostrpotentiel du microscope électro-
optique pour I'étude de la cristallinité de couch@aces de MNA. Ces couches minces,
déposées par la méthode de cloche inversée, réwgerbonne qualité optique et possédent
des propriétés électro-optiques bien connues. r@ioement a des mesures de biréfringence
classiques, la PLEOM est capable d'identifier sansbiguité I'axe optique principal
fortement polaire de ce cristal. Ceci est réalinéétudiant la dépendance angulaire en
polarisation du signal électro-optique enregidiféus avons pu ainsi imager deux domaines
de MNA monocristallins adjacents, mais orientéfeddmment.

Dans des couches de MNA bien uniformes, la PLEOMa&sable de suivre la distribution
spatiale de l'intensité du champ électrique ap@igalon I'axe polaire du cristal de MNA,
comme on a pu le montré avec des électrodes etepoin

Nous n’avons pas observé une dépendance de lasepoiaire sur la direction du champ
électriqgue appliqué. Cela est di a la forte paadi¢€ ces couches qui rend le coefficient
électro-optique;; dominant. Un changement de la direction du chalegiréggue ne fait que
diminuer les valeurs du déphasage enregistré efluence pas la directionalité de la
réponse électro-optique.
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La question qui se pose a ce stade est celle dudsemesure de la modulation électro-

optique. En d'autres termes, la sensibilité acuelt elle suffisante pour permettre la
détection d'une particule électro-optique de taidmométrique ? Nous nous efforcerons de
répondre a ces questions dans le chapitre suivant.






Chapitre IV: Etude de la réponse
électro-optique Pockels d'un

nanocristal unique : application
au KTP

L’effet Pockels électro-optique a été mis en évidedans de grands cristaux massifs, et
films minces non-centrosymétriques. Par ailleunssigiurs études se sont intéressées a la
contribution collective a I'effet Pockels de molé&siou de nanoparticules, dispersées dans
un polymére et orientées sous champ électriquesf$1- Mais aucune observation n’a
dévoilé jusqu'a présent a notre connaissance lautaton électro-optique Pockels
provenant d’'une particule nanométrique unique. Het electro-optique a I'échelle d'une
telle nanoparticule aurait un grand intérét pows oeesures de champ électrique résolu a la
méme échelle, et des applications comme nano-doondke de champ. La PLEOM a prouve
sa puissance et sa fiabilité pour sonder la digioph de champ électrique dans des films
minces a deux dimensions. Un confinement a traisedsions de nature a permettre une
meilleure caractérisation du microscope actuelrssgnte ici naturellement comme ['étape
suivante.

Dans ce chapitre une description de I'effet d’'uamp quasi-statique sur la diffusion par une
nanoparticule non-centrosymétrique sera dévelo@pRsi, que la mise en évidence de ce qui
constitue a notre connaissance la premiére détedéomodulation électro-optique Pockels
d’'une nanoparticule unique, ici & base de KTiQP&TP) monocristallin.
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IV.I Effet d'une nanoparticule sur un faisceau:

Un faisceau focalisé sur une nanoparticule subé diffusion qui dépend de l'indice du
matériau constituant la particule et ainsi queelai@ui 'entoure. Si, de plus, le matériau de
cette particule est non-centrosymétrique et luife@nainsi des propriétés électro-optiques
de type Pockels, il peut alors subir une variatibndice sous I'effet d'un champ électrique
externe. Une telle variation induit une modificatide I'intensité diffusée par cette particule.

La taille de la particule influence la diffusiote qui peut étre décrit en terme de section
efficace o,. La section efficace d’une nanoparticule est probponelle a la taille de la
particule & la puissance 6 [55]. Dans I'annexe éwmetbppe cette description dans le cas
d’'une particule électro-optique, et on montre l'apfion d’'une contribution électro-optique
of° ala section efficace :

2
of° _ T4 (n*-1) 6n’ E d°
24 | n°+2)| M*-DM*+ 2)

(IV.1)

Ici nous avons utilisé I'approximation selon ladeel’indice de réfraction d'une

nanoparticule électro-optique soumise a un chaegrégue s'écritn, = n+An., . La partie
3

electro-opthueAnEo:ErE est supposée correspondre a une contributionom®tdu

champ électrique valide pour toutes les compos#mtsndice de réfraction de la particule.

On peut envisager la détection directe de la dmuion électro-optique par une mesure
directe de la variation de la puissance diffusédpanée par

P=o_l

sc'inc

(IV.2)

On remargue qu’une diminution des dimensions deatzoparticule influence fortement le
résultat. Si le rayon de la particule est diviseqrux, la puissance diffusée sera divisée par
64. D'ou lintérét d’'une détection sensible de eetiffusion. L'interférence du champ
électromagnétique diffusé avec un faisceau référeatd’utilisation d’'une modulation du
champ quasi-statique appliqué, comme dans la amatiign actuelle du microscope, offre
une telle sensibilité.

Il faut aussi noter que le champ électrique queiegie appliqué entre les électrodes a pour
effet de créer un champ électrique local. Celus‘oppose au champ total et induit une
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diminution de la valeur du champ effectif agisssunt la particule, ce qui diminue d'autant
I'effet électro-optique.

IV..L1 Description de I'effet électro-optique en
termes de champ diffusé:

Dans le cas ou un faisceau sonde traverse un matétectro-optique de dimension
transverse plus grande que lbedm-waist la réponse Pockels de ce matériau est
normalement décrite par le changement d’indice éfeaction sous l'effet d’'un champ
électrique, qui induit un déphasage proportionneg ahamp.

Figure IV-1 : lllustration de la différence entre le cas d’'un échantillon dont la taille est plus grate que
le point focal et le cas d’'une particule dont la tifle est plus petite.

Dans le cas d'une nanoparticule de dimensionsdoeguplus petites que le diamétre du
faisceau, il faut raisonner en termes de poladsaihduite par le champ électrique. La
polarisation d’ordre deux, dans le cas de I'effet&o-optique, est alors donnée par :

R(Z)Pockels: £, r.||2 r],zzz i!.k ﬁw EQ (|V3)

OUE. est une composante suivant k du champ électrigpkéqap, qui est a la fréquenc2
quasi-statique par rapport a la fréquencelu champ optiqu&?”. Les indicesik se

rapportent au systéme d’axes principaux du labweatbe champ diffusé par la particule est
proportionnel a la dérivée seconde de cette palawis par rapport au temps

-
E D‘;Tf - —(w+Q)?P (IV.4)
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Ceci se traduit par une proportionnalité entre hanep diffusé et le champ électrique
appliqué :

(EZ?), O -&,(w+Q)’nin ,JZZrk E'E (IV.5)

Ce champ diffusé que I'on va faire interférer auecfaisceau de référence, est utilisé pour
détecter l'effet électro-optique d’'une nanopargcuDans la configuration actuelle du
microscope électro-optique, le faisceau transmtigers I'échantillon est recombiné avec
un faisceau de référence. Dans le cas d’'une diffugiectro-optique le champ diffusé y est
ajouté et l'intensité totale vaut:
| =[E2 +EC+EX2f =1+ +2Re[ £+ E%) E“:ﬂ (IV.6)

Toute variation du champ diffusé induit une vadatde l'intensité des franges et ainsi une
variation de lintensité détectée. Le champ élqaki étant modulé a une fréquence de

20kHz, lintensité I'est aussi, et la détection dyrone permet d’extraire le signal modulé a
la méme fréquence :

S=2Rq (B4 + B E.?]. (Iv.7)

IV.II Propriétés non-linéaires du KTP - propriétés
électro-optiques

Le KTIOPQ, (KTP) est un cristal largement utilisé et parfeiémt caractérisé pour la
génération de la seconde harmonique ainsi que segrigiés électro-optiques. A
température ambiante la structure du KTP est dntfrabique avec les constantes de mailles
suivantes :a=12,189A°,b=6,366A° etc=10,584A°. La structure cristalline est représentée
a la Figure IV-2. L'origine structurale de la largen-linéarité provient de la présence de
plus courtes liaisons Ti-O au sein de l'octaedstoddu TiQ.

Deux contributions sont a I'origine de l'effet élexzoptique : une contribution ionique et
une contribution électronique. Les deux groupegsaéélre PQ et l'octaédre TiQ
contribuent a la partie ionique [56-57].
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Figure V-2 : Structure cristalline du KTP vue dans le plan < 010 > (gauche) et dans le plan < 100 >
(droite). En gris sont représentés les unités tétealres PQ et en blanc les octaédre Ti@ Les cercles gris
représentent les atomes K [58].

De point de vue des symétries, le KTP appartiergraupe ponctuel mmz2, et la matrice des
coefficients électro-optiques a la forme suivante :

0 0 r,
0 0 ry
r= 0 0 & (IV.8)
Or O
r, 0 O
|0 0 O]

Les coefficients électro-optiques du KTP somf= 9.5pm/V, r,, = 15.7pm/V, r, =
36.3pm/V,r,, =9.3pm/V, r,, =7.3pm/V, mesurés a la longueur d’onde 632.8 nro[39

IV.III Nano KTP : préparation et déposition

Depuis 2005, des travaux menés au LPQM et au labhad@MC de I'Ecole Polytechnique
ont permis de mettre au point I'élaboration de nastaux de KTP. Ceux-ci se sont révélés
étre des nanolabels photo-stables pour la générdgola seconde harmonique (GSH). lIs
constituent alors naturellement de bons candidats pobservation d’'un effet Pockels a
I'échelle de la nanoparticule unique, puisque Idi@alectronique de I'effet Pockels a une
origine commune avec celle de la GSH. Les détaitsla croissance de ces nanocristaux
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peuvent étre trouvés dans la thése de Loc Le-X6ah dont nous nous contentons de
rappeler ici les points importants.

En résumé, la méthode utilisée, consiste a récupéréa poudre résiduelle d'un processus
de croissance de KTP massif. Durant ce processeslange distribution de tailles de KTP
est présente, rendant nécessaire un tri de taille.

La poudre est tout d'abord mélangée a un polynereplyvinylpyrolidone (PVP), le tout
étant mis dans un bain ultrason, ce qui permegdagiéger les particules et de les recouvrir
par une couche de PVP. Cela réduit la possibiliteelnouvelle agrégation. Ensuite un filtre
avec des trous de 1um de diamétre, élimine lesgsgsarticules avant de placer la solution
dans des culots en verres. Avec des tailles allar®0 a 500nm, on procede au tri en taille de
ces particules en utilisant une méthode de cegtifan. En effet en centrifugeant cette
solution a haute vitesse durant une dizaine de tedniles grandes particules tombent vers le
fond ne laissant surnager que les petites paric@a peut récupérer ce surnageant et le
centrifuger de nouveau pour enlever les particdleantes encore trop petites. En
contrélant la vitesse de la centrifugation ainsie da durée, on peut contréler assez
soigneusement les dimensions des particules. Urde éte la diffusion dynamique de la
lumiére permet alors de mesurer leurs dimensioas precision.

Cette méthode a déja été validée pour le KTP, eniped’obtenir des solutions bien
monodisperses en taille, utilisables dans des ragsiwr SHG couplé a une pointe AFM [5,
62]. Dans notre cas nous avons utilisé deux saolsitite 150nm de KTP (Figure IV-3).
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Figure 1V-3 : Histogramme en tailles résultant de & diffusion dynamique de la lumiére dans une solutin
de nano-KTP en suspension. On observe un pic a 1%0ndont la largeur donne une idée de le
distribution en taille.

Pour appliquer un champ électrique aux nano-KTRjisperse cette solution en utilisant la
tournette, sur un substrat comportant des éledreaaeor, préalablement structurées par
photolithographie comme expliqué au chapitre préoéd Une couche de particules

monodisperses de nanoparticules isolées est r@alisé

Comme la diffusion électro-optique de la particedt tres faible, des valeurs importantes de
champ quasi-statique appliqué sont nécessairesaroplificateur de tension permettra
d’appliquer jusqu’a 250Vcc sur I'échantillon.

Figure IV-4 : Configuration des différents champs a niveau de I'échantillon : Ein champ optique, k&
champ électrique appliqué et P polarisation induiteau niveau de la nanoparticule
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IV.IV Réponse électro-optique d’'une nanoparticule
unique :

En balayant la position de I'échantillon par raggar point de focalisation, une image de la
réponse spatiale de I'effet électro-optique erdgsedlectrodes en or est obtenue, révélant une
zone émettrice isolée et limitée par la diffract{@nire Figure IV-5). On attribue cette tache

a un nanocristal de KTP d’une dimension de 150nm.

y (um)
(sa el ap Aw ud) anbpdo-0193j9 [eubis

X (Hm)

Figure 1V-5: Scan typique de la diffusion électroeptique d'une nanoparticule de KTP, la barre de
couleur représente l'intensité de la diffusion EO e unité arbitraire.

Une des signatures de l'effet électro-optique Plsckst la dépendance linéaire du signal
électro-optique en fonction de la valeur du chargetéque quasi-statique appliqué. En
faisant varier I'amplitude du champ appliqué, udpehdance linéaire du signal électro-
optique est bien vérifiee (Figure 1V-6). De primtmed, il est délicat d'induire de la pente de
cette courbe des valeurs des coefficients élagitmues étant donné la direction arbitraire
du cristal dans I'espace, qui met en jeu différentemposantes du champ électrique.
Cependant une analyse en polarisation du signaloua permettre de confirmer l'origine
Pockels de cet effet, ainsi que l'orientation amprnconnue du nanocristal.



Réponse électro-optique d’une nanoparticule unig68

n
o
o
X
-
ol
o
I

150

100

Signal électro-optique normalisé

0 l l l l l l
0 20 40 60 80 100 120
Amplitude de la différence de potentiel appliquée (V)

Figure 1V-6 : Dépendance linéaire de la réponse éwo-optique d'une nanoparticule en fonction de
'amplitude de la différence de potentiel appliquéentre les électrodes.

IV.IV.1 Réponse en polarisation du signal électro-

optique d’un nanocristal de KTP:

Une autre caractéristique de I'effet électro-optigiun cristal non linéaire est I'anisotropie
de sa réponse en fonction de la polarisation dentéere (équations (IV.3) et (1V.4)). Pour
mieux comprendre cette dépendance polaire, unstrdiion dans un cas simple est
développée.

Considérons le cas simple ou I'axe principal duaocaistal ('axe Z) ainsi que le champ
électrigue quasi-statique appliqué sont orientégati I'axe x du laboratoire (Figure IV-7—
a). Dans cette configuration on s’attend a unengp@lectro-optique nettement plus grande
selon cet axe que sur les autres axes. Dans |lggaoatfon actuelle du microscope électro-
optique, deux lames demi-onde placées de partagtré’ de I'échantillon permettent cette
étude en polarisation. La premiere lame demi-ondeoar role de faire tourner la
polarisation linéaire traversant I'échantillon, ralaque la seconde permet de récupérer la
polarisation initiale horizontale. De facon praggucette configuration est utile (voire
nécessaire) notamment si l'en veut conserver IFgsse=ment en longueur de
linterférométre. De facon formelle, aprés passage le premier cube séparateur en
polarisation, et la premiére lame demi-onde, lemghaptique s’écrit

E=E’(cosd i, + sind U, ) (IV.9)
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En passant par I'échantillon, cette lumiere subi diffusion par la nanoparticule avec une
contribution électro-optique induite par la présena champ électrique quasi-statique. En
passant par la deuxiéme lame demi-onde et le @pgmateur qui fonctionne en analyseur de
polarisation a la sortie, le champ diffusé par gnagparticule s’interfere avec le faisceau
signal directement transmis et lintensité de Enfiérence se présente sous la forme
suivante :

Iinterference(g) = 2(E ref+ E QE SC]:| ‘90 EO Ef( ECUref-'- El[ 53 CO§ 9+ riS Slﬁ 0:| (IV]'O)

Cette expression est illustrée dans la Figure B-DOn remarque dans cette expression la

présence de termes ens @ etsin®d. En tracant la courbe polaire de lintensité, csga
traduit par deux lobes suivant 'axe x et deux fobeivant 'axe y. Par contre chaque terme
est multiplié par un coefficient électro-optiquéfélient ¢33 ouris), le plus éleve étant e

, qui est 4 fois plus grand qug. Par conséquent, les lobes selon I'axe x sonémetht plus
intenses, et la somme des deux contributions dennealité un seul lobe suivant I'axe x
mais avec une réponse non nulle suivant I'axe yrapport entre les deux valeurs maximale
et minimale, le nombre de lobes ainsi que leurectivns permettra de déterminer
I'orientation spatiale du nanocristal par rapparichamp électrique quasi-statique appliqué.

270

Figure IV-7 : a) Configuration des axes principauxde KTP par rapport aux axes du laboratoire ; b)
réponse électro-optique en polarisation correspondde a cette configuration.

IV.IV.1.A Cas général d’'une orientation quelconque des

axes du nanocristal
Dans le cas général d’'une orientation quelcongseasles du nanocristal, I'analyse ci-dessus
s’avere plus compliquée. Il faut prendre en comlptedirection a priori inconnue de
l'orientation du cristal telle que définie par sasgles d’Euler, ce qui impose une
transformation du tenseur des coefficients élegpiigues. Cette transformation est
représentée par I'équation suivante en coordoncaréssiennes :
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SPED IR DI S 9} (IV.11)
ik
ou (, j, k) correspondent aux axes {/, 2 du laboratoire eti’'( ', k') aux axes cristallinsX,
Y, 2 de la nanopatrticule. Les équations (IV.3), (IY@Y.7) et (IV.11) permettent alors de
tracer la réponse polaire électro-optique attenubue différents ensemble d’angle d’Euler.

Les Figure IV-8 a-i, b-i ,c-i représentent les tegg expérimentaux de la dépendance en
polarisation de la réponse électro-optique de tr@socristaux différents. On procéde
ensuite a la comparaison de ces données avecsldtatg théoriques. Une estimation de ces
angles dans I'espace peut ainsi étre obtenue gisamée sur les Figure 1V-8-a-ii, b-ii, et c-
ii. A noter que cette orientation est equivalentena orientation miroir par rapport au centre
O. C'est a dire un cristal dont I'aZevointe dans le sens délivre la méme réponse électro-
optique en polarisation par rapport a un cristahamt dans la directiorx. La seule facon
de distinguer entre les deux orientations est wmeparaison de la phase du signal électro-
optique (délivrée aussi par la détection synchrome) doit s’'attendre a une différence de
phase der qu’on pourrait déterminer en interféerométrie papport a une référence de
phase.

a-i) .~ b-i)

135~ :
e 1R

28
2

Figure IV-8 : -i) Ajustement théorique de la répong en polarisation expérimentale pour trois différeis
orientations. -ii) I'orientation spatiale des axeprincipaux du cristal pour chaque ajustement
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IV.IV.1.B Discussion des erreurs sur l'extraction des

angles d’Euler d’'un nanocristal
Les erreurs sur la détermination des angles diEadat multiples et peuvent étre séparées
en erreurs expérimentales et erreurs sur l'ajusiente la simulation aux données
expérimentales. Du point de vue expérimental, waknement de quelques degrés entre le
champ électrique et l'orientation zéro de la pslaibn peut exister, ce qui influence la
comparaison des données expérimentales avec lefatesthéoriques. La simulation
contient aussi une certaine indétermination carcertain nombre d’ensemble d’angles
d’Euler peuvent donner lieu a une forme de répddisection des lobes et rapport entre max
et min), ou a des réponses trés similaires. Unéeésuir cette erreur peut étre représentée
dans I'espace des angles d’Euler comme des nuagesiks d’erreur minimale par rapport
aux données expérimentales.

On peut définir cette erreur par la différence epwints expérimentaux et valeurs calculées:

o= Ni\/‘points expérimentaux-  ajustemér (IV.12)
p

Comme la mise a I'échelle des deux données senifilglel on représente dans la Figure
IV-9 I'erreur relative entre le meilleur ajustementext hutres courbes de la réponse EO en
polarisation.

Cette figure trace un nuage de point dont la coulefiete la différence entre le meilleur
ajustement et les autres courbes. On calcule gmgue point le rapport du maximum de la
courbe polaire a son minimum, et on présente k&reéice entre cette valeur et celle de la
meilleure simulation. Le bleu correspond a un mimmd’erreur, alors que le rouge
correspond a un maximum d’erreur. Nous avons liroéiée erreur a 0,1 en comparant les
courbes obtenues aux données expérimentales. Wesue I'angle que fait I'axe principal de
la courbe avec celui de la meilleure simulationpeste a +5°.

On observe deux régions intéressantes (1 et 2) ldsmpmce des angles d’Euler ou I'erreur
est minimale (Figure IV-9). Les deux sont équividsnen terme de la direction de
I'orientation, mais dans deux sens opposés. Celasmond a des orientations des axes du
cristal dans lesquelles la projection de I'axe @pale dans le plarxfy) fait un angle fixe
avec l'axe x. Le PLEOM dans la configuration actuelle n’est passsi sensible a
I'orientation enz. On peut déterminer ainsi I'orientation de la pobjon de I'axe du cristal
dans le planx;y) du laboratoire, avec une erreur de quelques degré
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Figure IV-9: (en haut) Distribution de l'erreur dans I'espace des angles d’Euler. Le bleu foncé
correspond a un minimum d’erreur. (en bas) représetation des axes du cristal dans l'axe du
laboratoire, chaque cas est représentatif de sens tlorientation de sa zone.

IV.V Etude en réflexion

La détection en transmission semble limiter quedcagplications de la microscopie électro-
optique. Mais des méthodes de détection en réfiegplas faciles a réaliser, peuvent étre
utilisées et permettent d’obtenir des résultatslairas. Il suffit de mesurer les changements
de lintensité réflechie modulée a la méme fréqeequae celle du champ. Le schéma de
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principe est simple. On envoie un faisceau lasers dabjectif du microscope tout en
passant par un cube séparateur en intensité. i@ péiléchie sur I'échantillon est ensuite
réfléchie (moitié de l'intensité) par le méme culkb faisceau référence et le faisceau
réfléchie sont ensuite focalisés sur les deux mhoties du détecteur auto-équilibré Nirvana.
Ce dernier permet de mesurer de faibles fluctuatbimtensités sur le faisceau signal quatre
fois moins intense que le faisceau référence. Miest le cas de l'intensité réfléchie par la
nanoparticule. La Figure IV-10 représente I'imadeeaue par balayage de la position du
faisceau en réflexion.

80
40X

0.6 N.A. 3
60
t g 5
2 o
;P S 40
4 Détection
equilibrée
$ R d 20
4 0
L 0 1 2 3 4
pm

Figure IV-10 : (a gauche) Schéma expérimental de ldétection en réflexion. (a droite) Scan typique en
réflexion de la réponse électro-optique d’'une partiule.

IV.VI Interaction entre deux particules électro-
optiques

Une des observations les plus intéressantes faitesle cette étude a été l'interaction entre
deux particules proches l'une de l'autre. Dans es on s’attend a deux réponses
impulsionnelles qui s’ajoutent 'une a l'autre. @apant une destruction du signal entre les
deux point est observable (Figure IV-11). Une deisons possible est l'interférence
destructive des signaux électro-optiqgues émanantielex particules.

Si on regarde la phase de la réponse on remargs@guoal intéressant : un basculement de
 de la phase électro-optique entre les deux pold$a veut dire que les deux cristaux
pointent dans deux sens différents.
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Figure IV-11: (& gauche) Distribution spatiale dela réponse électro-optique de deux particules
adjacente. On remarque une destruction du signal @re les deux. Cela est di a linterférence des
signaux. (a droite) Phase de la réponse électro-aguie de deux particules adjacentes. On remarque une
phase constante pour chaque particule mais une diffence de pi entre les deux régions. Cela refletael
inversion de la polarité des deux particules 'ung@ar rapport a I'autre.

IV.VII Conclusion du chapitre et perspectives

En conclusion nous avons montré dans ce chapitopiiceonstitue a notre connaissance la
premiere détection de l'effet électro-optique dpetyPockels d’'une nanoparticule unique,
constitué ici de KTIOPGKTP). Une vérification de la linéarité de la régeroptique ainsi
gue de l'anisotropie de la réponse démontre sarsgéité I'origine électro-optique du
signal. Une analyse du signal détecté en termesdation électro-optique de la diffusion
linéaire a permis de mettre au point un modéle paent d’'analyser les données
expérimentales et de déterminer l'orientation sgpatidu cristal des nano-KTP en 2
dimensions.

Plusieurs voies s’ouvrent dans la continuité déeaeicherche sur les nanoparticules comme
sondes locales nanométriques du champ électrigasi-gtatique. En effet, ayant I'acces au
signal électro-optique d’une particule, e.g. latiplication de sa matrice électro-optique par
le champ électrique quasi-statique appligué, lanassance de l'orientation du cristal
permet de déduire le champ électrique localement.

Si I'on est capable de diminuer la taille des namtigules électro-optiques suffisamment, de
nombreuses applications sont susceptibles de g'@mvmicroscopie dans le domaine de la
nanophotonique ou de la biophysique. Dans le cdilnee détection interferométrique, le
signal électro-optique est proportionnel au voludee la particule. Par conséquent, une
réduction de la taille d’'un facteur deux entraime Wiminution du signal d’un facteur 8.
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Avec un rapport signal sur bruit de 12 pour dedi@pdes de 150nm, il est possible en
théorie de détecter le signal d’'une nanoparticel&@P d’une taille de 65nm de dimension.
On peut encore diminuer la taille des nanocristéétectés en utilisant des matériaux plus
fortement électro-optique que le KTP, comme c’estds pour le Titanate de Barium [63],
ou des particules semi-conductrices [64]. D’autpessibilités plus récentes liees a
I'exaltation par effet plasmon peuvent aussi éxgaées [65].

Une étude plus approfondie nécessite la localisate la méme nanoparticule via la

génération de la seconde harmonique ainsi qu’urguraeede taille en AFM, ce qui sera

possible avec des échantillons structurés. La dipme en volume de la réponse électro-
optique nécessite la méme orientation optimaledifé&rentes nanoparticules. Ceci requiert
une étape dpoling efficace et reproductible de ces nanoparticules.

Enfin, dans le cadre d’'un schéma interférométricauegmenter la puissance sur la voie
sonde est de nature a renforcer le signal détbetdaser plus puissant mais suffisamment
stabilisé aura I'avantage de maximiser cette répdd&wutres voies de détection en réflexion
seront aussi renforcées. Finalement, il sera péet &ussi possible de manipuler des
nanoparticules électro-optiques via l'interacticandmoment dipolaire permanent avec un
fort champ électrique statique.



Chapitre V: Etude électro-
optique d'une bicouche
artificielle phospholipidique
dopée

Les deux chapitres précédents étaient dédiésuald'éte I'effet Pockels dans différents
systemes physiques tels des couches minces daugristganiques ou des nanoparticules
électro-optiques. Nous avons ainsi établi que larescopie électro-optique permet de
mesurer une distribution de champ électrique gstasique avec une bonne résolution
spatiale. Cette technique de cartographie de chmapait s'avérer intéressante pour I'étude
de systémes biophysiques. C’est le cas par exetiyple membrane cellulaire, organisée en
bicouche, qui délimite une distribution asymétrigliens entre I'intérieur et I'extérieur de
la cellule, et dans laquelle des protéines ditegépres membranaires, régulant les flux
ioniques, sont immergées. Une telle bicouche ciuestine unité de construction pour la
majorité des systemes cellulaires et de leurs elgen C'est au travers de celle-ci que
s'effectuent les échanges avec l'extérieur de lmleell est généralement admis que la
majorité des membranes soient construites surineipe général de la structure en cristaux
liquides lyotropiques [66].

Plusieurs types de protéines sont présentes danmembrane cellulaire, parmi elles les
protéines transmembranaires qui permettent la commentre I'intérieur et I'extérieur de la
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cellule au travers des canaux ioniques. Ces capaurettent la circulation des ions entre
lintérieur et I'extérieur de la cellule et de faivarier le potentiel transmembranaire. Une
propagation de difféerence de potentiel au long wesrones permet la transmission des
stimulations dans le systéme nerveux. Comment reesure telle différence de potentiel

sans avoir recours a des méthodes de détectiorivegapar contact direct comme c’est le
cas dans la méthode de patch-clamp? A la suiteadiddse de Timothée Toury, nous
proposons ici une méthode toute optique fondédastétection de I'effet électro-optique au

travers des membranes dopées.

Glucides

Protéine canal Milieu extracellulaire

(protéine de transport)
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Figure V-1: Schéma d'une membrane cellulaire, manant sa structure complexe et ses diverses
constituants. Ref wikipedig

Un systeme modele moins compliqué qu’une cellulenie en préalable a I'étude de
celles-ci, est constitué par des lipides artiflelslent organisés en bicouche. Ceux-ci ne
présentent pas de facteurs de complexité diffi@ieintontrélables, liés a la forme ou a la
distribution des protéines. Une telle bicouchefiamtlle est couramment utilisée pour des
études de protéines transmembranaires.

Dans ce chapitre nous présentons nos études menéeges bicouches artificielles,
formées sur des ouvertures circulaires dans urtratihsi-méme immergé dans un dispositif
micro-fluidique adapté. Nous commencons par déaeedispositif et sa méthode de
fabrication, puis nous aborderons la formation e liicouches. Une étape de caractérisation
électrigue d’'une bicouche, via des mesures de taépat de résistance, précédera les
mesures de l'effet électro-optique Pockels.
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V.1 Bicouche artificielle :

En principe, une bicouche artificielle résulte ¢esdociation de molécules lipidiques
dissoutes dans un solvant, qui s’auto-organisens $effet de I'hydrophobicité de leurs
tétes polaires en contact avec un milieu aqueuns $ertaines conditions de température et
de pression, ces molécules s’organisent en bicolighformation des bicouches artificielles
a été le sujet de nombreuses recherches au filadeées, et différentes techniques de
formation sont maintenant disponibles. La méthd8kack lipid membrane(BLM), est
'une des plus fiables, avec des résultats reptdalas. La realisation de telles membranes
nécessite ['utilisation d’'un dispositif microfluiglie bien adapté qui permette par une
procédure simple, tout a la fois de former ces ubes, mais aussi d’avoir acces a la
solution tampon de part et d’autre de la membr&re.peut ainsi y introduire différents
composeés chimiques ou encore des protéines menn@sn@es biochips ont déja permis
'étude de Il'action d’'une seule protéine dans uneourhe, en enregistrant le signal
électrigue d’ouverture et de fermeture d'un semat ionique [67-69].

V.I.1 Dispositif micro-fluidique et étapes de

formation d’'une bicouche

Pour la réalisation pratique du dispositif microidique, nous avons bénéficié du savoir
faire du groupe de Bruno Le Pioufle du Laborat8£eT IE (Institut d’Almebert), I'étude des
bicouches artificielles et leur caractérisation clgue constituant une des activités
principales de ce groupe. L'essentiel du travaipoaté dans ce chapitre incluant les mesures
électriques a été réalisé avec leur aide.

Dispositif micro-fluidique

Il s’agit tout d’abord de fabriquer une membrarestfine avec une petite ouverture qui
sera ensuite prise en sandwich entre deux chancbrégenant la solution tampon (Figure
V-2). Le dispositif central utilisé est ainsi forngBun film mince de parylene de 10pum
d’épaisseur, dans lequel une ouverture (ou plusjede 40um de diametre a été perforée. Il
faut ici respecter la contrainte que I'épaisseuceédrou soit au moins trois fois plus petite
gue son diametre pour que la bicouche soit suffisant stable (par expérience).
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Figure V-2 : Schéma éclaté du dispositif micro-fludique.

Une plaque de plexi-glass, ou un canal a été frmééaniquement, est collée sur une
lame de verre (lamelle de microscope de 170um wépar). Sur ce dispositif on colle le
film de paryléne perforé puis on ajoute une secqrldgque de plexiglas comportant deux
acces au canal, ainsi qu'une chambre circulaitesittu dessus de I'ouverture dans le
paryléne.

Pour la solution tampon, on utilise une solutiomfée par 0.1M de KCL et 10mM du
MOPS B-(N-morpholino)propanesulfonic acidu pH7. Le phospholipide utilisé est leut-
phosphatidylcholine a partir d'ceuf de poulet (EGbjcken), a une concentration de 20
mg/ml dissoute dans du N-décane.

Une monocouche de phospholipide est non-centrosiguétmais son organisation en
bicouche rend le systeme centro-symétrique, ceexelut tout effet d’optique non-linéaire
du second ordre. Le signal électro-optique Podkélmséque étant a priori nul, il faut doper
la membrane de fagon asymétrique avec des moléadeslinéaire dans une seul des
couches. Pour cela le DI-8-ANEPPS constitue undzomdidat. Ce colorant est bien connu
pour la sensibilité de sa fluorescence au chamgtriglae [70-75], et pour ses propriétés
optiques non-linéaires d’ordre deux [76-77]. Cesppétés ont déja permis le suivi de
signaux électriques dans des membranes dopées quiification de sa fluorescence, ou
encore par la variation de lintensité de la gén@nade la seconde harmonique. La Figure
V-3 représente la formule chimique de ce colorant. @marque sa longue chaine de
carbone qui limite linternalisation de ces molé&wula travers la membrane lipidique et
réduit la dégradation du signal optique. Dans netxpérience le DI-8-ANEPPS a été
dissous dans du DMSO a une concentration de 1mg/mi
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Figure V-3 : Structure chimique du DI-8-ANEPPS

V.I.1.A Procédure de formation de la bicouche et

observations optiques
On commence par introduire dans la chambre supérahudispositif micro-fluidique 3ul

du colorant DI-8-ANEPPS dissout dans 15ul de latsm tampon (Figure V-4-a), puis on
injecte dans le canal inférieur 8ul da la solutipidique. Le lipide s’étale au niveau du trou,
et les chaines lipidiques s’auto-orientent par bgtobicité lors du contact avec la solution
tampon (Figure V-4-b). La méme solution tampon,svatte fois sans colorant, est ensuite
introduite dans le canal inférieur, ce qui poussépide restant dans le canal et entoure le
lipide présent au niveau de la membrane par laisaltampon des deux cotés (Figure V-4
c). Des films épais de lipides peuvent alors se &rnmais sous certaines conditions
favorables, le lipide s’organise spontanément eadahe.
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Figure V-4 : Les étapes de formation de la bicouchea) Introduction dans la chambre supérieure du
colorant dissous dans la solution tampon. b) Inje@n de la solution lipidique dans le canal infériete. c)
Introduction de la solution tampon dans le canal eformation de la bicouche.

V.I.1.B Observations optiques :

Un des avantages de ce dispositif est la possilulkt suivre ces étapes sous microscope
optique. En effet, il est possible de constatenaliement la formation de la bicouche. Du
fait de l'interférence destructive de la lumiérdlééhie sur les faces du film ultramince
(quelques nanometres), la bicouche apparait noitén anneau apparait autour de la
bicouche, connu sous le nom d’anneau de Gibbsa@w®tau, sous l'influence d’'un champ
électrique appliqué au travers de la membraneétsécit vers les bords du trou jusqu’a ce
gue la bicouche couvre éventuellement la totalitérdu pour des valeurs de champs plus
grandes.
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Figure V-5 : Image en lumiere blanche du trou suréquel la bicouche est formée. On y remarque
'anneau de Gibbs qui se rétracte sous I'influencd’un champ électrique statique appliqué.

Une deuxiéme étape de vérification et de caraet#is €lectrique est ensuite effectuée.
Cette caractérisation électrique des bicouches ssiteel'introduction, dans la partie
supérieure et inférieure du biochip, de deux ébelets en argent sur lesquelles une couche de
chlorure d’argent a été déposée. Pour cela legfiilargent sont trempés dans une solution
d’acide chlorhydrique pendant 10 minutes, pendasguelles une couche uniforme se

dépose sur ces fils suivant la réaction chimiqée® + CI” - AgCI.

V.1.2 Caractérisation électrique d’'une membrane

Une bicouche artificielle constitue en réalité usolant électrique (la bicouche
phospholipidique) entre deux solutions conductri¢gslution tampon). Cette bicouche
possede alors une capacité et une résistancerdiet @lectrique équivalent a la bicouche
correspond a une capacité et une résistance elefmrhes valeurs de la capacité et de la
résistance dépendent fortement du lipide utiliegdadongueur de sa chaine de carbone ainsi
gue du solvant. La valeur de la résistance se situgénéral aux alentours des Glgdar
conséquent et en premiére approximation, on penplexer la membrane par une simple
capacité. Le milieu tampon, qui entoure la membietngui permet la connexion électrique
avec les électrodes AgCI, a une résistance équitalgée a la vitesse de déplacement des
ions lors de I'application d’un champ électriquen tircuit RC en série est donc créé par
association de cette résistance d’accés a la memlargec la capacité de la membrane elle-
méme.
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Figure V-6 : Circuit équivalent & une bicouche artficielle.

Un tel circuit RC se comporte comme un filtre pasase limitant la marge de fréquence
de modulation de la différence de potentiel utillsa Pour estimer cette fréquence de
coupure, une mesure de la conductivité du miliedestia capacité de la bicouche a été
réalisée. Une résistance de 54B@ été mesurée pour la solution tampon.

La capacité de surface de la bicouche est typignpemde [Iordre de
0,4pF/cni [78].Comme la bicouche est formée sur une ouvertinailaire de 40 um de
diamétre, d’'une surface de5x10’ unt, on obtient une capacité de I'ordre de 20 pF. Dans
notre systeme microfluidique nous avions en réaBtéouvertures pour permettre
d’éventuelles mesures en paralléle, soit 9 bicosidoemées en paralleles, donnant une
capacité totale de I'ordre de=@80 pF.

La résistance d’acces a une bicouche est donndg@&3jar
_P
R = (V.2)
p étant la résistance du milieu tampon, et a lemay® 'ouverture. La résistance totale

est alors 1,8 xT? .

Le temps de réponse du circuit RC vaut atorsRC = 3,2x 10° ssoit une fréquence de

coupure def, -1 - 0,5MHz.
2rRC
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A noter aussi qu’une autre frequence de coupurEesxi’est celle du milieu conducteur
(solution tampon) au dessus de laquelle les ionpewent plus suivre la variation de
potentiel. Cette fréquence est donnée par :

11

= V.2
2T O € v-2)

c ’

ou o est la conductivité du milieu etsa permittivité électrique. Dans notre cas cette
fréquence est estimée alors a 260 MHz.

Toute fréquence électrique en dessous de ces dadexry est utilisable. Les fréequences
gu’on utilise sont de I'ordre de 20 KHz.

V.I.3 Mesure électro-optique et modele associé.

Figure V-7 : lllustration de la création du déphasae électro-optique par transmission au travers une
membrane dopée.

Une fois la bicouche formée et le colorant ins€u cseul c6té de la membrane, on
procéde a la mesure de l'effet EO en utilisant enatysteme de détection, un faisceau
lumineux traversant cette membrane subit alors éphasage propagatif. Une membrane
ayant de plus des propriétés EO Pockels ajoute greraier déphasage une contribution
électro-optique lorsque le champ électrique quiadiegie est appliqué (Figure V-7). On
procéde alors a I'acquisition temporelle du sigialla détection synchrone. La Figure V-8



86 |Etude électro-optique d’'une bicouche artificiell@ppholipidique dopée

montre un exemple d’acquisition temporelle toubdfd sans champ appliqué puis aprés son
application. On voit nettement apparaitre un sighattro-optique, avec un rapport signal a
bruit supérieur a 3, une fois appliqué le champtétpue quasi-statique modulé.
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Figure V-8 : Réponse électro-optique temporelle d'me membrane artificielle dopée sous une différence
de potentiel de 10mV d’amplitude créte-créte modukéa 20kHz

En variant 'amplitude du champ électrique appligug la bicouche une dépendance
linéaire du signal détecté est obter(gure V-9), ce qui constitue une des principales
signatures de I'effet électro-optique Pockels.

05 -

0.3 —

0.1 —

Déphasage électro-optique ( mV de la DS)

OO 1 l 1 l 1 l 1
0.00 0.04 0.08 0.12 0.16

Amplitude de la difference de potentiel (V)

Figure V-9 Dépendance linéaire de la réponse Pocketl’'une bicouche dopée en fonction de I'amplitude
du champ appliqué.



Bicouche artificielle : 87

Pour écarter I'éventualité que le signal observéaitepas du a 'effet Pockels résultants
des molécules de colorant et de leur orientatiotuelle au sein de la membrane, mais a un
autre effet, nous avons répété cette expérience isagrer de colorant dans la bicouche.
Aucun signal électro-optique n’est alors détectd'amsence de colorant, ce qui prouve que
le signal est bien di simultanément a la présenceotbrant et a I'application du champ
électriqgue. Par ailleurs, comme nous l'avons exg@igdans le chapitre associé a la
description du microscope électro-optiquehapitre 2) la variation de I'absorption ou de
I'émission du colorant qui peut s’ajouter au sigélecté est elle aussi éliminée du fait que
la différence de phase optique entre les deux deasnterféromeétre est maintenuerz2
rad.

En balayant la position du faisceau sonde sur tiait® de la bicouche au niveau de
'ouverture, on reconstitue une cartographie derdponse électro-optique. Une image
typique est représentée sur la Figure V-dlDon reconnait en particulier I'ouverture dans
lebiochip. On observe aussi une certaine non-umitérde la réponse électro-optique. Ceci
peut-étre di a une dispersion inégale du colorans da membrane. L’hypothése d'une
membrane épaisse n’est pas non plus écartéegainsie inhomogénéité de l'effet relaxation
orientationel des colorants.

30
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Figure V-10 : Distribution spatiale de la réponse léctro-optique dans une membrane dopée.
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V.II Modele simplifié de l'insertion des colorants
dans la membrane et effet électro-optique associé

Le modéle le plus simple utilisé pour expliquefféé du colorant, est celui d'une insertion
dans la membrane avec un degré de liberté azirautalr de la perpendiculaire au plan de
la membrane. Appelong, , I'angle du céne. On en déduit la matrice éleoptique

associée a la distribution conique des moléculiggif€ V-11).

Membrane

Figure V-11 : Modéle de la distribution en cdne demolécules insérés dans la membrane, avec un angle
6, fixe entre une molécule de colorant et I'axe perpeficulaire a la membrane

L’effet électro-optique Pockels est lié a la susibdié non-linéaire d’ordre deux de la
polarisation électrique. Pour une distribution d@éuoules, cette susceptibilité est décrite par
I'expression suivante :

X2 (w+ Q0,0) = NF*(@) £ (Q)[[ By (w+Q;w,Q) P(p)dp (V.3)

ou xi(w+Q;w,Q) est la susceptibilitt non-linéaire macroscopiquerdie 2, Q
représente la fréquence du champ électrique apligui est quasi-statique par rapport a la
fréquence optiquev. Le film de molécules de colorant non-linéaire e udensitéN
surfacique, et chaque molécule a une polarisabititdééculaire. Les indicesi( j, k) se
rapportent ici aux axes du laboratoire ¥, 3. En intégrant sur I'ensemble des molécules
uniformément réparties sur le cone d'axest d'angled,, on obtient la susceptibilité
macroscopique non linéaire du film. On remarquenézessité d’'une organisation des
molécules non-centrosymétriques pour avoir un s$igman nulle. L'orientation des
molécules dans I'espace est donnée par leurs aswgjidss o, définis par les angles d’Euler
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moléculaires. f (w) et f(Q) sont les facteurs de champ local optique et statiqu
respectivement. Le tensefira une forme plus naturelle dans le systeme d’'éxel K)

associé a la géométrie de la molécuke, X ,4, et par une transformation des axes,

I'équation (V.3) devient :
X (w+Q;0,Q) =
Nf?(e) F( Q)Y [[ Boc (w+ Q;w,Q)P(p)(".T)(j.i)(K.R)dp.

K 5

(V.4)

Comme la molécule de colorant en question est sggpanidimensionnelle, le transfert
de charge intramoléculaire qui dégfit étant principalement orienté selon l'axe de la

molécule, on peut réduire le tenseur a une seutgpasante non nulle selon I'axe principal
de la molécules,,,. Dans le cas des molécules de colorant orientéesdae dans la
membrane, la probabilité d’orientation peut étrprarée en premiere approximation par

_3(6-6)

277sin@,) (v:5)

P(0)

Par conséquent :

X (+Qw,Q) =
[[a@-6)(i.7)(3.7)(K k)dedg (V.6)

27T

Nf2(w) F(Q)B,,, (w+Q;w,Q)

La symétrie cylindrique ne laisse que quelques amaptes non nulles du tenseur (en
supposant les relations de Kleinman valide, c.@lds conditions d'opérations non
résonnantes) :

X2 et x0=x0=x"=x, (V.7)
avec
X2 = Nf?(w) f(Q)B,,,€08 6,) (V.8)

et

sin® (g, ) cos@, )

X2 =N (@B

(V.9)
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Les coefficients électro-optiques sont liés a lsceptibilité non-linéaire d’ordre deux par
I'expression :
2xi) (w+ Q;w,Q)

= — (V.10)
i

Fij

La notation en indices contractés (regarde Tablliedy qui transformejk enlk, permet
d’écrire la matrice électro-optique sous forme ahidau rectangulaire suivant :

0 0 r4
0 0 r4
0O O
[rlk]: 0 >l (V.11)
, O
., 0 O
0 0 O
avec
_ N>
oo = =25 1 (@) (@) 08 6) (V.12)
et
N .
= f () f (Q) B,y SIN* 6,) cOSB, ) (V.13)

en considérant quen=n, =n, . On remarque la deépendance caractéristique des

coefficientsrj en fonction de la désorientation angul&yeussi appelée angle de "tilt"). On

peut alors obteni#, par simple division des deux coefficients électpiigues:

olave,). (V.14)
33 2

Cette relation permet de valider le modele a patés mesures expérimentales de
coefficients électro-optiques.

V.I.1.A Déphasage induit
Une membrane dopée, électro-optiquement activgpatéeure et soumise a un champ
électrique, induit un déphasage additionnel suramge électromagnétique qui la traverse.
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Ce déphasage dépend de la direction de la polarisdé la lumiére incidente comme le
montre I'équation (V.11) . En terme de déphasagk se traduit par I'expression générale
suivante:

) =27”eAn=—;—TeﬁZ yE (V.15)

Dans la configuration de la bicouche dopée, laesseamposante non nulle des champs
électriques quasi-statique est suivant 'axe zademémbrane. Il est clair que les déphasages
électro-optiques suivant deux polarisations lirgsiperpendiculaires dans le plan de la
membrane (c.a.d. suivant les axes x et y) sontriémes. Le Tableau V-1 montre des
mesures de cet effet électro-optique, en comparaisec le cas d’'un cristal électro-optique
anisotrope référence, le LINRO

Tableau V-1 : Comparaison de la réponse électro-ojpjue Pockels pour deux polarisations différentes 0°
et 90°, entre la bicouche artificielle dopée et uaristal de LiNbO .

Déphasage électro-optique ( X*(@d)

Polarisation de la lumiére Membrane artificielle istal de LINbQ
X 2.09+0.14 1.82+0.15
y 2.12+0.23 20.12+2.32

V.IL1.A.(i) Coefficient électro-optique ri3 :
Revenons a la dépendance linéaire du signal EQometién de la valeur du champ
électriqgue appliqué. En théorie, la pente de cmitebe est proportionnelle au coefficient
électro-optiquesk selon I'équation (V.15).
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Figure V-12 : Dépendance linéaire du déphasage E éonction de la valeur du champ électrique quasi-
statique appliqué.

Sur la Figure V-12 la pente de la courbe est estiméa
(m/A)en’ 1,=(30.6+ 1) x 10 rad.nm/". Il est difficile de donner des valeurs exactes

de I'épaisseur et de l'indice de réfraction de laobche. Ici nous supposons que les
propriétés macroscopiques des constituant de taibie sont valables microscopiquement,
ce qui est couramment supposé pour des films mif&@s Les valeurs e=7nm et n=1.5

semblent étre des estimations raisonnables quiléatété utilisées dans la littérature [81].
On estime ainsi le coefficient électro-optique @enembrane &, = 2,6pm /V. Cette valeur

semble raisonnable, puisqu’elle correspond ausisisasignaux SHG non négligeables d’'un
film orienté de DI-8-ANEPPS rapportés dans cerjmgblications [77].

V.III Conclusion et perspectives de ce chapitre

Dans ce chapitre nous avons discuté théoriguememixgérimentalement de I'effet
électro-optique Pockels d’'une membrane artificidlpée. Ces membranes artificielles sont
largement utilisées comme modele simplifié des nramds cellulaires. L'origine de l'effet
électro-optique a été Vvérifié, ainsi que la dépanddinéaire en fonction de I'amplitude du
champ électrique quasi-statique appliqué. Aucunsotnopie optique de la réponse électro-
optique en fonction de la direction de la polaisain’a été enregistrée, ce qui est en bon
accord avec la symétrie axiale de la distributices dnolécules du colorant dans la
membrane.
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Il a été observé que certaines membranes artiisiesdont capables de supporter des
tensions d'une dizaine de volts modulés a hautpidérice. L’hypothése de la présence de
membranes épaisses dans certaines observatiohslorespas écartée, le méme principe de
raisonnement restant alors toujours valable.

La meilleure sensibilité a I'effet électro-optigdeine membrane dopée correspond a une
différence de potentiel appliquée de 10mV, avecapport signal sur bruit non-négligeable,
de l'ordre de 3. On a utilisé dans ce cas un albjdet microscope a immersion, ce qui
permet une meilleure qualité optique du faisceawetrsant le dispositif micro-fluidique.
Notons aussi que nous avons mesuré une certairmadbipce de I'effet électro-optique en
fonction de la fréequence de modulation, mais na$'avons pas encore étudié en détails
(Figure V-13). Ceci nous pousse a faire I’hypothgsd existe une fréquence de résonance
d’oscillation mécanique de la membrane, et quedietribue au signal détecté (d’origine EO
Pockels ou autre).

0.6
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Signal électro-optique (mV de la DS)

0.0

Frégeunce de modulation (xlO3 Hz)

Figure V-13 : Dépendance du signal électro-optiquen fonction de la fréquence de modulation de la
différence de potentiel appliqué. On observe un pia 6kHz.

On envisage a la suite de ce travail de faire desumes en paralléles de la réponse
Pockels et de la génération de seconde harmonigBE ) de facon a estimer la contribution
relative des effets mécaniques qui ne contribuaatgpla GSH instantanée. Ceci constituera

aussi une étape de validation de la non-centrogigraté par le colorant dans la membrane
et de son orientation.

Une meilleure caractérisation de l'orientation chlorant dans la membrane doit étre
menée. Pour cela une polarisation optique suivaxe iz est nécessaire au foyer de I'objectif
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du microscope. Un faisceau polarisé radialemerglig@e avec un objectif de microscope de
forte ouverture numérique permettra d'obtenir ueketcomposante en z. L'objectif de
microscope que nous avons utilisé dans nos expésea une ouverture numérigue (O.N.
0,6 dans l'air, 0,8 dans l'eau) trop faible poutacece qui ne permet pas d’atteindre la
composante en z au foyer. Une autre possibilit@itsefincliner d’'un angle connu la
membrane et de mesurer la dépendance en polaniskiteffet électro-optique en fonction
de cet angle d'inclinaison. Une telle mesure pdarmetextraire I'angle d’intercalation du
colorant dans la membrane artificielle selon I'émra(V.14). Une meilleure caractérisation
de I'effet du colorant nécessitera aussi une meger&ffet électro-optique pour différentes
concentrations de colorant dans la membrane. Qteistha une saturation du signal optique
au-dela d'une certaine limite, ou a des effetsafitation mutuelles des colorants (structure
mesogene).

La distribution du champ électrique a travers lanbene est compliguée. Nous avons
utilisé ici 'approximation que le champ y est wmihe. Toute une génération de colorant
existe dont le role est de s’intercaler dans diffées zones de la membrane : partie externe
de la membrane, chaine carbonique ou partie int&taes nous attendons a ce que le signal
Pockels de chacun de ces colorants reflete cettdhamogénéité endu champ électrique.

On peut prévoir d’autres expériences liées a buhtiction de certaines impuretés dans la
membrane, ou a l'introduction de canaux ioniqueseva l'influence de I'ouverture des
canaux sur le champ électrique effectif dans la brame. La mesure optique de l'activité de
ces canaux avec une sensibilité & I'ouverture daul canal serait une avancée remarquable.

En conclusion, nous avons franchi un premier pass dan domaine assez vaste et
prometteur, et qui sera la premiéere étape d’'unact@nisation optique de I'activité électrique
des membranes artificielles. Les résultats obteluant ce travail montrent une sensibilité
suffisante pour des mesures de l'effet électrogueti dans des membranes cellulaires
vivantes. Toutefois cette réalisation est limitée ges contributions mal comprises d’autres
effets de phases que le chapitre suivant s'effademettre en évidence et de décrire.



Chapitre VI : Application de la
microscopie électro-optique a
I’étude de cellules vivantes:

résultats préliminaires.

En 1791 Galvani est le premier a faire I'observagapérimentale que le fonctionnement du
systeme nerveux est liee a son activité électri®2¢. Depuis lors, les chercheurs n’ont
cessé de concevoir et de construire de nouveaurunmsnts scientifiques capables de
mesurer et contréler une telle activité électrique.

Différentes techniques, directes et indirectes,&@ développées pour mesurer ou suivre
ces variations de champ. Parmi les méthodes indggeon peut citer celles qui sont fondées
sur l'optique : génération de seconde harmoniduerdscence, biréfringence et diffusion.
Toutefois la méthode directe reste la plus exacute techniqgue connue sous le nom de
"patch-clamp” fut nettement améliorée par Erwin &ebt Bert Sakmann a Goéttingen en
1976, ce qui leur valut le prix Nobel de physiomgt médecine en 1991. Leur invention a
permis d’enregistrer les courants ioniques assagiés canal ionigue unique, et a ainsi
permis de mettre en évidence le role de ces cataoux des processus cellulaires tels que la
propagation des potentiels d’action [6].

La technique du patch-clamp consiste a mettre urmeopipette en contact direct avec
l'intérieur de la cellule et a mesurer directemandifférence de potentiel entre l'intérieur et
'extérieur de la cellule. De par sa fiabilité atriapidité de la mesure, le patch-clamp reste
aujourd’hui la technique la plus utilisée par ldsctro-physiologistes pour des mesures
directes de potentiels électriques ainsi que papplication d’'une excitation électrique.

Cette méthode reste cependant délicate & mettreuere, électriquement et mécaniquement,
nécessitant un véritable savoir faire. Autre incéarignt majeur: elle est irréversible en ce
gu’elle conduit a la mort de la cellule étudiée.dwgete d’'une méthode moins invasive sans
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contact mécanique, en particulier optique, est doat a fait d’actualité et vise a pallier a
ces inconvénients.

Dans ce chapitre nous étudions la possibilité liBeti la microscopie électro-optique pour
réaliser des mesures locales de champs dans lesuxnbiologiques, en particulier les
membranes cellulaires. Nous discuterons en pasicdes effets susceptibles d'entrer en
compétition avec I'effet Pockels et qui peuventsaw®ntribuer a la variation de la phase
optique. Le patch clamp sera utilisé pour la ca&résztion des cellules utilisées, mais aussi
pour l'application d'un champ électrique connu.

VLI Description sommaire de la technique de
Patch-Clamp

Le terme “patch-clamp” (en anglais) désigne unétmode d’électro-physiologie pour la
mesure et I'enregistrement de courants ioniquesaaers de membranes cellulaires. Cette
méthode consiste a mettre en contact une micrdtpjpdont I'ouverture est de 'ordre de
1um en diametre, avec la cellule étudiee (Figurd)VILa micropipette est remplie d’'une
solution ionique trés conductrice dans laquelldrestrée une électrode en chlorure d’argent.
Une autre électrode de référence plonge dans uumgosioconductrice ou beigne la cellule.

Vin

R,
S

Figure VI-1 : Schéma du principe général du patchdamp. C__, représente la capacité électrique de la
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membrane et R, la résistance d’'accés de la pipetteR ., est la résistance de la membrane.

Plusieurs configurations d’utilisation de cettegitp sont possibles : cellule entievehfle

cell configuratior), un fragment de la membrane etc... Ici nous allbous intéresser au cas
de la mesure de l'activité électrique d'une celduigere. Dans cette configuration, la pipette
est amenée en contact de la membrane cellulaie’pudisparition complete de tout courant
de fuite, ce qui traduit que la totalité de I'ouuvee de la pipette est couverte par la
membrane phospholipidiqu&iga-Ohm sedl Le courant est mesuré par les deux électrodes
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en appliquant un signal carré de 5mV d'amplitudedu® a 50Hz avec un offset de
—60 mV. Une fois que I'on a obtenu un courant nul, unigeuccion permet de rompre la

membrane cellulaire et la solution ionique de lpefie entre en contact direct avec
l'intérieur de la cellule tout en restant bien &wUde I'extérieur de la cellule. La différence de
potentiel entre lintérieur et I'extérieur de lalloke est déterminée a l'aide d'un
amplificateur placé aussi prés que possible dédigtllon pour minimiser les bruits. Celui-
ci permet de mesurer des courants de l'ordre déggee nA. La configuration “cellule
entiere” permet alors d’enregistrer I'activité éeque de la cellule et également d’appliquer
un champ électrique connu au travers de la membralaaire. La Figure VI-2 montre
d'une facon simplifiee (sans entrer en détailsy, différents courants et différences de
potentiel entrant en jeu durant ces mesures.

A
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>

Figure VI-2: V.: tension de commande d’amplitude 5mV appliquée atravers de la pipette sur la
cellule, V., est la d.d.p. effectivement appliquée de part et’autre de la membrane (charge puis
décharge), |, correspond au courant mesuré, qui permet égalemert'induire la constante de temps

r = RC apartir de la décroissance du courant transitoe.

Dans notre étude de la réponse optiqgue d’'une eeflals champ, nous allons utiliser le
patch-clamp pour la caractérisation électrique,s pansuite pour l'application d’une

différence de potentiel connue au travers de la lonane. L’installation du patch-clamp et
les mesures correspondantes ont été réaliséedlanocation avec Brandon Stell, chercheur
au sein du groupe de neuroscience dirigé par e§geur Alain Marty a Paris V.
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VI.II Choix des cellules

Les cellules ont été soigneusement choisies p@andge a nos exigences. Notre choix s'est
aussi porté sur des cellules de type PC12 qui eérid'une lignée cellulaire de
phéochromocytomes deatirenal medulladu rat [83]. Ces cellules cessent de se divisse et
différencient en neurones sous l'influence d’'urtdac de croissance nervewnefve growth
factor —NGH [84]. Pour cela les cellules PC12 sont utiliséesnme modele pour la
différenciation cellulaire . Ce point est intémsis puisque nos études se poursuivront
ultérieurement par des mesures de potentiels diectiauto-déclenchables. Pour nos
premiers tests, nous avons choisi des cellulesdif@grenciées. Ces cellules ont une forme
plutét rondes ce qui réduit leur capacité électjget qui conduit a une fréquence de coupure
plus grande. On détaille ce point dans la pantiesures électriquesi dessous.

VLII.1 Croissance:

Les PC12 ont été fournie par la société ATCC, ¢etdmis en culture dans les laboratoires
du LBPA puis dans celle du département de bioldgid’ ENS de Cachan. Les PC12 sont
maintenues dans du RPMI 164 + 10% de sérum de kfdsade sérum foetal de veau et 1%
de pénicilline/Streptamycine.

La croissance des PC12 révéle d'un processus tidlinaeffet ces cellules sont réputées
difficiles a faire croitre et s’attachent difficiteent aux surfaces de verre ou de plastique.
Pour cette raison, chaque changement de flasqussite un traitement de la surface avec
de la polylysine. En réalité la surface du plastiquu du verre est chargée négativement.
Dans le premier cas, ceci est lié au traitemergnpéadu polystyréne, alors que le verre est
chargé via les liaisons pendantes Sil@ sa surface. Cette charge négative de surface
s'oppose a laccrochage des cellules de PC12. Urcheo de polylysine, chargée
positivement, permet de rendre la surface éleanmgnt neutre et faciliter ainsi I'adhésion
des cellules.

La croissance de ces cellules est réalisée daimcubateur maintenu a 37°C avec un apport
constant de C® Un changement de milieu nutritif est effectuéstdes 3 jours et une
division en plusieurs flasques est répétée pénimaigent pour éviter la surpopulation.

Pour les expériences sous microscope, les celaes cultivées dans des boites de Pétri.
Celles-ci ont été percées au centre pour perngditreoller une lamelle de microscope. Cette
étape est nécessaire, étant donné la configuratitrelle en transmission du microscope
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EO. On évite de cette maniere toute sorte de diffugrovenant d'impuretés, et on annule le
parcours de la lumiére dans le plastique. On présaors le caractére gaussien du faisceau
optique transmis, alors peu perturbé par la trédeedsun tel dispositif. On enleve ensuite le
milieu et on lui substitue un milieu riche en idins'agit du PBSghosphate buffered salipe
une solution tampon capable d’assurer la conduéiectrique avec I'électrode maintenue a
la masse.

VLIL.2Z Caractérisation électrique des cellules PC12

Comme nous l'avons discuté dans le chapitre prétgtexcitation électrique du systéme
formé par la membrane cellulaire est limitée élgagment par une fréquence de coupure

intrinseque a chaque membrane. Dans la configuratie patch-clamp, la membrane
cellulaire est équivalente a une capacité élea@uplacée en série avec la résistance

d'acces de la pipet, ce qui correspond a un comportement en filtrespdms dont la

fréquence de coupure estltigrR, C,, .

Figure VI-3 : Cellule de PC12 et la micropipette dypatch-clamp

Les valeurs de la résistance et de la capacité d&tetminées en étudiant la réponse du
systeme a une excitation électrique de forme cark@éetemps de chargement de la

membrane est une fonction exponentielle croissaotg, la constante de temps correspond a
r =R,C,,. La Figure VI-4 montre le courant qui passe pamplificateur et qui décroit lors

du chargement de la membrane. En faisant l'ajustende® ces données avec une
exponentielle décroissante, on peut en déduireratante de temps et ainsi les valeurs de R
et C. Les valeurs typiques sont de l'ordre de 22 Rbur la résistance et 5 pF pour la
capacité des petites cellules, aboutissant a éqeénce de coupure de 1,2kHz.
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Figure VI-4 : Exemple de décroissance du courant pelant le chargement de la membrane (en bleu), et
ajustement avec une exponentielle décroissante (evuge). Dans cet exemple la résistance est de 28MM
alors que la capacité est de 5,7 pF, correspondaatune fréquence de coupure de 1,2kHz.

Pour augmenter cette fréquence de coupure et @batble d’appliquer un champ électrique
modulé a une fréquence supérieure a la fréquenodusure basse du microscope, il faut
diminuer la résistance d'acces de I'électrode anba capacité de la membrane. Cette
derniere est une propriété intrinseque a chaqueleemais une forme ronde et de petite
taille est de nature a réduire la capacité de lalbnane cellulaire. D'autre part, la résistance
d’acces est influencée par différents facteurs tooonductivité de la solution ionique dans
la micropipette ainsi que le diamétre d’ouvertueecétte derniére. Un compromis doit étre
trouvé entre la dimension de la micropipette efalaabilité du patch-clamp: la résistance
diminue avec I'élargissement du diametre, ce qud autant plus difficile la faisabilité du
patch. De plus un circuit additionnel existe damsniodule électronique Axopatch200B qui
permet de compenser cette résistance d’accés.rhpertsation est exprimée en pourcentage
de la valeur de la résistance, et la fréquence ao@pwe est alors exprimé par

f. :1/277Ra (- P)C, ou P est le pourcentage de compensation. Selon les was,
augmentation de la fréquence de coupure allantjaskPkHz pourra aussi étre atteinte.
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VLIII Modele de la réponse électro-optique
tridimensionnelle d’'une cellule

Au chapitre précédent, nous avons développé un lequur la réponse électro-optique
d’'une membrane dopée. Ce modéle est aussi valableupe membrane cellulaire. La seule
différence est la forme plus compliquée d’'une delkt le double passage du faisceau sonde
par la membrane. Pour prendre en compte l'anglecliiaison de la membrane, une
transformation de la matrice électro-optique emcleapoint de la membrane est nécessaire
pour se reporter au systeme commun des axes minciglu laboratoire. Cette
transformation du systéeme d’axes est donnée pgudton tensorielle générale :

ik = Z Mok (rr)(f-ja)q(ka) ) (VI.1)

1,J,K

ou (, J, K) correspond au repére (X, Y, Z) de la membrankilegie et (, j, k) celui de
(X, y, 2 du laboratoire.

faisceau sonde

pol y
memprane, dopée

Figure VI-5: Configuration des différents parametres quand un angle de déviation existe entre le
faisceau sonde et la membrane.

L’expression analytique d'une transformation trigmsionnelle étant compliquée a
représenter, nous montrons le cas simple d'une mamabfaisant un angle avec
I'horizontale comme montré a la Figure VI-5. Langéormation tensorielle se réduit alors a
une simple rotation plane d'un angteautour de I'axg. La matrice électro-optique devient
alors :
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o r, sina I, COSa
0 J,coda sim+r, sifia r, (3cer—- 2cos+),, Sa  aos
= 0 r,(sifa-2co$a sim ¥r,, cdxr sim r3 s cosr,, dos
0 r,(cosa- 2sifia cog jr, sim cas r, (sio- 2cws sintr), tos s
I, COSa 0
r,sina 0 0 |
) (VI1.2)

Cette expression relie le déphasage électro-opt@gubangle d’inclinaisona de la
membrane ainsi qu'a la polarisation de la lumiecgdente. On doit s’attendre, au cas ou le
champ électrique quasi-statique appliqué est umigosur toute la cellule, a un signal plus

T , . _
grand vers les bords de la ceIIuIe:éE). Dans ce cas l'axe Z des molécules est orienté

suivant la polarisatior (ouy) de la lumiére sonde.

VLIV Mesures optiques en parallele avec les
mesures de Patch-Clamp (dépendance linéaire)

Une des possibilités d’utilisation du systeme diastion de patch-clampAxopatch’ est
d’appliquer une différence de potentiel connue @vers de la micropipette, avec une
commande électrique externe. Bien que ce soit Wathade directe pour appliquer un champ
électrique constant tout au long de la cellulem$se en ceuvre pratique est compliquée. Le
fait que la morphologie cellulaire soit constamment modification ainsi que I'existence
d’instabilités mécaniques, entraine des modificatides propriétés électriques de la cellule.
La valeur de la différence de potentiel appliquéeevelle aussi continument.

D’un point de vue optique, et avec de telles contes, on observe un signal au centre de la
cellule qui est tres bruité et qui varie autourr@waleur moyenne. Le signal électrique de la
commande était modulé a 4 kHz, une fréquence m@tieeue la fréquence de coupure de la
cellule étudiée (7 kHz). Cette moyenne tracée antion de la différence de potentiel de la
commande est linéaire, mais présente un écartitypertant (Figure VI-6).

]
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Figure VI-6 : Dépendance approximativement linéairedu signal du microscope EO en fonction de la
tension de commande externe. On remarque le grandtit qui existe dans ces mesures.
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Figure VI-7 : vue d’ensemble de linstallation de & mesure de patch-clamp sur le microscope. a) le
systeme Axopatch, b) le systeme de contrdle des mimanipulateurs, c) configuration des
micromanipulateurs et le préamplificateur sur le PLEOM.

Il nous est apparu que le patch-clamp classiqueitinhe limitation expérimentale de notre
montage. En effet la pipette est fixée sur la talpéque ce qui empéche un balayage spatial
de la cellule. Celle-ci est placée sur une platipgzo-€lectrique séparée des
micromanipulateurs du patch (Figure VI-7). Nous revaonc utilisé une méthode plus
classique pour I'application d’un champ électrique.
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VLIV.1 Premieres images en MEO des cellules entre
électrodes planaires

La fréquence de coupure du systéme (patch-clamplldle) s’est révélée constituer une

limitation pour I'application de la différence detpntiel électrique. Pour contourner cette
difficulté, une application directe du champ élegte au travers d’électrodes planaires
pourrait étre une alternative. Nous avons réakste @xcitation avec des électrodes planaire
séparées de 220 micromeétres avec une épaisselr medmetres (Ces électrodes ont été
réalisées par I'équipe de Bruno Le Pioufle et @likrancais au SATIE, ENS Cachan). Ceci
confére une uniformité du champ électrique et dgset de champ tout au long des

électrodes. Une cellule placée entre ces électraddésrme les lignes de champ. Par
conséquent, une certaine non-uniformité du chareptréjue au travers de la membrane
cellulaire est créée et doit étre appréciée (Fiylt@).

Contour: Electric potential [V] Max: 0.975
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Figure VI-8 : Cartographie des lignes de potentielau travers d’'une cellule ronde placée entre deux
électrodes espacées de 50um. Le calcul est faitugitisant le logiciel COMSOL.

L’application d’un champ électrique uniforrBedans un milieu conducteur entourant une
cellule, quelle que soit sa taille et sa géoméinduit une altération de la distribution
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spatiale du potentiel transmembranaire. La vanatio potentiel transmembranaire dans une
cellule sphérique uniforme est donnée par [85]:

AV =-3ga0Y (VI.3)

T2 1+(a)r)2

. . . L w
ou @ est I'angle polaire relatif au champ appligaést le rayon de la celluleQ :2— est
T

la fréquence du champ électrique quasi-statiqudicaEpa travers les électrodasest un
temps de relaxation caractéristique donné par

7= aC (P + Pex/2)- (V1.4)

ou C,,, est la capacité de la membrane cellulaire en F.qm et p,,,sont les résistivités
des milieux intra- et extracellulaire respectivetmexprimées erf2 .cm.

A

_ e

Figure VI-9: lllustration d'une membrane cellulaire et de I'angle @ qui gouverne la distribution spatiale
de la différence de potentiel transmembranaire

Dans ce cas, la déformation des lignes de champitinthe augmentation du potentiel
extracellulaire d’'un facteu%. La variation de potentiel transmembranaire n'alstrs

constituée que du changement de la différence tengel entre I'intérieur et I'extérieur de
la cellule. La forme emos@ de la différence de potentiel membranaire induitchamp
électrigue de la méme forme représenté dans lad-\110.
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Figure VI-10 : Distribution spatiale des composants I'amplitude du champ électrique au travers de la
membrane cellulaire. On remarque la forme en co8j du champ total.

Pour réaliser I'expérience sur les cellules, nowma prélevé des cellules de PC12 dans un
milieu conducteur a base de sucrose. Le RPMI estcmnducteur et induit un chauffage trés
important par effet Joule lors de I'application wéudifférence de potentiel de 1V.

_melV?
W=Rf= = (VL.5)

W est I'énergie dissipé en forme de chaleur, Refastance du milieu,et V représentent le
courant et la différence de potentiel dans ce miliee sucrose, moins conducteur, réduit cet
échauffement, et reste compatible avec la surve addlules en dehors de I'incubateur
pendant plusieurs heures. Le sucrose utilisée®t2bM en concentration, au pH de 6.7 et
pour une conductivité de 1.66uS/cm. Les celluled détachées du fond des flasques par un
jet de ce milieu, et sont prélevées dans des EgpiEndJne goutte de cette solution est
ensuite mise sur les électrodes. Un certain tenofisedsuite s’écouler avant le début des
mesures : les cellulesageante’sont en effet besoin d’'un certain temps pour Sacher au
fond du dispositif microfluidique. La forme rondeglcellules non-attachées va faciliter la
comparaison des signaux enregistrés avec la picditieorique.
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Une différence de potentiel modulée a 20 kHz etjaelques volts d’amplitude est ensuite
appliquée entre les électrodes. Un temps d'intégrate 100ms est utilisé sur la détection
synchrone du microscope EO pour obtenir un sigmisamment stable.

Les premiers signaux de la variation du déphasagigu® avec le microscope EO sont
représentés sur la Figure VI-11 qui montre une enpagr balayage typique de la réponse
optique d’un lot de cellules qui subissent l'infhee du champ électrique. On obtient des
réponses nettes et contrastées qui refletent Kibdigson spatiale emosé du champ
électrique.
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Figure VI-11 : (& gauche) Premiéres images du dépbkage induit par champ électrique appliqué sur des
cellules de PC12 placée dans une solution conducki Cette image montre une réponse maximale des
deux cotés droite et gauche des cellules, prés délectrodes. L'intensité est exprimée en mV de la
détection synchrone. Ce scan refléte la forme théigue de la distribution du champ électrique. (a drdte)
Scan de la phase du signal : on remarque le déphagade 77 en passant de droite & gauche de la cellule.
La phase est donnée en degrés.

Il faut aussi noter l'aspect intéressant de la ghds signal montrée sur la Figure VI-11-b,
qui varie derr radians lorsque I'on passe de la moitié droita @nbitié gauche de la cellule.

Ce déphasage apparait lié a l'orientation absoke rdolécules, qui sont d'orientations
opposées dans les deux moitiés d’'une cellule.

Ce type de signal a été observable a la fois dessckllules dopées par colorant
DI-8-ANEPPS, mais aussi et ceci de facon inattendue, enelfadesd'un tel dopage. Pour
comprendre l'origine de cette réponse intrinsequésravons procédé a d’autres expériences
simples.

Premiérement, en variant I'amplitude du champ @ogiau travers les électrodes une
réponse quasi-linéaire est obtenue pour les falddésurs de champs (Figure VI-12). Au-
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dela d’'une certaine limite, il apparait une saioratde la réponse. A noter qu’un signal
similaire a aussi été enregistré dans des celatieEehées a la surface du substrat, ou le
champ électrique a été appliqué au moyen de filslecteurs bien espacés.
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Figure VI-12 : Réponse de la cellule en fonction déamplitude de la différence de potentiel appliqué.
On remarque une dépendance quasi-linéaire suivie uhe saturation du signal.

En faisant tourner la polarisation de la lumiémysin’observons qu’une faible variation du
signal optique. Mais cette variation reste trestbeuet inexploitable (Figure VI-13). Une
amelioration de la sensibilité du microscope estemsgaire afin de pouvoir en retirer une
information.
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Figure VI-13 : Réponse en polarisation typique deal membrane d’une cellule de PC12.
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VLIV.2 Discussion surl'origine du signal intrinseque

Au chapitre précédent, nous avions vérifie que nmaiglétections aucun signal électro-
optique lorsqu’'une membrane phospholipidique aréfie n’était pas dopée par le colorant.
Cela semblerait indiquer que I'on n’attend aucwgmnal intrinséque dans une cellule vivante
si la membrane est seulement constituée d’'une theplipidique, en contradiction avec nos
observations. Notons que dans une membrane cedluidiexiste beaucoup de protéines
externes ou internes, ainsi que transmembrandles. aboutit en théorie a une certaine
non-centrosymétrie de la membrane donc potentieena un effet Pockels. Mais la
guestion qui se reste posée est de savoir si getteentrosymmétrie et les non-linéarités
associées sont suffisantes pour étre détectéesattirent. Dans la littérature, aucun signal de
génération de la seconde harmonique (GSH) n’'aigité@lé pour une membrane non-dopée.
Toutes les mesures en GSH des membranes de celhilpsur origine un marquage par des
colorants nonlinéaires. Cela nous amene a envigigetres effets, qui sont induits par le
champ électrique, tels que celui de la flexoéleit&ide la membrane [86].

En effet comme nous l'avons dit, un phospholipicd# ®on-centrosymétrigue mais son

organisation en bicouche détruit cette non-centnétgie. Par contre si cette membrane subit
une certaine flexion, le nombre de dipbles paréudé surface pointant vers I'extérieur n’est
plus le méme que celui pointant vers l'intérieun ¢krtain moment dipolaire est ainsi créé.
De plus, et sous leffet d'un champ électriqueeex¢, des forces sont appliquées qui
agissent sur la flexion de la membrane. La poseiolia force de ces moments oscillent avec
les variations du champ électrique appliqué, créargi une oscillation du moment dipolaire

total qui peut contribuer au signal observé avecenmicroscope.

Toutes ces remarques constituent des hypothésdsawl, qui seront testées par de
nouvelles expériences a venir.
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Figure VI-14 : A gauche : principe de la flexoélectcité. A droite : influence possible de la préserede
protéine membranaire sur la non-centrosymétrie ded membrane (extrait de la référenci86]).

Notons que des tests supplémentaires avec desnigssen formation n’ont pour I'instant
abouti a une meilleure compréhension, étant donedajsignal détecté pourrait provenir de
la multi-couche asymétrique de ces liposomes.

Il ne faut pas non plus écarter la possibilité gudhamp modulé appliqué induit un certain
mouvement de matiére et aboutit par conséquent ahangement local de lindice de
réfraction.

VL.V Conclusion et perspective de ces études
cellulaires

Ce chapitre a été consacré a I'étude de la répélrstrique de cellules de type PC12. Une
caractérisation électrique a été menée et desd@masions sur la fréquence de coupure ont
ete présentées. Nous avons observé un signal eptigu et contrasté sur les cellules
marquées par le DI-8-ANEPPS, mais aussi, de fa¢os ipattendue, sur les cellules de

PC12 en l'absence de marquage. Nous avons remamgueertaine dépendance linéaire de
ce signal en fonction du champ appliqgué pour dbldaivaleurs de champ, ainsi qu'une
faible dépendance angulaire en fonction de l'odaBoh de la polarisation linéaire de la

lumiere.
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Ce signal intrinseque est tout a la fois prometetuntriguant. D’'une part un signal optique
intrinseque proportionnel au champ électrique apiglj est une avancée remarquable dans la
course vers la mesure toute optique des champsigles. Mais la compréhension de cet
effet et des non-linéarités associées ou d'autifessede phase, n'ont pas pu encore étre
interprétées d’'une fagon univogue, méme s'’il exigt® hypothéses plausibles .

En effet, la littérature abonde en interprétatipassibles des signaux intrinséques. Celles-ci
ont été un peu laissées de coté pendant une eenp@inode étant donnés l'avancée et
l'intérét qui a été consacré aux colorants membras@our la mesure du potentiel d’action

[17]. Cependant, les toutes dernieres années ontunel hausse remarquable dans
'observation des effets intrinséques des neuromehjit par la propagation de champ

électrigue, comme la diffusion linéaire, la biragéence induite par champ électrique et les
effets de phase associés [36-37]. Le passage @enibt exclusifl) a des expériences
d'optiques non-linéaires qui ferait I'économie pémiences linéaires et d'effet intrinseques,
nous parait, a I'examen, méthodologiqguement pradtigoe. Notons toutefois que toutes ces
techniques et les observations citées ne sont pesree parvenues a une explication
suffisamment concluante des effets observés. Nwioscopie présente une approche
complémentaire susceptible de se préter a unetigaen plus poussée. En effet une étude
de la réponse optique avec et sans colorant, memgeintement avec la caractérisation

électro-optique de ce colorant, nous permettratditb une meilleure quantification des

effets optiques associés au potentiel d’actiongmedans les milieux cellulaires.

Enfin, d'un point de vue “technique”, la microsue électro-optique Pockels nécessite
jusqu'a présent une modulation périodique du ch&eptrique permettant une détection
synchrone du déphasage optique. Mais il est amsssaé de remplacer cette modulation
du champ électrique par une modulation de la mwsidiu faisceau lumineux sur la cellule
pour pouvoir suivre des potentiels d’action tramisits et autres déclenchés dans de vrais
neurones.






Conclusion générale

Nous avons décrit dans ce manuscrit la microso@lpiero-optique Pockels (PLEOM), son
montage expérimental et ses applications dans demides physiques et biophysiques.
Cette microscopie a démontré sa capacité a étdemrstructures cristallines aux échelles
micro, voire nanométrique. Au début de ce travailish nous sommes posés plusieurs
guestions auxquelles nous pensons avoir réponduwtencertaine mesure.

En particulier nous avons apporté plusieurs ansdimms techniques au montage
expérimental. Les mesures EO sont maintenant degenfacilement accessibles,
reproductibles et offrent un contréle mieux adag¢s différents paramétres de mesure.
Ainsi la réalisation d’'une cartographie de la dttion de champ électrique dans un
échantillon électro-optique peut étre obtenue eautine”, ainsi que la caractérisation
électro-optique de matériaux sous un champ élecrgpnnu.

Dans ce cadre, nous nous sommes d’abord appliquedglar le principe de ces mesures, en
étudiant des couches minces cristallines moléadaidont celle du cristal moléculaire
MNA, bien connu pour ses forts coefficients éleapiques. Des films minces organiques
de MNA ont ainsi été réalisés par la méthode d#dehe thermique inversée. Ces films ont
montré une réponse électro-optique Pockels unifauneeflete la mono-cristallinité de leur
structure. L'un des développements intéressantatee technique PLEOM a été la
possibilité de réaliser une étude en polarisatienadréponse Pockels. Cette dépendance
angulaire de l'effet Pockels nous informe sur lanéirie de la structure cristalline et
l'orientation des axes optiques dans l'espace. iéfaation du film a ainsi pu étre
déterminée, en bon accord avec les résultats pwaigues standards. En utilisant des
électrodes en forme de pointes et un film cristaliiforme, nous avons aussi confirmé que
la réponse électro-optique reflete bien la distrdyu spatiale du champ électrique quasi-
statique appliqué.

Par ailleurs, dans ce manuscrit nous avons utilisé détection de l'effet EO en
transmission. Notons que pour des échantillons esirmu de tailles nanométriques, une
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configuration en réflexion peut s’avérer tout augsrformante. En effet, une variation
d’indice induit aussi une variation détectable uetdnsité de la lumiére réfléchie. Nous
avons veérifié ce principe dans le cas de la moutulatlectro-optique de la lumiére diffusée
par un nanocristal de KTP, a la fois en réflexibaretransmission.

Une des questions actuelles est la capacité aisdadebjets de taille sub-longueur d’onde,
voire nanométrique a 'aides de nouvelles techriquan-invasive. Nous avons ainsi montré
gue la microcopie électro-optique est capable dectEr la modulation électro-optique de la
diffusion de la lumiere par des nano-cristaux d&® Ihm. Cela constitue, a notre
connaissance, une avancée originale. De plus Vaeatn polarisation du signal Pockels
d’'une seule nanoparticule a permis de confirmer actére de nanoparticule unique, sa
mono-cristallinité et déterminer son orientatiomsldespace.

Une deuxieme partie de cette these a été dédiapgidation de la microscopie électro-

optique dans des milieux biophysiques. Nous avdmsrdg le probleme des champs
électrigues présents dans les membranes des sellubntes, et la possibilité de détecter la
distribution de ce champ par microscopie électrigoe. Nous avons aussi étudié un
systeme modéle constitué d’'une bicouche artifiejelien plus simple qu'une membrane
cellulaire. Cette membrane dopée par un colorantlmgaire, le DI-8-ANEPPS est aussi

rendue non-centrosymétrique et a montré un sign@l &sément mesurable. Des

ameliorations récentes nous ont permis d’obtengr sansibilité de 10 mV pour I'amplitude

de modulation effectivement appliquée a une biceuattficielle. Nous avons aussi discuté
du modele associé a l'intercalation de ce colodams la membrane, qui a pu étre confirmé
dans une certaine mesure au travers de la réparsaaisation.

Avec une telle sensibilité, il devient envisageatk détecter un potentiel d’action de
guelques dizaines de mV dans un neurone. Nous aantstenté I'expérience et obtenu des
résultats tout a la fois significatifs et surpreisarCeci n'est peut étre pas étonnant dans la
mesure ou la membrane d’'une cellule vivante diffeoeablement d’'une simple bicouche
phospholipidique. En particulier, des protéinesogtsanséerées et peuvent contribuer a des
signaux optiques. La réponse optique en microcélgetro-optique d’'une cellule de PC12
marquée par du DI-8-ANEPPS ou non marquée (répotsgseque) placée sous un champ
électriqgue externe a été cartographiée. Cette sgpsemble bien refléter la distribution
spatiale du champ électrique. Pourtant, il s’avgrau contraire des bicouches artificielles,
c’est la réponse intrinséque sans colorant qui demiNous cherchons aujourd’hui
activement I'origine de ces effets, qui sont pdrg & rapprocher des effets de biréfringence
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sous champ, déja étudiés au début des années T®,umgeu laissés de coté depuis

'avenement des colorants sensibles au champ iéleetrNotons cependant que dans des
travaux récents, l'apport des constituants intqjneé a la membrane ainsi que d’autres effets
liés a la flexo-électricité étaient invoqués.

De facon générale, ce travail nous aura permisudiét I'effet Pockels a différentes
échelles, en commencant par de grands cristaus, ges films minces physiques voire
ultraminces en biologie, jusqu’a I'’échelle de naamtipules uniques. Chaque cas a été étudié
séparément et des modéles adéquats ont été déémlopps résultats obtenus sont
encourageants et ouvrent la voie a plusieurs agresecherches nouveaux ainsi qu'a des
applications possibles.

bY

En effet la sensibilité de la PLEOM a des nanopalés uniques permet d’envisager
I'utilisation de ces particules comme sondes lxae champs électriques quasi-statiques.
Sans avoir réalisé une méthode d’ultra-résolutipiqoe comme le STED ou le PALM, une
nanoparticule permet dans une certaine mesureadehir la limite de diffraction en terme
de résolution spatiale de mesure du champ éleetdgasi-statique. La fonctionnalisation de
la surface de ces particules pourrait en effet prmmune avancée intéressante. On peut en
effet imaginer une expérience ou l'on observe fnal électro-optique d'une particule
unique lorsqu’elle traverse une membrane cellulaltme caractérisation de temps
d’intercalation pourrait par exemple étre effectuée

Les résultats obtenus avec les cellules PC12 mérdtessi une exploitation approfondie.
Notre microscope a I'avantage de pouvoir examiheaeactériser la réponse EO au niveau
de la membrane. On s’attend a une modificatioradéponse EO dans la membrane avec et
sans colorant. L’origine du signal intrinséque skengdujourd’hui mal connue. Le signal EO
avec colorant permet en principe de caractérisgiehtation des molécules de colorants
insérées dans la membrane et donc la structura deinbrane. Ainsi, la combinaison de
résultats avec et sans colorant, pourrait permattem extraire l'origine du signal
intrinseque.

Enfin, I'application de la MEOP comme sonde de chadtectrique associé au potentiel
d’action dans les neurones (patch-clamp optiquejede de plus en plus une réalité, mais
rencontre encore plusieurs probléemes sérieux. Hticpiger, dans des milieux vivants
comme des neurones, les potentiels d’action sqmioai déclenchés de fagon aléatoire, ce
qui nécessite la mise au point d'une détectioncdmsgne sans déclenchement externe.



116 |Conclusion générale

Bien sOr des méthodes multimodales, compatiblere egltes, telles que PLEOM, GSH,
biréfringence linéaire ou TPFE permettent de comrbies avantages de ces différentes
techniques. Des développements en ce sens soatienau laboratoire.

Finalement, nous espérons que ce travail aura pedmicontribuer aux progres et a la
crédibilité de la microscopie électro-optique emttgu'outil d’investigation original et
performant en physique et en biophysique.



ANNEXE A: caicul du champ électrique entre
deux bandes paralleles

On montre dans cette partie le calcul analytiquéea@ression du champ électrique existant
entre deux bandes paralleles dont I'épaisseuretise pomparé a I'épaisseur du milieu inter-
électrode.

En effet on peut considérer que les électrodesapies sont constituées de fins fils
conducteurs de longueur infinie. Chaque fil créeuanpointM distant der le champ
électrique suivant :

E(r)=——=§, (A.1)

ou A représente la densité linéique de charge du filéetest le vecteur unitaire

perpendiculaire au fil et passant pdr(coordonnées cylindriques centrées sur le fil). En
termes d’élément de surface de largdlurle champ élémentaire s’écrit :

odL 1.

o étant la charge surfacique de la plaque. La deyre&pression s’écrit en coordonnées
cartésiennes :

. o rdél, . . .
dE(r) =————=(sin@ & + co¥¥ A.3
(r 2;zscoser(' € §) (A.3)

On peut exprimer la charge surfacique en fonctienla différence de potentiel qui
s’appligue entre les deux électrodes. En suppapamties deux électrodes sont maintenues
respectivement aux potentiels +V et -V, la charg#asique peut alors étre relié a V par une
formule capacitive:

o=V C/S (A.4)

S représente la surface de I'électrode, et C gacii@ électrique.

En intégrant sur toute la surface de la plaquepfegsion du champ devient :
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£ (0) =L C jp| |20+ &t g7
27ES Z+(x 3

E,(0)= Ve arctar(ﬂj— arctaﬁ ar xt dj
21ES z z

De méme, la deuxieme plaque électrode chargéeoderée un champ électrique dont
I'expression s’écrit :

£ (-0)= V C InNZZJr(_XJr a dzZl

(A.5)

27ES Z+(-x 3
(A.6)
E,(-0)= Ve arctar( az x¥ dj - arctaﬁixj
21ES z z
Le champ électrique entre les deux plagues esinter®e de ces deux contributions :
£=-VC lnN(zz*(X* ar GZJ[ P4(- % & )alzj]
" 27ES Z+(x 3 Z+(- %
(x+ 3 ( ¥ A7)

VC a+ X a— X aF M a %
E,(0)= Z—S{arctar( j + arctafr—j - arct{n—aj - arc(an—ﬂ
TE z z Z Z



ANNEXE B: Réponse électro-optique en

polarisation d’'un systéeme macroscopique :

application a un cristal de KDP

La réponse électro-optique d’un cristal en fonctite la polarisation d’'un faisceau sonde
peut étre étudiée en terme de déphasage éleciopephduit sur la voie signal. Pour cette
étude l'utilisation du formalisme de Jones s’aaatapté.

Formalisme de Jones

Un état de polarisation dans I'espace peut étretdear les composantes de la polarisation
suivant deux axes perpendiculaires, qui forment d\axe de propagation (z) un systéme
d’axes orthogonaux. Le vecteur de Jones reprédentenpolarisation donnée d’'une onde

E; (9

électrigue selon les axasety. On peut normaliser ce vecteur a 1. On représaots une

lumineuse peut s’écrir[e ] ou E,(t) et E (t) sont les composantes du champ

1(1
polarisation rectiligne suivant I’a»epar(oj ou une circulaire droite p&\ﬁ[_J.

Aprés avoir traversé les différents composantsgops d’'un systéeme, la polarisation de la
lumiére est modifiée. une matrice de transformati@ut étre ainsi attribuée a chaque
composant optique (polariseur, lame demi onde, lgonaet d’onde, lame biréfringente en
général...). Par exemple dans le cas d’une lame daede; la matrice de transformation est

exprimeée par :
m=|" © B.1

Si par contre les axes neutres de cette lame somnbés d’'un anglé par rapport a la
polarisation de la lumiere, alors une matrice dation entre en jeu et ainsi une nouvelle
matrice de transformation est crée :
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M () = R(-8) M R@), (B.2)

ou R(@) est la matrice rotationM la matrice transformation sans rotation M{68) la
matrice transformation finale. Avec :

RO) :{ cos@) sine)} ©3)

—-sin@) cos@)

Dans le cas d’'une lame biréfringente, la matriaagformation a la forme suivante [87] :

_[co§6’e”" +sifge” (- ¥ )sid co@} (B.4)

ame | (@7 - &)sinfco®d  codl & + sihd &
ou @ est I'angle de rotation des axes de la lame pgrora@ux axes du laboratoire, et @"

sont les déphasages selon les axes propres dai tiigifringent donnés pap' :27ﬂn'eet

qo":z—ﬂn"e
y :

Calcul den’ etn”

Pour trouver les indices de réfraction selon ssrdeux axes propres du cristal il faut
prendre en compte la distorsion de I'ellipsoideiddices sous I'effet d’'un champ électrique
guasi-statique appliqué. C’est cette distorsiondfrit normalement I'effet électro-optique.
Dans le systeme d’axes principaux (X, Y, Z) souanap appliqué, I'ellipsoide des indices
est décrite dans le cas général par I'équatiorasitey:

e s St (B.5)

Dans les cristaux électro-optiquement actifs, ipslbide des indices subit une distorsion

sous effet du chamf des axes principaux et son équation devient :
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1AL Txeal 2oa(2) Teal 2iaf2) |2
ARG R R i M

a &) &3 (86)
+ 2A(—2j YZ+ 2A(—2j ZX+ 21\ —12j XY= 1
n YZ n ZX n XY

Ces variations d’'indice étant proportionnel au cpadétectrique appliqué, elles s’écrivent
sous la forme suivante :

A[nij =3 1E, ®.7)

En introduisant la notation des indices contrattégarde chapitre 3 on écrit :

1 1
Al = -
n2 A ail nlz
1 1
Al = -
n2 2 322 r]22 rll r12 rl3
1 r, r r
A % 833_F r21 r22 I’23 E1
1 3 — 3 - r31 r:Q r33 E2 (88)
A _2 323 41 42 43 E3
n 4 r51 r52 r53
1 r. r r
A _2 a31 61 62 63
n 5
1
A —2 a12
n

6
L’équation de I'ellipsoide des indices dans le éyst d’axes liés au cristal s’écrit alors
a,X’+a,Y+a,Z+2a,YZ#2 g ZX¥2 g X¥1 . (B.9)

Pour obtenir une équation équivalente utilisantdesrdonnées (x, y, z) dans le systéme
d’axes lié au laboratoire, on peut utiliser la necatrtransformation basée sur les angles
d’Euler (a,B,y).
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X
Y | =
z
COsa coy— sim co8 sin sin cpgs aps ¢bs )sin Ain ysin
byy by, bis
—Ccosa siny— sir cof cgs — sSin Syt @S @S pos &in ycos
—_—
by by, bys
sinasing - coxr sing cop
— —_—
sy b, b3
(B.10)
A
o
ok Y
Z_ 5 A
Ne,
X
> Y
4y
>
a VT

A\
N
Figure B. 1: Convention utilisé pour le angle d’Eutr pour passer d’un systéme d’axe (x,y,z) a (X,Y,2)

Si le vecteur de propagation de la lumiére estasuiaxe z du laboratoire, un plan
perpendiculaire a coupe I'ellipsoide selon une ellipse dont lestpatgrand axes définiront
les deux indices de propagation de la lumiere.eemptacantz parO dans (B.10) on obtient
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X =h,x+h,y,
Y=h,x+b,y, (B.11)
Z=byx+hyy.
En remplacant (B.11) dans (B.9) :
AX’ + By’ + Cxy=1, (B.12)

avec

A=a,lf)+ a8+ a,B,+2 ab, bt 2 ab bt 2 abb,

B=a,lf,+ a,B,+ a 8,+2 a,b,b32 a,b,b42 a,b b,

C = 2811Q1Q2+ 2a22b21b22+ 2 a33b3plgil- 2 a2§ b21b3-l2- b22b)1+- 2 agl blleZ b12b§1 2 6(12 me b12b2])
(B.13)

A

 Z

4 K

Figure B. 2 : Ellipsoide des indices distordue solanfluence d’un champ électrique appliqué, et elpse
d'intersection du plan perpendiculaire a z dont lesaxes principaux constitue les deux indicesqret n,.

Une rotation d’'un anglepermet de se situer dans le systeme des axes propra lame

sous champ électrique:

E %arctar( AC_: Bj (B.14)



124 |ANNEXE B: Réponse électro-optique en polarisatiamdystéme macroscopique :
application a un cristal de KDP

Apres cette rotation, I'équation (B.12) devient
12 . C . 2 . C .
x'*( AcoS g+ BS|rfqa+E sin® ¥ y* A sifp+ B 00730—3 sinR2=) (B.15)

On déduit alors les deux indices principaux de agapion de la lumiere:

n. = 1
Acos @+ B sirf ¢1+9 sin®
2 (B.16)
nZ = 1
¥

Asin® g+ Bcog qo—CZ: sin®

Il suffit alors de remplacer les valeurs de cesciesl de réfraction dans I'expression (B.4) et
de faire tourner cette matrice d’un angle additedgn

Expression finale
Le systéme actuel comporte un cube séparateurldggation, une lame demi-onde tournée
d'un angle® , I'échantillon placé avec un angk soit une rotation total dedue a

I'application d’un champ électriquE , une autre lame demi-onde avec le méme angle de
rotation que la premiére, suivie finalement parautre cube séparateur en polarisation. La
lumiére a la sortie interfere avec un champ optidgiesférence.

CSP

Y

Y

2

échantillon

Figure B. 3: Configuration des différents composats optiques présents dans la voie signal de
l'interférométre

Le champ optique a la sortie de tous ces compasaeta decrit par la multiplication des
différentes matrices de transformations et matnitsesotation comme suit :
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Eout = Mcube( R—G) Mi Ra) Mechantillor(¢) ( RO |\/£ B) Mcube E (817)
2

2

L’interférence de ce champ optique avec le chamijqoe de référence pour différents
angles d’orientatior® permet de tracer la dépendance théorique de lansépélectro-
optique en fonction de la polarisation linéairefdisceau sonde. Une comparaison avec les
données expérimentales permet d’en déduire I'atent du cristal.

Exemple

Nous appliquons ce calcul au cas d'un cristal maksiKDP, ou le champ électrique est
appligué suivant la direction de propagation delumiere. Ce cristal constitue notre

référence pour la calibration des signaux élecptigoes délivré par la détection synchrone.
Ce cristal est placé dans la configuration monpagela figure B.4. Dans cette configuration

le champ électrique est appliqué suivant I'axe Zcdatal. Les autres axes peuvent étre
tournés autour de l'axe Z.

Figure B. 4 : Configuration du cristal de KDP.

Ce cristal de KDP est caractérisé par le tableasorgel €lectro-optique suivante :
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0O 0 O
0O 0 O
0O 0 O
r= (B.18)
r, 0 O
Or, O
|0 0 g

Nous avons placé ce cristal entre les deux lames-oede et nous avons effectué les
analyses en polarisation de la réponse électropoptiComme montré dans le tableau
suivant, on peut remarquer que cette réponse unmefoaractéristique avec 4 lobes, qui sont
orientés selon les axes du cristal. Un bon accone esimulation et données expérimentales
est obtenu. A noter qu’aucune différence n’est nagé entre les axes optiques X et Y du
cristal. Les angles du tableau sont donc donnés arés.
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Tableau B. 1 : Signal électro-optique expérimentagn fonction de la polarisation de la lumiére incidete
dans le cas d'un grand cristal de KDP, et comparaim avec la simulation issue du calcul développé dan
cet annexe.

Angle que forme
I'axe de cristal Données expérimentale Simulations
avec I'horizontale

90 90 2e-005

-ge°

15°

20°







ANNEXE C : section efficace d’une

nanoparticule

Cette annexe a pour but de donner un ordre de guart® la contribution électro-optique
Pockels a l'intensité diffusée par une nanopamiceh partant simplement de I'expression
‘standard’ de la section efficace de diffusion @gduranoparticule.

Un faisceau monochromatique focalisé sur une natiopie subit une diffusion.
L'efficacité de cette diffusion peut étre caractéd par une section efficace de diffusign

qui dépend notamment de la dimensilate la nanopatrticule :
o, 0d° (C.1)

La section efficace d'une nanoparticule constitlién matériau d’indicen peut étre
exprimée comme suit [55] :

2 1\2
as=2_’:1k4(”2+12] d° (C.2)
n

ouk correspond au nombre d’onde dans le mili&u=:2771/ A,

Si la particule est électro-optique, et si un chagetriqgue quasi-statique est appliqué, une
variation de cette section efficace sera obserle.champ électrique appliqué a une
particule EO induit une variation d’'indice proportnel a ce champ. L'indice peut alors étre

2

écrit sous la forme suivantern(E) = n+An, avec A(
n

1 N
=rE, our correspond aux

coefficients électro-optiques du matériau en goaston se limite ici a un modeéle scalaire
ou existe un seul coefficient électro-optique et E est la valeur du champ électrique

appligué au niveau de la particule. Pdur<<n, on a 2A—? =rE soit An :% n’rE.
n

La section efficace devient alors :
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2 _1\?
o, :ﬂk“ (nLn)zl d° (C.3)
24 (n+An)y +2

Soit

2 2 PRY
_ ﬂk4( n“+An°“+2mMn 1} 4 (C.4)

o, =—
24 | (N*+An*+ 2nAn+ 2

Pour An<<1, un développement en premier ordreedonne

asﬁk“[(”j "1)} [1+ 4Mn(%ﬂ of (C.5)
24 | (n°+2) =N+ 2)

En remplacaniin par%n3rE, I'expression devient :

Jszik‘{(nj_l)} 14 ONTE g (C.6)
24 | (n°+2) (i ] ( e 3

partie électro- optique

On obtient alors une expression finale qui compartgerme EO s'ajoutant a I'expression
initiale de la section efficace s’ajoute une pagtectro-optique.

Estimation des ordres de grandeurs
La puissance totale diffusée par une nanopartiestiexprimeé par :

P=0ol

s s inc:(a-o-'-a-EO)I (C7)

inc

ou P,_est la puissance totale diffusée par la nanopéeti¢. I'intensité total incidente sur la
particule eto_la section efficace de diffusion qui est divis@éedeux parties : la diffusion
normaleg, a laquelle s’ajoute la contribution due a I'effé¢atro-optiqueo,.,donnée par

m'expression (C.6).
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On prend I'exemple d’une nanoparticule de KTiQP®&TP). Le KTP est un matériau
biréfringent qui posséde deux indices de réfractidférents selon la polarisation de la
lumiére,n, etne.

Pour simplifier le calcul prenons les approximasicsuivantes : n=1,8, la différence de
potentiel appliqué est de 100V sur une distance2@dgm soit un champ électrique
d’amplitude 5V/um, et une puissance incidente deéWVln©On prendre le plus grand
coefficient électro-optique du KTiR:=36pm/V, et une particule de 150nm de dimension. La
longueur d’onde de la lumiére utilisée est 632.8nm.

La puissance diffusée est estimé alorB, & 3,47x 10° wdont une partie électro-optique
égale aP., =3,33x 10° W. On remarque que cette faible puissance diffusé@aé&nmoins

détectable directement mais nécessite une intégrdé la détection sur une longue période.
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