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Résumeé

Ce travail est consacré a I'élaboration et a ladarisation d'un nouveau matériau
hybride présentant des propriétés de transferteddi®, a base de la protéine photochromique
bactériorhodopsine (bR) acceptrice d’énergie etbdies quantiques (QDs) de CdSe/ZnS
fluorescentes donneuses d’énergie. Le but estal/essl’améliorer et d'utiliser les propriétés
photochromiques et photochimiques de la bR ersatiti un transfert d’énergie par résonance
de Forster (FRET) qui peut exister avec des QDscsgructrices. Ce nouveau matériau
hybride pourrait servir dans divers domaines, tple des commutateurs optiques ou les
cellules photovoltaiques.

Les propriétés physiques d'un tel composé et shcaeité dépendant fortement de
sa structure, ce travail a consister a élaborerolaplexe bR/QD et a le caractériser par
microscopie a force atomique (AFM) et par spectioiee optiques (fluorescence,
absorption) afin de mettre en évidence un éverdffet FRET entre bR/QDs. Nous avons
montré qu’en modifiant la charge de surface des Qs pouvions optimiser I'efficacité du
FRET. Cet effet provient d'une modification degcks électrostatiques entrainant un
arrangement des QDs différent a la surface des magmab en fonction de leur charge de
surface. En renforgant la liaison bR/QD a l'aidehiletine et de streptavidine, nous avons
atteint une efficacité maximale de FRET de 80 %.

Lors de nombreuses expériences que Nous avons sNET@E avons montré par
AFM et dichroisme circulaire que la présence de @bB=tlere fortement le processus de

monomeérisation de la bR par du détergent ce quirgib@voir des applications en biologie.

Mots-clés : Bactériorhodopsine, membrane pourpreaantym dots, FRET,

Microscopie a force atomique, photoluminescenaghrdisme circulaire



Abstract

In this work, we built and characterized a new Ig/naterial with energy transfer
properties made from photochromic protein Bacteodopsin (bR) which is the energy
acceptor and CdSe/zZnS fluorescent quantum dots)(@Bish are the energy donor. Our aim
was to improve the photochromic and photo-physiadl properties by using a Forster
resonance energy transfer (FRET) which should @xistesence of semiconductor QDs. This
new hybrid material should have applications in ynéirlds such as optical switching or

photovoltaics.

Since optical properties and efficiency of suchatenal are highly dependent of its
structure, our work was to develop and charactebRQD complex by atomic force
microscopy (AFM) and optical spectrometries (fllemence, absorption) in order to
demonstrate FRET between bR and QDs. By tuning fdface charges, we proved that we
were able to optimize FRET, by optimization of #lectrostatic interactions between bR and
QDs. This effect was due to a better organizatib®Ds on the membrane surface when
interactions were optimized. We also showed thaerwlQD and bR are linked by biotin

streptavidin link they revealed the maximum FREfIcefncy of 80 %.

During all these experiments, we showed that QRédcmduce a quicker detergent
monomerization of bR. This is supported by AFM imsgand circular dichroism

measurements. This effect should find applicatiartsology.

Keywords: Bactériorhodopsin, purple membranes, tumandots, FRET, atomic

force microscopy, photoluminescence, circular d¢dm
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Introduction



Depuis plusieurs années maintenant, les matérighxides organique/inorganique
sont de plus en plus étudiés. lls présentent saliaeantage d’étre peu cher et de représenter
de bonnes alternatives a la technologie a bas#éiclams utilisée actuellement dans la micro-
électronique. Cette technologie se rapprochanteunptus chaque jour de ses limites, autant
d'un point de vue physique (température, taille gilavure, etc.) que d’'un point de vue
pratique (prix de plus en plus exorbitants des métpar exemple), il y a nécessité d’explorer
de nouvelles pistes. Les matériaux hybrides orgesfigorganique sont donc une alternative
ambitieuse, dans laquelle les propriétés physiamHgaes des matériaux biologiques peuvent
étre renforcées grace a I'apport de nanoparticules.

Ce travail de these effectué au LMEN et avec I'Bqudu Pr Nabiev du PCDH/DAT,
s’est inséré dans un projet plus vaste inscrit dat® thématique et portant sur l'utilisation
de la protéine membranaire Bactériorhodopsine (foRjplée a des boites quantiques de semi-
conducteurs (QDs). Dans ce projet, le but est diggsd’améliorer et d'utiliser les propriétés
photochromiques et photochimiques de la bR ersatiti un transfert d’énergie par résonance
de Forster (FRET) qui peut exister avec des QDsphatoluminescence (PL) des QDs
devrait étre modulée a l'aide du photocycle coatrid de la bR. Ce photocycle, qui n’est
autre qu’un changement brutal d’absorption de tagime, peut se retrouver modifié par une
excitation extérieure de type lumineuse ou maguoétigar exemple. Les changements
d’absorption pendant ce cycle étant trés importahis point de vue photochromique, le
FRET peut moduler la PL des QDs. Ce nouveau maté@sgaride pourrait servir dans divers
domaines, tels que les cellules photovoltaiqud%ptoélectronique.

Cependant, les propriétés physiques d'un tel copeis son efficacité vont
fortement dépendre de sa structure. Le nombre depaR QD, la répartition homogene ou
non de ces dernieres a la surface des membrangemnanhles bRs, la distance entre bR et QD
sont autant de parametres a caractériser poueqariposé soit fonctionnel. C’est donc dans
cette optique que s’est orienté mon travail, passara « fabrication » du complexe bR/QD a
sa caractérisation par microscopie a force atomigAfeM) afin de mettre en évidence
I'organisation de la bR et des QDs et par diveraéthodes optiques (absorption, PL, etc.)

afin de mettre en évidence un éventuel effet FREforction de I'organisation bR/QDs.



Premiere partie :
Etude Bibliographique



|. Contexte scientifique

L’industrie microélectronique a base de siliciumég I'un des moteurs de la
technologie moderne grace notamment a l'inventiortrensistor en 1947 [1] et du circuit
imprimé en 1958 [2,3]. Jusqu’a aujourd’hui, la peédn de Gordon Moore (co-fondateur de
la société Intel) s’est avérée assez realistaribacait en 1965, que le nombre de transistors
incorporés dans une puce carrée devrait doublerlemu24 mois [4], ce qui s’est quasiment
vérifié a quelques corrections prés [5]. Entre 1872001, le nombre de transistors sur les

processeurs a doublé tous les 1,98 ans confirnedet loi.

Cependant, les lois de la physique ne permettemtdpadiminuer indéfiniment la
taille des composants et a I'approche du domainematrique certains problemes se posent
[6]. La finesse lithographique ou méme les fludtwa thermiques sont des problemes

récurrents a cette échelle [7].

De plus, depuis plusieurs dizaines d’années, lels gmrameétres de développement
tels que la fiabilité, le colt et bien siOr l'effa#® pour le développement de nouveaux
matériaux et de nouveaux composants électronigeiesmt plus les uniques criteres a prendre
en compte. Maintenant, en plus des fortes con&raidé rentabilité, la pression internationale
se porte sur des matériaux toujours aussi perfdande plus en plus petits mais également
ecologiques, recyclables et économes en énergee.nGes amene a des matériaux de plus en
plus sophistiqués et de plus en plus compliquébadguer avec des méthodes traditionnelles,
mais surtout avec des matériaux traditionnels. tQiesrquoi les recherches dans le domaine

des matériaux hybrides organique/inorganique stetsaucoup développées.

En effet, on retrouve des traces des matériaux idsgbrorganique/inorganique
développés de facon commerciale depuis les aneg.4ACependant, le plus gros « boum »
de développement de ces matériaux est arrivé admnarinées 90 avec la naissance de la

communauté travaillant sur la méthode sol-gel.

Le développement des matériaux hybrides est sudibaiux propriétés naturelles de
certains composeés biologiques, tels que '’ADN, mjavaient jamais été exploitées. De plus,
leur couplage a des matériaux de type conventiofteld que les semi-conducteurs et le

silicium notamment) permet d’entrevoir de nouvelfasssibilités de composés. Enfin, le



développement des nanotechnologies a énormémentaaidort engouement réservé a ces
matériaux. La découverte de nouveaux matériaux comes nanotubes de carbone a donné
naissance a de nouveaux types de détecteurs autesl®@iologiques comme I’ADN [9], mais

également a des capteurs hybrides détectant certais metalliques [10].

Les matériaux hybrides sont aujourd’hui étudiéssdd@ nombreux domaines, tels
qgue les piles a combustibles [11], les matériauatg@thromiques [12], les cellules solaires
[13], les batteries [14], les fibres optiques [1&]génération de lumiére [16], etc. Cette liste
n'est bien entendu pas exhaustive et I'énumératetoutes les possibilités d’utilisations des

matériaux hybrides pourrait étre infinie.

Avec l'exploitation de ces matériaux hybrides deneaux domaines d’application
se développent donc comme la bioélectronique obidahotonique. Ces domaines sont
prometteurs, puisqu’ils permettent des manipulatimés précises sur des molécules de taille
importante (via des mutations génétiqgues) ou méaw assemblages trés sophistiqués de
molécules. Les plus gros efforts en bioélectronismet aujourd’hui dirigés vers les couches
minces, les biocapteurs et les éléments photoniqubase de protéines. Bon nombre de
biomolécules sont actuellement utilisées dansdbsrhtoires, mais une seule d’entre elles
nous a intéressés: la bactériorhodopsine. Nouson®rpar la suite que cette protéine
membranaire possede des propriétés physiques yhigres, faisant d'elle un candidat

intéressant pour la bioélectronique ou la biophigioe de demain.

Cependant, les molécules biologiques ne préseptmntoujours tous les avantages
nécessaires et il faut souvent les coupler a ddaubbjets pour étoffer leurs propriétés. Pour
cela, la meilleure solution est souvent de traemilavec des matériaux hybrides,
organique/inorganique, permettant d’accéder auprpgtes nécessaires a la réalisation d’'un
compose efficace. On trouve par exemple comme ceégpmorganiques trés largement
utilisés les boites quantiques a base de semi-cteuts (QDs). Ces particules ont de
nombreux avantages pour l'optoélectronique. Entefites ont la particularité d’avoir un
spectre d’absorption trés large et un spectre d'sion trés étroit. Elles sont également
solubles dans un tres grand nombre de solvant®semtent bien sir une taille de I'ordre de
quelques nanometres. Elles sont souvent utilisées ®rme de particules individualisées ou

sous forme de petits agrégats organiseés.



Ce travail de thése a consisté a coupler les md@srispécifiqgues d’absorption et
d’émission de la bR et des QDs de CdSe/ZnS, dammitlade créer un matériau hybride
capable de servir dans des domaines tels que étativonique pour des applications dans le
domaine de la commutation optique par exemple. @et gle thése est a la base du
développement d’'une nouvelle thématique au labweathée a la caractérisation par
microscopie champ proche d'objets biologiques etiemifluide et ['utilisation et la
fonctionnalisation de QDs semi-conductrices. Au s@ncement de cette these, les sujets de
prédilection du LMEN portaient sur la caractérigatipar microscopie champ proche de
nanostructures « solides » et le développement étbardes de caractérisation originales en
champ proche. Tres peu de travaux existaient aordédire sur la caractérisation d’objets
biologiques par microscopie a force atomique etoenaenoins sur le développement de
nanomatériaux hybrides organique/inorganique. Uaedg partie du travail de thése a donc
consisté a développer les mesures AFM en miligddlsur la bR dans urf"temps et sur le
systéme bR/QDs ensuite et a mettre au point lémigees de fonctionnalisation de surface
des QDs afin de comprendre les mécanismes expti¢jeatinction de la PL des QDs lors de

la mise en présence avec la bR.
Ce travail de thése sera présenté en 4 chapitres :

= Dans le ¥ chapitre, une étude bibliographique approfondiétéa menée sur les 2
« briques » de base de notre nanomatériaux hybtlialdsR et les QDs de CdSe/ZnS
afin de bien comprendre les propriétés spécifiqieses objets et de justifier leur
utilisation pour la mise au point d’'un commutat@mtique. L'intérét du couplage
bR/QDs CdSe/ZnS, le principe de base de ce matéylatide ainsi que le mécanisme
de transfert d’énergie FRET sur lequel est basé@mtionnement sont détaillés dans

un second temps afin de servir de base a la discudss résultats obtenus.

=» Dans le second chapitre, les expériences de cesatkén utilisées pour cette thése et
les méthodes de fonctionnalisation de surface des &nsi que de préparation du
matériau hybride sont présentées. En particulgsr plarties concernant les nouveaux
outils développés et utilisés au laboratoire (AFM milieu fluide, préparation des
QDs, dichroisme circulaire) ont été détaillées amte thése est l£1du laboratoire
portant sur cette thématique. Les techniques detifomalisation de la surface des

QDs permettant de faire varier leur charge de sarft I'épaisseur de la coquille



entourant le cceur « actif » sont explicitées. Denméa partie concernant les mesures
AFM effectuées sur la bR seule ou sur le compldXEIDs — mesures qui constituent
une partie importante et essentielle du travabrtient les éléments justifiant le choix
des conditions expérimentales (mode contact ounnitient, type de pointes, mise au

point du tampon de mesure, etc.) pour avoir ledl@uees images possibles.

Le troisieme chapitre de cette thése concernediseptation des résultats obtenus lors
de la mise au point du nanomatériau hybride bR/@Dsr les applications de
commutation. Dans ur’itemps, nous avons mis en évidence que le coupla@EDs
émettant dans la bande d’absorption de la bR prevolien une diminution
importante de l'intensité d’émission des QDs laissa penser qu’il y a bien un
transfert d’énergie pour les bons parametres exgériaux de couplage (rapport
QDs/bR, longueur d'onde démission des QDs, et®@t €ffet n'existant pas si
I'élément absorbant de la bR (le rétinal) n'est pa&sent dans la bR, ces résultats
semblent bien provenir d’un transfert d’énergietyfee FRET entre QDs et bR. Afin
de confirmer I'existence du FRET mais égalemensshger de maximiser cet effet,
nous avons préparé des QDs avec différents grogpeffes en surface, groupes
induisant une variation du potentiel de surface @Bs et également de la distance
entre le cceur émetteur de la QDs et le rétinal rabso de la bR. Les résultats
expérimentaux obtenus aussi bien au niveau destédsations optiques que des
caractérisations structurales par AFM et les rasuthéoriques attendus en utilisant la
théorie régissant le FRET sont compatibles cedajssé a penser que nous avons bien
un transfert d’énergie entre les QDs et la bR. Baisissant convenablement les
caractéristiques des QDs, nous montrons que paragtion électrostatique, il est
possible d’avoir une quasi-épitaxie des QDs surtrieseres de bR. Si les résultats
obtenus dans le cas dinteractions électrostatighBsQDs sont prometteurs,
I'utilisation de ce type d’interaction « faible oyr un éventuel transfert technologique
reste problématique : nous avons donc montré daxerniere partie de ce chapitre
qu’il était possible d’obtenir le méme effet enligant des liaisons covalentes entre
bR et QDs. Ce chapitre se termine sur les perssctie ce travail pour la mise au
point d’'un commutateur optique ou électrique wiike.

Lors de nombreuses expériences que nous avons snexeeAFM pour la

détermination des bons parametres d'imagerie, agoas démontré qu’en présence
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de détergent, il semblait y avoir un effet impottates QDs sur l'organisation
cristalline de la bR. Dans Ié”QFchapitre, I'effet de la présence conjointe de @Dde
détergent sur I'organisation de la bR a été étpdiéAFM et par dichroisme circulaire.
La présence de QDs semble accélérer fortemenbtegsus de monomeérisation de la
bR et de fluidification de la membrane ce qui patirravoir des applications

intéressantes en biologie.

Enfin, les différents résultats obtenus dans détiee et les perspectives en découlant

seront rappelés dans la conclusion finale.



[I. La Bactériorhodopsine

Nous avons vu dans les paragraphes précédents gueombreux matériaux
biologiques sont étudiés et utilisés pour la cofat’objets hybrides. Notre choix s’est porté
sur une protéine tres connue, puisqu’elle fut deede en 1971 par Oesterhelt et Stoekienus
[17]. Elle est toujours tres étudiée et utiliseasldifferents systémes. Elle a notamment fait
I'objet de plusieurs milliers d’articles scientifigs depuis sa découverte en 1971 dont plus
d’'une centaine en 2010 (source Science Direct).

Nous nous proposons donc dans les paragraphesigensde faire un rappel de ses
propriétés. Une liste non exhaustive des domaines lesquels elle est actuellement étudiée

sera dressée et quelques systemes innovantsrgagfent seront présentés.

A. Généralités sur la bR

1. De la membrane pourpre a la bR

La bR est une protéine trés utilisée de nos joars da recherche, du fait de ses tres
nombreuses propriétés physico-chimiques et strelbésr que nous allons lister ici.
Cependant, attardons-nous un peu plus sur somerigi

La bR est l'unique protéine membranaire que l'oouve dans les membranes
pourpres (PMs), fragments appartenant a la bactBliadobacterium SalinarumCes bactéries
vivent dans des conditions extrémes de saliniténeprésence de tres peu d’oxygéene dans
'eau. C’est pourquoi on les retrouve souvent dassmarais salants (voitigure 1). Elles
survivent notamment grace a la présence de bR ldans membranes cytoplasmiques. En
effet, la seule source d’énergie qui subsiste, fore que tout le matériel organique a été
consommeé par oxydation, est la lumiére du sol&@tH. Salinarumont donc di s’adapter et
ont développé des capacités phototrophes (Figirre 2). La molécule clé de ces bactéries
n'est autre que la bR. Le taux de transformatiofiétergie solaire en énergie chimique est
d’environ 15% dans le cadre d’'un systéme utilisamtR alors qu’il est de 35 % dans le cadre
d’'un systeme a base de chlorophylle [18].

La bR se trouve dans des patchs a I'intérieur degéhes sous la forme d’'un réseau
cristallin hexagonal 2 dimensions, dans lequebletéines sont parfaitement orientées. Leur
groupe carboxyle terminal est situé du c6té cysplgue de la membrane. Ces patchs sont

appelés les membranes pourpres (PMs). Ces membsanésstabilisées par environ 19
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lipides par bR [19]. Les PMs peuvent recouvrir juiag80 % de la surface des bactéries, sous

la forme d’un ou plusieurs patchs.

Figure 1 : Photographie d’'un lac violet derriéred remparts d’Aigues-Mortes. Sa couleur,

caractéristique des marais salants naturels oufiaiéls, est due a la présence de nombreuses

bactéries Halobacterium salinarum dans I'eau.

Chaque bR agit comme une pompe a proton, les enmnelea l'intérieur vers

I'extérieur de la bactérie. La bactérie se sertetee pompe pour en tirer son énergie. En effet,

aprés absorption d’'un photon la bR transporte atopra I'extérieur de la bactérie. Grace a

ce procédé, elle transforme I'énergie lumineusérargie chimique et elle peut également se

servir du gradient de proton ainsi créé comme sigeld’énergie. Comme dans toute cellule

vivante, ce gradient de proton est ensuite utge€l’ ATPase pour régénérer I'ATP a partir de

I'ADP.

Lurmiere

H+ H+ Membranes pourpres :

reseau 20 de bR

Flagelle

SENSeurs
rhodopsine l et
]

ATP Syrithase

Figure 2: Schéma d'une halobactérie et son priacigénéral de photosynthése. Sa

membrane cytoplasmique contient un réseau crigt2lll de bR parfaitement orientée dans une seule

direction et de lipides permettant de stabilisernembrang19]. Ces membranes sont appelées
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membranes pourpres a cause de leur couleur intehss. autres composants participant a la

photosynthése de la bR sont 'ATPase, I'halorhodtepainsi que les flagelles.

De plus, les capteurs Rhodopsine | et Il (SRI etl)SiRétectent si la lumiére est
capable d’activer le photocycle. Une lumiére ventiejaune peut I'activer, mais une lumiere
bleue le ralentit. Les différentes longueurs d’andent testées par SRI et SRII et permettent
d’activer ou non les flagelles (par une série @etiéns en chaine), permettant de déplacer les
bactéries quand les conditions lumineuses sontrdéles. On trouve également une
halorhodopsine qui permet de contréler la concéotrale Chlore a I'intérieur de la bactérie,
grace a un systeme de pompe a Chlore.

La bR est parfaitement organisée en réseau hexiagdhatérieur des PMs. Cette
propriété est suffisamment rare pour étre notée.pkrs de l'organisation trimérique
hexagonale, il existe une forme orthorhombique éseau de bR [20]. Par ailleurs, cette
organisation en réseau cristallin conféere aux PBtsptopriétés assez extraordinaires, faisant
de ce matériel un tres bon candidat pour les Hiotgogies. En effet, cette cristallinité
confére a la bR une stabilité substantielle vissades attaques chimiques et thermiques
[21,22]. La bR supporte des températures jusqua®CAdans sa forme seche et de 80°C dans
sa forme hydratée [23]. Ces propriétés sont perquasd on change ce réseau hexagonal, par
exemple en monomérisant la bR. Les PMs sont tnésildes aux solvants polaires comme
I'eau [24], mais trés peu aux solvants organiquesme I'hexane par exemple [25,26,27]. De
plus, les PMs présentent des propriétés analoguesicum puisqu’elles peuvent faire avec
des protons ce que le silicium fait avec des @eastr Chaque bR est en effet capable de
convertir la lumiére solaire en un déplacement a¢ops unidirectionnel. Ceci empéche la
réduction du gradient ainsi créé par diffusion pleons au travers de la membrane. Ceci est
encore une fois d0 & cette organisation en résegagbnal, qui est sufisamment compacte
pour ne pas permettre aux protons de repasserté@rigur de la bactérie.

En outre, les PMs sont stables pendant plusieur&esn méme au contact de I'air et
a température ambiante. Elles ne sont pas sensiblpsl entre 0 et 12 et résistent trés bien a
d’'importantes forces ioniques (jusqu'a 3 M de NaElJes résistent également a la plupart
des attaques de protéases. Elles conservent letivéés optique et photochimique pendant
plusieurs années méme sous forme déshydratée p€eicétre vérifie par un échantillon de
multicouches de PMs orientées, fabriqué et conspavde Professeur Vard depuis 1983 et
présentant toujours la méme activité photoéleatrif8]. Le tableau de lgigure 3 présente

un résumeé des principales propriétés des PMs. $aat® propriétés et notamment celles de
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stabilité, en font un matériel intéressant pouwldgeloppement d'objets hybrides. Cependant,

la bR présente d’autres avantages, dans l'optidutligshtion a grande échelle de cette

protéine, que nous allons voir dans la partie sue/a

Propriétés Structurelles : - ratio molaire entre bR et lipides de 1 pour 19
- les PMs sont formées d'un réseau crystallin hexagonal de trimére
de bR uniformément orientées vers I'extérieur

- leur densité est de 1,18 g/cm3 (mesuré par flotaison)
- leur indice de réfraction est compris entre 1,45 et 1,55
- leur épaisseur est de 5nm

Propriétés physico chimiques : stables envers:

- lalumiere du soleil méme en présence d'air ou d'oxygeéne

- augmentation de la température 80°C dans I'eau, 140°C sous
forme séchée

-pHentre Oet 12

- force ionique jusqu'a 3 M NaCl

- attaque par la plupart des protéases

elles conservent leur couleur et leur activité photochimique
méme quand |'eau est enlevée

elles sont sensibles a des solvants polaires tels que I'eau, I'éthanol
ou l'acétone mais pas ou peu vis a vis des solvants non polaires
comme |I'hexane

Figure 3: Propriétés structurelles et physico chgome des PMs.

2. Structure et photocycle de la bR

a) Structure

C’est une petite protéine intégrale de 248 acigeimés pour une masse molaire de
24 KDa [29]. Elle présente une structure en 7 cléli (structure appelée opsine) [30] (voir
Figure 4 et un rétinal responsable de son activité phaotoolgue. Cette structure a été
déterminée par cristallographie aux rayons X [3]L,82 par microscopie €électronique a
transmission [30,33]. Elle forme une cage danadig est attaché, a la lysine 216, le rétinal.
Il est incliné d’environ 20° par rapport a la sedaextérieure de la membrane. Seules les
boucles reliant les hélices sont accessibles poeréventuelle attaque par des protéases, ce

qui lui confere une plus grande stabilité commesnayons vu avant.
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Figure 4 : Structure de la bR80,34] On distingue au travers des 7 hélices, le rétifiadla

la lysine 216.

b) Photocycle

Les propriétés photochromiques de la bR sont dises &étinal lié a la lysine 216. Il
n'est présent que sous deux formes dans la bR d®¢yout-trans. Lorsque la protéine est
illuminée, une photo-isomérisation du rétinal sedpit et la bR passe par une multitude
d’états intermédiaires, c’est son photocycle. Cetg@tycle est couplé a ses fonctions
biologiques et correspond donc au transport d'ustopr. La durée de ce photocycle est
d’environ 10 ms. Comme la bR n’a pas besoin de sepgur redémarrer un cycle [35], elle
peut pomper une centaine de protons par secondiesest sous illumination suffisante.
Cependant, méme sous une forte illumination sqld&eprotéine n’est jamais saturée en
lumiére et n’est donc jamais a son rendement maximu

Aprés absorption d'un photon, la protéine passe pae multitude d'états
nommes par une lettre annotée d’'un indice corredg@nau maximum de son spectre
d’absorption. lls sont définis par leurs propriesectroscopiques (principalement leur
maximum d’intensité) et correspondent tous a uapedtiu transport du proton a l'intérieur de
la protéine. Bien que ce photocycle soit étudiéugeplus de 30 ans, il y a toujours des zones
d’ombre dans la compréhension du passage du pantdravers de la bR. Ligure 5nous
montre un photocycle simple de la bR, ainsi quesfesctres d’absorption correspondant a
chaque état. Les fleches épaisses correspondezg &rashsitions photochimiques, alors que
les fines sont des relaxations thermiques. Lesekettroites sont des états correspondant a une
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conformation tout-trans du rétinal alors que ledrds en italique correspondent a une
conformation 13-cys. En outre, lorsque la bR eshmlétement plongée dans le noir, elle
passe sous une forme dite « adaptée au noir » édiafted en anglais) qui n’est autre qu’un
rapport de 4 : 6 entre les états D et B. Si on téaleR a la lumiére, en quelques minutes, elle
repasse dans l'état dit « adapté a la lumiereght(lidapted) qui n’est autre que les bR dans
I'état B. C’est a partir de la que commence le pbgtle. Toutes les transitions dans le cycle
sont réversibles, sauf celles entréa¥iM" [36,37]. Ceci vient du fait que I'azote de la ®as
de Schiff n’est plus accessible qu’'a la moitié dloniel cété cytoplasmique et plus du tout du

coOté extracellulaire. Cette réorientation est ¢eetaent a I'origine du transport du proton.
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Figure 5 : Photocycle de la bR et spectres d’ab8ormpcorrespondant.

Tous les états de la bR ont des caractéristiqugsiqguiichimiques différentes. Il y a
d’abord pour chaque état un spectre d’absorptioprgt avec un maximum noté en indice de
la lettre donnant son nom a I'état. De plus, chaga¢ possede un coefficient d’extinction
molaire différent des autres et la base de Schiift y étre protonée (B, J, K, L, N, O) ou non
(M' et M"). En outre, plusieurs transitions sont des tramstthermo dépendantes et peuvent
étre stoppées par une température suffisammeng Bd0°C pour bloguer le passage de K
vers L, par exemple).

En plus du photocycle, il y a des états qui ne paist peuplés dans des conditions
physiologiques, ce sont les états P et Q. lls eangnt le rétinal sous une forme 9-cys
[38,39]. Ceci n'est possible que si le rétinal exgtité depuis un état tout-trans et que dans le
méme temps, I'Asp85 est protoné (Asp85H). Cecirivara la bR naturelle que pour de
faibles valeurs de pH [40,41] ou apres une dé-aius [42,43]. Les PMs deviennent alors

des membranes bleues [44]. Ce nom est bien sOr @0cauleur des membranes ainsi
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formées. Cependant ces membranes ne sont padabdsss elles tendent a s’agréger et a
blanchir. D’autres facons d’obtenir ces membrarlesds ont donc été testées. La premiere
consiste a remplacer I'’Asp85 [45] par un autre @@thiné qui aurait un pKa lui permettant
d’étre sous une forme non chargée dans la gamnpHdgui nous intéresse [46]. L'autre
possibilité consiste a enlever le groupe carboyge mutation. On obtient alors le mutant
BR-D85N qui posséde un Asn85 plutdt gu'un Asp85s @witations permettent d’obtenir des
membranes bleues a température ambiante mais relgsermettent pas d’augmenter le
rendement de conversion du tout-trans vers le 9qais n'est que de 0,02% [47]. La
conversion inverse présente une efficacité enviOrfois plus grande mais reste toujours

dans le domaine du pour cent.

B. Applications

Depuis sa découverte en 1971, la bR a été beauvémugice et de nombreuses
applications ont découlé de ces recherches. Danpdegraphes qui suivent, une liste non
exhaustive des applications diverses et variéas/ées pour cette protéine est effectuée.
Apres nous étre intéressé aux applications tecksigimples de la bR, nous verrons qu’elle

est étudiée pour le stockage de données ou commatdémiau photochromique moléculaire.

1. Les différentes applications technigues de la bR

Le transport d'un proton débute grace a labsorptidun photon et est
immédiatement suivi par une séparation de cha@esdébut du cycle de la bR influence
énormément les propriétés photo-électriques dediipe. Le transport du proton au travers
de la bR nécessite la déprotonation puis la repadton de la base de Schiff du rétinal. Ceci
cause alors un déplacement important (environ 18) du maximum d’absorption de la
protéine. On passe en un temps trés court de Betars I'état M avec une absorption a 412
nm. On peut imaginer facilement la bR dans un systéd’écriture d’informations
photochromiques. De plus, la fonction premiere @aebR n’est autre que le transport de
charges et on imagine aisément qu’elle peut étiksag a grande échelle, pour la
désalinisation de I'eau de mer ou des systemdgis de photosynthese [48,49].

Le tableau suivant=gure 6) regroupe les principales applications de la bEitss
dans la littérature. Elles sont groupées par petpnitilisée. Bien sir, la plupart utilisent les
propriétés photochromiques de la bR. On trouve dales applications du type

photoélectrique, de stockage longue durée d’inftiona ou méme I'holographie.

15



Transport de charge : fabrication d'ATP dans des réacteurs

. Désalinisation de I'eau de mer
Conversion  d'énergie  solaire en
électricité

Photoélectrique : détection de la lumiére ultra rapide
. rétines artificielles

détecteur de mouvements
Stockage d'informations (2D, 3D,

Photochromique : .
holographie)
traitement d'information (filtres
optiques, réseaux neuronaux,

interférométrie, ...)

Figure 6 : Applications techniques de la bR.

L'utilisation des fonctions biologiques de la bRmoome pompe a proton photo-
activée fut I'une des premiéres applications deblR proposée. Malheureusement, des
problemes techniques ont empéché d’arriver a uhellécsuffisante pour que les PMs soient
utiles a l'industrie photoélectrique. Le problénst en fait assez simple. Il faut tout d’abord
créer des membranes synthétiques semblables awn&M®lles sur plusieurs metres carrés
sans aucun défaut et avec les mémes propriétés-a=thre que toutes les bRs de ces films
doivent étre parfaitement orientées et qu’aucunoproe peut traverser la membrane par les
interstices entre les protéines ou les lipidesi @guésente un premier probleme. Cependant,
imaginons tout de méme que nous soyons capablesedeces films (impossible a ce jour),
la membrane de bR doit étre en contact avec ungi@olqui sera déprotonée. Pour que la
cellule fonctionne, il faut que les charges ne gems$ traverser la membrane qu’en passant
dans le circuit électrique et non en traversanmkEmbrane dans les deux sens. Si notre
hypothétique film venait a avoir un défaut ou alé&riorer on aurait alors un court-circuit et
la génération du courant serait alors impossibdeséule solution serait alors un film capable
de s’auto-réparer.

D’autres applications ont été développées ou angnproposées, mais sans réels
détails sur les possibilités ou les principes. lugpart évoque I'effet « d’anesthésiques » sur le
photocycle de la bR et leurs utilisations poteldgel On trouve également des biocapteurs
pour pesticides, mais aussi la bR peut servir datéur dans les réacteurs enzymatiques et
méme dans des systemes de détection des radid@igohautes énergies. La génération de
second harmonique avec la bR est possible, masemble pas vraiment compétitive par
rapport a la technologie actuellement utilisée. :Noa parlerons plus de ses applications par
la suite mais elles montrent que d'ici quelques éasn d’'autres applications seront

certainement apparues.
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2. Photovoltaisme, Photoélectricité

L’électronique biomoléculaire est définie commeudde des biomolécules naturelles
ou modifiees (chromophores, protéines, etc.) cagablétre implantées dans des éléments
électroniques ou optoélectroniques. Grace a sqwiptés spécifiques, la bR a été fortement
étudiée pour [I'électronique biomoléculaire. Cependadeux principaux problemes
apparaissent. Le premier est qu’elle doit parfagens’intégrer au composant et le second est
que linterface (bR/reste du systéme) doit étreinmigEe pour atteindre les propriétés
maximales du composant.

De toutes les applications de la bR, les applioatishotoélectriques sont celles qui
nécessitent l'orientation des PMs la plus impodarin effet, 'orientation des PMs va
influencer fortement le photo-courant créé, puisigugansport de charge ne se fait que dans
un seul sens. Pour avoir un courant maximal il fawtc trouver des méthodes permettant
d’orienter parfaitement les PMs. De ce fait, bombee de solutions a ce probleme ont vu le
jour, comme par exemple la méthode Langmuir-BladgE0,51], des méthodes
immunochimiques [52], I'électro-sédimentation, lessons spécifiques anticorps-antigénes
[53], etc. Les avantages et inconvénients de chaméhode ont été traités par ailleurs
[54,55]. En outre, ces méthodes ne permettent guement de couvrir de grandes surfaces
(de quelgues umz a quelque mma2). L'orientation eke fdms est souvent estimée grace a la
mesure et la direction du photo-courant créé pacdmposant sans prouver réellement
'orientation du film. Cette méthode indirecte e&t I'origine de conclusions souvent
contradictoires et confuses [56].

De nombreuses études électrochimiques ont été mesdeles caractéristiques
optoélectroniques de la bR, la plupart traitant laletension photovoltaique [53], mais
quelques-unes discutent tout de méme du photo{cbuaraé par les films de bR [57]. Par
exemple, Komayaet al. ont travaillé sur la réponse électrique de monokes de bR en
liquide [52,58,59]. lls ont fabriqué une cellule gpt+électrochimique dans laquelle était
immobilisé un film de bR, entouré par une électrodeductrice transparente d’'un coté et un
gel électrolyte de l'autre. Lorsque cette cellué¢ iluminée, un photo-courant de transition
est créé. Ce courant dépend du sens de I'orientdiola bR par rapport a I'électrode (coté
cytoplasmique contre I'électrode ou contre le gdéliicun courant ne fut créé de fagon
continue avec cette méthode. Depuis, Horn et Ste{6€] ont décrit un nouveau modele de
cellule, dans laquelle la bR est adsorbée dandimoeiche lipidigue nommée « Nano-black

lipid », autosupportée au-dessus d’aluminium poréwex diamétre moyen des pores est de
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280 nm et ce systéme montre une grande stabilité Blamination constante. De plus le
courant créé n’est pas seulement un courant dsitican c’est aussi un courant constant.

Les capacités photovoltaiqgues de multicouches deldgpdsées sur une électrode
conductrice ont aussi été enregistrées [61,62,68s éetudes ont montré que ces films
présentent une différence de potentielle constsots illumination, méme si elle reste tres
faible. Elle est également accompagnée d’'un faiblerant de transition. lls sont tous deux
dus au déplacement de charge a l'intérieur de l&llERméme qui commence par la photo-
isomérisation du rétinal [59]. Le temps de réactienla bR dans ce type d’échantillon peut
descendre jusqu’a 6 seconde si le contact avec I'électrode est biahliétCependant, les
propriétés photoélectrigues de ces échantillonsemtgnt fortement du taux d’humidité
ambiant [61,62], reflétant ainsi parfaitement fugnce de I'eau sur le photocycle et sur la
redistribution des charges induite par l'illumimetide la bR.

Outre la tension photovoltaique, on trouve ausstaurant traversant la bR dans des
systémes photoélectriques. La plupart des valesighdto-courant sont comprises entre 0,2
et 40 pA.cnit.ML™?, sauf deux exceptions décrites dans les référdb@ed4]. Dans I'un de
ces deux cas [57], la bR était enfermée dans usistar de GaAs, la photo-activité de la bR
était alors mesurée grace a la valeur du couramtsfrain dans le transistor qui ne passe pas
a travers la bR. Dans l'autre cas, I'environneneoal de la bR peut étre considéré comme
étant une solution, la bR était incorporée dangelrde poly(vinyl alcohol) (PVA) et elle ne
servait que comme une pompe a proton. Méme dansareltions, il fallait une tension
externe de 20 V et une lampe de 600 mW-afe puissance. Dans les deux cas, on est trés
éloigné des mesures standards de courant au tidevéitss de bR.

On trouve également des tests de transport élégtroméalisés avec un microscope
a effet tunnel (STM) [65,66]. Cependant la bR ftitisée plus pour trouver les conditions
optimales pour I'obtention de mesures reprodudtilaleec des échantillons biologiques. On
est donc assez loin des mesures de propriétésigest Pourtant, on trouve tout de méme
des informations sur ces mesures, puisqu’ellegtintéalisées avec une tension de 5,5 V et
un courant de 2 pA. Si on utilise des valeurs plaistes de courant on risque d’endommager
la protéine [67]. Malgré la détection d’'un cour&mntnel, on ne peut vraiment conclure sur la
nature de ce courant. En effet, on peut pensercqueourant est principalement di a une
émission de champ et a la présence d’états élégues vides dans la protéine. De maniére
générale il y a discussion (théorique et expérialehtsur l'origine des courants tunnels a
travers les molécules biologiques. Cette discusssh notamment alimentée par les

conditions extrémes utilisées pour enregistremegyes et par les faibles rayons de courbures
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des pointes STM. C'est pourquoi la microscopie &doatomique avec des sondes
conductrices (C-AFM) s’est développée pour les owis biologiques. Elle a plusieurs
avantages sur le STM. Tout d’abord, il y a contdicect entre la pointe (électrode) et
I'échantillon. Ensuite, la force entre I'échantillet la pointe est parfaitement controlée et
finalement, on peut enregistrer en continu les pétds électriqgues de I'échantillon puisqu’on
mesure le courant le traversant. Malgré cela, taatién d’un courant n’a jamais été possible.
Le courant, s'il existe, est trop faible pour &étecté. On peut tout de méme enregistrer des
images avec cette méthode, mais on considére deqzand la pointe balaye une membrane
de 5 nm. On a donc le zéro quand la pointe bakgeaitface des PMs, mais on visualise bien
les membranes si le substrat est conducteur. Aetbe méthode, on peut aussi enregistrer des
courbes courant-tension, mais les mesures ne ssrirgs reproductibles. Dans le cas ou ces
mesures sont reproductibles, elles sont faitestallds tensions qu’elles ne sont pas vraiment
utilisables. Pour qu’elles deviennent utilisabliédaudrait diminuer les valeurs des tensions
ou augmenter la taille des sondes. Mais dans ce dess courts circuits empéchent la
reproductibilité des résultats. On trouve tout dama, quelques mesures sur des multicouches
[68] et sur des PMs [65,66].

La bR montre donc des propriétés photoélectrignEsassantes pour une molécule
biologique. Un courant électrique peut étre crédaaR, méme s'il est faible (3xIBA par
trimére de bR), il est au moins 4 ordres de grangkis important que pour des peptides sans
eau et avec une épaisseur de 5 nm. Cependantgt@nismes de transport de ce courant ne
sont pas connus mais semblent étre dépendantsimiai tie la protéine. Il profite aussi du fait
gue la bR est une pompe a proton mais les mécasigstent inconnus a ce jour. Nous avons
également vu que la bR peut étre intégrée dangotesions planes et solides et gu’elle

conserve sa fonctionnalité.

3. Stockage de données

Le stockage de données a long terme et haute dastitun des domaines ou les
techniques optiques ont été développées. La séalri données, la densité de stockage, le
taux de transfert des données et le temps d’acses derniéres sont des parametres critiques.
Le systeme doit avoir un minimum de parties am@gbtar cela diminue les risques de
défaillance du systeme. Enfin, le systéme doit enres son intégrité méme si le courant est
coupé. La bR possédant différents états optigqulesyeprésente comme tous les matériaux
photochromiques un bon candidat pour le stockagiodaées. On peut par exemple imaginer

des données stockées grace aux états B et M dR.I&ibon considére qu’on peut coder
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directement les triméres de bR dans leur état elatan pourrait stocker plus de 150 000
lignes d’information par mm, la ou aujourd’hui avéxs meilleures méthodes (Blu-ray)
optiques conventionnelles on se trouve a 3125 d$ignm. Cependant, il faudrait un graveur
capable d’atteindre ces résolutions (environ 10.nAgur le moment les seuls appareils
capable d'y arriver sont les microscopes optiquebaanp proche (SNOM). Le probléme est
gue ces appareils sont analytiques et qu’ils negrdwatteindre les taux de transfert requis.

Les matériaux photochromiques tels que la bR ordutre handicap important qui
est que la lecture, comme I'écriture, se fait lamination. Une illumination non contrdlée
provogquerait la perte des données. Il faut donavieo une méthode pour que la lecture ne
modifie pas les données stockées. Le « gating be ggbcédé qui décrit le fait que la lecture
nécessite une premiére méthode et que I'écritucessite I'ajout d’'une seconde pour ne pas
dénaturer l'information durant la lecture. Ceci igpe que la lecture seule ne peut effacer
I'information puisque I'écriture se fait par unet@uméthode. Dans le cas des matériaux
photochromiques comme la bR, il faut donc que taule se fasse de fagon optique mais
gu'un deuxieme effet physique soit mis en jeu pbécriture. Dans le cas du stockage
magnéto-optique, la lecture est faite grace a éteerhagnétique mais I'écriture nécessite la
présence d'un laser. Ce genre de disque peut @mguié sans trop de précaution.

Un dernier point est moins crucial que les autrassmécessite tout de méme d’étre
noté, c’est le nombre de cycles « écriture-lecaiffacement » (WRE) des données. Il doit
étre de quelques centaines de milliers dans leleasockage longue durée. Le facteur le plus
important étant la densité de stockage.

Les matériaux photochromiques sans gating ne senti@pourvus de tout intérét. On
trouve pour les molécules biologiques comme la bRapplications. Elles ne se limitent pas
aux méthodes de stockage 2 dimensions actuadles;explorent des techniques telles que le
stockage en 3 dimensions ou méme I'holographie.téeisniques 3 dimensions augmentent
les capacités d’'un systeme de facon drastiques glae I'holographie permet de réaliser des
composants dans lesquels I'information est adrésséile permet également d’avoir des

mémoires associatives.

a) Le stockage 2 D

Pour le stockage 2D, le méme systéeme que poureRd@ns est étudié. Une téte
fait a la fois I'écriture et la lecture et le suppd’information bouge au-dessus ou en-dessous
de cette téte. Les limitations d’un tel systemet stlmubles. La premiere est la précision du

mouvement mécanique de la téte et son positionnephes ou moins précis. La seconde est
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la longueur d’'onde de la lumiere utilisée pourdatlire de l'information. Le standard est
aujourd’hui le Blu-ray, avec une longueur d’onde4f¥ nm. Bien sdr, les SNOM actuels
atteignent des résolutions de 'ordre de 10 nmsnigine sont pas adaptés a la lecture rapide
ni méme a l'industrialisation. C’est pourquoi ldods se portent plus vers la diminution de
la longueur d’onde puisque la diminution d'un fact@ de la longueur d’'onde entraine une
augmentation d’'un facteur 4 de la densité d’infdiomasur le support. Dans ce type de
stockage, 1bou 16 cycles WRE sont suffisants donc méme si on veilisert un matériau
photochromique on peut en trouver sans trop decdifé [69] [70].

Depuis longtemps, les effets d’'un champ électrisuele photocycle de la bR sont
connus [71]. De plus, avec I'apparition du mutaf-B85N, un nouvel effet fut découvert.
La bR peut avoir un mécanisme de gating [72]. tis @uvert une nouvelle direction pour
utiliser la bR dans un systeme de stockage 2D, pa&asonne ne peut prédire quand et si elle
deviendra un jour une technique compétitive.

Un autre systeme de gating pour la bR a été dépé|aputilise un systeme a deux
photons. Il est bien connu que la bR, dans les meamel bleues, peut étre convertie en une
forme 9-cis de son rétinal, créant ainsi des mendgwaoses. De plus, les états O et P ont les
mémes fonctionnalités et I'excitation par un phopmur passer de I'état B a I'état O est
possible, tout comme I'absorption d’un second phgtour passer de I'état O a I'état P. Ceci
est vrai méme avec de la bR de type naturel [78ptQe principe de base pour le stockage de
données a base du « photocycle secondaire » [MBiafiched Photocycle » en anglais) qui

peut également étre utilisé pour le stockage 3D.

b) Le stockage 3D

Le stockage 3D semble étre plus adaptable a l&hFeffet, on trouve 3 possibilités
pour utiliser la bR dans ce type de systéeme deksige holographique, le stockage utilisant le
« photocycle secondaire » et le dernier utilisbd@ption a deux photons.

Ce dernier est atteint grace a deux rayons la&r Chaque rayon apporte la moitié
de I'énergie nécessaire au passage de la bR deBét I'état M ou vice versa. La transition a
deux photons dépend du produit des intensités ees garties (proportionnel a 2). A
I'intérieur du volume d’interaction, la probabiligst suffisante pour qu’une transformation de
la population d’'un état vers l'autre soit mesuraliles longueurs d’'onde utilisées doivent

remplir la condition sine qua none :
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1

Ceci est Vérifié si on utilisé//1 pour chaque rayon ; c'est-a-dire avec des

excitation

=1 LT 1/,12 (Eq 1)

excitation

lasers a 820 nm et 1140 nm, pour atteindre lesitrans & 410 nm et 570 nm respectivement
[76]. Cependant, sur le chemin des rayons il egtomant de prendre en compte les

absorptions a deux photons non désirées. C’estqaamqu’il est avantageux de prendre deux
longueurs d’onde différentes qui respectent I'égmaprécédente. C’est un avantage certain
de pouvoir choisir deux longueurs d’onde pour ledigs la bR est quasiment transparente.
Dans ce cas, I'absorption a un photon n’est paphénomene compétitif. De plus, la bR

montre une section efficace trés importante palrdorption a deux photons, ce qui fait d’elle
un candidat tres sérieux pour le stockage 3D vite gaéthode [75] encore que le systéeme
doit étre refroidi si on veut qu’il fonctionne. Laernier probléme de cette méthode est la
lecture de l'information. En effet, un seul poirand le volume doit créer un signal nous
permettant de connaitre I'état photochromique eicddonner une valeur de 0 ou de 1. C’est
un probléme fondamental, discuté en détail parédifits auteurs [77]. Les propriétés

photochromiques de la bR permettraient peut &negler ce probleme.

L’autre approche mentionnée dans la littératurer peustockage d’informations a
long terme utilisant la bR est un systéme a deisxda photon. Dans un premier temps, un
laser vert fait passer la bR de son état B a [&{@&8]. Une fois arrivée 1a, la bR passe par une
série de relaxations thermiques jusqu’a I'état ©®témps caractéristique du passage de J a O
étant connu, toutes les bR peuvent étre excitéanéme temps depuis cet état O. Un laser
rouge les fait donc passer de O vers P pour ateeiedfameux état 9-cis de leur rétinal. Une
derniere relaxation les fait passer de P vers @ull forcément une excitation pour passer de
P ou Q vers B. On peut donc envisager cette salutionme viable, mais le probléme réside
dans le taux de transfert de O vers P qui ressefadible a ce jour et qui doit sensiblement étre
amelioré pour arriver a des taux de transfert éjents a ceux qu’on trouve actuellement sur

des disques durs conventionnels.

C) Stockage holographique et mémoire associative

Lors d’'un stockage par holographie, toute une pdigéormation est gravée en
méme temps. Aujourd’hui on peut de cette faconkstosimultanément plus de ®1@its
d’information en paralléle. Aprés écriture d’'unegpale support pivote d'un angle prédéfini
ou se déplace et on peut de nouveau écrire smulkzetie page. On peut ainsi écrire plusieurs
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informations au méme endroit. Cependant, plus ockstde pages au méme endroit plus le
contraste diminue sur les pages écrites précédetmmen

Pour lire l'information il suffit de présenter laage dans la méme position
géomeétrique que lors de sa gravure et la lire andaser de référence. L’hologramme qui en
sort permet la lecture en paralléle de toutes deméles comprises sur cette page.

Le stockage par holographie permet la lecture mapitlne grande quantité
d’'information et est le plus simple systeme powlisér des mémoires a contenu adressable
ou mémoires associatives. Comme la bR peut étiséatipour faire de I'holographie, on la
retrouve dans le développement de matériau speeifig la fabrication de mémoire
associative. De plus, pour le moment, aucun maté@aaventionnel n'est capable de réaliser
de tels composants et les propriétés holographigieesa bR couplées a ses propriétés
électroniques peuvent représenter une alternatédilde au développement des mémoires
holographiques.

De maniére générale, les raisons d'utiliser la loRrpge stockage a long terme de
données ne sont pas évidentes. Il faut d’abordverogue ses différentes propriétés optiques
et électroniques apportent un plus au stockageod@éts. Cependant, puisque toutes les
propriétés de la bR ne sont pas encore connuagdés mécanismes de la pompe a proton ne
sont pas encore parfaitement maitrisés, il est itappbde tenter d’apporter avec la bR une

alternative aux procédeés conventionnels de stoctag@anformation.

4. Traitement de I'information

Le traitement de l'information par méthode optigest I'application qui convient
probablement le mieux a la bR. En effet, le homtbeecycles WRE est beaucoup plus
important que lors du stockage a long terme edt’'ée la bR peut étre modifié€ un nombre trés
important de fois. Sa capacité a étre modifiéedapent et sa grande stabilité en font un
matériau de tout premier ordre pour ce type d’'apgilbn. En effet, il est trés rare de trouver
des matériaux photochromiques naturels avec urne $thbilité et la synthése de tels
composes serait extrémement difficile, voire imgaes C’est pourquoi un composé naturel
tel que la bR ne peut étre mis de c6té. La bR, etamt un grand nombre de cycles WRE et
une rapidité d’exécution importante, peut étreisé@ dans des applications en temps réel
telles que la reconnaissance de réseaux et I'énterfétrie.

En plus de la réversibilité de la bR, on trouveuttes propriétés intéressantes qui
seules ne permettraient pas de faire de la bR ndidat sérieux, mais qui se montreraient

utiles pour la fabrication de composants électroesg On trouve par exemple dans ces
23



propriétés : le changement d’indice de réfractiatilg pour la conjugaison de phase ou
I'interférométrie), la non-linéarité optique (fitge ou reconnaissance de réseaux), etc.

Voyons donc en détail ce que la bR permet de tirs le traitement des données.

a) Filtrage non linéaire

Deux types de filtrage non linéaire ont été déaitsc la bR. Le premier utilise la
photo-réponse non linéaire de la bR et la secongliaade le filtrage de Fourier. Dans les
deux cas, l'utilisation d’'une seconde longueur depermet un contréle fiable du systeme.

Si on considére un photocycle de la bR simple, et pe permettre de ne considérer
que 2 états : B et M. L'état M étant I'état le pkiable de tous les intermédiaires, on peut le
considérer comme un état stable. En effet, si aisab suffisamment la température, les
relaxations thermiques ne sont pas possiblestat K est stable. Il faut alors absorption d’'un
photon bien spécifique pour relancer le processusetbur a I'état B. Il faut de méme un
photon pour activer le photocycle et donc passe8 deM. En résumé, un photon de 570 nm
permet de passer de B a M et un photon de 410 nmepéele revenir de M vers B.

Les propriétés d’absorption non linéaires de lasbRt effacées avec le photocycle.
En effet, si on considére un cycle a 2 états copréeédemment, on peut arriver a modéliser
le photo-blanchiment de la bR. En effet, en pasdantétat B a M elle devient en partie
transparente a 530 nm. En fait, la bR filtre leblés intensités et laisse passer la quasi-
totalité des fortes intensités. Elle permet doncfileer des images et d’augmenter leur
contraste. Le seuil de ce filtrage ainsi que tolgsgpropriétés de ce filtre dépendent du temps
de vie de I'état M. Ce principe de fonctionnemeotipl’augmentation de contraste est assez
vieux [79], mais l'utilisation de ce type de filga dans le plan de Fourier est plus nouveau et
bien plus efficace [80,81].

En effet, dans le plan de Fourier d’'une lentillediatribution d’intensité est trés
large. L'ordre zéro représente la valeur moyennéademinosité de I'image et un rapport
exponentiel existe entre les ordres. Ceci permstigoression du bruit par passage au travers
d’'un film de bR. En effet, elle permet d’éliminen @u moins de réduire sensiblement les
ordres les plus faibles et ainsi réduire le bidite activation photochimique de la bR permet
de contrbler simplement le systeme, en le mainteteams I'état M grace a un laser de couleur
vert. On peut ainsi couper différents ordres dansrdnsformée de Fourier de I'image et

améliorer sa qualité.
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b) Conjugaison de phase

En photolithographie, un masque partiellement parent est utilisé pour graver une
résine photosensible. Plus lintensité de la lueist forte et plus le temps d’exposition doit
étre court. Dans le cas d'utilisation d’'un lasemooe source, on peut apres le passage du
masque utiliser un amplificateur optique, ce qoiveque une distorsion dans le front d’onde.
On utilise alors un miroir a conjugaison de phasar @nnihiler ces distorsions et ré-amplifier
le signal. Une lame semi transparente permet alergaire sortir du systéme la lumiere
amplifiée et parfaitement en phase.

Plusieurs groupes ont montré un intérét certain peutype de miroir en utilisant la
bR [82,83,84]. Comme le systeme est trés dur aliseh un composé actif comme la bR est
tres appréciable. En effet, elle peut tres bienpmmeer les variations lentes du systeme ou les
dérives constantes, mais son plus gros avantagsedaible taux de diffraction qui est de
I'ordre de quelgques pourcents dans un film de bR.

C) Reconnaissance de formes

La reconnaissance de formes grace a I'hologramtieie méthode qui permet de
comparer directement deux images. Prenons le césréeherche d’'un mot spécifique dans
toute une page de texte. La reconnaissance de dopewt par interféerométrie donner les
positions exactes du mot que lI'on cherche dan® qape de texte. En effet, on injecte
simultanément les deux images dans un interféremi@ine correspondant au mot cherché et
l'autre au texte complet. La corrélation des danades donne tout de suite les positions du
mot recherché grace a des points lumineux. Cepgndam’est pas le seul avantage de ce
type de mesure, il peut en plus dire si le moth#idans le texte est bien le méme que celui
d’origine ou si c’est un mot tres ressemblant. @nréateur holographique ne donne pas
uniguement la position mais il donne aussi le dedgésimilitude. Dans le cas d'une
ressemblance parfaite, la corrélation atteint sasximum et il donne une valeur plus faible
pour des mots ressemblants.

Il y a quelques années, un corrélateur holograghagbase de bR a vu le jour dans
un laboratoire [85,86]. La vitesse et le rappognal-bruit étaient tous deux excellents, les
valeurs expérimentales atteignant les valeurs itpdes du systeme [87]. Un corrélateur
adaptatif, c'est-a-dire un corrélateur capable éteater un mot ayant tourné ou changé de
taille, a méme été construit [88]. Il N’y a passeul composé qui puisse rivaliser avec la bR

dans ce type de systeme a ce jour, mais les apptisade la corrélation holographique sont
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trés minces pour le moment. Cependant, ce typepdtafl pourrait servir un jour si le besoin

s’en fait sentir.

d) Interférométrie holographigue

L’interférométrie holographique est une technigues tefficace dans 'analyse de la
déformation d’objet. Elle peut atteindre une résotude l'ordre du centiéme de longueur
d’onde, elle est non destructive et plutot rapide.

Les premiers articles ou la bR fut utilisée dans dmmaine traitent d'un
interférométre a fibre optique [89,90]. Il utilisaes films de bR pour contréler la croissance
de cristaux [91] ou réaliser des analyses vibrattas [92].

5. Conclusion

L'utilisation de la bR comme commutateur molécuwan optoélectronique et autres
applications semble étre techniquement faisablepef@ant, les avancées ne sont pas
suffisantes pour passer du niveau de la rechemchaberatoire a I'industrialisation a grande
échelle. Les seules raisons qui feraient passéglgetronique actuelle a une électronique a
base de biomatériaux tels que la bR seraient un gyaiperformance, or pour le moment ce
n'est pas encore le cas.

La bR représente plus un échantillon test pour unevelle approche aux
nanotechnologies. La possibilité de la modifier eg&uement pour améliorer ses
performances en fait un échantillon parfait poustde de nouveaux principes de
fonctionnement de composant électroniques a baddodwatériaux. Elle présente également
des propriétés physico chimiques extrémement iraptes telles que la stabilité physique,
chimique et méme optique. Elle conserve égalemant dle nombreuses conditions sa
fonctionnalité de pompe a proton.

La recherche sur l'intégration de la bR en éledtjom n'a commencé qu’il y a 30
ans et n’a pas été aidé par le fait que la bR né neenplacer directement un composé dans
I'électronique actuelle. 1l faut repenser les mé#w de fabrication et les principes de
fonctionnement de nos ordinateurs pour pouvoiraum gspérer intégrer la bR dans notre vie
guotidienne.

C’est pourquoi nous avons décidé de la couplersandmoparticules fluorescentes
semi-conductrices permettant d'augmenter ses dagaei d’ouvrir de nouveaux horizons a

I'électronique biomoléculaire. Nous avons choisilee coupler a des boites quantiques de
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CdSe/zZnS. Nous allons donc maintenant décrire lpropriétés, d’'ou elles les tirent et bien
entendu leurs applications.
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[Il.  Les boites quantiques a base de semi-conducteurs

Les nanocristaux a base de semi-conducteurs oesbgilantiques (QDs « quantum
dots » en anglais) représentent a elles seul¢ditaérét des nanotechnologies. En effet, en
passant de matériaux massifs a de petites padidesepropriétés physiques de la matiere
evoluent de maniéere impressionnante. Les proprtgsiques d’'un matériau massif peuvent
étre modifiées en modifiant sa taille. C’est biantdute I'utilité des nanotechnologies. Les
QDs en sont un parfait exemple. Dans cette panteis nous intéresserons donc a ces
particules, a l'origine de leurs propriétés physgjuainsi qu’a leurs applications dans divers

types de matériaux.

A. Généralités sur les QDs

En réduisant la taille d’'un matériau, ses propsigd@ysiques changent de facon
dramatique. Les QDs ne dérogent pas a cette feggeQDs sont des monocristaux de semi-
conducteurs de type II-VI, 1lI-V ou IV-VI. Elles sb composées de matériaux tels que le
CdSe, le ZnS, le CdTe, InAs, etc. Elles sont asablds a de petites spheres mais on peut
synthétiser ces matériaux sous différentes forelésstque des couches minces, des nano-fils
ou des petits batonnets appelés « nano-rods exidle différents types de QDs qui ont des
propriétés difféerentes en fonction de la facon dalgs sont fabriquées. Détaillons donc les

propriétés des QDs.

1. Structure des ODs

Les QDs sont assimilables a de petites sphéregmecenducteurs. Elles ont un
diameétre pouvant varier de 1 a 10 nm, en génétlds Be sont pas réellement sphériques
puisqu’elles sont composées de monocristaux drsstalen wurtzite (pour le CdSe) et donc
légerement allongées le long de 'axe de syméteiatonal du cceur (ellipticité d’environ
0,1) [93]. Du fait de leur faible taille, elles sent composées que de quelques centaines de
milliers d’atomes, dont beaucoup se trouvent aitéase. LaFigure 7montre le schéma d’'une
QD stabilisée par du tn-octyl phosphinoxide (TOPO). Une QD se compose d'un cceur
(core) photoactif inorganique a base de semi-caeduet de ligands organiques utiles a sa
stabilité et a sa solubilité. Le cceur est souvatdwgé d’'une coquille (shell) pour le protéger

et augmenter ses propriétés optiques. Cette ceqgast elle-méme composée de semi-
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conducteur et permet notamment de réduire le noukdrééfauts de surface de la QD ou du
moins de réduire leurs effets néfastes sur ladismence de la QD.

Figure 7 : Schéma d'une QD cceur/coquille de CdSe&triouré de TOPO

Les QDs sont toutes composées d’'un cceur a basendecenducteurs 11-VI (CdS,
CdSe, CdTe, Zn0O, ZnS, ZnSe) [94,95,96,97,98,991000102], IlI-V (InP, InAs, GaN, GaP,
GaAs) ou alors IV-VI (PbS, PbSe, PbTe). Ces numtimosréférence aux groupes auxquels
appartiennent les éléments utilisés dans le talpgédadique des éléments. Dans ce travail de
thése nous avons utilisé des QDs a base de CdS8myveste par une coquille de ZnS.
D’autres matériaux tels que le CdTe ont été uslipar d’autres groupes, mais leur photo-
stabilité est moins importante que pour le CdSenildécoule un photo-blanchiment plus
rapide.

On trouve également dans la bibliographie la pdggéibd'utiliser ces mémes
éléments, mais sous différentes formes, telles dpge batonnets, des fils ou méme des

couches minces.

2. Structure électronigue et structure de bande

Les matériaux semi-conducteurs présentent la péatite d’avoir leur bande de
valence (BV) assez proche de leur bande de comdu¢BC). La BV représente les états
comblés par les électrons a lintérieur du matéridans laquelle les électrons sont
suffisamment liés aux atomes pour ne pas pouvodépdacer librement dans le cristal. La
bande de conduction représente, elle, comme sonlmaiigue la bande responsable de la
conduction dans un matériau. A l'intérieur de celieeniere les électrons ne sont que peu liés

a leur atome et peuvent se mouvoir d’'un atomeudréa
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Ces deux bandes sont séparées par une bandetentardiélectrons (voiFigure §).
La valeur de I'énergie nécessaire pour passer ddamele a 'autre est appelé « I'énergie de
gap » notéds,. C'est la valeur &g qui définit la limite entre semi-conducteur etléd. En
effet, dans les isolants, la valeur de ce gapgstreeure a la dizaine d’eV, alors gqu’il n’est
gue de quelques eV pour les semi-conducteurs. [Racadre des conducteurs, BC et BV se

chevauchent, les électrons peuvent donc se dé@aneraucun probleme.

BC BC BC
E,~1eV E,~ 10 eV
BV BV BV
Conducteur semi-conducteur isolant

Figure 8 : Schéma de bande des conducteurs, semidcteurs et isolants.

Dans le cas des semi-conducteurs, les électronsesoin d’énergie extérieure pour
pouvoir passer de BV vers BC, alors que dans leknts I'énergie nécessaire est trop
importante pour que I'excitation des électrons smtsible. Cette énergie peut leur étre
fournie par augmentation de la température, paraiees avec des particules (photons,
électrons) ou par application d’'un champ électrique

Pour bien comprendre cette structure en bandeaut femonter aux semi-
conducteurs massifs. En effet, les propriétés aopticqdes semi-conducteurs sont liées a leur
structure électronique. La structure électroniques dsemi-conducteurs massifs, se
décomposent en bandes accessibles ou non auoakectr

L’existence de ces bandes vient des liaisons déegratomes. En effet, il existe des
liaisons entre deux ou plusieurs atomes des maiesami-conducteurs. Ces liaisons font
intervenir les électrons de valence des atomesex&anple, prenons deux atomes de Silicium.
Ces deux atomes identiques possédent chacun cglatteons de valence ([Ne] 33p).
L’interaction entre ces deux atomes crée des ¢ebitmet p, liantes et antiliantes (vBigure
9).
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Figure 9 : Schéma des niveaux d'énergie de deuretae silicium couplés, ne tenant

compte que des niveaux s et p.

Lors de la formation d’un cristal, tous les atonmesttent en commun leurs électrons
de valence. Il s’ensuit donc la formation de cdstales s, p py et p. Le grand nombre de
ces orbitales donnent naissance a des bandes gl&rfeoir Figure 10. Ainsi la bande de
valence est essentiellement constituée d’orbitdiantes, alors que la bande de conduction
est constituée d’orbitales s antiliantes. Entredmas< bandes apparait une bande interdite dont
la largeur esEg.

s 4< P(x vy, 2)

Figure 10 : Représentation simple de la structugebdnde d'un semi-conducteur massif, en
fonction du vecteur d'onde k, en ne tenant compedgs niveaux d'énergie s et peBt la largeur de
la bande interdite.

Dans cette étude ce n’est pas du silicium qui 8$é&) mais un matériau composé
d’éléments issus des colonnes Il et VI de la diassion périodique. Les QDs utilisées

étaient composées de CdSe. Le Cd est un élémetypedl, il possede deux électrons de
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valence sur une orbitale s tel que : [Cd] = [Krf%6<". L’atome de Se est lui un élément de
type VI, il posséde six électrons de valence. Bacstre est donc [Se] = [Ar] 3¥4< 4p".
Ainsi la BV du cristal de CdSe est principalemanrtiée d’orbitales p du sélénium, alors que
la BC est formée principalement d’orbitales s ddnesam. Les niveaux de conduction sont
dégénérés deux fois par le spin des électrons auebe de dispersion de cette bande peut
étre considérée comme parfaitement paraboliquee¥anche la BC est dégénérée six fois en
k = 0 et sa courbe de dispersion est plus complexe.

Cette dégénérescence est partiellement levée gtatmt couplage spin orbite dans
le sélénium. En effet, la description des bandéseafgie doit tenir compte de deux nombres
quantiques que sont le moment orbitalairg=Y) et le moment de spiny£%). La
combinaison de ces deux moments donne un nouveabraauantique le moment angulaire
J. D’aprés les valeurs @'kt de g J peut prendre les valeurs 1/2 ou 3/2 (J = [+3-8)
auxquelles correspondent deux bandes séparées=dh gar la constante de couplage spin
orbite Aso. Pour le CdSeAso=420 meV.

E(k)

Bande de
conduction my*=0.13 m,

Eg=18eaV

Bandes de
k

valerce \
Ja=E32 Asas mine™ = 0.90 me
1=372 <
=+
r=Eli3 P = 0.45 me

J=12

Figure 11 : Structure de bande du CdSe massif mentecompte que des niveaux s et p. Les
valeurs d’Eg, du couplage spin orbiteo, du moment angulaire J et des masses effectivels so
indiqués.

La bande J = 3/2 est dégénérée quatre fois en ket 9@ dédouble pour k # 0,
donnant naissance a deux courbures différentesb&wetes se distinguent par leur projection
du moment angulaire total sur I'axe cristallin= & 1/2 pour celle de plus forte courbure et
J=% 3/2 pour celle de courbure moindre. La premi@ede est dite bande de trous « légers »
(Ih pour light holes) et la seconde, bande de trelsurds » (hh pour heavy holes). On

introduit la notion de masse effective m*, afintdair compte de la courbure de bande que
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voit chaque porteur de charge. Dans I'approximadiorpotentiel parabolique, chaque bande i

posséde, au voisinage de k = 0, une énergie :

h*k?

E(k) = 2m;

(Eq 2)

Ou h est la constante de Planck réduite. On déftitpar rapport a la masse de
I'électron au reposn.. Par exemple, les électrons dans la bande de ctodwdu CdSe ont

une masse effective ae* = 0,13 m,(voir Figure 11).

3. Influence du diameétre des particules

Les QDs de CdSe possedent des propriétés diredidi@es a leur diametre. La
propriété la plus utilisée par la communauté stigone est la possibilité de modifier la
largeur de la bande interdite en modifiant le di@ende la particule [103,104]. Comme nous
l'avons déja vu, a I'état massif les semi-condudgarésentent une BC (haute en énergie) et
une BV (basse en énergie), séparées par une batedtite de largeug,. Il est possible grace
a une excitation lumineuse de faire passer lesrélecde BV vers BC. L'énergie nécessaire a
ce processus doit étre supérieuiegaDans ce cas, I'électron libére un trou dans Byim@e
I'électron et le trou sont de charge opposée, éspauvent se mouvoir librement 'un par
rapport a l'autre a cause des interactions coulem#, on parle alors de paire électron-trou
ou d’exciton. Cet exciton possede une énergie ékgent inférieure a I'énergie de la bande de
conduction. En méme temps sa fonction d’onde estdéie sur une région large, c'est-a-dire
gue son rayon est trés grand car les masses effeaies porteurs de charge sont petites et
que la constante diélectrique est grande.

La diminution de la taille des particules a quekjnanometres conduit a la situation
atypique ou I'exciton est plus grand que les dirmmsde la particule. Dans les QDs, les
porteurs de charges doivent accepter une énemgiiquie plus élevée, ce qui conduit a une
augmentation du gap et a un confinement des nivéaargétiques en valeurs discretes. Ce
phénomene est appelé « confinement quantique ».[Edbraison de cette diminution de
diamétre, la structure énergétique passe d’'unetatrien bandes a une structure en niveaux
discrets.

La relation entre le diametre Bf des nanocristaux a été développée par Brus en

faisant une approximation de particules sphérigL@s):

E = Emassif_l_hzﬂ2 1 1 _1,786621
g g 212

(Eq 3)

m; my && T
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massif

Dans laquelleEgy correspond a la largeur de la bande interdite darsemi-
conducteur massif. Elle est aussi la valeur vegsidie tendgg si r tend vers l'infini. Le
second terme ef/r? est le terme de confinement quantique calculénsiéhypothése d'un
puits de potentiel sphérique, dans lequel sonticésfélectrons et trous. Le troisieme terme
décrit I'attraction coulombienne entre I'électron le trou. & et gy sont respectivement la
permittivité relative du matériau et la permitté/dlu vide.

La distance séparant électron et trou est appalgnrde Bohr de I'exciton. Il est
notérg. Cette distance est fonction du matériau. |l @xé calculé a partir du modele de Bohr

de I'atome d’hydrogene avec les parametres du matéemi-conducteur du nanocristal :

1 1
= — Eq 4
rg = 0,053¢,m, (mZ +m}:> (Ea 4)
Par conséquent on peut introduiggdans I'équation 3 :
i 2,6 rB(nm)
E,(eV) = EI"™Y (ev —(2,74 —1) Eq5
s(€V) 9 (e )+£rr(nm) r(nm) (Ea’5)

Cette formule permet de fagon simple de calculegdp des QDs de rayande
différents matériaux. On peut, suivant le type deémau utilisé, couvrir une large gamme
spectrale allant de I'infrarouge a l'ultravioleiea grace aux variations de la largeur de la

bande interdite.

4. Propriétés optiques

Comme nous l'avons vu les propriétés optiques des €¢pendent de leur diametre
principalement. Elles sont en partie dues au cenfent quantique. En effet, I'absorption
d’'un photon ne se fait que si son énergie est supérak,. Les spectres d’absorption des
QDs sont tres spécifiques. On trouve tout d’aberduon appelle le premier pic excitonique.
Ce pic apparait a cause du confinement quantigest, [&nergie minimum qu’il faut fournir
a un photon pour gu’il soit absorbé et crée untercdans le nanocristal. Sa position est
directement dépendantekdj puisqu’on peut calculer sa position grace a lenfde suivante :

hc

Aexciton = E_ (Eq 6)
g

0U Jexciton €St la longueur d’onde du premier pic excitonigbe.ce fait, plus la QD
est petite et plus ce pic est decale vers le hlesgp’Ey augmente.

Ensuite, plus on se déplace vers les UV et plissdgotion du nanocristal augmente.
Elle couvre ainsi une grande partie du visibleyani la taille de la QD) et 'UV. Les spectres
d’absorption de QDs de CdSe de différents diamétvas proposés sur Figure 12
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Figure 12 : Absorption et photoluminescence de @®€£dSe de différents diametres.

De plus, la forme de ce pic est énormément infléengar la monodispersité de
I'échantillon. Plus I'échantillon est monodispersteplus ce pic sera étroit. Au contraire Si
I’échantillon est polydisperse, son pic excitonigugesera qu’un petit épaulement.

Sur laFigure 12 on trouve également le spectre d’émission dedkmence des QDs.
Ce spectre est tres étroit. Il présente une largewmni-hauteur de 20 a 30 nm pour un
échantillon de QDs assez monodisperse. C’est eladlI'un des trés gros avantages des QDs
par rapport aux fluorophores organiques qui ontveptdes spectres de fluorescence tres
larges. Dans le cas d’échantillons polydispersésrgissement peut étre de 50 a 60 nm.

On voit également sur leigure 12 que les spectres de PL sont légerement décalés
vers les grandes longueurs d’onde par rapport amipr pic excitonique. Ceci est appelé
déplacement de Stokes [107,108]. Il trouve sonimgiglans la structure électronique du
CdSe. En effet, le premier état excité de I'exciésh (13,S:). Cet état est divisé en 5 sous
niveaux vibrationnels. Lors de I'absorption d’'uropdn, I'électron se trouve alors sur |'état le
plus haut en énergie (état numéro 5). Il retombesaur I'état numéro 3 par une relaxation
non radiative, puis retourne a I'état fondamer@atte derniére relaxation donne naissance a
la fluorescence (recombinaison radiative), maisutléess phénomeénes sont en concurrence
avec la fluorescence. Le rapport entre le nombreha#ons émis et le nombre de photons
absorbés est le rendement quantique (QY « quaniglch»). Il permet de rendre compte du
rapport entre recombinaison radiative et recomboranon radiative.

C’est le petit décalage entre les états 5 et 3eguresponsable du déplacement de

Stokes. Cependant, ce déplacement ne pose auduarpeodans le cas des QDs, puisque leur
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bande d’absorption est trés large dans les UV. @ut donc les exciter tres loin de leur

fluorescence, ne créant ainsi aucune interférentce excitation et PL.

Figure 13 : QDs de CdSe/ZnS dans le chloroforme tooeur varie entre 2 et 6 nm (de

droite & gauche).

La Figure 13permet de rendre compte du réle du diamétre desspbleur longueur
d’onde de PL. On voit ici des QDs de CdSe ayantdiasietres allant de 2 (bleues) a 6
(rouges) nanometres. Leur PL couvre ainsi la majgartie du spectre du visible. Cette
image est tres représentative de I'accordabili®@@Bs et de la relation entig et diamétre
des particules, puisqug, est inversement proportionnel a la longueur d’otiéenission des
QDs.

5. Structure coeur/coquille

Il existe a la surface des QDs des défauts. Cedmmliaisons pendantes réactives ou
des sites vacants dans le cristal. Ces défauttetiimies performances optiques des QDs et
limitent fortement le QY des particules. En effets défauts représentent souvent des sites
privilégiés de recombinaison non radiative, en tamt des états dans la bande interdite par
exemple. Dans ce cas, la fluorescence associéephé&rmmene est plus haute en longueur
d’'onde que celle attendue puisque I'électron sexdd®e a partir d’'un état plus faible en
énergie [109,110,111,112]. Les recombinaisons admatives deviennent plus probables que

les combinaisons radiatives. Il s’ensuit donc qu@Y diminue.
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Figure 14 : Fluorescence et rendement quantique ateurs de CdSe recouverts
progressivement par du ZnS. Le maximum de fluonescest atteint pour 1,2 monocouche de ZnS. Le
graphique est tiré dP3]

Pour combler ces défauts, on recouvre la QD d’'wors® semi-conducteur, souvent
de plus grand gap. Dans notre cas, nos coeurs de @d®té recouverts de ZnS. igure 14
montre la PL de cceurs de CdSe recouverts progeessivt par du ZnS. La PL des QDs est
alors progressivement augmentée, puis elle ageimtmaximum vers 1,2 monocouche. Si on
continue a ajouter du ZnS, alors le QY diminue pesgivement. De plus, ce phénomene est
couplé a un déecalage dans le rouge de quelquesneams. Ceci est di a la possibilité
d’extension de la fonction d’onde de I'exciton iatérieur de la coquille et donc a une Iégére
baisse du confinement quantique [93].

Il existe trois types de QDs cceur/coquille, en fmmcde I'alignement des bandes
d’énergies du cceur et de la coquille [113].

Typel Type ll Type ll Reverse Type |
E

MR

Figure 15 : Alignement des bandes dans des strestaeeur/coquille de type |, 1l et | inversé
[113].

Dans le type |, le cceur est recouvert par une tedaite d’un semi-conducteur de
plus grande bande interdite. C’est le cas du Cd&40i a été utilisé dans ce travail. Dans ce
systeme, la bande de valence de la coquille esth@ase en énergie que celle du ceeur, alors
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gue sa bande de conduction est plus haute. L'axeisb donc confiné a l'intérieur du ceeur.
Cependant, une probabilité d’extension de la fomcti'onde de I'exciton dans la coquille

existe et donc le confinement est moins importdaiargeur de la bande interdite diminue, la
longueur d’onde de fluorescence augmente. Ce phémerast plus prononcé sur les petits
nanocristaux ou la fuite de I'exciton a un effatpimportant sur le confinement.

Le type | inversé est le systéeme symétrique au Lypans cette structure, le cceur a
une bande interdite plus large que la coquille.B&st BV sont respectivement plus basse et
plus haute en énergie que celles de la coquillestGé cas du CdS/CdSe par exemple [114].
Les porteurs de charge se retrouvent donc partiel¢ délocalisés dans la coquille, un
déplacement vers le rouge de la fluorescence es¢rabd et il est modulable grace a
I'épaisseur de la coquille. Cependant, les progsigihotophysiques de ces systéemes sont
souvent mauvaises et une troisieme partie estégo@n recouvre souvent le systeme avec un
semi-conducteur grand gap, comme dans un typeskiglae. On trouve par exemple le
CdS/CdSe/znS [114].

Le type Il présente en réalité deux structures sygques. Dans la premiere, les BV
et BC du cceur sont plus basses que celles de lalleodans la seconde structure c’est
I'inverse. Les QDs de type Il les plus rencontréstelles de CdTe/CdSe ou ZnTe/CdTe.
Ces structures sont tres étudiées en ce momemewaemission de fluorescence peut étre
déplacée jusqu’au proche infrarouge. De plus, l@alde vie de I'exciton est beaucoup plus
grande dans ces structures que dans celles d¢& tigdectron et le trou pouvant étre localisés
tous deux dans la coquille ou dans le cceur [115,116

Un autre paramétre important pour le bon fonctiomeet d'une structure
cceur/coquille est le désaccord de maille qui peigter entre les deux semi-conducteurs.
Cette contrainte se calcule simplement grace atenpetres de mailles élémentaires (a) pour
les deux réseaux cristallins. Par exemple, pod8&e/ZnS, le désaccord de maille est de
12%. Il correspond a la différence entre les deavametres de maille des cristaux, divisée
par le paramétre de maille du coeur. Pour le GdSet,31A et pour ZnSa = 3,82A. Si le
désaccord est trop élevé et c’est le cas dans$&®/ZdS, la coquille peut compresser le caeur
ou a l'inverse le cceur peut faire craquer la coguilout ceci dépend de I'épaisseur de la
coquille. De plus, ce désaccord de maille engeddsedéfauts dans le cristal et donc réduit le
QY des QDs. Par exemple, aprés addition d’'une tleqie plus de 1,2 monocouches de ZnS
le QY des QDs de CdSe/ZnS diminue [93].
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Dans le cas d'un systeme de type CdSe/ZnSe, led@shn’est que de 7%, la
diminution du QY n’apparait qu’apres addition dendnocouches de ZnSe a la surface du
coeur [117].

0. Scintillation

En 1996, il a été découvert que I'intensité de Bk @Ds de CdSe sous illumination
continue passait par une série d'états brillantsteihts [118]. Ce phénoméne est connu sous
le nom de scintillation (Blinking en anglais). Dales faits, la PL d’'une QD est constituée
d’'une multitude de changements abruptes entreatrbétlant (dit « on ») et d’'un état éteint
(dit « off »). Ceci a aussi été reporté pour dessQe type CdS, CdS/HgS ou CdTe par
exemple.

Pour expliquer ce phénomene, il faut comprendradeanisme responsable des états
éteints. Efros et Rosen ont proposé que ces terofds sont dus a une recombinaison de type
Auger [119]. En effet, pendant cette période la €ait chargée, un des porteurs étant
transféré a I'environnement. Cependant, rien n‘esthpda QD de recréer un second exciton,
puisque le nombre d’atomes du cristal est tout @denentres grand et donc la probabilité de
création d’excitons importante. Dans cet état ahatgst énergétiquement plus favorable a la
QD de recombiner cette paire électron-trou et dasfiérer I'énergie résultante au porteur
présent dans le nanocristal. Il s’ensuit donc umseace d’émission puisque cette
recombinaison est non radiative. La QD retrouvefaailté de recombinaison radiative
lorsqu’elle retrouve sa neutralité électrique. Etaonné que la recombinaison Auger a une
probabilité plus importante d’apparaitre que laomebinaison radiative, de l'ordre de
plusieurs ordres de grandeur, c’est un bon moyerredembinaison non radiative. Ce
processus est bien sar régulé par les interactionl®mbiennes entre les porteurs de charge a
I'intérieur de la QD, dont les faibles dimensiomspdifient le phénoméne.

Cependant, pour que la loi définie par Efros etdRasoit vérifiée, il faut y apporter
guelques modifications, comme de multiples pieged0] ou une différence d’énergie
fluctuante entre le piege et I'état excité [121<E pourquoi d’autres modéles sont apparus,
tels que le modele de Frantsuzetval. [122], qui ne fait pas apparaitre de piéges aver u
longue durée de vie. Cependant, ce modele n’aéét@uitré que par une seule étude basée sur
des mesures statistiques relativement indirectes.

Une étude plus récente de Rosdnal. [123], a montré que ces périodes éteintes
n'étaient pas dues a une recombinaison Auger. Het, e$i elles sont dues a une

recombinaison de type Auger, elles sont indéperdate I'intensité de la lumiére excitatrice,
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or elles le sont. Ceci prouve donc que la reconimaAuger seule ne peut expliquer ce

phénomene.
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Figure 16 : Schéma décrivant les processus migexlprs des états allumés et éteints dans
les QDg123].

En effet, dans I'état allumé (partie a) de-lgure 16 la constante de créatidn,s de
paires électron-trou est plus importante que lsst@onte de recombinaison radiatike Ceci
entraine la création d’'une seconde paire électamn-La recombinaison Auger qui s’ensuit
éteint donc la QD mais seulement pour quelquesatesd de ps. Dans la partie b) de cette
méme figure, on y voit le mécanisme de I'état étdas QDs. Dans un premier temps il y a
formation d’'une paire électron-trou, puis appantdiun piége (qui peut piéger électron ou
trou). Il y a donc possibilité de recombinaison madiative & partir de cette étape, avec une
constante de recombinais@&g. Si on augmente l'intensité&g,s devient comparable &, et
'apparition d’'un second exciton est possible. # ylors possibilité de recombinaison Auger,
non radiative. Cette étude montre donc que la reamaison Auger seule ne peut expliquer

les temps éteints des QDs.

B. Applications

Les QDs ont montré des propriétés optiques innegarvec notamment une
absorption forte dans I'UV et un pic de PL étraitsgmétrique. Ces propriétés physico-
chimiques uniques leur conférent la possibilitérd’@itilisées dans de nombreux domaines.
Elles peuvent étre utilisées en biologie, pourefailu marquage par exemple, ou dans de

nombreuses applications techniques telles quedlesgaux photovoltaiques. Nous étudierons
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donc dans cette partie les capacités des QDs eguammarqueurs, ainsi que les applications

techniques qui leur ont été trouvées.

1. Applications en imagerie (marguage)

Plusieurs caractéristiques importantes sont néicessaun bon marqueur. Il doit étre
excitable facilement, avec un rendement quantiggezahaut, une fenétre d’émission étroite,
soluble dans les milieux biologiques et les diffiése tampons, capable de se lier
spécifiguement, reproductible en terme de qudlns certains cas, la toxicité, la possibilité
de pénétration dans les cellules, ainsi que lailpbss d’analyser plusieurs marqueurs en
méme temps peuvent étre des parametres non ndaéigedes références en matiére de
marquage sont bien entendus les fluorophores apgesiutilisés depuis plusieurs dizaines
d’années.

Les QDs respectent beaucoup de ces contrainteem€onous I'avons vu, leur
spectre d’absorption trés large en fait des mamgufacilement excitables et plusieurs types
de QDs peuvent étre excités a la méme longueurdd'ohes possibilités de marquages
multiples sont donc trés importantes. D’'un pointvie optique, leur QY dans I'eau reste
souvent faible (<50% en général), mais est compeaséine absorption tres forte et une

durée de vie tres longue (véiigure 17) [124].
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Figure 17 : Temps de vie de différents fluorophanggmniques et des QDs sous illumination
constantg124].

D’un point de vue optique, les QDs présentent ws gwvantage sur les fluorophores
organiques, leur accordabilité. Non seulement yre tge QDs peut couvrir une grande
gamme de longueur d’'onde mais en changeant deimat#r peut encore moduler davantage

leur PL. On passe ainsi de 'UV au proche inframuge plus, elles ont souvent des QY assez
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haut dans toutes ces régions ce qui n'est pasldesfluorophores organiques. Une derniére
caractéristique des QDs, qui en fait de bons margue&st qu’elles ont une grande section
efficace d’absorption a deux photons, contrairenaemtfluorophores organiques.

Leur chimie de surface permet également de moddiar enveloppe et donc de les
rendre solubles dans une trés large gamme de pHplO® suivant la méthode de
solubilisation, elles peuvent rester solubles glus mois, voire plusieurs années [125]. |l
existe plusieurs méthodes de solubilisation des @Bes l'eau; la premiere est le
remplacement des ligands organiques post syntlStigar des ligands polaires tels que
'acide mercaptopropionique ou la cystéine. Uneosde possibilité est d'intercaler de
nouveaux surfactants avec ceux présents a la sudada QD aprés synthése. Cependant,
avec cette méthode, les surfactants se désorhenfauilement qu’avec la premiére méthode.
Une derniére méthode peut étre de solubiliser IBs @race a des interactions stériques a
I'aide de polyéthyléne glycols (PEGS) par exemple.

On peut également leur attacher des biomoléculesmep la biotine ou la
streptavidine par exemple. D’autre part, on peaie¥gent leur attacher des anticorps ou des
enzymes pour différents marquages. Il n'y a pasmédéode générale pour coupler les QDs
avec des biomolécules, mais généralement ellesdsabord dispersées dans I'eau puis les
biomolécules sont liées a la QD. Cependant, ildéfitile de contréler I'orientation de ces
molécules et quelques fois les QDs sont trop lasgese peuvent interagir avec le milieu
cellulaire a cause des interactions stériques.

Figure 18 : Cellules de types MDA-MB-435s et MCFegpectivement incubées avec des
QDs CdSe/ZnS vertes et rouges. Aprés incubatios das boites de pétri différentes, elles ont été

mélangées sur le méme substrat. Chaque lignéelaisdlupeut alors étre suivie grace a sa
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fluorescence. L'image présentée ici est une imageahtraste de phase superposée a l'image de

fluorescencgl26].

Ces fonctionnalisations avec des biomolécules pgemtenotamment de marquer les
cellules. Le marquage extracellulaire est asseguément rencontré. D’'un autre coté le
marquage intracellulaire est beaucoup plus difficitais a été réalisé par micro-injection,
électroporation, par exemple. Il est aussi posdieldes faire pénétrer a l'aide de vésicules
chargées en QDs et phagocytées par les cellules.

Le probleme le plus important du marquage cellalgiar les QDs est leur
cytotoxicité. Tout €lément peut étre cytotoxiqueaisncette propriété n’'est pas la plus
importante dans le cas de marquage in vitro. Darta$ de marquage in vivo, cela pose un
probleme. La toxicité des fluorophores organiqust lBen connue et, a I'exception des
intercalants de I'ADN, il n'y a pas de problemesjenas. Cependant, les QDs sont souvent a
base de métaux lourds, tel que le cadmium. Il egiortant de savoir ou et comment est
eliminé ce métal, comment il résiste a I'oxydatienquelle est la stabilité des coquilles
organiques des QDs. Cependant, on trouve plusé&udes ou les QDs sont cytotoxiques et
d’autres ou elles ne le sont pas. Ceci est soulieati Cd", aux surfactants des QDs ou & leur
agrégation.

Les QDs ont donc un bel avenir dans le marquagediue en général mais leur
toxicité risque a terme de les condamner a n’'éifisées que dans des études in vitro. La
présence de meétaux lourds et la zone d’ombre exéstaur leur élimination par les
organismes vivants étant aujourd’hui les deux gnasnvénients des QDs. Pourtant, elles
montrent, dans les études in vitro, des qualitémdequage évidentes et une évolution des
techniques d’encapsulation pourraient leur permet&tre un jour utilisées dans lI'imagerie in

Vivo.

2. Applications techniques

Les QDs sont aujourd’hui utilisées dans bon nonakapplications techniques. Leur
fluorescence étroite et leur absorption large ésafd de bonnes sondes pour des analyses
variées sur des puces de détection. Suivant légnsgs et grace a la possibilité d’excitation
de plusieurs types de QDs par un rayon uniquestipessible de tester plusieurs anticorps,
virus ou autre ADN sur la méme puce (vbigure 19 ou grace a des microbilles marquées
avec différentes couleurs de QDs [127]. Les QDs/geiégalement étre insérées dans des
puces pour atteindre des limites de détectionlesses et ainsi pouvoir utiliser directement
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du sang (humain par exemple), et tester directesidptpatient est atteint a I'aide d’'un test
simple, rapide et fiable [128].

Figure 19 : Exemple de puce de détection avec gwsicouleurs de QDs codant pour
plusieurs anticorps différents (a). La partie (lgprésente des microbilles en solution marquées avec
des QDs de différentes couleurs. Leur attachemelat surface d'une cellule peut étre suivi par
cytométrie en flux. On peut donc tester plusieype$ de récepteurs a la surface de la méme cellule
[127].

Une autre facon d'utiliser les QDs pour le marquapgé€analyse en biologie est de
générer la chimiluminescence des QDs. En effe2@®2, I'électro-chimiluminescence de
QDs a été montré [129]. Ce procédeé utilise la rédncet 'oxydation locale des QDs. Un
courant pulsé traverse une solution de QDs, cdegubxyde en partie et en réduit une autre
simultanément. Les deux espéces créées réagisseneatre elles donnant une QD dans son
état de base et une QD excitée qui se désexcitenettant un photon [130]. Ce procédé est
tres utile a I'analyse d’ADN, au dosage des anfisa@insi qu’a la détection de nombreuses
molécules biologiques. Cependant, ce systéeme isifilas les QDs comme source de lumiére
a proprement parler mais ne sert qu’en tant quceteur ; les variations de leur luminescence
permettent d’en déduire des concentrations enrdiifés molécules cibles dans la solution
d’analyse. De plus, ce systeme présente 'avardagee pas nécessiter de source lumineuse
pour générer la luminescence des QDs. Ceci rédsiitibques d’excitation de fluorophores
parasites et autres diffusions ou interactions @Bsnlumineuses. La sélectivité de cette
technique pour l'analyse est en plus tres impoetarar une simple variation du potentiel
appligué aux électrodes permet d’exciter ou notagers espéeces. Enfin cette technique est
quasiment parfaitement réversible, la plupart desréphores utilisés pour I'émission sont
régénéres a la fin du processus.

Les QDs sont aussi énormément utilisées dans |aidende la détection lumineuse
spécifigue comme par exemple les capteurs a infgerd131]. Cependant, les QDs sont
principalement utilisées pour les cellules phottaigues [132]. Le confinement des porteurs

de charge dans un si petit espace étant un grosageapour les cellules photovoltaiques. Les
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cellules utilisant des QDs sont méme dites de i&wis génération puisque les QDs
permettraient d’atteindre des rendements bien plagés qu’avec des cellules a base de
matériaux massifs.

Le principal probléme des cellules photovoltaigast souvent qu’elles ne captent
gu’'une gamme de longueur d’onde restreinte. Lesgpiscen dessous du seuil de la cellule ne
sont pas absorbés et ceux trop haut en énergienkees surface ; leur énergie est donc
difficilement collectable par la cellule. Les QDsuyvent régler ce probleme en absorbant les
photons de hautes énergies et en les transformasticons accessibles pour la cellule [133].
Ce systeme est appelé « down-shifting » en anghipermet de collecter bien plus de
photons qu’avec une cellule conventionnelle. Cemiitpégalement étre utilisé pour des
détecteur UV-IR [134], trouvant leur applicatiomdda lutte contre les incendies notamment.

Les QDs peuvent également servir dans le cadreodeces lumineuse a un seul
photon. En effet, les sources lumineuses capal@meaitre un seul photon avec un taux de
répétition élevé, une durée de vie importante et ge pulses vides sont la clé de la
cryptographie a petite échelle. Les QDs ayant néomdur capacité a s’intégrer a la
technologie du silicium, on peut les envisager censhes sources potentielles de photon
unique. De plus, le pompage électrique dans ledl@mission lumineuse dans les QDs a été
démontré [135]. Dans ce cas, le plus compliquédestaintenir la charge globale de la
particule a la neutralité, puisqu’une recombinaidentype Auger inhibe la PL. Par injection
d’un seul électron dans la QDs, on peut alors abtere source a un photon avec un haut

rendement et une vitesse de travail importante][136
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V. Principe de fonctionnement du matériau hybride

Cette these s’inscrit dans un projet de développéian nouveau matériau hybride
couplant bR et QDs CdSe/zZnS. Ce matériau devradir ades propriétés optiques,
optoélectroniques et photoélectriques innovantesappuie sur I'effet FRET qui permet de

transférer de I'’énergie par voie non radiative ddemneur a un accepteur.

A. Formulation générale du FRET

Le FRET est un transfert d’énergie non radiatijapissant entre un donneur (D) et
un accepteur (A) si la distance qui les sépardagisie et sous certaines conditions optiques.
Ce transfert d’énergie est di a une interactiodldidipble de longue portée. Le terme de
transfert d’énergie par résonance est préféré pappeler qu’il n'y a pas d’émission de
photons. La condition optique nécessaire a ce fegngest un recouvrement du spectre
d’absorption de I'accepteur par celui de fluoreseetiu donneur. Dans notre étude le donneur
est la QD et I'accepteur est la bR.

Pour étudier et comprendre le FRET, il faut towbdrd définir les parameétres du
systeme qu’on va étudier. Considérons donc un mystimple dans lequel on trouvera un
seul accepteur et un seul donneur, séparés paftistaacer. Le taux de transfert d’énerdie
db au FRET est donc décrit comme suit [137] :

6
ky = %@) (Eq7)

dans laquellerp est le temps de vie de la fluorescence du donneuabsence
d’accepteurR, est le rayon de Forster pour legielest de 50% et la distance séparant le
donneur et I'accepteur.

Le FRET a donc une dépendanceldri ce qui explique pourquoi ce phénoméne
n'agit qu'a courte distance. Il s’exprime génératainsi la distance est comprise entre 1 et
10 nanometres.

Le FRET est compréhensible par des considératitassiques, mais nécessite la
meécanique quantique pour sa résolution. Nous neeptérons ici que I'équation finale, mais
plus de détails peuvent étre trouvés dans [138] :

0pk? (9000(In 10)
128mSNn*

kr(r) = ) f Fp(Dey (MA*dA (Eq 8)
0

Tpr®
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Dans cette expressidpp est le rendement quantique (QY) du donneur ennalese
de l'accepteurx® est le facteur d’orientation des dipdles I'un papport a l'autreN le
nombre d'Avogadro,n est l'indice de réfraction du miliedp(2) est lintensité de la
fluorescence du donneur normalisée axkst le coefficient d’extinction molaire du donneur
a la longueur d’'ondé.

La partie intégrale de cette équation est appeadégrale de recouvrement et
correspond au recouvrement entre la fluorescenadgodueur et I'absorption de I'accepteur.

Elle est généralement notéet peut prendre différentes formes :

0 [ Fp(Deq (DA*dA
— 4 _J0
J) = fo Fp(Degy (MA*dA = " Fo ) d2

(Eq9)

Fo(2) est sans dimension. Sjest exprimé en Mcmi et4 en nanometres, alodsest
en Mcm*nm®. Si/ est en centimétres alaiest en Mcm®. De plus pour calculel, on peut
soit utiliser la fluorescence normalisée avec sioe @gale a 1 (Eq 9 au milieu) ou alors
simplement normalisée la valeur #ieomme dans I'’équation de droite.

Pour plus de simplicité, mieux vaut définir la valeleR, et ainsi travailler avec des
distances plutét que de travailler avec des tauxatesfertR, devient alors :

s 9000(In 10)Qpk?
O 128m5Nn*
Le rayon de Forster peut donc étre calculé simphtreieon connait les propriétés

J(A) (Eq 10)

optiques du donneur et de I'accepteur st en nm alorp(4) est en Mcm*nm’, on aRy
enA par :

Ry = 0,211(k*n~*QpJ (1) V/® (Eq 11)

On peut simplement calculer le rayon de Forstedéstuire le taux de transfert
d’énergie si on connaitou alors déduire si on connait le taux de transfert, grace a I'eq 1
On définit également l'efficience du transfdff elle correspond au nombre de photons
absorbés par le donneur et transférés a I'accetarest donnée par I'équation suivante :

_ k(1)
E= 5 + k(1) (Ea 12)

C’est cette efficience qui est mesurée lors desureesde PL décrite dans la
deuxieme partie de ce travail. Elle peut étre eetiéplusieurs parametres, comme la distance
D-A, la diminution de la PL du donneur ou la maochfiion du temps de vie du donneur en
présence de I'accepteur. Elle peut prendre lesdsrsnivantes :
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6
E=_R3Rfr6=1_FFL:=1_%A (Eq 13)

Dans ce caskpa et 1pa sont respectivement l'intensité et le temps de déela
fluorescence du donneur en présence de l'accep@urpeut directement remonter a la
distance, via l'efficience, 9%, est connu ou a l'efficience si l'intensité de R dbnneur est
mesurée en présence et en absence de l'acceptng.l®cas de la mesure du temps de vie,
cela s’avére quelque peu plus compliqué et contsgéveNous Yy reviendrons donc plus tard
dans la troisieme partie.

Le rapport entrdR; et E met bien en valeur la dépendanceEdenr®. On peut ainsi
noter qu'ar=R l'efficience du transfert est de 50% (définitioe By). Cependant, cette
dépendance est tres importante car35*Rg I'efficience est de 98,5% alors qu’elle n’est que

de 1,5% pour=2 Ry (Voir Figure 20.
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Figure 20 : Dépendance de I'efficience du FREToaetion du rapport r/iR[137].

Intéressons-nous aux différents parameétres présiams ces équations. On trouve
tout d’abord le rayon de Forster, lui-méme dépendanplusieurs parametres optiques du
systeme. On a en premier lieu le rendement quantigudonneur, assez simple de mesure
(voir page 63). Il y a également I'indice du miljemouvent proche de celui de I'eanx(1,33)
et également mesurable de fagcon simple. On peutrd’@art le trouver dans la bibliographie
pour les molécules biologigues courantes. On transiitex2. Ce parameétre rend compte de
I'orientation des dipdles les uns par rapport auttes. Il est souvent donné a 2/3 car cette
valeur correspond a une orientation aléatoire dgdles. On trouve dans [139] un
récapitulatif des valeurs prises par cet indicesdaus les cas de figure. C'est-a-dire qu'il
prend en compte des moments dipolaires statistignetiméaires, planaires ou isotropiques.
La plupart de ces parametres n’influe que tresgueda valeur d&, et donc sur la valeur du
transfert d’énergie. Par exemple, si le QY est tigula valeur ddry n’est pas modifiée de

plus de 12%, ce qui reste acceptable.
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Le parametre le plus important &g se trouve étre l'intégrale de recouvremént
abusivement notéel(1). Cette intégrale rend compte du recouvrement descties
d’absorption du donneur et d’émission de I'acceptBlus ce recouvrement est grand, plus
est élevée et pluR, est important. A la vue de la dépendanceEdgar rapport &Ry/r, J
s’avere étre un parametre extrémement importantnBee, plus le coefficient d’extinction
molaire du donneur est grand, plusst élevée. La valeur dedoit étre calculée pour chaque

couple de donneur et d’accepteur.

B. Schéma de fonctionnement du composant

Le commutateur optique que nous voulons développecouplant bR et QDs est
basé sur le schéma suivahrtg(ire 21). Dans ce schéma, on discerne parfaitement lauése
cristallin de la bR a I'intérieur des PMs avec amgmetre de maille de 6,2 nm. On distingue
également une bR au premier plan entourée par igoedhe lipidique. Au milieu de cette
bR, on trouve dans la partie A, un rétinal en rowieé a environ 2,5 nm de la surface de la

PM. L'idée de ce commutateur est donc d'immobilisee QD sur chaque trimere de bR.

2-6nm
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Figure 21 : Schéma du commutateur optiqgue. Une @Diremobilisée a la surface d’'une
membrane pourpre. On distingue le réseau cristaléria bR et en rouge le rétinal (au milieu defRa b
en violet). Dans la partie A, I'énergie de la QBt éransférée par effet FRET jusqu’a la bR, la QD n
fluoresce plus. Dans la partie B, le rétinal essait ou dans un état ne permettant pas le transfert
d’énergie. La QD fluoresce. On peut considérer desix états comme deux bits d’information

différents, I'un étant un 1 I'autre un 0.

Le fonctionnement de ce commutateur repose suapadté de la QD a transférer
son énergie a la bR. Le mécanisme de ce transferbasé sur I'effet FRET. Cet effet

physique repose sur quelques parametres primordiamdne nous venons de le voir. Le
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principal d’entre eux est la distance entre donneccepteur. Si les QDs sont bien

immobilisées a la surface des PMs alors la distastsuffisamment faible pour que I'énergie

soit transférée. L'autre paramétre important eset®uvrement des spectres d’absorption de
'accepteur (bR) et d’émission du donneur (QD). I(@Bs étant accordables en longueur

d’onde on peut maximiser ce recouvrement (Faure 29).

bR transition in
1 the electric field

*O-like”
form of bR
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350 400 4% 00 50 o0 650 700

Figure 22 : Spectres d'absorption de la bR dansé&ahM (courbe bleue) et dans son état O
(courbe rouge), ainsi que les spectres de PL de @bsttant a différentes longueurs d’'onde. Il y a
recouvrement entre le spectre d’absorption de lsb&s la forme O et non sous la forme M. Gréace au

FRET, il peut y avoir transfert d’énergie dans @scmais pas dans l'autre.

La Figure 22nous montre deux des formes du photocycle de ld_igfat M absorbe
a 410 nm, alors que le maximum d’absorption deolané O est a 640 nm. On y voit
également la PL de QDs émettant entre 540 nm ehBbQeurs PL sont parfaitement dans la
bande d’absorption de la forme O, mais parfaiteneentiehors de celle de la forme M. On
peut supposer que le FRET va intervenir dans uretass dans l'autre. Dans ce cas, si on
contrle I'état d’absorption de la protéine, on tpeantréler la PL des QDs. Il est alors
possible de générer des 1 ou des 0 correspondena @mission de lumiére ou non par la QD.

Certains mutants de la bR réagissent a des excitatixtérieures, comme les champs
électriques ou magnétiques. On peut alors modiiebande d’absorption de fagcon contrblée
et créer un commutateur (vdhigure 23. Ce commutateur optoélectronique fonctionnerait
avec deux électrodes entourant notre matériau dyylaribase de QDs et bR. Ces électrodes
permettraient de créer un champ électrique et derd@ler le FRET via les changements

d’absorption de la bR.
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Figure 23 : Schéma d'un commutateur optoélectrani@base de QDs et bR.

EtatO

Le composant utiliserait également les propriétagctirelles naturelles de la bR et
notamment son organisation bidimensionnelle. Avettectechnologie, on pourrait stocker
environ 50 To d’information sur une surface équevnét a celle d’'un CD. Pour ce faire, il faut
arriver a déposer de facon simple, une QD par tenme bR, le systeme le plus simple
envisagé étant de les laisser sédimenter a lacgeudies PMs et ainsi de fabriquer ce complexe

a moindre codt.
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Deuxieme partie :
Matériels et Méthodes
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|. Matériels

A. Les membranes

1. Les Membranes Pourpres

La bR utilisée lors de cette étude a été fournie lpaPr. Varo, du « biological
research center » de Szeged en Hongrie. L'extrackes membranes a été réalisée dans son
laboratoire [140] et des tubes nous ont été envogésenant des solutions de PMs a des
concentrations trés élevées, de l'ordre de 40 tEmnsiptiques, soit environ 600 uM. Ces
membranes, diluées dans I'eau, sont d’'une grandktéuLes morceaux de membranes font
parfois plusieurs microns de diametre et sont tmgjgarfaitement lisses et réguliers. Bien
gu'’il existe un grand nombre de mutant de cettégome, nous avons toujours utilisé de la bR
sauvage, dite « Wild-type » en anglais. Ceci na d&illeurs jamais plus précisé dans cette
étude, puisque toutes les expériences ont été menv@e de la bR provenant de la méme

source et du type sauvage.

2. Les Membranes Blanches

Les membranes blanches (WM) sont des PMs auxquetiea extrait le rétinal,
responsable de I'absorption & 570 nm. Ces membraaesont donc plus pourpres mais
transparentes car elles n’absorbent plus du tolumére dans le visible. Cela en fait un
elément de contrdle parfait, puisqu’elles ont lanmmaécomposition chimique et la méme
structure que les PMs, mais plus du tout d’absompdians le visible. Elles sont assez simples
a préparer. La méthode qui suit est en grandespinde de la référence [141].

Dans un premier temps, il faut briser la liaisors&nte entre le rétinal et la bR. On
utilise pour cela de I'hydroxylamine. Une solutide bR & une concentration de 2214,
avec 0,3 M dhydroxylamine est utilisée. Ensuitdteesolution est illuminée pendant
plusieurs heures, en agitant de temps a autrey’pustjsparition complete de la couleur
pourpre de la solution. Ce changement de couledique que tous les rétinals ont été
arrachés des protéines. On ajoute ensuite unewolle BSA (Bovin Serum Albumin) a 2%,
permettant de fixer tout I'hydroxylamine en excédais les rétinals extraits des bRs. On
centrifuge la solution, laissant ainsi I'hnydroxylex et les rétinals en solution, puisqu’ils sont
lies a la BSA qui est parfaitement soluble dansu.eLe culot, aprés centrifugation, est
récupéré et I'opération est répétée deux fois. paméie de I'échantillon est perdue dans le
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processus mais environ 80% des PMs sont conselviesatement, les WMs sont dispersées
dans le tampon souhaité. Un enregistrement du repd@bsorption de I'échantillon permet

de montrer que I'absorption dans le visible a lisparu.

B. Les Quantum dots

1. Synthése

La synthese des QDs n’a pas été réalisée au laberdElles ont été fournies par le
Pr Mikhail Artemyev, de I' « Institute for Physic@hemical Problems » de l'université de
Minsk en Biélorussie. Les QDs sont synthétiséesvp@ organométallique. Le protocole
utilisé n’'a jamais été publié mais se rapprocheréiEsences suivantes [142,143,144,145,93]

Les QDs sont livrées sous forme de poudre. Darie petidre on trouve environ 80
a 90% en masse de TOPO et seulement 10 a 20% deC@Dsux peut paraitre faible, mais le
TOPO en exces permet de les conserver assez |lgqregysons cette forme sans qu’elles ne se
détériorent. L'oxydation est trés lente et les @Bsvent étre conservées plusieurs années.

Cependant, sous cette forme elles ne sont pashlesludans l'eau et une
fonctionnalisation de surface est nécessaire. [Eopitotocole de fonctionnalisation des QDs a
été développé et effectué au laboratoire ce qusttae une partie importante de la these.
Pour cela, on réalise un échange de ligands emff®©PO et les ligands désirés a la surface
des QDs. Dans les paragraphes suivants, les plesode solubilisation avec de la cystéine,
Cystéamine ou du 2-(Dimethylamino)ethanethiol soétaillés, ainsi que differents PEGs
trifonctionnels. Il existe d’autres méthodes deubiisation, comme la couverture par du

PMA [125], mais ce type de ligands de surfacerest éncombrant, il n’a pas été utilisé.

2. Fonctionnalisation a la cystéine, cystéamine

Pour solubiliser les QDs grace a ces deux molédalgsotocole est similaire. La
seule différence entre ces deux molécules résalte th charge finale des particules et donc
dans le pH auquel elles seront solubles. En difatystéine va conférer une charge négative
aux QDs par déprotonation de la terminaison dupgatarboxyle. Elles seront solubles a pH
basique, alors que le cystéamine donne des padiqudsitives, qui sont stables a des pH
compris entre 4 et 6. Ceci vient du fait qu'’il faarbtoner le groupe amine de la terminaison
du cystéamine. On ne peut descendre en dessould decpr le pont sulfure créé entre la
coquille et le groupe thiol de la cystéamine seérilgéte a un tel pH. De méme, au-dessus de

10, les QDs cystéine ne sont plus tres solubles.
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Figure 24 : Représentation du cystéamine (a gauehdg la cystéine (a droite).

Dans les deux cas, le protocole est similaire ettde groupe thiol qui par échange
de ligands avec le TOPO vient former un pont salawec le ZnS de la coquille. Cette liaison
n'est pas tout a fait covalente est peut étre déteupH trés bas (inférieur a 4). Pour pouvoir
fonctionnaliser les QDs, il faut d’abord les exteade I'énorme surplus de TOPO et il faut
donc les dissoudre dans du chloroforme. En effggsasynthése, elles sont solubles dans des
solvants organiques tels que le chloroforme owleene, mais sont parfaitement insolubles

dans le méthanol par exemple.

Avec R : COOH, OH, NH,

Figure 25 : Echange de ligands a la surface d'ui¥sQ

Les propriétés de solubilité des QDs sont utilisgéass le but de les nettoyer du
TOPO présent en exces, en dissolvant la poudre Die @ans du chloroforme, puis en
ajoutant le méme volume de méthanol. Un précipat&®ds se forme a l'intérieur du tube, la
solution perd sa couleur vive au profit d'une coul@lus terne. L'échantillon est alors

centrifugé et le culot récupéré. Cette étape qumitée deux fois de plus. Une fois le lavage

terminé, I'échange de ligand proprement dit peuhro@ncer. Le culot récupéré est dissous
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dans un grand volume de chloroforme et on ajoutatg@ goutte, une solution de méthanol
contenant le nouveau ligand (cystéine ou cystéami2emg/ml). Le volume de méthanol
ajouté ne doit pas dépasser les 10% du volume ldeotdrme, car la précipitation des QDs
doit étre due a I'échange de ligand et non a lagmée de méthanol. Une fois les ligands
ajoutés, une agitation du tube de quelques secawlasicessaire et il doit normalement se
former un précipité. La formation de ce précipig doit pas étre instantanée. Un précipité
instantané est souvent signe d’'une agrégation dume&thanol. L’échange de ligands dure
pendant une vingtaine de minutes, sous agitatiomgoeente. Les QDs deviennent de moins
en moins solubles dans le chloroforme. A la fin cdetemps d’attente, I'échantillon est
centrifugé, les QDs fonctionnalisées ne sont plisides du tout dans le chloroforme.
L’échantillon est rincé trois fois dans du métharmbur retirer le TOPO restant dans la
solution et les ligands non fixés. Les QDs ne g@# solubles du tout dans ce solvant, mais
les restes organiques le sont. Il faut donc bispatser le culot dans le tube pour extraire un
maximum de restes organiques. Apres ces trois ¢myags QDs sont dispersées dans un
tampon adéquat. Pour les cystéinées, le pH dat lédsique entre 7,5 et 10 et pour les
cystéaminées, il doit étre entre 4 et 6. Elles sauefois souvent solubles dans I'eau milliQ,
leur présence ajustant automatiquement le pH dellgion. Cependant, ceci ne fonctionne
gue pour des solutions assez concentrées de I'dedopielques uM. En dessous d’'un certain
seuil de concentration, c'est-a-dire pour des ismistassez diluées (IG 10° M), les QDs
forment des petits agrégats de quelques particules.

Une fois les QDs dispersées dans leur solvant aquewe derniere étape de
purification est nécessaire. Tout d’abord ellest semtrifugées pour retirer les gros agrégats,
puis il est possible, suivant les besoins de pudstdes passer sur colonne Sephadex ou dans
des tubes de séparation en fonction de la massermol

Ce protocole permet une fonctionnalisation a basey$téine ou de cystéamine,
mais il est possible d’ajouter du thioglycérolvdl permettre de stabiliser quelque peu les QDs
grace aux groupes hydroxyles qu’il apporte, surtdahs le cas des QDs chargées
positivement. La non-dissociation de ce groupe péemme solubilité a tout type de pH. Il
apporte en particulier une plus grande stabilité @Ds solubilisées avec des amines qui sont
moins stables que les QDs solubilisées avec despgsocarboxyles. Le rapport entre
thioglycérol et cystéamine peut étre modifié, amminant différentes charges de QDs.

Les QDs solubilisées par cette méthode sont deepddilles, les molécules utilisées
étant assez courtes (environ 0,5 nm). Cependamtstabilité n’est pas tres grande (quelques

jours a quelques semaines) et leur rendement guangst faible (< 10%). Du fait de ces
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deux limitations, stabilité et rendement quantigdiautres molécules ont été testées comme

les PEGs présentés dans le paragraphe suivant.

3. Solubilisation a base de PEGs

Les PEGs utilisés ici sont achetés chez Prochi@ogne). lls présentent quatre
parties bien distinctes : un thiol, une chaine aaée, un polyéthylene glycol et une
terminaison pour l'activité chimique (voitigure 26. Cette terminaison peut étre un groupe
amine, un groupe hydroxyle ou un groupe carboxydethiol sert, comme dans le cas de la
cystéine, a attacher la molécule a la surface dedaille de ZnS grace a un pont sulfure. La
chaine carbonée va créer une coquille parfaitemgirophobe a la surface des QDs et donc
les protéger de toute oxydation. Dans notre c#es,est composée de 11 atomes de carbone.
De plus, cela limite I'effet de I'eau sur les QDsgmu’elle réduit énormément la PL des QDs.
Enfin, la chaine polyéthyléne glycol aide a la bdité des QDs puisqu’elle est hydrophile.
Dans les PEGs utilisés, il y a 6 groupes éthyléypeny

n

/\ANO\A
HS' n NH.

2

Figure 26 : Polyéthylene glycols modifiés utiligggmur la solubilisation des QDs en milieu
aqueux. En haut PEG-COOH, au milieu PEG-OH et PBE&-8h bas.

Ces PEGs modifiés donnent des particules avec mmdmlement quantique (de 20 a
40%) mais aussi des particules assez larges (kgded nm environ). De plus, les particules
solubilisées de cette fagcon ont une bonne stalftiéequelques mois a une année dans le
meilleur des cas).

Tous les PEGs Uutilisés dans cette étude étantiguest en terme de longueur de
chaine PEG et de chaine carbonée, une nomenclaté® développée. Le groupe de
terminaison sert de nom au PEG utilisé. C'est-@-gire des QDs solubilisées avec un PEG
ayant un groupe Hydroxyle a I'extrémité, seront noées QDs PEG-OH.

La solubilisation de QDs de ce type est assez simg&ns un premier temps, il faut
solubiliser les QDs avec de la cystéine (voir paaplge précédent) et ajouter une solution de

PEG avec un rapport de 5 mg de PEG pour 2 mg de Q®poids des QDs est calculé en
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fonction de la concentration molaire des QDs dedetaille. On compte par exemple 60 kDa
par QD de CdSe/ZnS émettant a 570 nm. Une incubde®4 heures est nécessaire avant de
passer les QDs sur une colonne Sephadex G 25 ptiter rla cystéine et les PEGs non
attachés. Elles sont ensuite passées 3 fois darnsloes a exclusion de masse avec une masse
de coupure a 30 KDa.

Les QDs solubilisées avec du PEG-COOH sont stabj#s basique entre 7,5 et 10,
les PEG-OH entre 4 et 10 et les PEH-Néisont entre 4 et 6.

4. Solubilisation avec du 2-(diméthylamino)éthanethiol

La solubilisation a base de cystéamine étant teutm@me assez aléatoire et la
stabilité des QDs qui en ressortent étant assblefaine autre modification de surface a été
testée. Cette « amélioration » se base sur l@tetle cystéamine n’a en terminaison qu’un
groupe amine primaire (lié a un seul carbone) ajoies plus le nombre d’atomes de carbone
est grand plus la stabilité est importante. On acddilisé du 2-(diméthylamino)éthanethiol

car son amine est secondaire (lié¢ a 2 atomes teroay. (Voir Figure 27)
CHy

/
HSI \CH3

Figure 27 : 2-(diméthylamino)éthanethiol

Ce groupe amine secondaire donne une meilleurbitdunais réduit la charge des
QDs solubilisées par ce composé par rapport ascetubilisées avec du cystéamine. Par
contre, la modification de cette charge, gracejalit de thioglycérol, est toujours possible et
est méme souhaitée. Le protocole de solubilisa&gimuasiment identique a celui utilisé pour
la cystéine. Cependant, la solubilité de ce compgsséneilleure dans le toluéne que dans le
chloroforme ; le chloroforme est donc remplacé gartoluene. De méme, dans I'étape de
nettoyage, le méthanol est trop agressif pour Eticoles solubilisées avec ce composé ;
c’est pourquoi le propanol est utilisé pour le @wapreés I'échange des ligands, plutét que le
méthanol. Les QDs résultantes de cette solubibisatont également stables a des pH compris
entre 4 et 6. Les purifications sont identiqueglieale la cystéine, centrifugation normale et
avec des tubes a exclusion de masse.

Une fois les QDs solubilisées, une caractérisatampléte doit étre effectuée ; pour
cela plusieurs méthodes sont nécessaires et détadhns la partie suivante.
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[I.  Caractérisation optique

La caractérisation optique ne traite pas uniqguerdestQDs mais également de la
caractérisation des PMs qui sont aussi optiguemeaites. Dans cette partie nous étudierons
notamment comment mesurer les concentrations, éeslements quantiques et nous

vérifierons la monodispersité et la stabilité d&3s@ar difféerentes méthodes.

A. La spectrométrie d’absorption UV-visible

La spectrométrie UV-visible permet de remonter spectre d’absorption des
especes. Elle a été utilisée pour plusieurs raisBasir mesurer les concentrations des
echantillons de bR grace a la loi de Beer-Lamipeiy mesurer la taille des coeurs de QDs et
pour connaitre leur coefficient d’extinction mo&et donc leur concentration. Elle sert aussi
lors d’'une mesure de rendement quantique. Le gpeétre utilisé est un Jasco V-530, équipé
de deux lampes, une au tungsténe et une au demtdtipermet de mesurer des absorptions

entre 190 et 1100 nm avec une précision de 0,5 nm.

1. Principe de la spectrométrie UV-Visible et loi de Ber-
Lambert

Dans notre cas, I'échantillon est liquide mais dupait étre solide, cela ne

changerait rien. Le schéma simplifié d’'un spectrivenést présenté surfégure 28
Selon la loi de Beer-Lambert I'absorption de I'astillon est égale a :
Al) = €e(A) xcxl (Eq 14)

Avec A I'absorption de I'échantillon fonction de la loregu d’ondeg coefficient
d’extinction molairec la concentration de I'élément qui absorbé&lationgueur du chemin
optique a travers la solution.

Il est donc aisé, grace a cette formule, de caldaleoncentration en bR dans une
solution. Le coefficient d’absorption de la bR e 63000 Mcm™ & son maximum
d’absorption (568 nm) [146]. On peut donc calcu&erconcentration sans difficulté si on

connait la longueur du chemin optique et I'absorpti
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Figure 28 : Schéma simplifié d'un spectrophotométkévisible. Aprés passage dans un
monochromateur I'appareil enregistre en fonctionlaéongueur d’onde I'absorption de I'échantillon

par rapport a I'absorption de la référence (solvaetul).

Par exemple, pour un échantillon dont 'absorpgende 0,5 a 568 nm et la longueur
de la cuve de 1 cm, on obtient une concentration,@éx10° M. Il est également possible de
se servir de cette formule pour mesurer la conatotr en bR dans le cas des WMs, méme
s'il 'y a plus d’absorption a 568 nm. Il suffit po cela de mesurer I'absorption d’'une
solution de bR normale a 568 nm et a 280 nm (abisorpes protéines due a la tryptophane
et la tyrosine). Il est alors possible de calcldeconcentration grace a I'absorption a 568 nm
et d’en déduire le coefficient d’extinction molagerrespondant a I'absorption & 280 nm. Une
fois ce coefficient connu, il suffit d’appliquer lai de Beer-Lambert a la solution de WMs
grace a son absorption a 280 nm. C’est la méthadeagété utilisée pour mesurer la
concentration en bR dans des solutions de WMs t=cail.

Cette méthode de mesure de concentration de solatibaide de la loi de Beer-
Lambert est assez fiable et assez rapide. Ceperalenhe se préte pas aussi simplement a la
mesure de concentration des QDs, méme si elleifome parfaitement pour les protéines.

C’est ce que nous allons voir maintenant.

2. Mesure de la concentration en QDs

La loi de Beer-Lambert trouve ses limites dansae @es QDs. En effet, elle ne peut
pas étre utilisée sur des échantillons de cetig@aCeci est principalement di au fait que les
échantillons de QDs ne sont jamais parfaits. Eatetthaque QD a un diametre bien fixé,
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mais toutes les QDs d’un lot n’ont pas tout alainéme diametre. Méme si I'échantillon est
dit monodisperse (une seule longueur d’'onde d’éomsstroite), il y a de petites variations au
niveau des tailles des particules et de leur foiGes petites variations vont apporter leur lot
d’incertitude sur la concentration.

En effet, au début de cette thése, la concentragsrQDs était mesurée a partir de la
loi de B-L. Comme nous l'avons vu I'un des param&timportant de la loi de B-L est le
coefficient d’extinction molaire. Celui des QDs ,esbmme beaucoup de leurs propriétés,
dépendant de leur taille. En 2003, ¥ual. [147] ont montré qu’en fonction du premier pic
d’absorption excitonique, la mesure du diamétrecorur d’un nanocristal est possible. On
peut également en déduire son énergie de gap etaaificient d’extinction molaire a la
longueur d’'onde de ce méme pic excitonique. Il fdomc chercher la longueur d’'onde du
premier maximum d’absorption pour en déduire I'giede son gap et donc son coefficient
d’extinction molaire. Cependant, cette méthodetnpes parfaite, notamment pour les QDs
les plus gros (6 a 10 nm de diameétre) et donnevalesirs inexactes de ces coefficients. En
septembre 2009, un nouvel article est paru, montya@ pour les QDs, il faut tenir compte de
I'élargissement du premier pic excitonique [148heUamélioration du calcul du coefficient
d’extinction a été apportée. Dans cet article dgolations sont proposées. La premiére est
une méthode approchée utilisant la loi de B-L m@dasmnant de nouvelles valeurs des
coefficients d’extinction molaire en fonction duadiétre des QDs. La seconde est une
méthode fine donnant une nouvelle forme de la WIBIL, intégrant I'élargissement du
premier pic excitonique :

Abs % AEys hwum (eV)
I(cm) X e(M~tcm™D 0,06

ou c est la concentration en QDS§,la longueur de la cuves; le coefficient

c (M) = (Eq 15)

d’extinction molaire et4E la demi-largeur a mi-hauteur du pic excitonique @@Ds en
énergie. Il faut donc mesurer la longueur d’ondacuelle I'absorption est de 50% du pic
excitonique, puis la convertir en énergie grace @imule suivante :

hXc

- Eq 16
E 3 (Eq 16)

ou h est la constante de Planckodi célérité de la lumiére. On fait de méme pour

calculer I'énergie du pic excitonique et on sousteapremiere a la seconde. On trouve alors
le 4E de I'équation 3. Cette formule permet d’obtenir descentrations plus fiables et depuis

2009 toutes les concentrations en QDs mesuréescpdtavail I'ont été avec cette méthode.
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B. Le spectrofluoriméetre

Le spectrofluorimetre est un appareil simple, pétamé de mesurer la PL d’'une
espéce, dans notre cas en solution, mais égalesuedes substrats ou dans des puits. Il est
équipé d'une lampe d’excitation accordable en leoagud’onde et d'un systéme de fentes
permettant de limiter la quantité de lumiére amivaur I'échantillon ou celle qui en repart
(Figure 29. Ce systeme permet notamment de savoir si I'ddlen de QDs est bien
monodisperse grace a son spectre de PL. En dffatlasgeur a mi-hauteur est de plus de 30
nm c’est que I'échantillon n'est pas réellement odigperse. De plus cet appareil nous a
permis de faire des mesures de FRET en statique lestQDs et la bR. L'appareil utilisé est
un Varian Cary Eclipse. Il est équipé d'une lamfasH au xénon permettant de réduire
'exposition des échantillons aux rayonnements quiegle ne s’allume que pendant les

mesures. On peut mesurer la PL d’échantillons d@@enm et 1100 nm.

Monochromateur i .
Echantillon

I Fluorescent
Source | >

Diaphragmes [ ] [ ]

L — Monochromateur

Détecteur

Figure 29 : Schéma d'un spectrofluorimétre.

1. Principe d’'un spectrofluorimetre

Une lampe illumine I'échantillon a une longueur e fixée par I'utilisateur et la
PL de I'échantillon est collectée dans la directperpendiculaire au rayon incident. La
longueur d’onde d’excitation est fixée a l'aide mW’'monochromateur a I'entrée du systeme
permettant ainsi d’illuminer I'échantillon avec useule longueur d’onde. A la sortie du
systeme, un monochromateur permet de couvrir langaglemandée par I'utilisateur pour la
PL de I'échantillon, nanométre par nanometre. Dapldtagmes permettent a I'entrée et la
sortie de contréler la quantité de lumiere entraitsortante de I'échantillon pour avoir la

meilleure résolution possible et une quantité dwuidwe optimale sur le détecteur. Si ces
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diaphragmes sont trop ouverts, le détecteur peutesaet les pics de PL peuvent étre élargis.
A linverse, s'ils sont trop fermés, la quantité ldeniere est trop faible et le détecteur ne peut

enregistrer de spectre avec une bonne résoluéaapport signal-bruit étant trop petit.

2. Mesure de FRET en statique

Dans cette partie, nous avons tenté de mesurdRES Fentre QDs et bR. Pour cela,
des solutions uniquement a base de QDs sont pespatéprogressivement de la bR est
ajoutée. Lors de chaque ajout, un spectre de PlQi@Esest enregistré sans jamais modifier
les paramétres optiques lors d’'une série de mesurede méme échantillon. La seule
difficulté dans ce type de mesures vient du faill gaut corriger chaque courbe en fonction
de sa concentration. En effet, a chaque ajout delwRncentration de QDs chute puisque le
volume de la solution augmente. Ce phénomene jpertaussi a la baisse du signal de PL.
Pour corriger ce biais, il suffit de corriger ldewar de la PL en la multipliant par le facteur de
dilution qui est égal a :

volume total

coef ficient de dilution = (Eq 17)

volume de départ

Dans ce cas, la PL correspond exactement a la Rurgit eue une solution dont la
concentration serait égale a celle qu’avait la peeensolution.

Aprés chaque ajout, les solutions doivent étre nyglas énergiqguement pour les
homogénéiser, puis laissées au repos une minutegoeule systéeme se stabilise. Ensuite la
mesure est réalisée, puis un autre ajout de bRaigsttc.

Lors de ces mesures, la concentration en QDs e&xt@® M en QDs pour une
concentration de bR de 2x10/4. Le volume initial de solution est de 2 ml etvi@ume final
de bR ajouté est de 1 ml, pour arriver a un rapg® bR/QD.

3. Mesure de rendement quantigue

Le rendement quantique (QY) est défini comme lepoap entre le nombre de
photons absorbés par une espece et le nombre tmphiéémis par cette espéce. En effet, les
fluorophores absorbent de la lumiére, mais toute demiere n’est pas réémise. Dans le cas
des QDs, il y a des recombinaisons des paires@tetrtou qui se font de fagon non radiative
et donc une différence entre le nombre de photoms ét celui des photons initialement
absorbés. Pour mesurer cette différence et dorappert, la méthode de [149] a été utilisée.

Cette méthode consiste a comparer le rendementiquarde fluorescence d’une
espece pour laquelle il est connu a celui de I'ethan testé. Pour cela, il suffit de mesurer
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'absorption et la PL de plusieurs concentratioes deux échantillons, sans jamais changer
les réglages optiques du spectrofluorimétre ou mkctsophotométre. On peut ainsi tracer
deux droites ou la PL est fonction de I'absorptiGes deux droites doivent impérativement
passer par 0. On peut alors connaitre le QY grace a

2
Penteyg: Ntest
= — "% X Eqg 18
Qytest Penteref QYref ( q )

ou Pente.s; et Pente.s sont respectivement les pentes des droites de Rinetion de
'absorption pour I'échantillon a tester et la réigce, QYr le rendement quantique de la
référence ety €threr les indices des milieux dans lesquels ont étédaés mesures s'ils sont
différents pour les deux échantillons.

Ce genre de mesure est fiable a plus ou moins ® % Buivant la linéarité de la
droite obtenue. De plus, il faut utiliser des sols relativement diluées pour toutes les
mesures optiques car, pour éviter I'effet de filtiens la solution, I'absorption doit toujours

étre < 0,1 pour une cuve d’'un centimetre, < 0,2 pme cuve de deux centimeétres, etc.

C. Mesure par diffusion dynamigue de la lumiére (DLS)

Pour vérifier I'intégrité des solutions utiliséaas que les caractéristiques physiques
des QDs solubilisées, nous avons utilisé la DLSteCechnique utilise la diffusion d’'un
rayon laser par des nanoparticules en solution eem@ de mesurer leurs diameétres
hydrodynamiques a l'aide de leur mouvement browrfienr annexe 1). La mesure de la
taille des QDs par cette méthode est assez rapigerenet de savoir si les QDs sont
solubilisées sous forme unique ou si elles sorégggrs en par petits nombres. En appliquant
un champ électrique, on peut également remont&ua potentiel zéta. Ce potentiel rend
compte de la charge de surface des QDs. Cette engmrmet de mettre en avant les
propriétés différentes des QDs lorsque leurs ligatelsurface sont modifiés.

L'appareil utilisé durant cette thése est un Z8iaer Nano ZS de Malvern
Instruments (Angleterre).

D. Microscopie a temps de vie de Fluorescence (FLIM)

Le FLIM est un microscope permettant d’enregisties images dont le contraste est
donné par le temps de vie de fluorescence de Iiditlom. En effet, le temps de vie de
fluorescence est indépendant de la concentrationfllearophores, mais est fortement
dépendant de I'environnement proche de ce derimexginez un fluorophore dont le temps
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de vie dépende du pH de son environnement, deésepce de calcium ou de tout autre
élément & analyser. Il peut alors servir de sorule @ FLIM et les résultats obtenus seront
tous indépendants de la concentration de ce flinomgp C’est pourquoi c’est devenu, ces
dernieres années, un outil d'analyse privilégiébalogie. La possibilité de réaliser des
images indépendantes de la quantité locale de ofilnmre est réellement intéressante
puisqu’il est rare gu’ils se répartissent uniforneémna I'intérieur de I'échantillon. Cela évite

également les phénoménes de saturation lorsquefliesophores non liés et donc

inintéressants sont injectés en trop grand nombre.

Dans notre cas, le FLIM a été utilisé pour vériflanpact de la présence de bR sur
le temps de vie de la PL des QDs. L'appareil @ilist un systeme FLIM-TCSPC (Time
Correlated Single Photon Counting) multispectrad ¢anaux) de Becker & Hickl GmbH
(Berlin, Germany). Ceci signifie que le FLIM estupbé a un microscope confocal et que les
photons récupéré par le FLIM sont issus de I'ekoitadu laser du microscope. En effet, le
microscope confocal est un LSM (laser scanning asmwpe), c'est-a-dire que chaque pixel
est enregistré de facon séquentielle [150]. Cdaiéadisable en balayant I'échantillon avec le
laser et en mesurant en chaque point I'intensitéuidise souvent les microscopes confocaux
puisque cela permet de ne pas étre géné par legicence émise par d’autres points dans
I'échantillon. Dans un microscope confocal, sedeplan focal dans lequel on travail est
visualisable. Le laser utilisé ici est un laser @bkeon Ultra Il pulsé a 80 Mhz avec fenétre
de pulse a 140 fs. Il est accordable de 690 a H680

L’idée sur laquelle est basée ce microscope editauffit d’enregistrer les temps de
vie en méme temps que le microscope confocal etregson image. Pendant la mesure
d’intensité le systeme TCSPC enregistre les terepsalde fluorescence et I'appareil mesure
alors en chaque point une courbe de décroissanitecdescence. Ceci est possible grace a la
fréequence a laquelle fonctionne le laser du miapscconfocal. Dans notre cas le laser est
pulsé a 80 MHz ; si on passe 20 us par pixel oernvagistrer 1600 pulses de laser par pixel.
Ceci donne suffisamment de photons pour créer degbes de décroissance. Les données
sont ensuite stockées dans une matrice a 3 dinmengiox et y indiquent la position du pixel.
La troisieme dimension représente le moment d’é@rdes photons par rapport au pulses du
laser a la position donnée.

De plus notre systeme est multispectral, c'esteli’il peut enregistrer 16 canaux
différents en méme temps, en fonction des longudioade des photons captés par le
détecteur. Ceci permet de réduire le bruit surihesges, mais aussi d'utiliser plusieurs

fluorophores en méme temps et donc sur la mémeerdagester plusieurs parametres. On
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peut ainsi imaginer deux sondes avec deux longuktonsie d’émission différentes, testant le
pH local et la concentration en sodium par exeraptda méme image.

Le réglage des systemes FLIM par rapport au miommscconfocal est souvent
compliqué. Maintenant des systemes commerciaux @wggtui utilisé sont développés, ce
qui facilite grandement la tache. De plus, le ¢raiént des données est réalisé grace au
logiciel fournit par le fabriqguant. Ces logicielermettent notamment de modéliser les
courbes de décroissance de la fluorescence efpdésenter les images en temps de vie. De
plus, dans le cas de décroissances multi-expotientié est possible de regarder I'évolution
séparément sur les temps courts ou sur les temgs.I€ependant, notre systeme présente un
petit inconveénient pour la mesure de temps dewides QDs car le laser est pulsé a 80 MHz.
Cette pulsation correspond a une période de 12 Gungst environ le temps de vie moyen de
la PL des QDs. Il nous manque donc sur chaquersplectin de la décroissance de la PL des
QDs. Un enregistrement, pour étre complet, doitvdo@nviron 4 fois plus de temps que le
temps de vie attendu, ce qui nous impose une diiefgegistrement d’environ 50 ns. Or
notre laser envoie un pulse tous les 12,5 ns, éengqunous permet d’avoir que des

décroissances partielles.

E. Dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire (CD) est un appareil wéBsé en biologie pour connaitre
les structures secondaires des protéines et pearddautres applications (voir annexe 2). Il
nous a permis de mettre en évidence de facon ragiid@ble I'organisation des bRs a
lintérieur des PMs. En effet, le signal de CD deblR est completement différent si les
protéines sont sous forme trimérique ou monomerigoer notre équipe, c’était la premiere

fois qu’il était utilisé.

1. Spectre de la bR

Les protéines possedent un spectre de CD dans \esdU a leur structure
secondaire. C’est donc également le cas de la Re& composée d’hélices (72 — 82%), de
feuilletsp (2 — 11%) et de coud@s(11 — 17%) [151], déterminés par dichroisme caitalen
1987. Cependant, ce n’est pas la seule zone dgumslle elle présente un signal de CD.

En effet, la bR est une protéine a rétinal et alleorbe dans le visible a 570 nm.
Cette absorption est associée a un signal de CPbdéex spectres de la bR sont présentés sur

la Figure 3Q L’origine du spectre dans I'UV ne pose aucun fote, il est dd a la structure
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secondaire de la protéine, mais comment expliqu&ideal dans le visible ? Il est relié a
I'absorption du rétinal, mais pourquoi y a-t-il @D associé a cette absorption ?

D’abord il est bon de noter une différence d’anyolé entre les deux bandes du
spectre associé au signal du rétinal. Il existexdeglications de l'origine de ce signal et de
la non-symétrie de ces bandes [152]. La premiargtda superposition d’'une large bande
positive centrée sur la bande d’absorption, dueistéxactions entre le rétinal et la protéine et
une bande excitonique avec un lobe positif poumpletites longueurs d’onde et une bande
négative d’égale amplitude pour les grandes longueéionde, qui serait due aux interactions
rétinal a rétinal. La seconde solution serait g @eux bandes sont indépendantes et dues a
deux transitions différentes. Cependant, aucunavprele cette seconde hypothese n'a été

trouvée.
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Figure 30 : Spectre de CD de la bR dans I'UV (due secondaire) et dans le visible
(rétinal).

Par contre, la premiére hypothése a été largenmniirmée. En effet, Heyet al.
[152], ont montré que la superposition d’'une baideeraction avec la protéine et une bande
excitonique était bien la raison pour laguellespectre de CD du rétinal avait cette forme.
Effectivement, le changement de signe d'une bandgtomique apparait toujours a la
longueur d’onde d’absorption maximale (568 nm d@nsas de la bR) et les deux extrema
locaux sont forcément situés symétriquement de whagpté de ce point, avec la méme

amplitude et le méme écart en longueur d’onde. Dasss conditions, la superposition
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proposée dans le premier cas semble étre la bayureegpliquer 'asymétrie du signal et le
fait que le changement de signe n’apparaissentgjidenm, plutét qu'a 568 nm.

La présence de la bande excitonique est due aephssfacteurs. Dans un premier
temps, il faut un arrangement rigide des protélassunes par rapport aux autres. Ensuite il
faut que la distance rétinal a rétinal soit congastre 1A et 45A. Puisque le signal de CD
des bandes excitoniques est proportionnel au dar@efficient d’extinction molaire, le fort
coefficient de la bR & 568 nm (63000'dn™*) permet des interactions longues distances.

Pour mettre finalement en évidence cette dépendareceistance et a I'organisation
des protéines, il suffit de fluidifier la membraaed’aide d’'un détergent. L’insertion de ce
détergent dans la membrane va alors augmentestinde protéine—protéine, mais également
les désorganiser et donc le signal de CD ne sera plus d( qu’aux interactions rétinals a

protéines.
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Figure 31 : Spectre de CD de bR en présence der2¥leme de Triton X-100, en fonction
du temps et a 20°C. Plus le temps apres ajout dtorTrest long plus les amplitudes de CD

décroissent. Les spectres ont été enregistrédd, A0, 46, 60, 80, 125 et 200 minUtEs2)].

Apreés solubilisation par le Triton X-100, il ne sigie que la bande positive due a
I'interaction entre le rétinal et la protéine. fitelonc clair que le signal de CD du rétinal est
di a deux parties bien distinctes : les interastig#tinal-rétinal et les interactions rétinal—
protéine. Les interactions excitoniques sont dueBorganisation des protéines qui est

parfaitement fixe et a la faible distance qui légase.

68



2. Appareillage

L’'appareil utilisé était un Jasco J-815. Il estipqud’'une lampe au Xénon de 450
Watts et peut détecter des signaux de 163 a 1100 outes les expériences ont été menées a
5 °C pour éviter de vaporiser les échantillons @itide la grande quantité de lumiere qu’ils
peuvent absorber. La bR utilisée dans ces exp&seitait de la bR sauvage et les QDs
solubilisées a la cystéine émettaient a 570 nm.
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[ll.  Microscopie a force atomique

La Microscopie a Force Atomique (AFM) a été un desils principaux utilisés
pendant cette thése (voir annexe 3). Le développedes conditions d’imagerie pour la bR
seule et pour les complexes bR/QDs a demandé wailtiemportant, I'imagerie en milieu
fluide d’objets biologiques n'ayant jamais été is2 au LMEN avant le début de cette these.

L’AFM a démontré ces derniéeres années tout soengiet en biologie. En effet, ce
type de microscopie permet de travailler dans Ideminaturel des cellules ou autres
protéines. Il est possible de travailler en miligguide, de contrbler la température, la
pression, 'humidité, par exemple. C’est donc toaturellement que nous avons utilisé
'AFM pour imager la bR et le complexe qu’elle faenavec les QDs, en liquide comme a

I'air.

A. Microscope et pointes

Le microscope a force atomique utilisé durant cttése est un Nanoscope llla de
marque Bruker. Il est équipé de 2 scanners de @@l120 um x 120 um (scanner J) et de 10
pum x 10 um (scanner E). Le scanner E a majoritantrété utilisé durant cette these du fait
de sa meilleure précision.

Sur laFigure 32 on distingue les différentes parties de I'AFM ldibboratoire. Le
microscope est monté sur une table antivibrat@ag,les moindres vibrations mécaniques
entrainent des perturbations sur les images. D& pioe caméra avec un objectif x10 est
montée en série avec un moniteur pour que lI'exm@@riateur puisse positionner le
microscope sur la zone de I'échantillon qui I'igse. Une lampe est associée a cette caméra
permettant d’illuminer I'échantillon pour plus desibilité. Le microscope ainsi que le porte-
pointe sont prévus pour que rien n’obstrue la vaelad caméra et que I'’échantillon soit
parfaitement visible, méme en milieu liquide. Deg)lcette caméra permet de focaliser le
rayon laser sur la pointe et dans le cas d’échamtités lisse de régler la distance pointe-
échantillon, grace a la réflexion de la pointe. &fet, certains échantillons tels que les
échantillons a base de silicium sont tres réfl&enss. || est alors difficile pour
I'expérimentateur de visualiser a la caméra otitae fa surface. Dans ce cas, pour approcher
la pointe de la surface de I'échantillon, on wtlia pointe et son image dans I'échantillon.

Lorsque les deux sont tres proches ceci signifeelgyointe est tres proche de la surface.
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Figure 32 : AFM Nanoscope Il a du LMEN. 1) tabletigibratoire 2) téte AFM 3) camera
4) scanner 5) cellule pour I'imagerie en milieudide 6) systeme de vibration de la cellule fluije 7
pointe et attache 8) arrivée/sortie de fluide

Les pointes utilisées dépendaient du mode d’imagarvisagé. En contact a I'air, les
NP de marque Bruker ont été utilisées. En modeirigpg 'air, les pointes utilisées étaient
des TAP 525 (MPP 13120 maintenant) de chez Brikaur le contact comme le tapping en
milieu liquide deux types de pointes ont été d#is, mais leurs caractéristiques sont
sensiblement les mémes : les OTR-4 de Olympus &NP-TR de chez Nanoworld.

B. Imagerie de la bR

1. Choix du substrat

Plusieurs qualités dans le substrat doivent étpgrativement requises. La premiere
est plutdt simple a comprendre, il faut qu'’il quétrfaitement plan. Ceci signifie qu’il faut que
la rugosité de sa surface nue soit inférieure awomatre, pour pouvoir faire des images en
haute résolution. S’il n’est pas parfaitement plas,PMs relativement souples vont épouser
sa surface et donc ne pas étre planes. Ceci repeése trés gros probleme pour I'imagerie
AFM. Il doit également étre simple d’utilisation gtét des qu’on en a besoin. Enfin, s'il est
peu cher, c’est encore mieux.

Seuls quelques substrats présentent toutes caggublotre choix s’est porté sur le
mica. Régulierement utilisé en AFM, ce substratmerd’obtenir facilement des grandes
surfaces parfaitement planes. En effet, plusiewraites de microns peuvent étre couverts

sans irrégularité sur le mica. Le mica utilisé tadai type muscovite. Il est composé de silicate
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d’aluminium et de potassium. Il est bon de notal@&ment que le mica présente une charge
négative a sa surface [153].

2. A l'air

a) Préparation des échantillons

La préparation des échantillons pour 'AFM a l'ast assez simple. Il suffit de
déposer une goutte de PMs dispersées dans ded'esue concentration de 50 pg/ml et de la
laisser sécher. Il ne faut surtout pas utilisetatepon ou d’autre sels, car sinon de petits
cristaux se forment sur I'échantillon lors du sdéghaEnsuite I'échantillon est séché

rapidement dans un dessiccateur ou dans une étuve.

b) Imagerie

L'imagerie de la bR a l'air n'apporte pas d'infortiwa de haute résolution. Les PMs
sont bien lisses et déposées a plat sur le mids, lmeéseau de bR n’est pas visible quel que
soit le mode d’imagerie utilisé. Ceci est probaldatnd(d a la déshydratation de la bR.

L’imagerie a l'air n’est utile que pour contréler taille et la forme des PMs.

3. En liquide

a) Préparation des échantillons

Le protocole qui va suivre est partiellement tie¢[154]. Pour pouvoir imager les
PMs et donc la bR, certaines conditions sont reguisa méthode exposée ici est simple ; elle
consiste en une méthode de dépdt par sédimentdiilb®. comporte plusieurs étapes

présentées dans les paragraphes qui suivent.

(1) Méthode de dépbt des PMs
Le dépbt des PMs sur le mica se fait en 4 étapggprémiere consiste a cliver le

mica pour avoir une surface parfaitement lisserepyg comme nous venons de le voir. La
seconde est le « mouillage » du mica par une soludi base de Mggh 20 mM. Cette
solution contient également un tampon. Elle estsk pendant 5 minutes a la surface du
mica. Le Md" se dépose et confére au substrat une chargevpositi permet aux PMs de
mieux adhérer au mica par simple interaction é&statique puisque les PMs sont en
moyenne négativement chargées. Ensuite, la solgivon vient de déposer est retirée et

remplacée par la solution contenant les PMs. Larsgdation opére pendant 20 a 30 minutes
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puis I'échantillon est rincé avec une solution tilguee mais ne contenant pas les PMs. Enfin,
c’est dans cette méme solution que I'image AFNMobstnue.

Chaque solution est composée d’'un tampon qui dwet iélentique d’'une étape a
l'autre et différentes quantités de sels. Chaqumposant des solutions a un réle tres
spécifiqgue qui va étre détaillé maintenant. Nousnavdéja vu ce a quoi sert la solution

contenant le MgG| passons maintenant a I'étape de dép6t des PMs

(2)  Solution contenant les PMs

La solution contenant les PMs contient un tampamebu deux sels. Le tampon est
utilisé pour stabiliser le pH de la solution, ilt agilisé a une concentration de 10 mM
maximum et dépend du pH que l'on veut atteindrendDaotre étude, on distingue trois
gammes différentes de pH. La premiére se situee ehtet 5 et le tampon utilisé était de
I'acétate de sodium, la seconde entre 5 et 6 curdie MES et la troisieme entre 7,5 et 9 du
TRIS. Les tampons doivent étre les mémes du débuladpréparation de I'échantillon,
jusqu’a l'imagerie. Il N’y a pas d’intérét a change pH d’'une étape de préparation a l'autre.
De plus, ceci représenterait un risque d’agrégatiode repliement des PMs.

La solution contenant les PMs contient du tampoaisnégalement du KCIl a 150
mM. Ce chlorure de potassium est utilisé pour déples PMs bien a plat sur le substrat. Si
on n'utilise pas de KCI, les PMs se replient suessmémes et ne forment pas de beaux
patchs sur lesquels I'imagerie de la bR est pasgfigure 38). Le KCI en solution, permet de
modifier la sphere d’hydratation des membranesdes rendre lisses. En effet, en modifiant
leur hydratation, leur état d’énergie minimale pagdsine membrane repliée a une membrane
dépliée. Une fois gu’elles sont sous cette fornles ese déposent telles des feuilles mortes a
la surface du mica. Leur surface est quasimeng ledsleur hauteur est environ de 5 nm,
montrant bien qu’elles ne sont pas repliées. A @B® de KCI, les membranes sont bien
déposées et sont stables plusieurs heures vos&pia jours dans I'AFM si I'échantillon ne

seche pas.
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Figure 33 : Images topographiqgues AFM montrant oraa de PMs repliées et agrégées due
a une qualité de tampon incertaine (a gauche) et Ebs parfaitement déposées (a droite). Les

échelles verticales sont en nm.

La concentration en bR dans la solution de dépadee$0 pg/ml. Elle est suffisante
pour avoir plusieurs patchs sur une image de 1@@amdté. Si on 'augmente, le nombre de
patchs va quelque peu s’accroitre pour arriver amaximum. Cependant, le taux de
recouvrement du substrat par cette méthode eshemditrés faible et une augmentation trop
importante de la concentration entraine une agmrgdes membranes. Il en est de méme si
on augmente le temps de dép6t. Trente minutesesanffamplement pour avoir un échantillon

bien recouvert.

(3) Ringage et imagerie

Une fois les 20 a 30 minutes passées, I'échant#lsinrincé soigneusement pour
retirer les membranes non adsorbées avec unecsoligi tampon identique a la solution de
dépdt, mais ne contenant pas les PMs. Ce rincadeaitsa l'aide de deux pipettes I'une
servant a déposer le tampon et I'autre a le retiteviron 500 pl de tampon sont déposés a la
surface de I'échantillon et les deux tiers sonitést L'opération est recommencée plusieurs
fois. Lorsque le ringage est terminé, I'échantillest placé dans le microscope, toujours
recouvert de cette solution.

b) Imagerie
(1) A grande échelle

L'imagerie a grande échelle est I'imagerie dontalile d'image est comprise entre
un et dix microns environ. Nous considérerons dearameétres principaux : la qualité des

images et la vitesse d’enregistrement. Les deuxesiddmagerie utilisés, contact et tapping,
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permettent de faire des images a cette échelles iisadonnent des résultats sensiblement
différents.

Le mode contact peut étre trés rapide, mais @adbis au détriment de la qualité
des images. Faire des images rapidement est atdgue la qualité de I'image n’est pas
primordiale. Des images de trente microns peuvens &tre enregistrées en quelques minutes
avec une résolution correcte. La méme image enrtgurait pris plus d’'une heure.

En revanche, le mode tapping, peut donner des Bndgegrande qualité a ces
échelles. Il est trés lent, la fréquence de balyé@@gnt de 0,25 Hz a 0,5 Hz, le temps
d’acquisition d'une image est de quinze a quarairnt@-minutes. La résolution est meilleure
et les petits détails sont visibles, alors qu’'gsl@ sont pas en mode contact. En effet, en mode
contact, la pointe déplace les petits fragmentsnuenbranes qui sont par conséquent
invisibles sur les images réalisées avec ce mddes gu'ils le sont parfaitement sur les
images réalisées en tapping.

Figure 34 : Images AFM a grande échelle. Les imaaest b) sont des images en mode
contact, les images c) et d) en tapping. Imagetisées a I'aide de pointe OTR-4 de 0,08 N/m. Les

échelles verticales sont en nm.
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La Figure 34met bien en avant toutes les différences entrddag modes sur ce type
d'image. Les images a) et b) sont des images estrégs en mode contact alors que c) et d)
sont des images en tapping. L'image a) est uneangggtrente microns qui aurait pris en
tapping plus d’'une heure, alors qu’elle n'a prisuge dizaine de minutes en contact.
Cependant, des défauts sont visibles et la quaditimage n’est pas irréprochable quand la
rugosité est élevée. L'avantage du mode contact@st de pouvoir scanner de grandes
surfaces rapidement pour rechercher les zonedusdntéressantes a étudier. L'image b) est
une image de dix microns, sur laguelle de nombr&lds sont visibles. La résolution est
correcte, mais une mauvaise régulation de l'intevaca détruit une partie des PMs de
I'échantillon. En effet, des PMs sont déforméesilieu de I'image, ceci est di au passage
de la pointe sur I'échantillon avec une trop grafatee d’interaction. En outre, la fréquence
de balayage étant importante, I'échantillon estnagur plusieurs lignes. Le mode contact est
rapide mais il demande une précision importantdesaontrole de I'interaction dans le cadre
de l'imagerie d’échantillons mous.

Il N’y a pas que ce défaut de contréle de I'intdoarc qui peut poser probleme au
mode contact sur ce type d’échantillon. Pour cetaiffit de comparer a) et b) avec c). En
effet, sur I'image c) on apercoit un grand nombeepdtits fragments de PMs. Ces fragments
sont invisibles sur les images en contact. La s#ede balayage élevée et les fortes
interactions les déplacent ou les décollent du midge partie de l'information est donc
perdue dans ce cas précis. Le mode tapping donne glinformations et évite
'endommagement de I'échantillon, mais son réglesfebeaucoup plus difficile et sa vitesse
de travail beaucoup plus faible. C’est le princigéfaut du mode tapping. Cependant, une
fois que I'équilibre thermique est atteint, ce maskt tres stable et le microscope peut

fonctionner sans surveillance.

(2) A petite échelle
Les images a petite échelle sont des images ayentaille inférieure au micron,
souvent moins de cing cents nanometres. La résnléti le temps d’acquisition vont rester
les criteres les plus importants a prendre en cemp@ur ce type d'images.
Sur des échelles de cette taille, le mode contaahentrer tout son potentiel pour
imager la bR. En effet, la résolution peut étre fevée et avec une vitesse d’enregistrement
importante. Si I'expérimentateur contréle bien IMFil n’y a que trés peu de risque de

détérioration de I'échantillon. A l'inverse, le nodapping fluide montre toutes ces limites
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avec cette taille d'image. Il est lent et sa résotusemble plus limitée qu’en mode contact.

Des images enregistrées avec les deux modes sseinpées sur la figure suivante.
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Figure 35 : Images topographiques AFM de PMs laissapparaitre le réseau de bR. Les
images a) et b) sont des images enregistrées ee gmttact, alors que c) et d) sont des images en
mode tapping. La différence de résolution entredimsx modes est flagrante. Images réalisées adl’aid
de pointe OTR-4 de 0,08 N/m. Les échelles vericaat en nm.

La Figure 35met en évidence la possibilité de faire apparaétn&seau de bR quel
gue soit le mode d'imagerie. Cependant, les résolsitdes deux modes sont différentes.
Dans le mode tapping, la résolution est assezdarét les images du réseau ne sont pas de
tres grande qualité. Elles semblent étirées etraies alors qu’en mode contact les triméres
sont parfaitement visibles et chaque bR individuelt identifiable. Le mode contact est donc
plus approprié a l'imagerie de la bR seule, mais paiqguement pour des raisons de
résolution.

En effet, en plus des limitations de la résolutiermode tapping sur ce type d'image
souffre du méme probleme que pour les images algréchelle, c’est la vitesse de balayage.
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Il faut une fréquence de balayage comprise en&g®el® Hz pour arriver a ce type d’'image en
contact alors qu’elle n’est pas de plus de 2 Hadyrmaximum en mode tapping.

L’'un des autres parametres de I'imagerie du réskeabR est le rayon de courbure
des pointes. Au début de nos expériences, desegastandards (NP, Bruker) ont été utilisées,
sans résultat. Le rayon de courbure de ces padstafenviron 30 nm d’aprés le constructeur,
mais n'a pas été précisément mesuré lors de nosgrierpes. Ce dernier influence
grandement la résolution latérale de I'image etcdom permet pas de visualiser le réseau de
bR (voirFigure 36a).
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Figure 36 : Images AFM de la surface d'une PM adeax pointes différentes réalisées en
mode contact. L'image de gauche est enregistrégdie Id'une pointe NP de rayon de courbure de 30
nm environ, alors que celle de droite est enre§estmvec une pointe OTR-4 de rayon de courbure de

15 nm. Les échelles verticales sont en nm.

Nous n'avons réussi a visualiser le réseau de bBnqutilisant des pointes de
meilleure qualité. Elles sont affinées sur plasrioytle et présentent un rayon de courbure
annoncé par le constructeur a 15 iwigyre 36b).

C. Protocole d'imagerie du complexe bR/OD

1. Préparation des échantillons

Les conditions d’'imagerie de la bR seule ont pletieent été trouvées dans la
bibliographie, mais ont demandées tout de mémegkrés adaptations. Dans le paragraphe
qui suit, le protocole de fabrication des échamt#l hybrides pour I'imagerie est décrit. Il est
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partiellement tiré de celui de préparation des éilans de PMs mais a demandé une
adaptation due a la nature des échantillons a pépaes échantillons étant a base de deux
types de matériels bien distincts, il nous a fatlapter le protocole de fabrication de ces
échantillons respectant leurs propriétés de sadalibn et de dép6t différentes.

a) Echantillon bR/QD pour 'AFM a I'air

Les échantillons de complexe bR/QD imagés a l'ait été réalisés par simple
séchage d’'une solution contenant des PMs et dessQDsne feuille de mica. Les images
obtenues montrent des agrégats de QDs a la sutéscPMs, comme présenté suFigure
37. LAFM a I'air a été réalisé en mode contact eneode tapping. Les meilleures images ont

été obtenues en mode tapping ; seules ces dersmreprésentées ici.

*
v,

-
-

L

Figure 37 : Images topographiques réalisées a I'A&Nair en mode tapping. L'image de
gauche montre un grand nombre de membranes dépleséeses sur les autres et des amas de QDs.
L'image de droite est un zoom de l'image de ganubmtrant trés clairement que les QDs ne sont pas

déposées sur les membranes et qu’elles sont agrégés les interstices entre les membranes.

La Figure 37 nous présente des images AFM représentatives dmirface des
échantillons imagés a lair. Les QDs sont agrégaeta surface des membranes et
principalement présentes dans les interstices @d#e les membranes. L'image de gauche
montre un fort recouvrement de la surface de I'étihan par des membranes et il semblerait
gue plusieurs monocouches se soient entasséesnileuses membranes sont visibles et a
leur surface de gros agrégats de QDs le sont égaterGes images ne permettant pas de
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savoir si les QDs s’épitaxient sur la surface dds,A"/AFM a l'air a été abandonné au profit
de I'imagerie en milieu liquide.

b) Echantillon bR/QD pour 'AFM en liquide

Dans le cas des échantillons secs, bon nombre aldepres sont évités grace au
séchage. Le principal probléme évité est la satéhiles deux composants et I'utilisation des
solutions nécessaires a leur dépbét. Comme nousn&vu, les PMs ont besoin de KCI et de
MgCl, pour se déposer correctement sur le mica. Or 2 182 sont pas stables en présence
de grande quantité d’ions et principalement d’idivalents (voirFigure 39. Le magnésium a
donc été enlevé des solutions utilisées aprés pdtddes PMs. Les échantillons étaient
réalisés de la fagon suivante : les PMs étaienbsigs, mais rincées dans une solution ne
contenant que du tampon (10 mM) et du KCI (150 mEhsuite, les QDs étaient ajoutées

pour quelques minutes et le tout rincé avec ungtisal identique a la précédente.

. Tampon avec
—~— MgCl,

Solution Stock

Tampon sans
MgCl,

Figure 38 : QDs solubilisées a la cystéine en pnésede deux solutions tampons différentes,

I'une contenant du Mggekt l'autre non. Le tube de gauche étant la sofusitock, dans de I'eau.

Plus précisément, le pH des solutions utiliséesdéfhi par la nature des QDs a
déposer. Dans le cas des QDs cystéinées ou PEG-QIAIRIS a un pH compris entre 7,5
et 9 est utilisé, alors qu'a l'inverse avec les Q&@minées (cystéamine, PEG-HH2-
(diméthylamino)éthanethiol) le pH est acide. Il esinpris entre 4 et 6, soit avec de 'acétate
de sodium soit avec du MES. Enfin les QDs PEG-Omt solubles a tout type de pH entre 4
et 10.

Les PMs sont déposées normalement sur du micaéraient clivé et mouillé avec
une solution de MgGl L'échantillon est rincé et les QDs sont ajoutéeta surface de
I'échantillon. La concentration en QDs est de lrerde quelques dizaines de uM (entre 10 et
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50 uM environ). Finalement, la solution de QDsrastée abondamment avec une solution a
base de tampon et de KCI. Une fois I'échantilleenkiincé I'imagerie est possible.

Le temps du dép6t des QDs sur ces échantillone earfonction de la concentration
de la solution de QDs et du type de QDs. Pour orte toncentration de QDs, 30 secondes
peuvent étre suffisantes pour avoir un échantil@nfaitement recouvert de QDs alors
gu'avec une solution plus diluée, 5 minutes peuétrd nécessaires. D’'une fagcon générale,
mieux vaut une solution fortement concentrée pendantemps tres court plutét qu’'une
solution diluée pendant un temps long, car le esdjagrégation est beaucoup plus important.

Le rincage de I'échantillon est aussi un paramgé® important. S’il n’est pas bien
rincé, des QDs risquent de se désorber de I'édlmmtpendant I'imagerie, perturbant
enormément la mesure. Il arrive régulierement d@ideessortir I'échantillon du microscope
pour le rincer de nouveau plusieurs fois avant devpir faire des images correctes en

présence de QDs.

2. Choix des conditions d’'imagerie

Comme nous l'avons vu, I'imagerie a l'air ne perrmpas d’'imager nos échantillons
de complexe bR/QD. Ils ont donc quasiment tousnéagés en milieu liquide. Nous avons vu
avec la bR seule que le mode contact donne undenreilqualité d'image, mais certains
petits fragments de membranes déplacés par laeploirg du balayage n’étaient pas visibles
dans ce mode. S'il est capable de déplacer des petgments de membrane, il est également
capable de déplacer des QDs a la surface de I'eéthianprendant ainsi impossible I'imagerie
de QDs liées électrostatiquement a la bR. Le maplging a donc été préféré malgré sa moins
bonne résolution et sa moins grande rapidité pliisgi le seul permettant I'imagerie de tels
échantillons. Grace a ce mode d’imagerie les risgigedéplacement de QDs a la surface des
PMs sont limités rendant I'imagerie du complexe@®B/possible.

Les images du complexe étant dépendantes du tygeDdeutilisées, seules deux
images montrant des QDs épitaxiées a la surfaced®M sont présentées aFlgure 39 Les

autres images seront présentées dans la partenseliv
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Figure 39 : Images AFM réalisées en mode tapping @chantillon de bR/QD. Elles ont été

réalisées avec des pointes OTR-4 de constantedieurade 0,08 N/m.
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Troisieme partie :
Mise en évidence et optimisation du
transfert d’énergie par effet FRET entre
QDs et bR
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|.  Mise en évidence du transfert d’énergie entre QDs et bR
—effet FRET

Comme expliqué dans lintroduction, le but de eail est d’essayer de coupler les
propriétés d’émission de quantum dots de CdSe/Znf%ksorption de la bactériorhodopsine
afin d’aller vers le développement d’'un commutaiaptique hybride. Le couplage entre QDs
et bR devrait se faire par transfert d’énergie mésb (effet FRET) et provoquer dans les
conditions adéquates une extinction de I'émissies QDs. La premiére partie de I'étude a
donc consisté a essayer d’obtenir cette extincebnune fois obtenue, d’essayer de

comprendre comment s’effectuait le transfert d’greeentre QDs et bR.

A. Transfert d’énergie entre bR et QD

L’expérience la plus simple a effectuer pour auie indication d’une extinction de
I'émission de QDs est de mettre en présence etigoldes QDs CdSe/ZnS émettant a 570
nm avec de la bR. Cette longueur d’'onde d’émisdeB1QDs a été choisie car elle correspond
au maximum de la bande d’absorption de la bR. LBs Qtilisées dans cette premiére
expérience sont des QDs cystéinées relativemenplesma préparer, de diamétre
hydrodynamique de 7 £ 1 nm et de potentiel zéta3e+ 5mV. Leur QY est assez faible, il
est de l'ordre de 10% et leur FWHM est de 31 nrdjguant un échantillon parfaitement
monodisperse. Sur la Figure 45 a), on peut voir lguspectre d’émission des QDs est
entierement « contenu » dans le spectre d’absorpl®la bR ce qui devrait permettre s'l
existe de mettre en évidence un effet de trandféntergie entre les QDs (les donneurs) et la
bR (I'accepteur).

Pour visualiser une éventuelle extinction des Qmm®js avons donc préparé une
solution de QDs seules et mesuré sa PL. Nous ajon& ensuite des petites quantités de bR
jusqu’a atteindre un rapport molaire de 4 bR/QDré&pchaque ajout de PMs, nous avons
mesuré la PL de I'’échantillon. Sur la Figure 45dgurbe verte), nous pouvons clairement
visualiser une baisse de l'intensité d’émission @&s lors de I'ajout progressif de la bR. Le
biais de concentration est systématiqguement cocagéme indiqué dans la seconde partie de
ce travail. La décroissance de PL des QDs en présmPMs est assez importante de I'ordre

de 61 %, a priori indicatif d’un transfert d’énezgntre bR et QD.
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Figure 40 : A gauche : spectres d’absorption dbRadans les PMs (violet) et dans les WMs
(orange) ainsi que le spectre de PL des QDs uéiiséA droite : courbe représentant I'intensitéRle

des QDs en fonction du rapport molaire bR/QD.

Toutefois, cette expérience étant menée pour gér#fi un transfert d’énergie se
produit entre bR et QDs, il nous faut écarter telgs possibilités de diminution de la PL des
QDs qui ne seraient pas dues a un transfert. Darsit; la méme expérience a été menée
avec des membranes « blanches » (WMs). Ces WMsdesnPMs dans lesquelles tous les
rétinals ont été extraits des bRs, le rétinal dt@ldment responsable de la bande d’absorption
de la bR a 570 nm. Sans son rétinal la protéinbsoide plus la lumiére dans le visible,
comme le montre la Figure 40 a) (courbe orangd)gkefaible signal observé dans le visible
pouvant étre attribué a la diffusion de la lumi@rs de la mesure d’absorption. En interaction
avec les WMs, les QDs ne montrent qu’une décrocesde PL trés faible de I'ordre de 8 %
en présence de WMs en comparaison avec les 61%uopbair les PMs (Figure 40 b) (courbe
bleue). Cette expérience de contrble semble doés toncluante pour montrer que
I'extinction de I'émission des QDs est bien liekabsorption du rétinal des PMs.

Nous avons néanmoins voulu écarter les autressefiatres que du transfert
énergétique qui pourraient étre a I'origine detiieation des QDs.

= Premierement, il peut y avoir agrégation des QDa surface des membranes. En
effet, il a déja été observé que l'agrégation d€¥s @roduit une diminution de
'intensité de PL [155,156]. Cette diminution s’'aogpagne néanmoins
systématiquement d’'un décalage du spectre d’émisdas QDs vers les hautes
longueurs d’onde. Ce décalage s’explique par umsnbon confinement quantique.
Puisque les QDs s’agregent, les excitons ne sast nélellement confinés dans une
seule particule mais dans plusieurs ce qui dimlausonfinement quantique et donc

la largeur de la bande interdite. La PL des QDslé&glace alors vers les grandes
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longueurs d’'onde. Lors des mesures de PL des QDgrésence de PMs aucun
décalage vers le rouge n'a été observé ce quidedzhrter une possible agrégation.
Une telle agrégation pourrait expliquer la faibkirction des QDs observée avec les
WNMs (8%) — on y observe d’ailleurs un léger décaldg I'émission vers le rouge —

mais en aucun cas expliquer la décroissance dedsité de PL importante des QDs
en présence de PMs (61 %) (Figure 40 b).

= Cette diminution de PL peut également étre dueux @dfets non voulus que sont

I'effet de filtre interne de I'échantillon et laaBsorption de la PL du donneur par
'accepteur. L'effet de filtre interne provient dlabsorption de la lumiere incidente

d’excitation par I'accepteur. Dans notre cas, lgwétillons sont excités a 400 nm et
I'absorption de la bR dans ce domaine est tresefai qui rend négligeable cet effet
de filtre interne. La réabsorption est, elle, duéahsorption par I'accepteur des

photons créés par le donneur, simplement par afisorgirecte. Pour ne pas tenir
compte de ces effets dans nos mesures d’efficiamtefacteur de correction est

associé a la PL des QDs pour chaque point [157]:

PLQD+bR
PLcorrigée,normalisée = T (Eq 19)
QD
dans laquelld est définit par :
| (1-107485)(1 — 107485 S b AGD SR (4 20)
Agp - Agp™ (1 — 10455, pr) (1 — 1074G5%5r)

ou les absorbances des composés aux longueursedtexicitation/émission sont

définies par :
fﬁ)c = &op (Aexcitation)- Cop- L ;Agrgiss = &op (Aemiss)- Cobp- [ (Eq 21)
ngC+bR = [EQD (Aexcitation)- CQD + €bR (Aexcitation)- CbR]- L (Eq 22)

emiss

QD+bR = [SQD (Aemiss)- €op + €pr (Aemiss)- CbR]-l (Eq 23)
L et| sont les dimensions des cuves de mesure. Dane oa#; les cuves sont
carrées].= 1 = 1 cm. Avec des QDs émettant a 570 nm et la coratént en bR a
10®%M, le calcul de ce facteur donne une valdar1,0001. Dans toutes nos
expériences, ce factelrest toujours trés proche de l'unité et donc chdtafe peut

expliquer la diminution de la PL observée.

Ces résultats semble donc confirmer qu’il y a liansfert d’énergie entre QD et bR

et que ce transfert nécessite I'absorption de lapuiisqu’il est quasiment nul quand les bR
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n'ont plus de rétinal. Les résultats présentés lauFigure 40 semblent cohérents avec
plusieurs études réalisées sur un systeme simi&aireffet, un transfert d’énergie entre bR et
QDs a déja été montré par plusieurs études utiliesnpropriétés électriques du complexe
[158,159]. En effet, ces études montrent qu’il pssible de créer un photo-courant

stationnaire avec le complexe bR/QD alors que ciegiossible avec de la bR seule.

Effectivement, un photo-courant de transition apfiaavec la bR seule mais jamais un photo-
courant stationnaire n’avait été mesuré dans utesysutilisant la bR. C’est donc bien qu’un

transfert d’énergie est possible entre bR et QDplIDs, ces études font clairement apparaitre
gue l'intensité du courant observé est dépendamia distance bR/QD puisque les meilleurs
résultats sont apparus lorsque la distance bR/QiDd& moins de dix nanometres [159,158].
Pourtant, aucune de ces études n’identifie clairtrtes mécanismes de transfert d’énergie

entre les deux composés.

Dans notre cas, la présence conjointe des QDs ket ble étant indispensable pour
expliquer les effets observés, nous avons ensoécké a mettre en évidence les mécanismes
impliqués dans ce transfert d’énergie pour étregs@rcette perte d’énergie n’est pas due a un
transfert non maitrisé, QD a QD ou QD a bR mais enécanisme de type FRET. La mise en
évidence du FRET passe souvent par la mesure & lde I'accepteur en présence du
donneur [160,161]. Cette méthodologie d’expérieast une méthode directe de mise en
evidence du FRET entre deux objets luminescentss Da type de mesure il est nécessaire de
montrer que la PL de I'accepteur augmente en pcésén donneur, alors que notre cas nous
avons suivi la PL du donneur (QD) qui décroit eadspnce de I'accepteur (bR). Dans ces
articles, les QDs sont utilisées comme donneurs gdes fluorophores organiques qui sont
greffés a leur surface. Les fluorophores n'ayard gabsorption a la longueur d’onde a
laquelle les QDs sont excitées, leur augmentat®fld peut mettre en évidence un FRET.
Cette augmentation de PL des fluorophores est éeuplune baisse de PL des QDs et a une
diminution du temps de vie de PL des QDs qui cboant également a démontrer le FRET.

L'efficience du FRET peut étre facilement calcugg@ce a I'augmentation de la PL
de l'accepteur [137] :

_ €a(Aex)Fa-p
)] (Aex)FA
oU ¢a etep sont respectivement les coefficients d’extinctinolaire de I'accepteur et

(Eq 24)

du donneur a la longueur d’onde d’excitatioR Fa.p et Fa représentent la fluorescence du

donneur en présence et en lI'absence de I'accepfstre méthode est la plus rapide pour
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mettre en avant le FRET entre deux éléments flgerds. Puisque la bR présente un pic de
fluorescence vers 720 nm, dépendant du pH et admeur d’onde d’excitation [162], nous
avons essaye de mettre en évidence le FRET pa metthode. Cependant, le rendement
quantique de la PL de la bR est tres faible (emvr@ % [162]) et la détection de cette PL n’a
pas été possible avec notre matériel pour desnmisie sensibilité ce qui fait que les
incertitudes de mesure sont du méme ordre de guagge les valeurs mesurées. La mesure
de la PL de la bR pour mettre en évidence le FREF awvere donc pas pertinente dans le cas
de notre systeme.

Heureusement, d’autres méthodes indirectes pemetiee mettre en évidence le
FRET. Dans notre cas, nous avons montré gu’unfedrdénergie semblait se produire entre
bR et QDs. Ce transfert dépend bien de la prés#ooe bande d’absorption de la bR dans la
bande de PL des QDs. Pour tenter de vérifier qus sommes bien en présence de FRET, il
faut retourner a la théorie expliguant ce mécanigprtemiéere partie). Il existe plusieurs
possibilités pour mettre en évidence ce transfert.

Tout d’abord, son efficience est reliée a plusiquasametres que sont le rayon de
Forster, la distance donneur-accepteur ou le tetapse de PL du donneur comme le montre

I’équation 13 (voir premiére partie de ce document)

E =

=]l-—=1-— Eq 13
Rg+r6 FD Tp (q )

Il est donc possible de mettre en évidence le FRate a la perte de PL du donneur
en présence d’accepteur ou grace a un changemeidtdece bR/QD ou grace a la variation
du temps de vie de PL du donneur en présence (bistos.

D’autre part, le rayon de Forster est égalementposé de plusieurs parametres sur
lesquels on peut influer :

6 _ 9000(In 10)Qpx?
0 128m5Nn*
ou x2 est le terme représentant I'orientation des dipdtes difficile a faire varier.

J(A) (Eq 10)

On peut modifier Qp le rendement quantique du donneur par changementlade
fonctionnalisation de surface des QDs mais finalgie terme le plus simple a faire varier
estJ(1), puisqu’il représente l'intégrale de recouvremertreste spectre d’absorption de la

bR (accepteur) et celui de PL des QDs (donneur).e2pression est :

_ (" Iy Fo(ea D2*dA
J) = fo Fo(Ney MA*dA = O

(Eq9)
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Dans un premier temps, nous avons cherché a regeedgu’il se passait pour le

temps de vie de PL des QDs en présence et eniiedsie bR.

B. Influence des PMs sur le temps de vie de PL des QDs

Grace a I'équation 13, il est possible de mettreédedence le FRET a l'aide de la
mesure de temps de vie du donneur en présencel@beance de I'accepteur. En effet, le
FRET ajoute une nouvelle possibilité pour dissifexcitation des QDs, ce qui se traduit par
I'addition d’une nouvelle constante de temps danddcroissance de leur PL. Cette nouvelle
constante de temps induit alors un temps de vig @burt pour les QDs [163]. Dans ce but,
nous avons préparé des échantillons pour les imagkaide d'un FLIM. Ce type de
microscope enregistre des images en PL et, a l@ige algorithme classique de mesure de
temps de vie, calcule en chaque point le tempsi@leles la PL de I'échantillon. Il est donc
possible d’avoir des images d'intensité de PL céepla des données de temps de vie de PL.
Ces images sont présentées pour nos échantillote Bigure 41.

Les échantillons pour ces expériences sont les QBtéinées deja utilisées
précédemment, seules ou en présence de PMs, I@dsiiiobnné entre lame et lamelles de
microscopie. La Figure 41 montre deux images FLIMnage de gauche correspondant aux
QDs seules est quasi-monochromatique alors que dell droite correspondant aux QDs
« associéees » au PMs présente deux couleurs tiestinces couleurs de ces images étant
associées aux temps de vie de PL de chaque plibesl,neontrent bien une différence lorsque
les QDs sont seules ou en présence de PMs. De niésnbjstogrammes associés a ces
images montrent bien que dans le cas des QDs saunlssul temps de vie de I'ordre de 10 ns
se distingue alors que dans le cas des QDs aveeMssleux populations de temps de vie
(autour de 5 et 9 ns) sont observées. Les tempede QDs CdSe/ZnS dépendent fortement
du milieu dans lequel ils sont mesurés [16wis I'ordre de grandeur autour de 10 ns semble
cohérent. Sur I'image de droite, les zones vertegedt correspondre aux QDs en contact
avec le substrat (temps de vie de I'ordre de gnandes QDs seules) et les zones rouges aux
QDs en contact avec les PMs (temps de vie plugeapiCeci est également cohérent avec ce
qui a été observé pour d'autres systemes ou lestatepvie du donneur est diminué en

présence de l'accepteur [165].
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Figure 41 : Images FLIM de QDs en présence de PMkcite et seules & gauche. Sur
I'image de gauche, on ne distingue qu’une seuleuladipon de QDs alors que deux populations
apparaissent distinctement sur I'image de droila population en contact avec les PMs (rouge) et la
population en contact avec le substrat (vert). [#3s attachées aux PMs ont un temps de vie plus
court que celles déposées sur le substrat. On @lews repérer les PMs grace au temps de vie des
QDs. Les histogrammes représentent le nombre d# eix fonction du temps de vie moyen de leur
PL.

Si ces mesures semblent qualitativement aller tarsens du FRET, elles restent
cependant sujettes a caution pour plusieurs raisons

= Le matériel utilisé pour la mesure n'est pas adaptétre systeme hybride. Sur ces

images, la taille de pixel est de 87 nm ce quiespond a de nombreux trimeres de

bR et également a un grand nombre de QDs (qui péeweoutre étre agrégées) alors

il est possible que nous observions la moyennelageprs temps de vie différents

sur le méme pixel, a cause de configurations difftas pour I'organisation bR/QDs.
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Par exemple, si les distances entre donneurs epi@os sont différentes « dans » un
méme pixel, nous obtiendrons plusieurs temps dejuwieseront moyennés. D’autre

part, notre systéme ne permet pas d’avoir une tsemoce compléte de la PL des
QDs, car le laser est pulsé a 80 MHz, ce qui dameepériode temporelle de 12,5 ns
entre chaque pulse. Le temps de vie moyen de déarwe des QDs de CdSe/ZnS
étant du méme ordre de grandeur, la fin de la d&sance ne peut donc étre
enregistrée. Dans notre cas, le FLIM sera alorsionple indicateur de décroissance
du temps de vie et aucune mesure fiable d'effi@ede FRET ne pourra en étre tirée.

= Cette analyse en temps de vie est également assdwwersée pour plusieurs
raisons. Dans un premier temps, nous avons ényigsdthése que la décroissance du
temps de vie de PL est une exponentielle simplde®QDs ont des temps de vie
multi-exponentiels. Il faut donc vérifier la dégsance sur la moyenne de ces temps
de vie. En effet, dans une décroissance multi-esipideile, chaque temps de vie
est caractérisé par son inteng#¢On moyenne donc ceé$gr; pour avoir le temps de
vie moyen. C’est la décroissance de cette moyenhe&si comparée a la moyenne

sans la présence de l'accepteur.

Ces expériences de FLIM nous ont juste permis detneroque le transfert d’énergie
semble bien influer sur le temps de vie de PL dBs.Qorsqu’il y a FRET, le temps de vie
de PL des QDs diminue ce qui est compatible etreohhé@vec la littérature. Au final, au vu
des nombreuses incertitudes liées a cette expéaenous avons décidé de regarder les autres
parametres pouvant montrer qu’'un mécanisme de FRIET pouvait étre a l'origine de la

décroissance d’intensité de PL des QDs en présEnb&.

C. Influence deJ sur le transfert d’énergie

Comme nous l'avons rappelé précédemment (voir pd@g il est possible
d’identifier le FRET grace a sa dépendance a brate de recouvremedt Pour modifierd,
il suffit de réaliser des mesures de PL identicueslles présentées précédemment mais avec
des QDs émettant a différentes longueurs d’onddesSispectres d’émission des QDs se
retrouvent en dehors de la bande d’absorption @&&lalors] devrait étre modifiée. Les QDs
nécessaires a cette étude ont toutes été solelsilisd’aide de la cystéine de facon a faire

varier le moins de parametres possibles pour p&enaehe comparaison aisée. Trois lots de
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QDs ont été utilisés. Leurs caractéristiques opsgsont présentées sur la Figure 42. Elles
émettent a 570 nm, 610 nm et 650 nm. Leur QY est086é et leur FWHM sont de 30 nm.

Les trois échantillons sont bien monodisperses. Hesnétres des particules varient

légerement. Les coeurs de CdSe sont de diameétr® aen3pour les QDs émettant a 570 nm,

4,7 nm pour celles de 610 nm et 6,4 pour les derni€es diametres de coeur ont été mesurés

grace a leurs spectres d’absorption respectifs page 60) [148].
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Figure 42 : Spectres d'absorption et de PL de Qbetéant a 570 nm, 610 nm et 650 nm
utilisés pour la modification de l'intégral de raocaement.

Le taux de recouvrement du spectre d’absorptiofadeR par celui d’émission des

QDs est différent pour chaque lot de QDs comme et fobserver sur la Figure 43. Les

QDs 570 nm ont un recouvrement maximal du specatesdrption alors que celui des QDs

650 nm est le plus faible. Le cas des 610 nm estarnntermediaire.
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Figure 43 : Spectre d'absorption de la bR

4100

Intensité de PL

Longueur Intégrale de
d'onde recouvrement
d'émission des| J calculée
QDs (nm) (M'lcm"nm4)
570 6,32E+15
610 5,05E+15
650 2, 79E+15

et spEctd'émission des trois lots de QDs

utilisés. Il montre la différence de recouvremanttre les spectres d'émission des QDs et l'absarptio

de la bR. Le tableau a droite donne les valeursintégrales de recouvrement J.

92



Pour obtenir une valeur chiffrée de ce recouvrememtutilise dans la théorie du
FRET l'intégrale de recouvremeitLa définition de cette intégrale peut étre traudans la
premiere partie de ce manuscrit ou a la page 89vakeurs calculées a l'aide des spectres de
la Figure 43 sont données dans le tableau de wgitee figure. On note que l'intégrale est

modifiée par le changement de longueur d’'onde ded® QDs. Plus le recouvrement est
faible plusJ est logiguement faible.

100F ¢ p=a .
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Figure 44 : Courbes représentant la variation dePla des trois lots de QDs en fonction du
rapport molaire bR/QD.

Les mesures de PL en fonction du ratio bR/QDs mapresentées sur la figure 49. La
courbe verte représente les QDs émettant a 570uirong été vues dans les paragraphes
précédents. Elles présentent un taux de décrossnél %. La courbe rouge, représentant
les QDs émettant a 610 nm, ne montre une décrassgue de 23 %. La courbe noire est
celle des QDs émettant a 650 nm et dont la déamigsn’est pas de plus de 9 %. La

décroissance de la PL des QDs est donc bien démpende la longueur d’onde de PL de ces
derniéres et donc de la valeurde
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Longueur ) Efficience du
o Rendement Intégrale de | Rayon de

d'onde Diametre du . transfert
. Quantique | recouvremend | Forster B i .

d'émission des Cceur (nm) L1 4 d'énergie
QY) | M'em'nm) | (nm) ,

QDs (nm) observée

570 3,48 0,1 6,32E+15 4,68 61 %

610 4,67 0,08 5,05E+15 4,34 23 %

650 6,38 0,05 2,79E+15 3,64 9 %

Figure 45 : Tableau donnant les valeurs de l'inedgrde recouvrement et du rayon de
Forster pour les trois types de QDs utilisées.dhde également les valeurs des rendement quantiques

nécessaires aux calculs dg R

Pour pouvoir analyser les résultats obtenus, urapitidatif des principaux
parametres nécessaires a notre étude est présentiadigure 45. Le tableau ci-dessus nous
montre la dépendance devis-a-vis de la longueur d’onde de PL des QDsreéetdgs QDs
émettant a 570 nm et les QDs émettant a 650Jnest divisé par un facteur deux, ce qui
réduit Ry d’environ un nanometre. Pour rappel, le rayon destér Ry) est la distance pour
laquelle I'efficience de transfert est de 50 %.<C’'en des parameétres primordiaux du FRET
puisqu’il peut faire varier radicalement I'efficie®. Pour s’en convaincre, il suffit de regarder
I'équation 13, définissant I'efficience en fonctide Ry. Cette variation d&, semble faible
mais est pourtant significative au niveau du trarisl’énergie. En effet, I'efficience mesurée
pour des QDs émettant a 570 nm (soit aved nmraximal) est de 61 % alors qu’elle n’est que
de 23% pour des QDs ayant ditégérement plus faible (6,32 x®@ontre 5,05 x 115 pour
les QDs émettant a 610 nm). De méme, pour les @ixdtént a 650 nm, I'efficience n’est
que de 9 %, explicable en partie pardudeux fois plus faible que pour les QDs émettant a
570 nm.

Pourtant, a elle seule l'intégrale, de recouvremeatpeut expliquer de telles
variations au niveau des efficiences. Le rendemeantique diminue lorsque la taille des
particules augmente, ce qui influence le rayon destér. Plus le rendement quantique est
faible et plus le rayon de Forster I'est égalenmnsque d’aprés I'équation 11, le rayon de
Forster est dépendant du QY a la puissance D& méme, puisque le FRET présente une
dépendance ef/r®, le diamétre de la particule modifie I'efficiende transfert de facon
importante. En effet, plus le diamétre de la paltiest grand et plus les excitons peuvent se

retrouver loin de la surface de la PM et donc hhunrétinal. C’est pour toutes ces raisafs (
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QY et diametre de cceur) que les efficiences de F&UIfT si différentes entre les trois types
de QDs.

Il semble donc que la décroissance de PL des QBserede en présence de bR
puisse étre expliguée par un effet FRET. En eH#g présente les mémes réponses aux
variations surd que le FRET. Quand diminue la décroissance diminue aussi. De plss, le
grandes variations peuvent étre expliquées pawademtions du diametre et du QY des
particules. On peut alors considérer que cetteoiEsance est bien due a un effet FRET entre
bR et QD. Le FRET est dépendantldila puissance 196ce qui explique que le FRET n’ait
pas complétement disparu malgré un faible recouen¢mntre les différentes intégrales.

L’un des autres parameétres important du FRET edistance donneur-accepteur (D-
A). Nous avons donc cherché a la modifier pour met¢h avant la dépendance de notre

systéme a sa variation.

D. Influence de la distance bR/OD

Un autre parametre important dans la théorie FRETaadistance entre le donneur et
'accepteur (D-A). Plus cette distance est impddagt plus 'efficacité du FRET sera faible.
Dans les publications impliquant un effet FRET, pdes distances D-A supérieures a 10/15
nm, le transfert d’énergie devient alors négligeabPour connaitre l'impact d'une
augmentation de la distance D-A sur la perte ded® QDs couplées a la bR, nous avons
solubilisé des QDs avec du PEG-COOH. En effetsaliet des diametres hydrodynamiques
différents puisque la cystéine est un ligand t@srtc(environ 0,5 nm) alors que le PEG est
assez long (environ 4 nm). Par ailleurs, elleslermhéme potentiel zéta (fortement négatif,
environ -35 mV), la méme émission a 570 nm et danoéme intégrale de recouvremént
permettant ainsi de maintenir le maximum de parsesétientiques entre les deux systemes
étudiés. Une différence est qu’elles présentent@Qédifférents (20 % pour les QDs PEG-
COOH contre seulement 10 % pour les cystéinéesyantiinfluencer difféeremment le rayon
de Forster et donc I'efficience du FRET mais cosset ce QY nous pourrons le prendre en

compte lors de I'analyse des résultats.

95



1. Influence de la taille des ligands de surface sue [FRET
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Figure 46 : Courbes représentant la décroissancePtede QDs solubilisées avec de la
cystéine ou du PEG-COOH en fonction du rapport inelaR/QD.

La Figure 46 montre que les deux types de QDs mseptent pas la méme
décroissance de PL. Les QDs cystéinées précédenmimservées montrent une perte de 61 %
alors que les QDs PEGynilées ne montrent une disznote que de 48 %. Cette différence
entre les deux efficiences de transfert semble @ord avec ce que nous attendions
qualitativement a savoir une extinction de PL mdorse avec I'augmentation de la distance
D-A. Afin de voir si ces résultats sont cohérergalément au niveau quantitatif, nous avons
effectué les expériences de DLS permettant d’aamies aux diametres hydrodynamiques et
modéliser le systeme pour avoir acces aux différgatrametres du FRET. La théorie du
FRET a un seul accepteur est assez simple et péésedans la premiére partie. Elle permet
notamment au travers de I'’équation 13 (page 48yemeonter simplement a la distance
donneur-accepteur en fonction de I'efficience eRgeOn peut donc simplement mesurer la
distance D-A a l'aide de cette formule en connais$afficience que I'on mesure &, que
I'on calcul sur des bases purement théoriqgueseQetmule est donc trés simple a utiliser.

Les résultats sont reportés dans la Figure 47.
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diametre Efficience de distance
ligands de hydro- Rendement Rayon de transfert calculée grace
surface dynamique | quantique (QY) | Foérster (nm) d'énergie a l'efficience
(nm) mesurée (nm)
Cystéine 712 0,1 4,68 61% 4,34
PEG-COOH 912 0,2 5,52 48% 5,59

Figure 47 : Tableau récapitulant les caractéristigudes QDs utilisées, les rayons de
Forster associés, les efficiences mesurées par iR&i gue les distances calculées grace a ces

efficiences dans le cas d’'un modéle FRET & un &eaep

La premiére remarque concerne les rayons hydrodguas des QDs : alors que la
cystéine est une molécule tres courte environ Ovb @t que les PEGs font plusieurs
nanometres de longs (environ 4 nm), les diametyesodynamiques des QDs PEGynilées
sont plus faibles en pratique qu’en théorie. Etie¢ les PEGs font environ 4 nm, la coquille
de ZnS représente 1,2 nm en diametre, et le codar@P est de 3,5 nm soit un total de plus
de 12,5 nm de diameétre théorique d'une QD solu@daliavec ce ligand. En pratique, ce type
de QDs n’est mesuré qu’'a 9 nm de moyenne. Cecigeexpliquer par le fait que les PEGs se
rétractent et qu’ils ne sont pas complétement éenNéanmoins, ces mesures confirment
bien une différence de distance D-A qui expliquéariie les résultats d’extinction observés.

Une autre indication de ce tableau est que le ralgoRdorster est différent pour les
deux types de QDs. Ceci s’expliqgue par les QY hifiés pour les deux types de
solubilisation. Malgré le fait que le rayon de Rérssoit plus grand pour les QDs PEGynilées,
I'efficience du FRET observée est plus faible, a@ mduit forcément une plus grande
distance D-A. Il semble donc que les QDs PEGynissnt plus loin du rétinal que les QDs
cystéinées, malgré des interactions €électrostaigientiques.

Au niveau des distances D-A calculées en modélieasysteme par le modele de
FRET simple, nous trouvons que la différence deadiges calculées grace aux efficiences de
transfert est assez faible (moins de 1,25 nm). gela s’expliquer en faisant I'hypothése que
les PEGs se contractent sous l'influence des ictierss bR/QDs et donc que la distance D-A
est réduite par cette diminution de taille de lguilte organique. Les interactions entre bR et
QDs sont suffisantes pour écraser le PEG a lacuidas PMs. Néanmoins, les distances
calculées (4,34 nm pour les QDs cystéinées) semmlgdnies par rapport a ce que l'on
attendait au vu des rayons hydrodynamiques des @B essayer de comprendre si les

distances calculées sont réalistes, regardonseceaja signifie au niveau géométrique.
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2. Distance bR/QD et Calcul d&yin

Le FRET fait apparaitre des distances D-A calculdesl'ordre de quelques
nanometres. Cependant de telles distances sostaiMisageables ? En effet, il nous faut
nous attarder sur la mesure de la plus petitergistpossible bR/QD. Nous appelleropg la
distance minimale entre bR et QD. Dans le meilles cas, la distance minimale sera celle
correspondant au positionnement d’'une QD (élémenhelur) directement au-dessus d’un
rétinal (élément absorbeur). On cherche ici laadist la plus faible entre le centre de la QDs
et le rétinal. Si on considere les excitons avee fonction d’'onde symétrique par rapport au
centre de la QD, alors le centre de la QD reprédé&ridroit a partir duquel il faut mesuner
méme si ce formalisme n’est pas réellement appFauriFRET [166,167]. De plus, la théorie
du FRET traite les accepteurs et les donneurs codesgoints, méme si les QDs ont une
taille finie et sont relativement grandes par rappox fluorophores organiques usuellement
utilisés pour le FRET [168]. Toutefois, méme siteeipproche n’est pas parfaite, c’'est la

meilleure a notre disposition pour le moment.

2,5nm

bR rétinal

Figure 48 : Schéma représentant la distance la plusrte entre le rétinal et le centre de la

QD, si cette derniere est placée juste au-dessis pitéine.

Pour calculer cette distance, il faut définir lgaaR de la QD qui comprend toutes
les parties d'une QD, a savoir, le cceur, la cogudk ZnS et la coquille organique (Figure
48). La taille du coeur est simple a déterminer dabsorption comme nous l'avons vu. En
prenant une coquille de ZnS ne dépassant pas 2amoctres, soit 0,62 nm (une monocouche
étant définie par une épaisseur de B,fui est la distance entre deux plans atomiques dan
'axe [002] de la wurtzite massive dans laquellstaflise le ZnS [93]), une QD ayant un
coeur de 3 nm, une coquille de 0,6 nm et solubiskecystéine (0,5 nm) posseéderyp de
5,1 nm. Cette valeur est supérieure a la valela déstance D-A que nous venons de trouver
a partir des résultats expérimentaux de I'efficeeRRET et du diametre hydrodynamique (5,1

nm > 4,34 nm). Avec la modélisation FRET que nousna effectuée, la seule possibilité
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pour interpréter ces résultats est que les QDst@migoartiellement ou totalement dans les
PMs au niveau du rétinal ce qui semble quand méee grobable car les interactions
QDs/bR devraient étre uniquement électrostatiqaasun traitement ni protocole particulier
n'est appliqué au systéme). Un modele simple ndokedonc pas décrire convenablement les

résultats observés.

3. FRET a accepteurs multiples

Une des possibilités qui peut expliquer les diffi€es observées est que les QDs ne
viennent pas se mettre en regard direct d’'un réti@és que chaque QD vienne se déposer au
milieu d’'un trimére comme nous l'avions envisagé dgpart sur laFigure 21 Faisons
I'hnypothése qu’'une QD se trouve au milieu du trien@régale distance des trois protéines. La

géomeétrie est présentée sur la Figure 49.

bR rétinal

3,5nm

Figure 49 : Schéma représentant a gauche le trengduilatéral formé par les bR a
I'intérieur du trimeére et une QD déposé au centeecd trimére. Le point G étant le centre de gravité
du triangle et d la distance entre G et une bRdistance bR a bR a été mesurée a 3,5 nm. Sur la
figure de droite, r est la plus petite distancearépt le centre de la QD au rétinal et R le rayanld
QDs. Ce rayon comprend toutes les couches de 1&Q@ir, coquille de ZnS et ligands).

A la vue de la Figure 49, la distandgeut étre calculée simplement. Si la distance
bR-bR est de 3,5 nm, alods= 2 nm. Dans ces conditions, pdrrayon de la QD, la plus
petite distance D-A est donnée par :

Tmin = A2+ (25 + R)2 = /4 + (2,5 + R)? (Eq 1)
dans laquelld&R comprend toutes les parties d’'une QD, a savoicgderr, la coquille

de ZnS et la coquille organique. En prenant les es&valeurs que précédemment|g vaut
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alors 5,48 nm ce qui est logiquement supérieunalieur obtenue pour une QD au-dessus du
rétinal. Cette valeur est toujours supérieurevalaur de la distance D-A que nous venons de
trouver a partir des résultats expérimentaux ddfidience FRET et du diamétre
hydrodynamique (5,48 nm > 4,34 nm). Pour essayeodgrendre les différences observées,
nous avons alors utilisé un modele FRET plus avanegant en compte le fait que d’apres
nos previsions, pour cette organisation QDs/bRgeeadD devrait se déposer au centre des
triméres et donc interagir avec 3 accepteurs (stypaseul comme dans le modele utilisé
jusqu’alors).

La modélisation FRET est différente devient biamsptompliqué lorsque le donneur
est en présence de plusieurs accepteurs, ce quaiitd&tve notre cas ici.

Plusieurs études ont tenté de résoudre ce prob[@6®@161,169]. Ces études
utilisent des QDs marquées avec des fluorophorganaques répartis aléatoirement a leur
surface. Elles montrent que I'efficience peut akiézrire sous la forme suivante :

6
- % (Eq2)

ou n est le nombre d’accepteurs par donneur. Cetteulermermet de modéliser au
mieux des systemes dans lesquels les QDs sontdigessieurs fluorophores et donc de
mesurer précisément les distances D-A. Puisque a@ngtudes le nombre d’accepteurs a la
surface des QDs est statistique, il est possibédedrent d’'injecter une loi de Poisson sur
pour ainsi rendre compte des QDs ayant un nomkaecdpteurs différent de la moyenne
[170].

Cependant, dans ces études la distance D-A espiiisgiue les fluorophores sont
greffés chimiqguement sur la surface des QDs etl qyi a qu’'un seul point de greffage
possible par fluorophore. Il n’existe donc qu’ueelle distance D-A, ce qui n’est pas prouvé
dans notre cas. En effet, dans notre cas la pogigds QDs par rapport aux protéines n’est pas
connue puisque les QDs peuvent se placer au cdatteimére ou juste au-dessus d’une
protéine. De plus, le rétinal n'est pas tout a daitmilieu de la membrane, et comme les QDs
se lient aléatoirement d’un coté ou de l'autresaalardistance D-A ne peut étre la méme pour
tous les couples bR/QD.

De méme, dans ces études il n’y a pas d’interasmire les accepteurs, ce qui n'est
pas le cas dans notre étude puisque de forts gmgpkxcitoniques existent entre les rétinals
dans les PMs. En effet, le spectre CD de la baralesarption du rétinal présente bien la
marque de forts couplages excitoniques (\Figure 30 page 67). Il est possible que ces

interactions fortes entre les rétinals influenderRET entre bR et QDs.
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Cependant, cette théorie est la seule développéee Jour et, malgré ces
imperfections, nous l'avons utilisée pour modéliksr résultats obtenus. Dans notre oas
sera égal a 3, puisque nous espérons déposerulag 2 par trimére de bR.

Le tableau ci-dessous récapitule les parameétresQids utilisées ainsi que les

différentes caractéristiques observées en utilieamodéle a accepteurs multiples.

diameétre Efficience de distance
ligands de hydro- Rendement Rayon de transfert calculée grace
surface dynamique | quantique (QY) | Forster (nm) d'énergie a l'efficience
(nm) mesurée (nm)
Cystéine 7+2 0,1 4,68 61% 5,22
PEG-COOH 9+2 0,2 5,52 48% 6,72

Figure 50 : Tableau récapitulant les caractéristegudes QDs utilisées, les rayons de
Forster associés, les efficiences mesurées par iR&i gue les distances calculées grace a ces

efficiences dans le cas d’'un modéle FRET & acceptaultiples.

En utilisant ce modéle, les distances D-A calcubagmentent bien par rapport au
modeéle «simple » du FRET impliquant un seul donnear accepteur. Les distances
calculées sont maintenant cohérentes, aux inadestule mesures pres, avec les distances
minimales attendues pour notre systéme aussi bienlas QDs cystéinées qu’'avec les QDs
PEGynilées ce qui peut étre une indication fortetdes QDs s’organisent a la surface des
PMs.

E. Conclusion

En résumé, nous avons montré que le transfert dj@nest directement relié a la
présence de la bande d’absorption de la bR et m@o®e précisément de l'intégrale de
recouvremend entre la bande d’émission des QDs et la bande aptisn de la bR. D’autre
part, une diminution du temps de vie de PL des @B& observée en présence de bR méme
si les résultats n'ont été utilisés que qualitatieat. Par ailleurs, la modélisation des résultats
expérimentaux obtenus en utilisant la théorie diEFR accepteurs multiples montre bien
gu’il y a une influence importante de la distanceAldans nos systéemes. Le transfert
d’énergie observé présente donc toutes les caistitjges d'un effet FRET entre les QDs et
la bR. Le transfert d’énergie s’effectuant bien,skconde partie du travail a consister a
essayer doptimiser les interactions QDs/bR afiavdir une efficience la plus grande

possible.
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[I.  Optimisation des interactions QDs/bR —recherche de
I’efficience maximale

Le FRET ne se produisant qu’a des distances infi&gsea dix nanometres, il semble
evident au vu des résultats précédents qu’il exisgeinteractions entre bR et QDs. En effet,
les solutions utilisées sont si diluées {1d) que sans interaction et avec une répartition
homogene des QDs et de la bR la distance moyemn@bRerait de plusieurs microns. Cette
valeur correspond a I'approximation ou tous leslpade PMs ont un diametre de 500 nm. |I
est donc clair que sans interactions entre bR etl @ aurait pas de FRET. Quelles sont les
interactions mises en jeu et comment les optinf’s&ur la base de considérations simples,
nous avons émis I'hypothése que les QDs et la bRagissaient de facon électrostatique :
nous avons donc voulu optimiser ces interactioestlstatiques.

A. Mise en évidence par mesure de PL

Pour essayer de faire varier les interactions msttiques, nous sommes partis du
fait que les PMs sont négativement chargées pualgs’sont majoritairement formées de
lipides possédant une trés forte charge négatiweapport molaire a l'intérieur de la PM est
de 1/19 bR/lipide [171]. La charge de surface deéls Bst donc trés négative. La charge de
surface des QDs va donc jouer un rble importantsdi@s interactions si elles sont
électrostatiques.

Nous avons donc regardé quelle était I'influencdadeharge de surface des QDs sur
la décroissance d’intensité de PL en utilisant@Bs solubilisées avec différents ligands. En
effet, grace aux nombreux ligands utilisables aescQDs, on peut couvrir une gamme de
potentiel zéta allant de -45 mV a + 45 mV. Cettengee va donc nous permettre de faire
varier et de renforcer les interactions bR/QD Esebont de type électrostatique. De plus, si
elles le sont, alors le taux de transfert d’énedgierait étre différent pour chaque type de QDs
puisque la valeur de I'interaction est différertia. effet, les QDs qui interagissent de facon
tres forte devraient avoir une distance plus faétec la bR, alors que celles qui n'ont pas la
bonne charge devraient étre repoussées et doncuamidistance les séparant de la bR plus
grande. Dans ce cas, le FRET étant fortement dépeddr, alors le taux de transfert devrait

étre plus faible.
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Pour cette expérience, un lot de QDs émettant aBv@ été solubilisé a I'aide de la
cystéine, du PEG-COOH, du PEG-OH et de la cystéanties ligands ont été choisis pour
pouvoir comparer les résultats uniqguement sur &e lwes interactions électrostatiques. Les

caractéristiques des différents ligands sont réssrdans la Figure 51.

diametre
ligands de hydro- Potentiel de
iurface dyn\e/\mique surface (mV) e
(nm)
Cystéamine 72 +30+10 10
Cystéine 712 -35+5 10
PEG-COOH 9+2 -35+5 20
PEG-OH 9+2 -7%5 20

Figure 51: Tableau montrant la dépendance des dissaehydrodynamiques et potentiels

zéta des QDs en fonction des ligands a leur surface

La cystéine et le PEG-COOH donnent des particldegrhent négatives avec un potentiel
zéta de - 35 + 5 mV. Le PEG-OH donne des partictdddement négatives voire quasi-
neutres. Leur potentiel zéta est de -7 £ 5 mV. Q&s cystéaminées sont, elles, fortement
positives et leur potentiel zéta est de 30 £ 10 n@étte grande incertitude sur les
cystéaminées est due a deux facteurs principaexmiBrement, lors de leur solubilisation, la
cystéamine est mélangée avec du thioglycérol. ppai molaire entre ces deux composés
donne la valeur de leur potentiel zéta. Cependiaest difficile de contréler si un des deux
ligands se lie plus facilement que 'autre aux QDsuxiémement, la mesure de ce potentiel
Zéta est assez périlleuse et les résultats nepagnioujours fiables, car les QDs solubilisées
par cette méthode sont assez instables. Ellessstai trés mal a la polarisation de
I'échantillon et leur agrégation est souvent trégide. Au vu des différentes distances, les
comparaisons pertinentes seront donc entre lesfQisionnalisées cystéamine et cystéine
(méme diameétre) et les PEG-COOH et les PEG-OH (ndiametre) tout en sachant que les
cystéinées et les PEG-COOH ont le méme potentislidace ce qui permettra de croiser les
résultats. Toutes les QDs sont monodisperses pprégation avec des FWHM de I'ordre de
30 nm. Les QY varient quelques peu d’'une métholkiuire, les QDs PEGynilées ayant des
QY de 20%, alors que celles solubilisées avec d&éep molécules (cystéine et cystéamine)
ont des QY de l'ordre de 10%. Les absorptions dBs @olubilisées par ces différentes
méthodes sont identiques.
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En résumé, les QDs cystéinées et solubilisées dwdeEG-COOH sont fortement
négatives, celles solubilisées avec du PEG-OH guasi neutre et les solubilisées avec de la
cystéamine sont positives.

La Figure 52 nous montre les résultats obtenusLelor® de la mise en présence de

ces différents types de QDs avec de la bR a dies wifférents de bR/QD.

120 r v r r T r T r : v :
—o— QDs PEGOH
—v— QDs PEG-COOH
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—=— QDs cystéamine
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rapport molaire bR/QD

Figure 52 : Courbes représentant la décroissancePtlede QDs solubilisées a l'aide de
PEG-OH (rouge), PEG-COOH (bleue), Cystéine (veetegystéamine (noire) en fonction du rapport
molaire bR/QD.

Tous les types de QDs montrent une diminution idéehsité de PL mais I'efficacité
de ce transfert est dépendante du type de ligaadsudace des QDs. Les QDs aminées
montrent la plus grande efficience de transfertcades valeurs importantes de I'ordre de
70%. Viennent ensuite les QDs cystéinées ayanetfioience de transfert de 61 %, puis les
QDs PEG-COOH avec 48 % defficience et les QDs RBE&-avec seulement 19 %
d’efficience de transfert.

Il est donc clairement établi que I'efficience densfert est dépendante de la charge
de surface des particules. Puisque la charge dacsudes PMs est tres négative et si les
interactions sont de type électrostatique alors Q&s aminées (chargées positivement)
doivent avoir une forte attraction pour les PMsdenc le meilleur FRET. En effet, si les
interactions sont plus fortes, alors la distanceQiRdoit étre réduite. Puisque le FRET est

dépendant de la distance &f°, alors il est naturel que les QDs aminées aiemddleure
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efficience de transfert. Dans nos mesures de Rist bel et bien ce type de QDs qui donnent
la meilleure efficience de transfert (70 % Figugg.5

Toutefois, puisque les PMs sont négativement clestgé devrait y avoir des
interactions beaucoup plus faibles avec les QD&inyées et PEGynilées (fortement chargées
négativement) alors que les efficiences de transferces deux types de QDs sont quand
méme de 61 % et 48 % respectivement. L'explicatien ces résultats pourrait étre la
suivante : les PMs sont en globalité négativembeatgees, cependant, comme le montre la
Figure 4 la bR posséde plusieurs lysines accessibles garsisdes groupes amines primaires.
Ces amines primaires peuvent alors interagir aa®©QIDs négativement chargées. De plus, la
bR est une pompe a proton et chaque cycle commeacein relargage du proton et se
termine par le rechargement d’un nouveau protogi §lgnifie donc qu’un proton se trouve
toujours a l'intérieur de la bR lorsque celle-di @8 repos et ce proton participe a I'attraction
des QDs négativement chargées. Cette théorie iogpligie les interactions entre bR et QDs
négatives sont plus faibles que les interactionsebR)Ds positives, puisqu’elles doivent
passer I'écrantage des charges négatives desdlipider interagir avec la bR. Les QDs
négatives vont donc interagir avec la protéinead®Ns, puisque c’est la seule partie de la
membrane qui présente des charges positives.

Les interactions électrostatiques peuvent égaleragptiquer pourquoi les QDs
PEG-OH quasiment neutres ne donnent une efficigneede 19 %. Cette efficience si faible
serait due a une charge de surface tres Iégéramégative, ce qui n’entraine pas de fortes
interactions avec les PMs et donc ne provoquentr@adement de FRET. Deux théories
peuvent alors expliquer les faibles efficiences un&ss pour ce type de QDs. La premiere
consiste a penser que bien que les interactiomsistaibles les QDs se lient tout de méme
avec les PMs, mais la distance entre bR et QDg mggstinde (plus de 8 nm). La seconde
hypothese est que, puisque les interactions semfdibles, il peut se produire un phénomene
d’adsorption-désorption des QDs a la surface des BtMjue la distance moyenne, mesurée
statistiquement grace aux efficiences de transtrt’environ 8 nm.

Les particules fortement chargées (positivemeniégativement) réagissent avec la
bR de facon plus intense que les particules quasimeutre (PEG-OH). Cette propriété du
transfert d’énergie semble donc nous indiquer s ihteractions bR/QD sont de type
électrostatique comme nous l'attendions. Cependasitexplications avancées ne sont que
des hypotheses et méritent qu’on les vérifie pautles méthodes. L’AFM semble étre un des

moyens permettant de montrer que les interactions de type électrostatique au travers de
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limagerie du complexe formé par la bR et les QDs mermettra de confirmer ou pas les

hypothéses faites via I'organisation des QDs ssutéace.

B. Mise en évidence des interactions par AFM

Comme nous l'avons vu, 'AFM est un outil de cdéaisation trés utilisé en
biologie et sur des échantillons mous en milieuitig. C’est tout a fait naturellement que
nous l'avons utilisé pour imager le complexe bR/QDdevait se former.

L’imagerie en liquide nous a permis de conservebRadans son état hydraté et
permet également d’avoir un systeme comparabléua aeserveé lors des mesures de PL. La
principale différence entre ces deux types de nasstgside dans le fait que les bRs sont
déposées sur un substrat, alors que lors des segiReL elles sont libres en solution.

Les PMs sont déposées sur du mica, puis les QDisagmumees progressivement.
Une fois I'’échantillon convenablement rincé, I'ineaig en mode tapping est effectuée. La bR
seule a été imagée dans les deux modes, aloresgumages de bR avec des QDs n’ont été
réalisées qu’en mode tapping, puisque les risqeeslayradation de I'échantillon et de
déplacement par la pointe étaient trop éleves.

La Figure 53 présente des images obtenues aveQ@esolubilisées a la cystéine.
Les images obtenues sont identiqgues pour les QO3-GBOH qui possedent le méme
potentiel de surface.

Les images obtenues avec des QDs cystéinées oartegipar des PEG-COOH sont
identiques. Les QDs se déposent préférentiellesgnte mica, plutdét que sur les PMs. Les
interactions sont trop faibles entre QDs et bRyuamplique que les QDs viennent s’agréger
a la surface du mica qui est moins négative qu@Ms. Les images a) et b) de la Figure 53
nous montrent une vue d’ensemble de I'échantif@es images sont respectivement de 10 et
5 um de large, ce qui est suffisant pour voir gaseQDs sont majoritairement déposées sur le
mica. Les images c) et d) de cette méme figure nourgrent de fagon plus précise la méme
chose car I'image c) est une image topographigueedzone plus petite, permettant de mieux
discerner les PMs et leur surface bien lisse. Lgena) est une image de topographie avec
'image de contraste de phase associée d). Cettgeippermet de montrer, grace au signal de
phase, que I'échantillon posséede bien deux zoneprapriétés mécaniques distinctes et donc
gue les QDs ne sont déposées que sur le micaegarimage les parties claires sont les PMs
et les parties sombres les QDs déposées sur le @ricapercoit également en haut de I'image

le signal du mica, aux endroits ou il n’est pas platement couvert.
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Figure 53 : Images topographiques (a, b, c) et Hase (d) de PMs et de QDs cystéinées.
Les images a) et b) montrent que la quasi-totalés QDs sont déposées a la surface du mica et non a
la surface des PMs. Les interactions PMs QDs stug faibles que les interactions QDs mica. Les
images c) et d) sont respectivement une image tapbgjue et une image de contraste de phase de la
méme zone. Elles montrent bien que tres peu de QBisa la surface des PMs. Les échelles de
hauteur sont en nanomeétres (a, b, ¢) et en deghés (

Ces images montrent bien que les interactions bR/@@nt faibles, simplement
parce que les QDs viennent préférentiellement égggrsur le mica plutdt que s’épitaxier a la
surface des PMs. Le mica est également négativeahamgé (comme les PMs et les QDs)
mais sa charge de surface est moins électronégpteveelle des PMs, ce qui induit un dépot
préférentiel des QDs sur le substrat. Pour les Q@i la charge est treés faible, comme c’est
le cas pour les QDs PEG-OH qui sont faiblementtélaégatives ou quasiment neutres, les
images sont présentées en Figure 53.

Quand on dépose ces QDs sur un échantillon de BMs, viennent se déposer
préférentiellement a l'interface PMs-mica, c’estqeee montre I'image a). En effet, sur cette

image on ne voit des QDs qu’'a l'interface entre Riflsnica. En zoomant, on obtient les
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images b) et d) confirmant cette tendance. L'imdgeontraste de phase (Figure 54 c) montre
bien une différence de signal sur les interfacesriiba. Cette différence de phase assez
importante ne peut étre due qu'a la présence de &Disterface. De plus, ce signal est
corrélé a une forte variation de hauteur sur I'ienay

Figure 54 : Images AFM de type topographique (agd)bet de contraste de phase (c). Ces
images montrent clairement que les QDs sont ageigéele bord de la membrane, a l'interface avec

le mica.

Ceci nous ameéene donc a penser qu’il ne semble pawoy dinteractions
préférentielles avec le mica, puisqu’aucune des @Dsy trouve. De méme, il ne semble pas
y avoir non plus d’interactions avec les PMs pugsgien n’est visible a la surface des
membranes. Les QDs s’agrégent a l'interface dex.deucharge de surface faible des QDs
PEG-OH ne leur permet pas de se lier électrosttigut avec I'un ou l'autre. Ces images
permettent également de démontrer que I'hypothésteidction électrostatique est la bonne,
puisque leur faible charge de surface ne leur pepaede se lier de facon forte avec les PMs
ou avec le substrat. Cependant, ces images ne henipas de trancher entre les deux
hypothéses émises précédemment concernant la faildar de I'efficience de transfert. En
effet, comme les images ne montrent que des agrdga@Ds entre les PMs et le mica et non
des QDs a la surface des PMs, on ne peut savigis §Ds sont prises dans un phénomeéne
d’adsorption-désorption, ou si elles sont déplaté@mssdu rincage de I'échantillon.
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Si les QDs négatives se déposent sur le mica etegu®@Ds neutres se déposent a
I'interface PM-mica, qu’en est-il des QDs positivekes résultats obtenus pour le méme type

d’expérience avec des QDs aminées (cystéaminepsésentés sur la Figure 55.

0.00

Figure 55 : Images topographiques AFM de PMs ers@née de QDs aminées. L'image a)
de 10 pm de large montre une vue d’ensemble déardition. Les QDs ne semblent pas étre
déposées sur le mica. En zoomant sur les membranedistingue des agrégats a leur surface (cas
des images b) et c¢)). L'image b) fait 2 um de lasgeprésente un échantillon sur lequel la
concentration en QDs est faible. Trés peu de QD¢ déposées sur les membranes. Sur I'image c)
(de 500 nm de large) on distingue trois zones.Zoees définies par les fleches noires sont la sarfa
du mica. La zone définie par la fleche blancheuest zone complétement recouverte par les QDs. De
nombreux agrégats sont visibles, la concentrationQ®s étant trés élevée. En zoomant dans cette

zone, on obtient I'image d) (traitée par transfoarde Fourrier).

Sur cette figure, I'image a) nous montre une largee (10 um) dans laquelle on
distingue des PMs. Il ne semble pas y avoir de @&msées sur le mica. En zoomant sur

cette PM, on distingue clairement de petits ageedatest I'image b). Ces agrégats sont le
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signe que les QDs se déposent préférentiellemernesiPMs et non sur le mica. Cependant,
le nombre de QDs a la surface des PMs reste faible.

En augmentant la concentration, on peut alors atitenage c). Sur cette image, on
voit la surface d’'une PM. Les deux zones représsnt@r les fleches noires montrent la
surface du mica avec quasiment aucune QDs prédenfiche blanche indique une zone ou
les QDs sont déposées sur la bR. Sur I'ensembla darface de I'échantillon, les autres
membranes sont totalement recouvertes par les BlDsoomant encore sur les PMS dans la
zone ou les QDs sont déposées, on s’apercoit gu®es semblent alignées. Méme si des
agrégats subsistent sur I'image, les QDs individggak se sont déposées de fagon organisée.
Elles sont quasi-épitaxiées a la surface de la ENes semblent respecter un réseau
hexagonal, qui n’est pas sans rappeler celui ddRlaPour s’en assurer nous avons comparé

ces deux réseaux.
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Figure 56 : Images AFM et profils associés, comparkes réseaux de bR et de QDs.
L'image de gauche est I'image de bR alors que delléroite est I'image des QDs quasi-épitaxiées sur
une PM. Le réseau de bR a pour paramétre de m@@lexm alors que celui des QDs est de 6,09 nm.

lls sont quasiment identiques.
110



La Figure 56 nous montre I'image AFM de la bR elleceles QDs quasiment
épitaxiées a la surface d'une PM. On y trouve égefe les profils associés a ces images
permettant de mesurer les paramétres de maillelel@s réseaux. Pour la bR, on a sur le
profil une distance de 37,37 nm pour 6 trimeresi @eus amene a un paramétre de maille de
6,23 nm, ce qui est conforme a la bibliographieurRes QDs, une distance de 24,36 nm est
mesurée pour 4 périodes, soit un parameétre deentlb,09 nm. Les deux réseaux étant de la
méme forme (hexagonal) et ayant des parameétresailke ndentiques (aux incertitudes de
mesures pres), on peut dire que les QDs respdetsfgeau de bR.

Les QDs aminées sont les QDs qui montrent la ptaadg efficience de transfert
d’énergie. Elles sont également les seules a nramtieeorganisation similaire a celle de la bR
dans les PMs. Ce résultat est cohérent avec canaue avons observé dans les différents
résultats de diminution de l'intensité de PL efidie que les forces électrostatiques entre bR et
QDs aminées sont les plus importantes.

En résumé, la variation d’efficience du FRET enctan de la charge de surface des
QDs corrélée aux images AFM du complexe montre ienles interactions bR/QD sont de
type électrostatique. Les PMs étant négativemeatgées, les QDs qui ont la plus grande
efficience sont des QDs positivement chargées. Q& PEG-OH quasiment neutre
électriguement ne présentent pas de reelles ititemacavec les PMs et ont donc une trés
faible efficience de FRET. Finalement, les QDsdorént négativement chargées que sont les
QDs cystéinées et les QDs PEG-COOH interagisséiefaent avec la surface puisqu’elles
doivent d’abord lutter contre les fortes chargegatiges de la surface des PMs avant de
pouvoir interagir avec les charges positives degepres. Ceci apparait tres clairement sur les
images AFM ou les QDs se déposent sur le subsiratst) moins électronégatif que les PMs.
Les interactions électrostatiques expliqguent doien bes résultats obtenus par PL et par
AFM.

Une fois ces observations qualitatives faites, rauens ensuite essaye de voir si les
valeurs obtenues pour la difféerence d'efficienc&)®ntre les QDs cystéinées et les QDs

aminées était cohérente avec le modeéle du FRET.

C. Influence du pH sur le FRET

Dans un premier temps, nous avons attribué auxaitiens électrostatiques les
différences d’efficiences entre QDs aminées et @3$éinées. La difféerence d’efficience de

FRET est d’environ 10 % ce qui correspond dansenotdele a une variation de distance D-
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A de 0,34 nm (voir Figure 57) qui pourrait s'explar par une force électrostatique plus
importante dans le cas des QDs aminées. Néannminspmparant les deux systemes QDs
aminées et cystéinées, un autre parametre pewnégal avoir une influence sur les résultats
observés, le pH des solutions, dont nous n‘avorsst@au compte jusqu’alors car il était

identique mais qui différe fortement pour les cespQDs aminées et cystéinées. Nous avons

donc essayé de voir si celui-ci pourrait avoir inflience sur les résultats d’efficience.

diamétre Efficience de distance
ligands de hydro- Rendement Rayon de transfert , n
. . . Vs . calculée grace
surface dynamique |Quantique (QY)| Forster (nm) d'énergie e
’ a l'efficience
(nm) mesurée
Cystéamine 712 0,1 4,68 70% 4,88
Cystéine 7+2 0,1 4,68 61% 5,22

Figure 57 : Tableau donnant les efficiences de FRIES QDs cystéaminées et cystéinées

ainsi que les distances associées a ces transferts.

Pour les QDs aminées le pH est acide alors qutl besique pour les QDs
solubilisées a l'aide de la cystéine. Le probleroargoouvoir regarder I'influence du pH a
parametre constant par ailleurs (ou s’affranchipHi) est qu’il n’est pas possible de préparer
les QDs aminées et cystéinées dans une solutiont dagaméme pH sans qu'elles ne
s'agregent, les gammes de pH dans lesquelles les tgpes de QDs sont solubles ne se
chevauchant pas. Afin de regarder uniquement liexice du pH, nous avons utilisé des QDs
PEG-OH qui elles sont stables a tout pH et permetimsi de vérifier 'impact de ce dernier
sur le FRET entre QDs et bR.

Les résultats sont présentés sur la Figure 58. Aapide, le FRET semble étre
maximal, alors qu'a pH neutre il est minimal etaj@H basique il est entre les deux. Cette
différence pourrait expliquer pourquoi les QDs éystes et les QDs aminées ne présentent
pas la méme efficience de FRET malgré des taikeQDs similaires. Cependant, méme si
I'expérimentation montre que le pH joue un rélepomdérant dans les efficiences de FRET,

encore faut-il trouver une explication physiquesgpbénomene.
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Figure 58 : Courbe représentant la PL de QDs PEG-@idfonction du rapport molaire
bR/QD. Le pH de la solution est de 5,0 pour la beubleue, 7,0 pour la courbe rouge et 8,8 pour la

courbe noire.

La premiere explication que nous avons envisagédieffuence de la pompe a
proton sur le FRET. En effet, a pH basique lesgm®tsont plus rares et la pompe est peut-
étre ralentie par ce phénoméne, d’'ou une moinsdgrabsorption d’énergie par le rétinal.
Dans le méme temps, a pH acide, les protons éesmibmbreux, la pompe devrait mieux
fonctionner et donc l'efficience du FRET devraiteéineilleure. Or, notre expérience montre
que le FRET est meilleur a pH basique qu’'a pH reair les protons sont moins rares. Cette
explication ne peut étre la veéritable raison dediiérences d’efficience.

La seconde explication provient de la réféerence1En effet, il a été montré
notamment par AFM que le pH de la solution influlEhEépaisseur des bicouches lipidiques
et donc I'épaisseur des PMs. Le rétinal étant situénilieu des PMs, alors la distance bR/QD
augmente si la bicouche est plus large. La Fig@renbntre gu’'a pH acide les PMs sont les
moins épaisses (5,25 nm), alors qu’'a pH neutrs altieignent leur maximum (5,75 nm). A
pH 8,8 comme lors de notre expérience leur hawsude 5,5 nm. Il y a donc une parfaite
corrélation entre les hauteurs des PMs mesurée8Ridret le FRET observé avec les QDs
PEG-OH. En effet, a pH 5 les PMs ont une hauteus,@8 nm environ pour un FRET de 19
%, alors qu’'a pH 8,8 leur hauteur est de 5,5 nnr pouFRET de seulement 14 %. On peut
donc penser que la meilleure efficience de FRET @Bs aminées par rapport aux QDs

cystéinées s’explique en plus également par legtagtles PMs sont moins épaisses en milieu
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acide gu’en milieu basique, effet qui vient s’agrud celui de la charge surfacique et permet
d’expliquer la différence observée pour l'efficiendu FRET. Néanmoins, le nombre de

parametre important jouant sur le FRET pour leradtions électrostatiques rend la

modélisation compliquée.
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Figure 59 : Courbe représentant la hauteur des RiMssurée par AFM en fonction du pH.

[172]

D. Synthése des résultats expérimentaux

Figure 60 : Schéma montrant les interactions élesttitiques et le FRET associés a chaque
type de QDs utilisées. Le a) représente les QD®ioges, le b) les QDs aminées, le c) les QDs PEG-
COOH, et le d) les QDs PEG-OH. Les fleches inditjler=RET, et leur couleur l'intensité de ce

dernier. Les + et — indiquent les charges de swfac
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La Figure 60 résume bien I'ensemble des informatigmésentées dans les
paragraphes précédents. En effet, sur cette figuosuleur des fleches épaisses représente
I'efficience du FRET mesuré. Les charges sont sspri&es par des signes + ou -. Les ligands
organiques sont en orange et le coeur et la coaunlleert et bleu. La partie a) de cette figure
représente le cas des QDs cystéinées, la pars IQDs aminées, la partie c) les QDs PEG-
COOH et la partie d) les PEG-OH.

Cette figure montre qu'avec les QDs aminées (bFRET est maximal. Ces
particules profitent également du fait qu’ellessonet solubles qu’a pH acide et que c’est a ces
pH que la bicouche lipidique est la moins épais3sla explique en partie pourquoi elles
présentent le meilleur FRET. Il est bon de notéeltgs ont un petit ligand de surface et que
les interactions électrostatiques entre PMs et ib$ maximales avec ce type de QDs. Nous
avons eégalement montré par AFM que ces QDs éteagratbles de s’épitaxier a la surface des
PMs respectant le réseau de bR.

La partie a) traite des QDs cystéinées. Elles reantun FRET quasi-similaire a
celui des QDs aminées. Cette faible différence pdigue gréace a une taille de ligands
similaire a la taille de la cystéamine. Cependaties ne sont solubles qu'a pH basique,
domaine dans lequel les bicouches lipidiques sssdgzaépaisses, ce qui augmente la distance
bR/QD. Les interactions électrostatiques sont éailvhais suffisantes en liquide pour former
un complexe bR/QD qui n’est pas visible a I'AFM siie le substrat est moins électronégatif
que les PMs. Leur charge de surface est de méme gige celle des PMs mais les lysines de
la bR, présentant des amines primaires, permdtiahtle méme des interactions avec la bR.
L’avantage de ces QDs est qu’elles s’attachen&foent aux protéines puisqu’elles sont les
seules molécules positivement chargées dans les PMs

La partie c) représente les QDs PEG-COOH. Elles wntpotentiel de surface
similaire a celui des QDs cystéinées, ce qui explique les efficiences du FRET des deux
types de QDs soient si proches. La principale rat® cette différence est la taille du PEG
qui est nettement supérieure a celle de la cystédependant, pour des raisons
d’encombrement stérique le PEG peut se déformecomtiact de la membrane et donc,
partiellement compenser la plus grande distanc®bBRDe plus, du fait de cette plus grande
taille le QY est plus élevé pour ce type de paliepuisqu’elles sont mieux protégées des
interactions avec le milieu.

La partie d) représente les QDs PEG-OH qui sontgiende taille et qui ne
permettent pas d’avoir un bon FRET avec la bR diésiinteractions trop faibles. En effet,

bY

leur charge de surface est trés légérement négatveui ne suffit pas a s'approcher
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suffisamment de la bR et donc a écranter la chaégative moyenne des PMs. De plus, vu
gue les interactions sont faibles le PEG n’est ¢g&fermé a la surface de la PM, ce qui

implique que la distance bR/QD reste importante.

E. Discussion des résultats /| Comparaison entrey_et distance
associée au FRET

L’'un des parametres important dans la modélisation FRET est le terme
représentant I'orientation des dip6leg.:Ce terme peut prendre des valeurs entre O eads D
notre cas, les protéines sont incorporées a unebna@e et leurs dipdles sont donc également
bloqués dans la membrane. Les dip6les des bR igestdt seule I'orientation des dipbles des
QDs est aléatoire. Dans ces conditiofigrend pour valeur 5/6. Pour information, dans & ca
d’'une orientation aléatoire des deux dipdles,engr pour valeur 2/3 [139].

Nous accepterons également que les QY pour lessQIDbilisées a la cystéine ou la
cystéamine sont de 10% et de 20% pour les QDs PiEE@gnCes valeurs sont les valeurs
moyennes pour chaque type de solubilisation. De endanthéorie du FRET nécessite la
connaissance des coefficients d’extinction moladieela bR a toutes les longueurs d’onde.
Celui & 568 nm est parfaitement connu et vaut 63R0&m™. A l'aide d’un spectre
d’absorption de la protéine, les valeurs avoisiesuint pu étre calculées, en restant dans le
domaine proche de cette valeur. De méme, l'indeeéfraction du milieu sera pris a 1,33,
indice de réfraction de I'eau. Le tableau suivaaapitule les principales propriétés des QDs
utilisées dans cette étude, ainsi que tous lesngdras nécessaires au calcul de la distance D-
A dans notre systéme bR-QD. On y trouve égalenssntadleurs deni, ainsi que l'efficience
du transfert mesurée expérimentalement pour chiggeede particules.

. Efficience | distance | distance
diameétre Rayon . .. )
licands de hvdro- de Epaisseur de minimum | calculée
s v . Qy . pH des PMs | transfert | QD-bR grace a
surface | dynamique Forster 2 . . . e
(nm) | d'énergie | théorique | I'efficience
(nm) (nm) i’
mesurée | Iy, (M) (nm)
Cystéamine 0,1 4,68 5,0 5,25 70% 5,82 4,88
Cystéine 0,1 4,68 8,8 5,5 61% 5,94 5,22
PEG-COOH 0,2 5,52 8,8 5,5 48% 7,61 6,72
PEG-OH + 0,2 5,52 5,0 5,25 19% 7,49 8,44

Figure 61 : Tableau récapitulant les propriétés @@3s utilisées, les efficiences de transfert

mesurées ainsi que legtet les distance calculée grace a I'efficiencerdedfert.
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Ce tableau nous donne tous les parametres néessgaur calculer les,, ainsi que
les distances bR-QD lorsque les QDs sont mise®etac avec la bR. On remarque que les
distances bR-QD minimales calculées a partir depleinsonsidérations géométriques sont
légerement plus grandes que les distances assauigesfficiences de transfert mesurées
hormis pour les QDs PEG-OH. Elles restent toutedlaiss le méme ordre de grandeur. Ainsi
pour les QDs aminéesyin est de 5,82 nm, alors que la distance bR-QD assakiune
efficience de transfert de 70 % est de seulem@& dAm. Plusieurs hypothéses peuvent étre
avancées.

Dans un premier temps, les hauteurs de PMs doraéssnt a partir de mesures
AFM donnant des valeurs moyennes de la hauteuadadmbrane. Or cette valeur étant
moyenne elle ne tient pas compte de la rugositéPiiés et du fait que les hélices de la bR
dépassent de la bicouche lipidique. La zone deacbeintre les QDs et les bRs peut alors se
situer quelques angstréoms plus a l'intérieur den&anbrane que ce que nous montrent ces
valeurs AFM. Ces valeurs AFM donnent alors unergggcertitude a la distance bR-QD. De
méme le rétinal ne se trouve pas réellement akunde la membrane et donc la distance bR-
QD est encore Iégérement faussée.

En outre, notre calcul den, ne tient pas compte de la possibilité des QDs de
pénétrer partiellement la membrane et donc de rédaidistance apparente bR-QD. Si la QD
pénetre de quelques angstroms la bicouche lipididpis la distance D-A est diminuée. De
méme,rmin st baseé sur le fait que la QD se situe au ccetnirdare et donc que la distance
est la méme entre la QD et tous les accepteurte Bgbothése ne peut étre vérifiée. En effet,
méme si la Figure 56 nous montre clairement qu&®lBs respectent le réseau hexagonal de
la bR, il semble impossible de savoir ou se sigelement la QD par rapport aux bRs. En
effet, on peut émettre, comme nous I'avons fditypothése que la QD se situe au centre du
trimére de bR, mais on peut également envisag&ilgsoit directement fixée sur une seule
bR. Ceci aurait pour effet de réduire fortemendiktance D-A pour une des protéines, mais
de l'augmenter assez fortement pour les autreg.allirait alors un FRET tres fort dd a la
présence d’'un accepteur trés proche du donneus, également une participation beaucoup
plus faible des protéines considérées comme desdewroisins. Cette indétermination sur la
position exacte des QDs sur le réseau de bR inddunit une incertitude sur la valeur Gy
gue nous avons calculée. Cependant, il semble tamtade noter que le respect du réseau de
bR par les QDs nous donne tout de méme acces abre@ract d’accepteurs par donneur

qui est de trois.
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Nous avons vu également que la théorie du FRETidénmsles donneurs comme les
accepteurs comme des points alors que les QDsrooemtiain volume. Cette considération
donne également une incertitude sur la distance d&Aotre systeme. En effet, les excitons
créés proches de la surface de la bR auront urbalpiiité de transfert plus élevée que ceux
généreés loin du rétinal. La distance D-A étant &eu la puissance six dans I'expression du
FRET, cette incertitude peut apporter une indétestion de I'ordre du nanometre sur la
distance bR-QD. Elle peut en partie expliquer cditeerence entre i, géométriquement
calculé et la distance apparente calculée graceffiaiences de transfert.

Il existe encore d’'autres parametres pouvant exetigette différence de I'ordre du
nanometre entren, et les distances apparentes. L'orientation de®lepest supposée
aléatoire pour les QDs puisqu’elles sont assimigédss petites spheres. Cependant, il y a une
petite anisotropie de forme sur ces particules E3Eklle pourrait étre responsable d’une
orientation prioritaire au moment de l'adsorptioasdQDs a la surface des PMs. Cette
anisotropie peut en effet engendrer des dispaliéésharge a la surface des QDs, due a une
meilleure couverture de la QDs par les ligandsaticertains axes de la QD. Dans ce cas, la
répartition des dipOles ne seraient plus réellerafatoire mais contrblée par les interactions
électrostatiques entre QDs et bR.

De méme, la théorie du FRET utilisée ici pour reprier les multiples accepteurs
fonctionne tres bien sur des QDs auxquelles oneffégdes accepteurs libres en solution
[160,161,169]. Ainsi, la répartition de ces accapeautour de la QD est aléatoire et les
interactions entre accepteurs sont faibles, vailkenDans notre cas, les accepteurs ne sont
pas libres les uns par rapport aux autres, puisesidbRs sont confinées dans un réseau
hexagonal deux dimensions trés serré a lintéeridune membrane. La répartition des
accepteurs n’est donc pas aléatoire et les interscexcitoniques entre les différents rétinals
sont tres fortes. Ceci est notamment visible swaplectre de dichroisme circulaire de la bR
dans le domaine d’absorption du rétinal [152]. Gutpdonc émettre I'hypothése que ces
interactions excitoniques fortes entrainent untedier le FRET entre la QD et les bRs
fortement liées les unes aux autres a l'intériéun erimére, puisque le FRET est basé sur une
interaction dipéle-dipdle.

Un dernier parametre, le QY, pourrait égalemera éhe source d’erreur dans notre
modélisation, mais il est difficilement controlabMalgré la grande qualité des QDs utilisés
dans cette étude (les QY pouvant parfois atteiB8Pé dans le chloroforme), il a été montré
gu’'apres plusieurs heures d’excitation sous UV la des QDs augmente [173]. Cette

augmentation de PL se traduit donc par une augtm@mtdu rendement quantique des
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particules. Or nos expériences de mesure de PLndyafois plusieurs heures et donc
laugmentation de la PL des QDs ne peut réellerdget maitrisée. Le rendement quantique
étant I'un des parameétres nécessaires au calaalydn de Forster, une indétermination sur ce
dernier provoque une indétermination sur la valderR,. Puisqu’il est un des facteurs
importants du calcul de la distance D-A, une intiede sur le rayon de Foérster a de grosses

répercutions sur I'étude de notre systéeme.

F. Probleme de 'homo-FRET

D’apres le principe de fonctionnement du composkst,QDs seraient organisées
selon le réseau hexagonal de la bR. La Figure 5&mnqgue cette organisation est possible et
gue le principe de base du composant est atteignén effet, s'il n’est pas possible de
déposer une QD par triméere de bR de facon simphs & composant ne peut fonctionner et
surtout ne peut étre utilisé a grande échelle. @Bs sont organisées en réseau hexagonal
mais ce réseau est-il identique a celui de la bR.

Les profils tirés des images confirment que les @&B3pectent le réseau hexagonal
de la bR. En effet, dans le réseau de bR, le pdaramdé maille est de 6,22 nm. Il a été mesuré
expérimentalement a l'aide des profils de I'imageMAde la Figure 56. De méme, nous
avons mesuré le parameétre de maille du réseau tiexlades QDs. Il est de 6,09 nm. Aux
incertitudes de mesures de I'AFM prés, ce parantermaille est identique a celui de la bR.
Les QDs sont donc épitaxiées directement sur les éfacon simple.

Cependant, notre composant fonctionnant sur I'ad-RET et d’émission ou non
de photons par les QDs, un des parameétres de systéme n’'a pas encore été étudié. Ce
parametre est 'hnomo-FRET. Dans tous les paragsaphé&cédents, nous étudions un FRET
entre un accepteur et un donneur différent, icisnmoaus intéressons au FRET pouvant exister
entre deux QDs identiques. En effet, des erreunsgye se produire si le FRET se produit
entre une QD et sa voisine. L’émission de photomdadpremiere QD pourrait alors se
produire depuis la seconde et donc une erreurrag peoduite puisque par FRET la premiére
QD n’aurait pas émis de photons alors qu’'elle audaj et la seconde QD émettrait alors
gu’elle n’aurait pas da.

Il est donc primordial de connaitre le taux d’errpassible si les QDs sont espacées
de 6,2 nm. On prendra pour ce calcul des QDs enmt&tta70 nm, avec un QY de 0,1, I'indice
du milieu sera pris a 1,33 (eau) #t sera de 2/3 puisqu’il correspond a une orientation

aléatoire des dipdles I'un par rapport a I'autran® ces conditions et vu les caractéristiques
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optiques de nos QD3,serait de 1,29 x tDMcm*nnt*. Le rayon de Forster est de 5,38 nm.
L’efficience de transfert pour une distance de §#2est de 29,4 %. Ceci implique que le
FRET entre deux QDs peut avoir lieu 30 fois sur @D@onc le risque de créer des erreurs et
du méme niveau. Pour que ce taux d’erreur dimimsgy'a 1/1000, il faut que la distance
entre deux QDs soit augmentée jusqu’a 17 nm.

Cependant, ces calculs ne tiennent compte que piésance de deux QDs séparées
par une distance fixe et dont les dipbles sonhtégaléatoirement. lls ne tiennent pas compte
de la présence d’accepteurs multiples que peuveatlés bR ou les six premiéres QDs
voisines. Nul doute que ces parametres influenteriaux d’erreur de notre systeme.
Néanmoins, ce petit calcul simple indique bien quisque de transfert QD a QD est possible

dans notre composant et donc que des erreurs gesesproduire.

G. Conclusion

D’un point de vue général, il est maintenant digie les interactions responsables ou
non de la formation du complexe bR/QD avec ce tgee complexes sont de type
électrostatique. En utilisant la bonne charge siqtee et les bons parameétres expérimentaux,
nous avons montré qu’il était possible d’obtenie wextinction de I'émission des QDs de
'ordre de 70% ce qui valide le concept pour larifzddion d’un nanomatériau hybride
QDs/bR pour des applications en commutation optickle revanche, l'utilisation des
interactions électrostatiques pour coupler QDsRetréprésente donc une limitation dans le
but de créer un composant car de nombreux paranétiteent en compte (variation de la
charge, pH, ligands, faible couplage électrostatiql et rendent difficile la mise au point
systématique et reproductible des composants. |ghmisation de ces interactions est donc
indispensable si nous voulons atteindre I'objectifiong terme qu’est la création d'un
démonstrateur. C’est dans ce sens que nous akierché a stabiliser le couplage entre QDs
et bR en liant de facon covalente bR et QDs.

120



lll. Renforcement des interactions bR/QD

Comme nous venons de le voir, les interactions BR#Qnt de type électrostatique.
L’intensité de ce type d’interaction est assez léaigt le renforcement de la stabilité des
liaisons QDs/bR semble nécessaire au développaeamitre composant. Cependant, peu de
choix s'offrent & nous pour I'optimisation de cengaexe. La solution la plus évidente est de
renforcer la liaison et donc d’en venir a une baiplus forte se rapprochant d’'une liaison
covalente : une solution peut étre par exemplaldert de la biotine et de la streptavidine qui
ont une forte affinité.

En effet, la biotine est une co-enzyme (partie d'&@mzyme organique mais non
protéique), qui a la particularité de se lier foremt avec la protéine streptavidine. La
constante de dissociation de cette liaison estoté & 10'°M [174]. Elles sont énormément
utilisées en biologie pour réaliser des marquagésifiques. C’est donc naturellement que ce
couple a été utilisé pour renforcer les liaisonsR

Dans un premier temps, il a donc fallu biotiniles IbRs et streptavidiner les QDs,
travail effectué grace au Dr Alyona Sukhanova, meé au laboratoire. Les QDs
streptavidinées sont a la base des QDs PEGynile€Hou OH et il est connu que la chimie
carbodiimide permet de leur lier plusieurs streplianes par QDs. D’un autre coté, des kits de
biotinilation sont vendus (Pierce) et permetteattdcher des biotines aux lysines accessibles.
Si on regarde l&igure 4page 13 de ce manuscrit, on se rend compte quailpjusieurs
lysines accessibles. Il a été montré que dans dedeala bR a l'intérieur des PMs, la
biotinilation se faisait des deux c6tés, via lesifgs 129 et 159 [175]. De plus, la protéine
conserve sa fonctionnalité aprés biotinilation.

Les biotines utilisées (au nombre de trois) étaist Sulfo-NHS biotine. Le groupe
Sulfo permet la solubilité dans I'eau, alors queNEIS permet la liaison aux amines
primaires. Il est responsable de la liaison avedysines. En plus de ces deux groupes, nos
biotines avaient également un groupe dit LC, qtieesfait un bras espaceur. Ce bras a une
longueur d’environ 1 nm et un des intéréts de sdisation dans le cadre d’'un éventuel effet
FRET est qu'on peut jouer sur la longueur de cs ktadonc de l'efficience du FRET. Les
biotines utilisées avaient donc des espaceurs ¢& A3notée biotine dans la suite du
document), 22,54 (notée Biotine LC) et 30,4 (notée Biotine LCLC). La biotine est

représentée sur la Figure 62.
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Figure 62 : Représentation de la Sulfo-NHS biotine

Les QDs streptavidinées et la bR biotinilée avéfértintes longueurs de bras ont été
mélangées de la méme facon que précédemment paliserédes mesures de PL. Les
résultats de ces mesures sont présentés sur liee Bigu
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Figure 63 : Courbe représentant lintensité de Pt QDs streptavidinées en fonction du

rapport bR/QD. La courbe verte représente la bietsimple, la rouge la biotine LC et la bleue la
biotine LCLC.

La PL des QDs streptavidinées couplées a la bRnbés avec la biotine simple
(bras le plus court) décroit de plus de 82 % cerepiésente une amélioration de 12% par
rapport a ce que nous avions obtenu avec les QDséam Ce résultat tres important
confirme gqu’un transfert d’énergie tres efficackea. Ce transfert semble bien cohérent avec
un effet FRET puisqu’en faisant augmenter la longudu bras espaceur, on obtient des
diminutions d’intensité plus faible de 63 % (bidide LC) et de 50 % (biotinilée LCLC)
cohérentes avec une augmentation de la distance(Bighre 63). Il semble donc que le
FRET soit trés important lorsque les QDs et la bRt £ouplées de facon quasi-covalente

grace a un couplage par biotine et streptavidireei 2présente donc une bonne optimisation
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de notre systeme. On peut se demander si cettehbdliatensité de PL est bien due a un effet
FRET ou a une agrégation des QDs par exemple mtisation de différentes longueurs de
biotines permettent d’écarter cette hypothese.ciifement, si la diminution de la PL est due
a une agrégation et non a un effet FRET, alorsdléiérentes longueurs de biotine ne
devraient rien changer a la diminution de la PLd@ms notre cas, entre une biotine simple et
une biotine LCLC qui mesure deux nanomeétres de fAudifférence d’efficience de transfert
est de 30 %. Il y a donc bien un effet de la distasur le transfert d’énergie. Le FRET étant
dépendant de la distance &° on peut supposer que cette différence d'efficieestebien
due au FRET. De plus, les QDs streptavidinées, sast QDs tres stables, puisque
solubilisées a l'aide de tres grandes protéinefaipament solubles. Ces QDs peuvent rester
en solution plusieurs mois sans subir aucun dompikagst alors improbable que la baisse de

I'intensité de leur PL soit due a une agrégation.

. longueur de biotine Efficience de transfert | distance calculée grace
type de biotine 2 ) , N
(nm) d'énergie mesurée a l'efficience (nm)
simple 1,35 82% 5,08
LC 2,25 63% 5,99
LCLC 3,05 50% 6,55

Figure 64 : Tableau récapitulant les longueurs dd&rentes biotines utilisées ainsi que les

efficiences de transfert mesurées et les distaagpearentes calculées grace a notre modele théarique

Cependant, une question importante se pose au vatteforte efficience du fait de
la longueur de la liaison biotine-streptavidine gat de plusieurs nanometres (5 nm pour la
streptavidine, 0,5 nm pour la biotine) [176]. Lésultats obtenus paraissent assez surprenants
car la longueur de cette liaison est beaucoup ipip®rtante que les longueurs qu’on avait
dans le cadre de QDs fonctionnalisées avec la ingst@u I'amine qui montraient des
efficiences plus faibles. La question se pose al@zpliquer des efficiences si importantes
qui nécessiteraient dans le modéle FRET des dessadiinteraction QDs/bR beaucoup plus
courtes que ce que I'on a en réalité (voir Figule 6

Alors, pourquoi la décroissance de PL observésiastportante, puisque la distance
D-A est censée étre environ dix nanometres ? On @mettre plusieurs hypothéses. La
streptavidine a la possibilité de se lier a plusidaiotines. On peut alors supposer gu'une QD
serve de « pont » entre différentes zones d'une \Riile de différentes PMs entre elles. |l
pourrait alors y avoir un phénomene d’écrantageQies par les PMs lors de la mesure de PL
mais dans ce cas, les courbes montreraient al@sataration trés rapide et ce n’est pas le
cas.
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La seconde solution serait que la streptavidinaitseiéformée au contact de la
membrane. Il est possible, gu’elle s’ « étale =a &urface de la PM et donc que la distance
bR-QD soit modifiée de cette maniére. Encore umg e n’est qu’'une hypotheése et rien ne
permet d’affirmer que cette hypothese soit la bof@ependant, a la vue des efficiences de
transfert affichées par cette série d’échantilloiissemble que cette hypothése soit
vraisemblable.

Un second probleme vient de lindétermination du .Qfn effet, les QDs
streptavidinées sont réalisées a partir de QDs RE&&g et leur QY a été supposeé identique.
Or ces QDs sont nettement plus solubles et plidestgue les QDs PEGynilées et donc, leur
QY peut étre plus élevé. Cette indéterminationls @Y provoque une indétermination sur le
Rayon de Forster, mais elle ne peut expliquer ufférence de 4 nm entre la théorie et
I'efficience réellement mesurée.

Le point le plus important pour expliquer cettef@iénce d’efficience observée est
gue la liaison biotine/streptavidine est beaucolus gtable que les liaisons électrostatiques
permettant le couplage dans le cas des complexassa@ihées/bR. Dans ce dernier cas, les
liaisons étant faibles, on peut imaginer qu'unepd@ragitation de la solution ou tout autre
perturbation viendra diminuer le nombre de QDs rgaraction avec la bR au contraire du
couple QDs streptavidinées / bRs biotinilées plabls.

En conclusion, les efficiences de transfert affeghpar cette série d’échantillons sont
assez remarquables ; une efficience de FRET de &B3t% e meilleur résultat obtenu avec
notre complexe bR-QD. Le nouveau type de couplaginb-streptavidine semble étre une
alternative envisageable pour le développement damposant fiable. Bien sdr, d’'autres
solutions sont encore a I'étude, tel qu'un couplpgdgaitement covalent grace a la chimie
carbodiimide. Néanmoins, I'optimisation envisagéeest réellement positive dans l'optique

du développement de notre complexe.
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V. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons réussi a mettre au ges nanomatériaux hybrides
basés sur un transfert d’énergie entre bR et QBs.différentes études effectuées montrent
que ce transfert semble bien di a un effet FRETeftat, tout comme le FRET, le transfert
d’énergie observé est dépendant de la longueudd'de PL des QDs, donc de l'intégrale de
recouvrement] entre les spectres d’absorption de I'accepteurémhission du donneur et il
est également fortement dépendant de la distande B outre, nous avons montré que le
FRET était dépendant des interactions électrostasicentre bR et QD. Les QDs aminées,
ayant une charge positive opposée a celle des Riafrent la meilleure efficience de
transfert alors que les QDs cystéinées ou PEG-CCGaht une charge fortement négative,
interagissent moins fortement avec les PMs. Categaction est néanmoins possible grace a
une disparité de charge a la surface des PMsa&peésence d’amines primaires dans la bR.
Au contraire, les QDs PEG-OH quasiment neutrestrjoe tres peu d’interactions avec les
PMs et montrent une efficience de FRET trés faible.

L’organisation des QDs par rapport aux PMs a atéiée grace aux images AFM
des PMs en présence de QDs. Les QDs réagissestedifinent lors du dépot sur les
membranes en fonction de leur charge surfaciquequie confirme les interactions
électrostatiques. Il est cependant important derngtie les QDs aminées sont les seules a
avoir montré un caractere organisé a la surfacd”ties Elles respectent d’ailleurs le réseau
de bR. Cependant, le risque de FRET entre QDs sssizamportant et une étude de ce
probleme sera nécessaire avant une utilisatior dgstéme dans un composant.

Nous avons ensuite optimisé notre complexe bR/QIaide de liaison biotine-
streptavidine, montrant une efficience de transters importante de l'ordre de 80%. La
modulation de ce transfert en fonction de la longu#e la chaine de biotine est cohérente
avec un transfert énergétique type FRET.

Au final, ces études fondamentales sur les interastQDs/bR ont permis de
montrer que le principe méme de fonctionnement almroutateur optique envisagé était

avére ce qui devrait maintenant permettre de mattqgoint un démonstrateur.
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Quatrieme partie :
Influence des QDs sur la monomerisation de
la bR par du Triton X -100
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Le FRET est un phénomene tres dépendant de laxdéstionneur-accepteur. Cette
distance ne peut étre réduite indéfiniment dartsm$ede notre complexe bR/QD. En effet, les
bRs étant comprises dans les PMs, et le rétinaitsant au milieu de la membrane, la
distance bR/QD présente un minimum d’au moins %b Nous I'avons d’ailleurs calculé
théoriguement dans la partie précédente. Si noukne encore augmenter I'efficience du
FRET, il faut donc que les QDs pénetrent les memdwales QDs ne semblant pas avoir
cette capacité seules, nous avons envisagée unedeétjui doit étre capable de les faire
pénétrer. La solution envisagée a éte de fluidiismembranes a I'aide de détergent.

En s’insérant entre les lipides dans les membrindétergent les fluidifie. En plus
de cette fluidification des PMs, un second phénameglié au premier, se produit. Les PMs
étant plus fluide, le réseau de bR est déstabilies. protéines ont plus de liberté et elles
commencent a se déplacer les unes par rapport atigsa Ce processus est appelé
monomérisation de la bR puisque les protéines pagae état ordonné en trimeres a un état
désordonné en monomeres.

Notre idée est alors de fluidifier les PMs en pnésede Triton X-100 (détergent) et
tenter d’'incorporer les QDs dans les membranesgpeigelles-ci sont plus fluides. Si les
QDs pénétrent dans la membrane alors la distan&edbit diminuer et le FRET augmenter.
Les résultats obtenus lors des mesures de PLequitsdétaillées dans un premier temps, ont
permis de mettre en évidence une influence inatiertbs QDs sur la monomeérisation des

PMs, phénomeéne qui pourra trouver des applicagonsiologie.
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.  Mesures de FRET

A. Mesure de FRET en statique

Puisque nous voulions augmenter le FRET entre lRDet en réduisant la distance
bR-QD a l'aide de détergent, nous avons réaliséraesires de PL pour le vérifier. Celles-ci
ont été réalisées en mélangeant des QDs cystélagqsus simples a utiliser, a du Triton X-
100, puis en incorporant les PMs progressivemesatdes mesures.

La PL de ces échantillons a été suivie sur plusibeures pour permettre de savoir si
la fluidification a un impact sur la distance bR/@Disque, si la distance D-A est réduite, le
FRET doit augmenter. Le rapport bR/QD a été fix&®B ce qui correspond a une QD par
trimere de bR dans la solution. Les QDs émetteBT@ nm. La température a été fixée a
20°C, température ambiante, puisque I'appareilispode pas de systéme de refroidissement.
Le Triton X-100 représente 0,4 % du volume de latsm. Cette concentration de Triton est
suffisante pour monomeériser la bR comme indiquésdarréférence [177]. Si on augmente
cette concentration (2%), la bR se retrouve pigges des liposomes ce qui n'est pas le but
de notre étude. Les échantillons sont mélangésommencement de I'expérience et laissés
dans I'appareil pour plusieurs heures. En effappareil mesure la PL de I'échantillon toutes
les 15 minutes, en moyennant le signal sur vingorsges. Le systéme étant completement
automatiseé, il permet de reproduire parfaitememiéene écart de temps entre chaque mesure
et de bien contréler la durée de la mesure. De méous les parametres peuvent étre

conserveés pour plusieurs échantillons de suiterésgtats sont présentés sur la Figure 65.
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Figure 65 : Courbes représentant la PL de QDs dgpé#s en présence de bRs et de Triton
X-100. Le rapport bR/QDs et de 1/4. La courbe varété enregistrée avec des PMs alors que la rose
I'a été avec des WMs. La courbe noire représentellades QDs seules dans le Triton a la méme
concentration.

La Figure 65 présente les résultats obtenus posrQBs cystéinées mises en
présence de Triton et de bRs. La PL des QDs emrmprésde Triton ne montre pas de réelle
décroissance, ce qui signifie que les QDs sontlestattans le Triton. Cette mesure nous
permet de vérifier que les particules ne s’agregast car dans ce cas, la PL diminuerait
fortement et le spectre d’émission se décalerais élarouge, ce qui n'est pas le cas ici.

Cette méme figure présente également les valeuls Bk des QDs en présence de
bR et de Triton. Cependant, deux types de bR énutditsés, celle provenant de PMs et celle
provenant de WMs. Les QDs en présence de PMs nmbnine décroissance d’environ 20 %,
mais la décroissance est trés importante sur l@gpddmieres minutes et beaucoup plus faible
par la suite. Pour les QDs en présence de WM%£deossance est de 15 % environ, mais est
guasiment linéaire du début a la fin de I'expéreeria différence entre PMs et WMs semble
donc importante en terme de forme du signal, maexglicablement faible en terme
d’intensité finale.

De plus, lors des mesures de FRET en statiquelasenémes QDs nous obtenions
une efficience de 61 %, valeur bien meilleure qeieeale 20 % obtenue ici. Le Triton semble
avoir un effet néfaste sur le FRET, c'est-a-dirdaulistance bR-QD qu’il semble augmenter.
Alors comment expliquer ce résultat ?

La premiére explication envisagée serait que l¢éoiiren désorganisant la bR agit
également sur son absorption. En effet, /@al. ont montré que I'absorption de la bR était
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modifiee lors de la fluidification des PMs par duitdn X-100 [177]. Le maximum
d’absorption de la bR se déplace de 568 a 556 nsoretcoefficient d’extinction molaire
diminue de 15 % comme le montre la Figure 66. Cedigation de I'absorption de la bR
induit forcément des changements sur l'intégralergimuvrement(J). Cependant, cette
variation surJ doit représenter une perte de FRET de moins de 5a%ariation del est de
17 %, mais) n’intervient qu'a la puissance f/@ans le calcul du rayon de Forster ce qui

réduit son influence a seulement 5 %Rde

! v ! v ! v ! v ! v ! v !
1.0F —=— aprés Oh
(o, apres 6h
osk \\ —e—aprés 12h |
% ' \\1 —v— aprés 24h
c
o 06F .
g
o
3 o4} -
2 0
0.2} 4
0,0 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1

400 450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde (nm)

Figure 66 : Spectres d'absorption de la bR apresteament au Triton X-100. Les spectres

ont été enregistrés apres 0 min, 6 heures, 12 keztrd4 heures de présence de la bR dans le Triton.

Si les changements dans le spectre d’absorptida lole ne sont pas responsables de
la faible efficience du FRET observée, quel phénmneeut expliquer ce changement
d’intensité de transfert d'énergie ? Nous avons sélttiypothése que probablement la
présence de Triton pouvait influer sur la formatén complexe. Pour vérifier s’il se forme
bien nous avons réalisé des images a l'aide deMABuisqu’il a déja démontré toutes ses

possibilités dans la partie précédente.

B. Imagerie par AFM

La préparation des échantillons est un facteur imtapb en microscopie a force
atomique. Un protocole de dépdt des PMs a la saidacmica a été proposé dans la seconde
partie de ce manuscrit et il a montré son effiéaddous avons donc décidé de suivre ce

protocole pour préparer nos échantillons de conepleR/QD avec du Triton. Nous avons
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alors déposé des PMs sur du mica, puis nous anfEtié les QDs et le Triton dans le milieu.
Ainsi, il nous a été possible de suivre le dép&t Qs et de savoir s'il y a ou non formation
de complexe.

Les images obtenues avec ce protocole sont présesié la Figure 67. Elles ont été
enregistrées quelques minutes apres injection des € du Triton. La concentration en
Triton est de 0,4 % en volume et les images oneatégistrées en mode tapping. Sur ces
images, on ne discerne pas de QDs, et les membpaéeesntent des crevasses. Il semblerait
gue la concentration en Triton soit localement mpartante que les membranes sont
solubilisées en quelques minutes. Deux phénomeniesianc été notés. Tout d’abord, les
QDs ne semblent pas se déposer ni sur le micar tesPMs. Deuxiemement, aucun réseau
de bR n’a été observé. La monomérisation des bRblsefortement accélérée par ajout de
QDs.

Figure 67 : Images AFM de PMs aprés quelques mineteprésence de Triton X-100 & 0,4
% en volume et de QDs.

Un second protocole a donc été établi pour vérdfieette solubilisation rapide de la
membrane était due a la préparation des écharstitara un autre effet. Pour cela, nous avons
préparé le mélange PMs, QDs et Triton que noussalassé incuber quelques heures. Dans
ces conditions, il semblerait que les membranaepesent bien sur le mica. Cependant, leur
nombre est faible et elles ont l'air tres fragmestéomme en atteste 'image de droite de la

Figure 68.
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Figure 68 : Images AFM d'échantillons de PMs traiéavec du Triton X-100 et des QDs.
Elles ne laissent apparaitre que quelques fragméatmembranes et aucune QD ne se trouve sur le

substrat ou sur les PMs apreés rincage.

Sur I'image de gauche, on s’apercoit que les mendsrabservées a la surface du
mica sont en fait des fragments de membranes puglgs que nous observions avant. Leurs
formes ont changé. Les PMs sont, comme dans leréagdent, morcelées par I'attaque du
Triton, mais ne présentent pas de crevasses. BelphiQDs ne sont pas visibles. Il semble
donc que les interactions bR/QDs soient modifieadgprésence de Triton. En effet, lors de
'imagerie du méme type d’échantillon, mais sangonr les images AFM montraient des
QDs agrégées sur le mica (Figure 53, troisiemegyde ce document). Sur la Figure 68,
aucune QD n’est visible. Cependant, sur des imdge=ette taille il est impossible de savoir
si les QDs sont liées a la surface des PMs ouEweffet, elles pourraient étre épitaxiées a la
surface des PMs comme sur la Figure 56, et seraigidibles a ce grandissement. Pour
vérifier cela nous avons réalisés des images pitisep mais aucun réseau de bR n'a été
observé. Si au vu des résultats observés, I'uitisade détergent et la monomérisation des
membranes ne sont pas des options intéressanted'alatique de I'amélioration du FRET,
des effets importants dus au couplage QDs/bR/d&iegemblent exister. Nous avons donc
décidé d'approfondir ces expériences pour compeenkls effets observés sur la

monomérisation.

132



Influence des QDs sur la monomérisation de la bR

D’aprés les images précédemment réalisées, il sgaibfue les QDs aient un effet

sur la monomeérisation de la bR. Dans le but derswet effet, deux types de caractérisation

ont été utilisés :

le dichroisme circulaire (CD). Comme nous l'avomsdans la seconde partie, la bR
possede un spectre de CD dans la bande d’absomiogtinal (Figure 69). Cette
bande de CD est due aux interactions excitoniqugsernet de rendre compte de
I'organisation des protéines a l'intérieur de lannbeane [152]. En effet, pour avoir ce
type d’interaction il faut que les rétinals soi¢més proches et parfaitement ordonnés,
ce qui n'est plus le cas lorsque la bR est mon@@ériCette bande de CD a donc été
utilisée dans le but de savoir si les protéineegtdoujours organisées dans les PMs

en présence de détergent et de QDs.
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Figure 69 : Spectre de CD de la bR dans I'UV (dtites secondaire) et dans le visible

(rétinal).

I'AFM. En effet, nous avons vu dans la secondeipante 'AFM permet d’imager la

structure cristalline de la bR. S’il est capable rdsoudre cette structure, il est
également capable d’indiquer quand elle n’existes.pNous avons donc réalisé une
série de mesures AFM pour savoir a quel momenpre®ines étaient completement

désorganiseées.
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A. Influence du Triton seul sur le réseau de bR

Pour mener a bien nos expériences de CD, noussabesoin d’informations sur
linfluence du Triton seul sur le réseau de la bé&hglles PMs. Nous avons pour cela
enregistré le spectre CD de la bR dans la zonesdighion du rétinal a différents temps et en
présence de 0,4 % (volume/volume) de Triton X-1G0concentration de bR est de 17 pM.

La cuve de mesure fait 5 mm d’épaisseur. Les @swbnt présentés sur la Figure 70.
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Figure 70 : Spectres de CD de bR en présence denTK-100 a 0,4% en volume apres

différents temps d'incubation.

Dans les conditions expérimentales choisies, laam@misation de la bR prend entre
24 et 48 heures. En effet, passé ce délai, il s nelus qu’'une seule bande de CD. Cette
bande est due aux interactions rétinal-protéineg glles, ne changent pas durant la
monomeérisation.

Nous avons donc confirmé l'effet du Triton déja elve par ailleurs [177] sur le
réseau de bR grace au spectre de CD de la pro@Eatie mesure représentera notre premiere
référence. Une seconde référence est nécessairesgir si les QDs ont un effet sur la
monomeérisation de la bR. Effectivement, nous dewandier que les QDs seules n'ont pas

d’effet sur 'organisation de la protéine.

B. Influence des ODs sur le réseau de bR

Encore une fois, nous avons utilisé le CD pourfi@ri’influence des QDs sur le

réseau de bR. Pour cela, nous avons pris un éttbarde bR pure et nous avons enregistré
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son spectre de CD. Nous avons ensuite progressiteimenrporé a notre échantillon des
QDs solubilisées a la cystéine et émettant a 57Gusou’a un rapport de 1 QD/bR. Les
conditions expérimentales sont identiques a ce&lbedpérience précédente.

Les résultats ont été corrigés du biais de dilutietéchantillon et sont présentés sur

la Figure 71.
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Figure 71 : Spectres de CD de bR seule et de hiRémence de différents ratios de QDs.

On ne note aucun changement entre le spectre deliR et les spectres en présence
de QDs. Il semble donc qu’il n'y ait pas d'influendes QDs cystéinées sur I'organisation de
la bR a l'intérieure des PMs.

Cependant, il est bon de nuancer ce résultat. efates de changement de CD ne
signifie pas forcément que les QDs n'ont pas di@fice sur I'organisation des bRs. En effet,
I'absence de modification indique que les phénoméesponsables de ce spectre de CD
n'ont pas connu de modification. Dans notre cas, partie du spectre est due a l'interaction
rétinal-protéine, qui n'a pas réellement lieu détnodifiée puisque les QDs ne pénetrent pas
la membrane et donc ne modifie pas la structurka geotéine. Il est donc naturel que cette
partie du spectre ne soit pas modifiée.

D’un autre c6té, le spectre de CD de la bR esti allisgux interactions entre rétinals.
Ces interactions sont dépendantes de I'organisalésnbRs les unes par rapport aux autres
(présence d'un réseau fixe) et de la faible disagui les sépare. Si I'une de ces deux
conditions n'est plus vérifiée, alors le spectreQi® ne présente plus le changement de signe
caractéristique de ce genre d’interaction. C'estds lors de la monomérisation de la bR a
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I'aide de détergent, puisque la distance proténoééme augmente et la bR se désorganise, ce
qui implique la disparition de cette partie du gpec

L’absence de changement dans le cas ou on ajout®@Ds peut directement étre
reliée a un maintien de l'organisation de la bRsdnmembrane et a un maintien de la
distance rétinal a rétinal. Il n'y a donc pas dimehce des QDs sur l'organisation des
protéines. Cependant, ceci ne veut pas dire qlyilanpas d'influence des QDs sur les
protéines. En effet, il n'y aurait pas non plus medifications du spectre si les QDs
n'interagissaient qu’avec une partie de la protéiegarticipant pas au spectre de CD. Il y a
probablement une influence de la présence de Q®surface de la PM, mais cette influence
est limitée a la surface de la bR et aux bouclésegsortent de la PM. Puisque ces boucles ne
participent pas au spectre de CD du rétinal, alory a pas d’'influence sur ce spectre.

En outre, les QDs utilisées dans cette étude seat @Ds cystéinées, avec un
potentiel zéta trés négatif, de I'ordre de — 40 i®¥s particules, d’aprés [178], stabilisent les
bicouches lipidiques, ce qui dans notre cas nerisgas le mouvement des protéines les
unes avec les autres. Il est alors naturel de s@pserver de changement dans le spectre de
CD associé au reétinal. Si la méme expérience étaitée avec des QDs aminées, il est
possible que les résultats soient tout a fait ifiés et que le spectre de CD du rétinal soit
modifié. Les nanoparticules positives fluidifiamchlement la membrane, il est imaginable
gu’elles modifient I'organisation des protéinesp€edant, les images AFM avec ce type de
particules, nous montrent une organisation des qdDs le méme type de réseau que celui de
la bR (Figure 56). Il ne semble alors pas y avdmfidence réelle des QDs sur le réseau
cristallin de la bR et donc sur le signal CD dunadt De plus, les expériences montrant une
fluidification des membranes ont été menées ad'ald liposomes et non a l'aide de PMs.
Dans les liposomes, la stabilité provient des auons lipides — lipides, alors que dans les
PMs, ces interactions sont couplées a des interactprotéines — lipides et protéines —
protéines. Les effets des QDs a la surface de tabrane ne sont probablement pas suffisants
pour désorganiser les protéines.

Nous venons donc de montrer que les QDs seuleguneept désorganiser les bRs
dans les PMs. De plus, nous avions montré précédaingue la monomérisation par le
Triton X-100 prenait dans nos conditions plus deh2dres. Qu’en est-il dans le cas ou la
monomérisation par le Triton se produit en préselec®Ds ?
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C. Influence des ODs sur la monomeérisation de la bR p&e Triton

1. Mesures par dichroisme circulaire

Nous avons préparé un échantillon dans les mémeditioms que lors de la
monomérisation par du Triton seul. La bR est a corecentration de 17 uM, la cuve fait 5
mm et le Triton est a 0,4 % par volume. En plugela, nous avons injecté des QDs jusqu’a
un rapport de 3 bR/QD. Le spectre de CD de I'échamtetait enregistré régulierement pour

suivre sa monomeérisation. Les résultats sont ptéseuir la Figure 72
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Figure 72 : Spectres de CD de bR en présence deeBs Triton X-100 a 0,4% en volume

a différents temps d'incubation.

La Figure 72 nous montre qu’aprés seulement 6 Belaanonomérisation de la bR
est complete, dans les mémes conditions que pr@rédet, mais avec l'ajout des QDs
cystéinées. Il semble donc que les QDs cystéingadeaent fortement la monomérisation de
la bR en présence de Triton X-100. En effet, naus& montré précédemment que dans les
mémes conditions expérimentales mais sans QDs, roethomeérisation prenait 48 heures. En
présence de QDs la monomeérisation de la bR panitenTX-100 est donc 8 fois plus rapide.

Pour s’assurer de la monomérisation, I’AFM nousarps de visualiser directement
le réseau. Il a donc fallu trouver un protocole mpaéposer les PMs de fagon lisse sur le mica
malgré la présence de Triton X-100. Il a fallu égaént parfaire le protocole d’imagerie pour
obtenir des images de la meilleure qualité possblétre sir que le réseau soit visible s'il

existe.
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2. Mesure par AFM

a) Protocole expérimental

Nous avons préparé des échantillons de PMs en@olavec du Triton X-100 a 0,4
% en volume, dans de I'eau, avec ou sans QDs dradp 3 bR/QD environ) suivant le cas
étudié. Ensuite, ils étaient incubés pour un temp8 min dans un réfrigérateur a 4°C. Les 30
dernieres minutes de lincubation servant au dépdt le mica. Dans ces conditions
I’échantillon était mélangé a du tampon a base@m¥ de TRIS (pH 9) et 150 mM de KCI.
Le TRIS a été choisi puisque les QDs cystéinées sulnbles a pH basique et le KCI est
utilisé pour étendre les membranes sur le micar Rsuéchantillons ayant incubé plus de 4
heures il faut augmenter légerement cette condentrpour que les PMs se déposent sur le
mica. Une augmentation jusqu’a 200 mM est normaterseffisante. Le principal probleme
de cette méthode est le taux de recouvrement dealgillon, qui reste relativement faible et
qui diminue lorsque le temps d’incubation augmebi plus, les patchs de PMs sont de plus
en plus petits, passant de plusieurs centainesadenmetres voire plusieurs micrometres a
seulement 300 nm au maximum. Ce changement de pale un probleme pour avoir une
image complete sur laquelle on ne distingue quédeau de bR.

Une fois I'échantillon déposé sur le mica pendaft rBinutes, il était rincé
abondamment avec le méme tampon, puis imagé taujolans le méme tampon.
L’échantillon était considéré comme inutilisablerégp une heure et demie passée dans le
microscope parce que du Triton se libérait danscdiule fluide. Ceci signifie que
I’échantillon était partiellement dialysé par notnede d’imagerie et que le Triton s’échappait
des membranes s'il restait trop longtemps dansi¢eostope. Il détériorait alors la qualité de
'image et la qualité des membranes a la surfad&deantillon.

Le mode d'imagerie est également trés importarpugque les membranes sont tres
fragiles a cause de l'insertion de détergent. Filésentent également une grande fluidité. Le
passage de la pointe peut aisément les détéribdame rendre impossible toute image. Il est
alors simple de comprendre que le mode contact éwé& abandonné pour ce genre
d’expérience. |l était tres difficile de faire diesages des PMs aprés seulement une heure ou
deux avec ce mode, car le contrle de la forcetet@ation était impossible. Par contre, le

mode tapping a donné de tres bonnes images pennéttacaliser I'analyse souhaitée.
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b) Résultats

Les PMs ont été imagées au bout de plusieurs hearggsésence de Triton sans et
avec QDs. Pour rappel, a I'aide du dichroisme &ice, nous avons montré que le temps de
monomeérisation en présence de QDs était de 6 halmesqu'il était de 48 H en I'absence de
QD. La Figure 73 présente les images obtenues apmsment 3 heures passées sans et avec
QDs pour comparaison.

Figure 73 : Images AFM du réseau de bR a l'intéeedes PMs aprés 3 heures passées

incubées avec du Triton X-100 a 0,4 % en volumes Ds a gauche et avec QDs a droite.

La figure ci-dessus présente les images AFM obteapees trois heures
d’incubation. Les réseaux de bR sont encore visible les deux images mais en présence de
QDs le réseau semble moins discernable. Le modeadérie (tapping) semble étre
suffisamment performant pour cette expérience.

Aprés 5 heures d’incubation, il était trés diffecitle visualiser le réseau de bR et
donc d’étre certain gu'il existait encore ou nomul avons alors opté pour la transformée de
Fourier (TF) de l'image. La TF est une représeataten fréquences de l'image, les
fréquences les plus présentes dans l'image appamtisians la TF comme des points
brillants, notamment si un réseau est présentimagde réelle.

La Figure 74 nous montre des images enregistrées &pheures d’'incubation. Les
réseaux de bR sont encore discernables sans lesn@Bse sont quasiment plus visibles a
I'ceil nu avec les QDs. Pour I'image de droite eéspnce de QDs, il faut recourir a la TF,
pour s’apercevoir qu’un réseau est toujours préegemteffet, sur la TF persistent toujours 6
points représentatifs d'un réseau hexagonal. Cependes points sont difficilement visibles,

méme en TF, et un zoom est nécessaire pour lesrdégc Pour I'image sans QDs, méme si le
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réseau n’est pas facile a distinguer sur 'imag#legla TF nous montre plusieurs ordres, ce

qui implique que le réseau est parfaitement bigamisé dans I'image.

= 2 T =t e

Figure 74 : Images AFM et transformées de Fourigsariées. Ces images ont été réalisées

apres 5 heures d'incubation avec du Triton, sans @Q@auche et avec QDs a droite.

Les images a 5 heures montrent toujours la présgmecéseau de bR méme avec des
QDs. Ce n'est plus le cas a 6 heures. La Figuren@btre qu’en présence de QDs apres 6
heures d’incubation, le réseau de bR n’est pluthbleiset que les bRs sont parfaitement
monomérisées. La TF associée a cette image ne gasngon plus de signe d’organisation. Il
n'y a plus de points correspondant a des fréquenieesprécises. En revanche, sans les QDs
le réseau est toujours discernable sur 'imagéa@tlbien entendu sur la TF. Plusieurs ordres
sont toujours visibles sur la TF montrant encoreguamd signe d’organisation. Il est donc
clair que les QDs influent sur la monomérisational®R et qu'apres six heures les bR sont

complétement monomérisée en présence de QDs aletkeq ne le sont pas sans QDs.
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Figure 75 : Images AFM et TF associées apres 6dwan présence de Triton et sans QDs a

gauche, avec a droite.

Pour connaitre la fiabilité de cette méthode, deages ont été faites jusqu'a 24
heures pour les PMs sans QDs. La Figure 76 momieeimage obtenue aprés 24 heures

d’incubation avec du Triton sans QDs.
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Figure 76 : Image AFM et TF associée de la surfdicee PM apres 24H d'incubation avec

du Triton et sans QDs.

Il semble en regardant I'image réelle que le résdabR ait quasiment disparu.
Cependant, malgré cette absence de réseau visilbeilssur I'image réelle, la TF montre
toujours des signes d’organisation et le spectne déseau hexagonal est toujours visible sur
cette image. Cette expérience démontre bien goe wethode est fiable et que I'absence de
réseau noté sur plusieurs échantillons aprés Gehalincubation en présence de QDs n’est
pas due a un probléeme d’'imagerie, mais bien a laomérisation de la bR. La visualisation
apres 24 heures du réseau de bR en I'absence degPbshérente avec les résultats de CD et
est donc une trés bonne information sur la fiabdi la méthode.

Il est donc clair que la monomérisation de la bR Ipalriton est accélérée par la
présence de QDs. L'observation d'un tel effet @@aais été observé a notre connaissance et
pour I'expliquer, plusieurs hypothéses peuvent érgsagées.
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[1l. Bilan et Discussion

Nous avons montré que les QDs semblent avoir uet éfés important sur le
mécanisme de monomerisation de la bR par du TKtd90. Cet effet s’est caractérisé dans
nos expériences par une diminution par un factalur &mps de monomeérisation de la bR par
du Triton. Le temps de monomérisation en I'abseteeQDs est de 48 heures, dans les
conditions expérimentales fixées, alors qu’il n'gae de 6 heures en présence de QDs. Cet
effet est d’autant plus surprenant que nous avoostnd par CD et par AFM que les QDs
seules n’induisaient aucun changement d’organisatans les PMs. La Figure 56 le montre
pour les QDs aminées en les présentant épitaxidassarface d’'une PM et respectant le
réseau de bR. La Figure 71 le montre par CD pau@Bs cystéinées qui ne modifient pas le
spectre du rétinal. On peut alors se demandergh#&iomene permet au QDs d’accélérer le
processus de monomeérisation de la bR. Méme si peradaux relatifs & la mise en évidence
de tels effets ont été effectués, quelques pistasgnt expliquer le phénomene observeé.

Tout d’abord, une étude réalisée sur des liposandrent que des nanoparticules
(NPs), a base de polystyrene ou de silice, pewanarit des effets tres importants sur la phase
dans laquelle se trouvent les lipides des liposdheg]. Dans cette étude, il est montré que
des NPs de polystyréne chargées positivementfilemdiles membranes. Il est montré que ces
NPs réduisent I'angle entre chaque lipide dangplessbme ce qui conduit a une plus grande
surface couverte par lipide et donc a une plus dgaftuidité. Pour les NPs chargées
négativement, un effet « inverse » semble existésqoie ces NPs gélifient les membranes.
En effet, comme les NPs chargées positivement dieninl’angle entre les lipides et donc
augmentent la surface par lipide, les NPs aniosiqugmentent cet angle et donc gélifient les
membranes. Cette étude s’appuie notamment suritleqf@ les liposomes rétrécissent
d’environ 20 % aprés ajout des NPs. La rigidité N€s est un facteur important puisque
couplée aux interactions électrostatiques elle sei@ta base de I'effet. Ceci a été démontré
grace a I'ADN qui est fortement chargé négativemaais qui ne montre pas les mémes
propriétés car il se déforme a la surface des dipes.

Un des points importants de cette étude est galedegement de fluidité semble da a
une interaction locale entre NPs et liposomes. f&t,al existe dans le méme liposome
plusieurs phases distinctes en fonction de la po&seu non des NPs. Un marqueur a été
inséré dans les liposomes et rend compte de leeplaass laquelle se trouvent les lipides (gel

ou fluide). Ce marqueur met en avant le fait que MPs n’influencent que leur
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environnement local et non l'intégralité du lipossur lequel elles sont fixées. Il peut donc
y avoir plusieurs phases sur le méme liposome. dbasgements montrent que les NPs
peuvent induire localement d’importantes modificas de I'organisation des liposomes (et
des lipides a l'intérieur).

Au final, cette étude montre que les changementsprgriétés sont induits
localement par les NPs mais n’identifie pas clagetmles mécanismes impliqués dans la
gélification ou la fluidification des membranesleEmontre également ce phénoméne n’est
pas uniguement réservé aux NPs de polystyreneégalsment a des particules de silice si la
fonctionnalisation de surface est identique. Il éshc clair que toutes NPs, si elles sont
chargées peuvent influencer la densité locale igetes dans les liposomes et donc la phase
dans laquelle se trouvent ces derniers. En olisemblerait que plus la charge de surface des
NPs est importante plus I'effet est visible. Lendére des NPs, lui, ne change que tres peu
leur influence.

Par rapport a nos expériences, ces résultats dmenus sur des membranes
artificielles et composées uniguement de lipidesgei n'est pas le cas des PMs et change
donc certainement les résultats obtenus mais fets efont bien observés et le caractére local
des interactions doit certainement étre égalemajgundans les résultats que nous obtenons.

Les QDs que nous avons utilisées sont, elles auési,négativement chargées et
puisque la taille des NPs importe peu, il seraitmad selon I'étude précédente qu’elles aient
eégalement des effets sur I'état des membranes.ndapt cet effet ne va pas dans le sens de
nos expériences car les QDs CdSe/ZnS chargés veatit favorisent dans notre cas la
fluidification de la membrane, alors que sur lgzosiomes les NPs anioniques de [186]
provoquent une geélification. Cet effet ne peut alpas étre le phénomene responsable de nos
observations. Toutefois, il met en avant le faiedas QDs sont capables d’influencer
fortement leur entourage et donc provoquer dedseffer les molécules qui les entourent.
Pour aller plus loin que I'étude précédente, it feertainement se poser la question de savoir
sur quelles interactions les QDs vont pouvoir iaflpour provoquer une monomérisation de
la bR plus rapide ?

Il peut exister quatre types d’interactions enée@Ds (ou des NPs en général) et les
PMs : les interactions hydrophobes, les interastiélectrostatiques, les liaisons hydrogenes
et les forces de Van der Waals (VdW) [179]. Cestrgu#ypes d’interaction pourraient
eventuellement étre altérés ou renforcés du fait'idbuence des QDs sur la bR ce qui
expliquerait I'accélération de la monomérisatiomnB les PMs, la stabilité du réseau est due

a plusieurs types d'interaction différents [34]. dkiste dans les PMs des interactions
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hydrophobes entre les protéines et les chaines adlgy lipides et des liaisons hydrogénes
entre les tyrosines de la bR et les atomes d’'oxyghs lipides. Toutefois, ces 2 types de
liaison ne participent que de facon minoritaire nformation du trimére au contraire des
forces de VdW qui sont les plus importantes pousliger la cohésion des PMs. Pour
accélérer d’'une facon si importante la monoménsatides membranes, il faudrait

certainement que les QDs agissent sur les forcegdié. Mais cela est-il possible ? Ces

forces s’appliquent majoritairement sur les lipid€®, 503, 507 et 508 qui sont en liaison
directe avec deux trimeres chacun. Les lipideséd@D6 qui sont a I'intérieur et a I'extérieur

du trimére aident également a la stabilité. Tous lg@des ainsi que les trois protéines de
chaque trimére sont principalement retenus a llaoep I'aide des forces de VdW.

Pour d’autres systemes, une étude récente a da&mquer les forces de VAW qui
s’appliquaient entre des QDs et des peptides adegdopouvaient étre suffisantes a la non
formation des fibrilles responsables de la malai#dzheimer [179]. Cette étude montre que
les nouvelles interactions dues a la présence dg f@@gDconduisent pas a la formation de
fibrilles mais a la formation d’amas autour des QDes nouvelles forces de VdW entre les
QDs et les peptides amyloides expliqueraient @joesla formation de ces amas soit favorisée
au détriment de la formation des fibrilles.

Dans notre cas, les interactions responsables d¢ahilité de la membrane sont
également de type VdW. On peut alors avancer ggi€Ds modifieraient alors localement
I'intensité de ces interactions et favoriseraiansial’action du Triton sur la détérioration du
réseau de bR. En modifiant localement les forceis stappliquent entre les différents
constituants des PMs, les QDs pourraient localem&shtire la stabilité de la membrane.
Cependant, cette modification, seule, ne seraftssumte pour désorganiser les protéines car
utilisées seules, les QDs ne modifient pas le spelet CD du rétinal (Figure 71). La présence
des QDs n’est pas suffisante pour désorganis&skau. Cependant, si on additionne a cette
réduction de stabilité la présence de détergepipulrait y avoir une augmentation sensible
de la vitesse de monomeérisation. Tout ceci n'estr @ moment qu’hypothétique et reste
donc a étre démontré.

Pour étoffer cette étude et expliciter les mécaasnmpliqués, il faut effectuer
d’autres études pour connaitre les influences @enaentration en QDs et de leur charge de
surface sur la monomérisation de la bR. On peugimes que des mesures effectuées a
plusieurs rapports molaires bR/QD nous permetttagen mieux mettre en évidence le
phénomene responsable de cet effet. De méme, mgeiment de type de ligands de surface

des QDs permettrait peut-étre de mettre en évidene&ventuelle dépendance a la charge de
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surface. Comme nous savons également gu'’il y affet ERET entre la bR et les QDs, cet
effet méme faible pourrait également avoir uneuirfice sur la monomérisation rapide
observée. Il serait également intéressant de neodditype de particules, leur composition

chimique ou méme leur forme pour connaitre leduérfce sur I'effet observeé.
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V. Conclusion

En conclusion, nous avons mis en évidence que [Bs €ystéinées modifient le
temps de monomeérisation de la bR en présence i T#100. Cette étude est basée sur des
mesures de dichroisme circulaire et d’AFM. Ellesninent distinctement que les QDs
cystéinées augmentent fortement la vitesse de mémsation de la bR, la monomérisation
par le Triton prenant environ 48 heures en I'absethe QDs alors qu’elle ne prend que 6
heures avec des QDs. La vitesse de monomérisatiodoac multipliée par un facteur huit
simplement grace a la présence des QDs. Toutefio&ne si des explications de ce
phénomene ont été avancées, ces résultats restenéslitats préliminaires et demandent a

étre confirmés par des expériences complémentaires.
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Conclusion générale
et perspectives
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Au final ce travail de thése a permis d’obtenir désultats intéressants quant au
couplage entre QDs CdSe/ZnS et la bR.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéragggropriétés optiques de ce
complexe. Un transfert d’énergie apparaissant éesrdeux composants du complexe, il a été
nécessaire de vérifier la nature de ce transfed.difféerentes dépendances de ce transfert ont
été traitées dans ce but. Tout d’abord, nous avéni§é que la baisse d’'intensité de PL
observée n’était pas uniquement due a I'agrégatesnparticules dans la solution mais bel et
bien a un transfert d'énergie. Pour cela, il arétéessaire de produire des WMs, permettant
ainsi d’avoir un échantillon témoin parfait, puiSguwcontient exactement les mémes
membranes contenant les mémes protéines mais eansétinal (composé responsable de
I'absorption dans le visible). La dépendance vigsade l'intégrale de recouvreme(d) a éte
testée, montrant que le transfert d’énergie étag pnportant lorsque celle-ci était maximale.
Dans ce but, nous avons utilisé trois échantillde<QDs, émettant a trois longueurs d’onde
différentes. Le premier échantillon émettait & & soit au maximum d’absorption de la bR,
les autres émettaient a 610 et 650 nm, soit plartieint et complétement en dehors de la zone
d’absorption de la bR. L'échantillon émettant & 57 a montré une perte d’énergie
d’environ 60 % la ou les deux autres ne montrajeiet 25 et 10 %. Cette expérience a mis en
lumiére la dépendance du transfert d’énergie entiimm de I'intégrale de recouvrement, ce
qui a apporté une preuve de plus en faveur du FRET.

Nous avons ensuite utilisé la chimie de surface Q&s pour modifier leurs
propriétés. Effectivement, grace a la méthode diggk de ligands, nous avons pu créer des
particules solubles dans lI'eau avec des diametredeg potentiels zéta différents. Ces
différents types de QDs ont servi a plusieurs egpées, mettant en avant la dépendance de
notre transfert d’énergie vis-a-vis de la distadoaneur-accepteur. Grace a des particules de
méme charge mais de diamétres différents, ainsi des particules de charge et de diametre
identiques, mais solubles a différents pH, nousnavmontré une forte dépendance du
transfert en terme de distance donneur-accepteatrs Tes résultats nous ont amené a
conclure que le transfert d’énergie observé étaff|ET.

La nature de ces interactions a également étéetestaide des difféerents potentiels
zéta que nous pouvons atteindre grace a la chimmudace des QDs. En effet, nous avons
montré que des interactions électrostatiques éaigt@ntre bR et QDs. Les efficiences de
transfert des différents types de QDs ont dévailé forte dépendance a la charge de surface
des QDs. Le FRET entre les QDs quasiment neutrda bR a été mesuré a 19 % au

maximum, alors qu'il est de 70 % pour des QDs abesgpositivement. L’hypothése des
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interactions électrostatiques a d'ailleurs été é@agar les images AFM du complexe. Les
QDs positives étant les seules a s’adsorber a ttacgudes PMs dans les conditions
d’'imagerie fixées. Les autres types de QDs s’adsuripréférentiellement a la surface du
substrat (QDs PEG-COOH ou cystéinées) ou a l'iaterfPM-mica (PEG-OH). Ceci nous a
donc clairement indiqué que ces interactions étaierype électrostatique.

Méme si ces interactions ont donné satisfactiont, & niveau de I'efficience du
FRET que de l'organisation des QDs, nous avong @optimiser notre complexe a I'aide de
la liaison quasi-covalente biotine-streptavidinett€ optimisation a été motivée par le besoin
de renforcer les interactions bR/QD qui ont claieetrmontré leurs limites lors de I'imagerie
AFM. L'optimisation par la liaison biotine-strepidine a donné lieu a un FRET de I'ordre de
80 %, qui pour notre systeme est la meilleure ieffice mesurée et laisse entrevoir des
potentialités importantes.

Ce travail de thése sur l'effet FRET pose les baa@&s nouveau matériau hybride
bR/QD mais le développement de ce complexe n'earegire qu’'a ses débuts. Au niveau des
perspectives sur cette partie du travail, plusipistes pourront étre explorées :

= Au vu de la réussite des liaisons biotine/streplia@, un développement vers

une liaison parfaitement covalente pourrait étrevetiippée. La chimie

carbodiimide permettrait de greffer de fagon covlies QDs a la bR. Il existe
de nombreux mutants de la protéine permettant d'agrtains acides aminés
accessibles ce qui favorise ce type de réactiomigbe. Par exemple, un des
acides aminés terminal peut étre remplacé par ysieine rendant la réaction
chimique tres sélective. La distance bR-QD serarsdhible et la liaison tres
forte.

=> Les interactions électrostatiques ont été miseséwddence dans ce travail.

Cependant aucune mesure de forces d’'interactioa bRt et QDs n’a été réalisée
pour confirmer directement ces interactions. Encfiomnalisant des pointes
AFM avec des QDs chargées de différentes facoes efffectuant des courbes
de forces entre ces pointes et des PMs, il sersilpesde connaitre les forces
mises en jeu dans la formation du complexe bR/QD.

=>» Au niveau du développement d’'un éventuel commutatetique, il faudra que

toute la surface de I'échantillon soit recouverte RIMs. De tels échantillons
peuvent étre élaborés par poly-électrolytes. Agaivdes composants envisages,
un commutateur tout-optique peut étre fabriqué #isant un réseau de QDs

émettant de la lumiere a 600 nm qui sont liéesARMs qui contiennent les
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mutants D85N ou D85N/D96N de la bR. Ces deux msatanpH>9, absorbent la
lumiere a 412 nm, ainsi un effet FRET entre les @Dettant a 600 nm et la bR
absorbante n’existe pas. Si un laser ou une lampged’émission des QDs a
600 nm, celles-ci émettent de la lumiere sans t&fféa photo-isomérisation de la
bR, laquelle reste dans I'état M. Par contre, w@ta&ion en lumiere bleue (400
nm) causera une transition de I'état M (absorptiord12 nm) a un état
d’absorption a 600 nm suivi d’'un transfert d’énergfficace entre QDs et bR. Ce
transfert d’énergie éteindra transitoirement I'é&iga des QDs, constituant ainsi

un nano-commutateur optique extrémement rapide.
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Figure 77 : Schéma du commutateur opto-électriqgbase de QDs et de bR.

Par ailleurs, un autre commutateur optique confrétéchamp électrique basé sur
I'utilisation de QDs associées au mutant D85 Nal®R peut étre réalisé (voir
Figure 77). Le commutateur optique serait fabrigue forme de sandwich
construit a partir de 2 électrodes et 2 films. édsctrodes sont transparentes
faites en verre et en couche mince conductrice@l'lEntre ces électrodes, les
couches contenant la PM avec bR et la couche de Qbisimmobilisées. Le
mutant D85N est rouge dans son état fondamentdl @eptre. A cause de l'effet
FRET entre QDs et bR, le commutateur est danstlétavert « off ». Le
commutateur passe dans l'état fermé «on» quanchdenp électrique est

appligué. Sous l'effet du champ électrique, le mu2a85N perd ses protons et
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son maximum d’absorption se déplace a 410 nm (codans I'état M). Dans cet
état, I'émission de fluorescence des QDs et I'glitsmr de la bR ne se recouvrent
pas, le FRET n’est pas effectif et les QDs fluoeesefficacement.
= En plus des commutateurs, le complexe bR/QD pexg @tilisé dans la

fabrication de cellule solaire. Puisque la bR ew pompe a proton, elle peut
créer un courant électrique. Il suffit de fabriques films de bR parfaitement
orientés comprise entre deux substrats conducteursn contact avec un
électrolyte. Dans ce cas, elle peut étre utiliseéerne cellule photovoltaique.
Cependant, elle reste transparente pour une gpete des spectres UV et
visible. En greffant des QDs a la bR, plus de ph®tseront collectés par le
systeme et I'énergie sera transférée par FRET des @rs les protéines,

augmentant ainsi le rendement de la cellule.

Dans la derniére partie de ce travail, nous avaj@eéent montré que les QDs
influencait la monomérisation de la bR et fluidifiarées rapidement les membranes en
présence de détergent. Nous avons montré par tameccirculaire et par AFM que les QDs
seules n'ont pas dinfluence sur le réseau crigtatle la bR et que le temps de
monomeérisation de la bR n’est que seulement deuéebeen présence de Triton et de QDs,
alors qu’il est de 48 heures environ sans les QIks propriétés jusqu’alors inconnues
ouvrent de nouvelles perspectives a l'utilisati@s @Ds si les mécanismes expliquant ces
effets sont clairement identifiés ce qui nécesaitlrs expériences supplémentaires.

=>» D’autres expériences de CD, permettant de testéiet’des différents ligands a

la surface des QDs sur la monomérisation devra&i@atconduites. Ceci nécessite
une étude complete qui permettrait notamment deiisavles QDs cystéinées

sont un cas a part ou si toutes les QDs peuveat jeuble de catalyseur de cette
monomeérisation. De plus, la solubilité et la stiébild’autres types de QDs

devraient étre testées dans le Triton X-100, puésauine étude a ce jour n'a été
réalisée. De méme, une étude sur l'influence deotaentration en QDs sur la
monomerisation de la bR pourrait servir a comprende phénoméne. Sa
dépendance en concentration pourrait mettre erege@lsi le réle de catalyseur
est di a la surface des QDs, a leur volume, s'texun phénomeéne de saturation
et si la vitesse de monomeérisation peut encoreadigenentée. Des études plus
poussées permettraient sirement de mettre en &agpe d’interaction qui

existe entre bR, Triton et QDs lors de cette catlgt le principe de cette
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catalyse. En effet, il nous est impossible pountement d’émettre d’hypothese
sur la maniére dont les QDs favorisent la monorattos de la bR. Les deux
études proposées couplées a des études de michoéti® et de microscopie

permettraient probablement de comprendre ce phémame

Au niveau des applications, les QDs pourraient étitessées pour permettre tres
vite et localement la perméabilité de membraneteCa¢rmeéabilité localement
élevée sera alors un atout important pour la patétr de médicaments ou
d'objet dans les cellules. De plus, il est possite cibler parfaitement les
endroits ou les QDs doivent agir par simple modtfan de leur chimie de
surface. Toutefois, pour pouvoir réaliser ce geafiexpérience il faut d'abord
tester I'effet des QDs sur d’autres types de mendwakEn effet, nous avons dans
notre cas travaillé sur un objet d’étude a mi-clmerentre des bicouches
lipidiques et des membranes cytoplasmiques compl&iéectivement, les PMs
ne sont formées que d’'un seul type de protéindRlaC’est donc un objet assez
spécifigue qui differe grandement de la grande ntgjodes membranes

cellulaires. Des études sur d’autres membranesdsmmt nécessaires.
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Annexe 1 : Principe de la mesure de taille et de pmntiel
zéta a I'aide de la diffusion dynamique de la lumige

La DLS permet de remonter au mouvement browniesotigions colloidales et d’en
déduire leur taille et leur potentiel de surfac@yd®hs maintenant son fonctionnement et le
principe sur lequel il repose. L’appareil utiliséaié un Zetasizer Nano ZS (Malvern
instruments, Angleterre), équipé d’'un laser HeNestéant & 633 nm. Il peut détecter des
particules allant de 0,6 nm a 6 um. Les mesuregtérfaites a 25 °C.

1. Principe de la DLS

La mesure de taille de particules par DLS utilsaliffusion de la lumiére par des
particules dans une solution colloidale. Ces pad&csont soumises au mouvement brownien.
A un angle donné, l'intensité de la lumiére diffeag#ar la solution colloidale est dépendante
du temps et peut étre corrélée au coefficient tlesion des particules dans leur solvant.

La lumiére est émise par un laser HeNe. Sa longiliende est de 633 nm. Dans une
approche classique le champ électrique de cette omidente induit une oscillation de la
polarisation des électrons des particules du miigusant. Ces particules deviennent alors
des sources secondaires et diffusent la lumiélidante. C’est cette diffusion que I'appareil
analyse au cours du temps.

La Figure 78 montre le principe de fonctionnement du Zetasier. détecteur
enregistre la variation de l'intensité diffuséecmurs du temps. Fixons maintenant un temps
t=0 comme origine temporelle de notre expérience. Aeampst£0, mais trés proche de zéro,
l'intensité relevée par le détectd(ir£0) sera tres proche dé&=0) car les particules n’auront
pas eu le temps de beaucoup se déplacer dansulme/oPar contre si on prend maintenant,
un tempsT trés loin aprés le début de notre expériencegriatfon|(T) sera trés différente de
[(t=0), car les particules se seront toutes déplacées |damdieu. Donc plus le temps est
long, moinsli(t) est corrélée avek{t=0). Ceci est d’autant plus vrai que les particulest so

petites, puisqu’elles se déplacent plus vite gagtesses particules.
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Figure 78 : Schéma de fonctionnement d'un Zetasizer

Pour quantifier cette corrélation, le corrélatenprene une fonction G(t). Cette
fonction G(t) montre combien une mesure est « identique » arél@e au cours du temps.
Elle s’exprime sous la forme :

_{a@®-D.At+1-D)

(0) = H?

Avec I(t) intensité de la lumiére diffuse a l'instant valeur moyenne de lintensité

G(b) (Eq 25)

diffusée. At=0, G(0)=1. Il n’y a aucune différence entre la fonction de-enéme, la
corrélation donne bien son maximum. Cependant,camscdu temps cette valeur diminue
pour atteindre 0 lorsque le systeme est compléeteditérent de ce qu'il était au départ. Pour
des particules monodisperses et avec un coeffidendiffusionD, la décroissance de la
fonction d’autocorrélation est donnée par :

G(t) x e~2Pa’t (Eq 26)

41Tn
A

solvant,fd I'angle de mesuré, la longueur d’'onde d’émission du laser. On peotsa& partir

Avec ¢ vecteur de mesurgq| = sin(g), ou n est l'indice de réfraction du

de la fonctionG(t) remonter au coefficient de diffusion des partisud¢ dans I'hypothése de
Stokes-Einstein, s’il n'y a pas d’interaction enlies particules, on en déduit la taille de ces

derniéres grace a:
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Q. = kgT
h 3nnD

Dans laquellal, est le diametre hydrodynamique des particlkgda constante de

(Eq 27)

Boltzmann,T la températurey le coefficient de viscosité du milieu BX le coefficient de
diffusion des particules. Cependant, cette équatiest valable que dans le cas de solutions

diluées, ce qui a toujours été le cas lors de resunes.

2. Mesure de potentiel zéta

Le potentiel zéta des particules est également rdggéce au zéta sizer Nano ZS de
Malvern instruments. Contrairement a la mesure alket un potentiel est appliqgué a
I'intérieur de la cuve et les particules vont seurmr selon leur charge. L'appareil étant
capable de mesurer leur vitesse, on peut en déduir@otentiel de surface.

En effet, la vitesse de déplacement des parti@gesnesurée grace a la fluctuation
de l'intensité de la lumiére diffusée. De cettes#e, grace a la théorie de Von Smoluchowski
modifiée par Henry [186], on peut en déduire la iiteébélectrophorétique des particules par
I'équation :

He = U/E (Eq 28)

Dans laquelley est la vitesse des particules en cnidsest le champ électrique
appliqué par unité de longueur (V/cm)etla mobilité électrophorétique en cm?/s.V.

La mobilité électrophorétique est définie commeitasse par unité de temps et elle
peut étre transformée en potentiel zéta grace a :

_3n f(ka)
{= “2em, (Eq 29)

Ouce¢ est la permittivité du milieu; la viscosité du milieu de dispersid(xa) est une
fonction liée a la proportion entre la tai(k) et la longueur de Debyé/x) [187].

Les solutions utilisées pour ces mesures avaieiucs une concentration de I'ordre
du pM. En dessous de cette concentration, il npas suffisamment de particules dans le
volume d’analyse, alors que si cette concentraggirirop élevée, I'appareil ne détecte plus le
laser et les résultats ne sont plus réellementreate® Le potentiel zéta des QDs testées
durant cette thése s’étalonne entre -50 mV et +40 m
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Annexe 2 : Principe du dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire (CD) est un appareil tésé en biologie pour connaitre
les structures secondaires des protéines et penrdautres applications qui seront détaillées
dans cette partie. Pour notre équipe, c’était lampgre fois qu’il était utilisé. Nous
développerons donc le principe sur lequel il esébéorigine du signal des protéines et celui

spécifique a la bR ainsi que I'utilisation que neasavons fait.

3. Rappel sur la lumiere polarisée

Dans 'approche ondulatoire, on considére que a@dte est composée d’'un champ

électriqueﬁ et d'un champ magnétiqu_é, perpendiculaires a la direction de propagatiotade
lumiére (onde transversale) et perpendiculairea Bul'autre. Chacun de ces champs se
comporte comme une onde se déplacant a une vigags#ans le vide, est appelée célérité de

la lumiere notée. Pour la suite de ce rappel nous ne nous intérmqu’éﬁ.

La lumiere est dite polarisée dans un plan lordguehamp électrique qui lui est
associé se déplace en restant dans un méme pkm.éBidemment, le champ magnétique
reste dans un plan perpendiculaire au précédentpedh également parler de polarisation
rectiligne. La lumiére naturelle est non polarispajsqu’elle est composée de lumieres
polarisées dans toutes les directions de faconio#éaChaque onde successive se déplace
alors dans un plan différent.

La lumiere est dite polarisée circulairement loesda projection de I'extrémité du
vecteurE sur un plan perpendiculaire a la direction de agapion décrit un cercle. Si le
cercle est décrit dans le sens des aiguilles dmnoatre, la lumiére est dite polarisée

circulairement droite, si le cercle est décrit ddiamtre sens, alors elle est polarisée

circulairement gauche. Dans les deux cas, I'exteeoh vecteuE décrit une hélice, droite si
la lumiere est polarisée circulairement droiteaiane sinon.

A l'aide de la construction de Fresnel, il est possde montrer que la lumiéere
polarisée dans un plan peut étre assimilée a langode deux ondes lumineuses polarisées

circulairement droite pour I'une et gauche pouutia et de méme intensité.

178



4. Rotation optigue et dichroisme circulaire

On dit de certains milieux qu’ils sont optiquemerttifs ou qu'ils possedent de
I'activité optique ou encore qu’ils sont doués aeiwir rotatoire. Cela se traduit par deux

phénomenes liés que sont : la rotation optique didhroisme circulaire.

a) Rotation optique

Les milieux optiguement actifs possedent la pra@rige faire tourner le plan de
polarisation de la lumiéere qui les traverse.

Considérons alors gu’une onde plane est la supégposle deux ondes polarisées
circulairement, de sens opposés et de méme irger&itdans un milieu I'une des deux se
déplace plus vite que l'autre alors a la sortiardlieu, 'une des deux ondes va se retrouver
déphasée par rapport a l'autre. A la sortie duemjlia lumiére sera alors toujours polarisée
dans un plan, mais ce plan sera tourné d’'un angha rapport au plan incident.

Le milieu possede alors deux indices de réfractidférents, I'un pour la lumiere
polarisée circulairement droi{ey) et I'autre pour la lumiére polarisée circulairengauche
(ng). Cette différence d'indice de réfraction est appddéfringence circulaire. Si le trajet
optique dans le milieu ekton peut montrer que I'angéedont a tourné le plan de polarisation

de la lumiére est relié a la biréfringence paelation :
Tl
a= T(ng —ng) (Eq 30)

dans laquellé est la longueur d’'onde de la lumiére traversamileeu. On définit la

rotation spécifique d’une solution a la longuewrdie/ par la relation :
a

T Cl

ou a est l'angle effectif en degré dont a tourné lenpte polarisation eC la

[a]x (Eq 31)

concentration] étant la longueur du trajet optigue dans le mili@n utilise également la

rotation molaire

mly = lal; x 755 (Eq32)

ou M est la masse moléculaire du produit en solution.

L’angle a varie avec la longueur d’onde : la courbe represdgntette variation est
appelée spectre de dispersion optique rotatoireRDQorsque I'on trace le spectre de DOR
dans une région ou il n'y a pas d’absorption, oseple une décroissance réguliére en valeur
absolue de la rotation. Cependant elle tend varsa ne l'atteint jamais. Par contre, si la

molécule a une bande d’absorption a une longueamd# 1,, la courbe prend une forme
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particuliere, représenté surHareur ! Source du renvoi introuvable., la rotation changeant
de signe et s’annulantia

Ce type de courbe est appelé effet Cotton. Cet effequalifié de positif quand la
rotation est positive pour les longueurs d’ondeésigpires al, et de négatif dans le cas

contraire.

Figure 79 : Courbe de dispersion optique rotatoifa. caractérise l'intensité de ['effet

Cotton)

b) Dichroisme circulaire

Dans tout domaine spectral ou la solution présagatéabsorption, lorsqu’il existe de
I'activité optique, les deux radiations correspardaux lumiéres polarisées circulairement
droite et gauche ne sont pas absorbées avec la nméemsité. Dans ces conditions, la
projection de I'extrémité du vecteur champ électeigésultant décrit une ellipse. La lumiere
est donc polarisée elliptiguement. Le grand axeeti ellipse fait un anglepar rapport a la
direction de polarisation de la lumiére incidente.

Deux parametres peuvent étre alors utilisés paactaxiser ce phénomene :

- Le coefficient d’absorption molaire dichroique oqest la difference entre le

coefficient d’absorption molaire pour la lumiérdgrisée circulairement droite et
celui pour la lumiére polarisée circulairement deud| est donné par (Mem?) :

Ae = g5 — &4 (Eq 33)
- On peut également employer I'ellipticigé telle que :
B
tan¥ = 1 (Eq 34)

ou B etA sont le petit et le grand axe de I'ellipse.
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Comme cette valeur est trés petite, on peut coridgietan v = w. On utilise
usuellement I'ellipticité molaire, par analogie avia rotation molaire, en employant les
mémes unites :

6 M
= —y— Eq 35
(61, c.lx 100 (Fa 35)

Il existe une relation entre les valeurs du dicta@ circulaire et I'ellipticité puisque I'on peut
démontrer que, pour des faibles valeurg,den a en premiére approximation la relation :

Ae = 3300x[6], (Eq 36)
Les deux types de paramétres sont autant utilisegjle I'autre. Bien entendu, I'ellipticité et
le coefficient dichroique varient avec la longualionde ce qui conduit au spectre de
dichroisme circulaire.

Le dichroisme circulaire ne se manifeste que desmisdgions de longueur d’onde ou
la solution présente de I'absorption. Lorsqu'un pose optiquement actif présente de
I'absorption dans une bande centrée sur la longd&mde 4,, dans cette méme bande |l
présentera du dichroisme circulaire positif ou tiegA cette méme longueur d’'onde, la
courbe de dispersion optique rotatoire présenterafi@t Cotton, lui aussi positif ou négatif.
Il est important de noter que le dichroisme ciricalacomme 'absorption, n’existe que dans
certaines régions spectrales, alors que la rotatione substance optiquement active n’est
jamais nulle, méme si sa valeur est trés faibleréaimes longueurs d’onde.

Kronig et Kramers ont montré que, si 'on connaitdtalité du spectre de dispersion
optique rotatoire (entre= 0 et1 = ), il est possible de calculer a chaque longueond la
valeur du dichroisme circulaire [180]:

12

o] = —— j ()] 5 1 (Eq 37)

Réciproguement, la connaissance de la totalitépegtse de dichroisme circulaire

permet de calculer la rotation :

=||N

[(mA)] = J- (e ) /1’2 ———dl’ (Eq 38)
0

Dans la pratique, on ne connait jamais la totadiée 'un des deux spectres,
néanmoins ces relations ont permis de développser fdemules permettant de relier
approximativement les intensité des bandes dichesicaux amplitudes des effets Cotton
correspondants. Dans tous les cas, puisqu’a pkutirdes spectres on peut calculer I'autre, il

est clair que le contenu en information des deypedyde spectre est le méme. Des lors,
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I'utilisation de l'une ou l'autre technique pourudter des solutions n’est qu’'une question
d’opportunité.

Au cours des derniéres décennies, le dichroismeulaire a progressivement
remplacé la dispersion optique rotatoire, essdammnt parce que la forme des spectres est

plus facile a interpréter et que l'instrumentatéoconsidérablement progressé.

C) Application aux protéines

C’est incontestablement dans le domaine des pestéque le CD a été le plus
appligué. Si I'on sait depuis longtemps que cettehmique peut donner rapidement des
informations structurales sur ces molécules saossséer de grandes quantités de matériel, le
développement de différents programmes liés anaméaue, avec la possibilité de produire
de nombreuses nouvelles protéines et de facon ea@idconduit a une augmentation
considérable du nombre d’études basées sur cgttecie.

Pour les protéines, deux types de chromophoresilocoent a I'activité optique :

- Les chromophores aromatiques, tryptophanes, tywoset phénylalanine,
contribuent aux signaux des protéines aux longudimsde supérieures a 250
nm. Les acides aminés soufrés, cystéines et cgstprésentent également une
absorption dans cette région spectrale mais |éblefaoefficient d’absorption et
leur faible concentration dans les protéines (damsajorité des cas) les rendent
négligeables. L'information obtenue concerne I'eowhement des groupements
aromatiques.

- Le chromophore peptidique absorbe pour les longudiomde inférieure a 250
nm. Méme s’il n'est pas le seul absorbeur dans a&tfjion spectrale, le tres
grand nombre de liaisons peptidiques (N-1 pourpro&ine de N acides aminés)
fait que c’est lui qui apporte la contribution po@pérante au spectre en dessous
de 250 nm. Linformation que I'on obtient dans a&s concerne la structure

globale de la molécule.

(1) Région aromatique

Les groupements aromatiques du tryptophane, dgdaine et de la phénylalanine,
c'est-a-dire l'indole, le phénol et le benzéne @nésnt entre 250 et 300 nm des transitions de
type n — n*. Ces chromophores sont plans et ne devraienppasenter d’activité optique.
Mais dans les protéines, ils sont perturbés denfagymeétrique par les divers groupements

chimiques de la protéine se situant dans leur vaigg@. On considére en général que tout
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groupement localisé a moins dé $lu cycle aromatique est susceptible de participeette
perturbation. Lorsque plusieurs acides aminés aiques sont présents dans une protéine, le
spectre de dichroisme circulaire sera la sommecdesibutions dues a chacun d’entre eux
[181].

Une des conséquences est que, dans cette régiotralpechaque protéine va
posséder un spectre de dichroisme circulaire qusdua propre. Toute modification du
spectre traduira un changement de conformatioa gedtéine ou la présence d’'une impurete.
Mais a linverse, l'absence de modification du gpecne traduira pas l'absence de
changement conformationnel, car celui-ci peut &ttervenu dans une partie de la protéine

loin de tout acide aminé aromatique.

(2) Région peptidique

Le chromophore peptidique isolé présente une tiangn — n* vers 230 nm et une
transition de typer — n* vers 200 nm. Le groupement peptidique étant plame posséde
pas d’activité optique intrinséque. Cependant, dasgprotéines, ce groupement subit deux
perturbations :

- Une perturbation par la chaine latérale commenegantarbonenr qui est un

carbone asymétrique, sauf pour la glycine

- Et une deuxieme perturbation qui est celle produygse les groupements

peptidigues voisins du groupement considéré.

La premiere perturbation est faible et a peu diierice.

Comme dans le cas des bases des acides nucléxgssdonc la géométrie des
liaisons peptidiques les unes par rapport aux auue détermine la forme du signal. Cette
géomeétrie est caractéristique de la structure skimn de la chaine polypeptidique et, en
conséguence, chaque élément de structure seconmesgdera un spectre de dichroisme
circulaire qui lui est propre [182,183].

Par exemple une hélicg, hélice droite avec 3,6 résidus par tour, présants
spectre avec un maximum négatif a 222 nm, un auarimum négatif a 208 nm et un
maximum positif vers 192 nm. La bande a 222 nndasta la transition r» *, tandis que
les bandes localisées a 208 nm et 192 nm résuliendédoublement excitonique de la
transitiont — n* du groupement peptidique (vdtigure 80.

Comme c’est la perturbation peptide-peptide quistiture la contribution majeure a
I'activité optique, le signal dichroique observépeéd essentiellement de la structure
secondaire et seulement de facon marginale detlaendes acides aminés, c'est-a-dire de la
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séquence. LaFigure 80 présente également le spectre de séquences paptdisous
différentes formes illustrant bien la sensibilitéspectre a la structure secondaire.

On peut donc utiliser le CD pour analyser le coaten structures secondaires des
protéines. Si on considere que les contributions diéérents types de structures sont
additives, on peut analyser les spectres par sirophebinaison linéaire des spectres de
référence. Il suffit pour analyser les protéinesdenaitre au moins autant de valeur du CD a
différentes longueurs d’onde qu’il y a de structdems la protéine. Bien s(r maintenant les
algorithmes ont suffisamment progressé pour qu’aisge calculer les pourcentages de
chaque type d’arrangement a partir d’'un spectrepteim

RO0D0 T T T T ‘

60000 |-

0000 -

20000 |-

(8] (deg.cm’ .dmol”)

20000 =

40000 L

160 180 200 20 240 260

Longueur d’'onde (nm)

Figure 80 : Spectres de CD associés a des strustemehélicer (ligne pleine), en feuillets

anti paralleles (tirets), en cougede type | (points) et en structure irréguliéredts et points)183].
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Annexe 3 : Principe de la microscopie a force atomue
AFM

1. Généralités

Le microscope a fore atomique (AFM) a été dévelgmeBinnig, Quate et Gerber
en 1986 [184]. Il a été développé sur la base duime microscope, le microscope a effet
tunnel (STM) créé par la méme équipe quelques anavéant [185], ayant fait I'objet du prix
Nobel de physique en 1986. Le concept général saeleax instruments est de sonder point
par point les interactions entre une pointe etuldase d’'un échantillon par balayage de la
pointe ou de I'échantillon. Dans le cas du STM,naaintient la distance constante entre la
pointe et I'échantillon grace a un courant tunnastant entre la pointe et I'échantillon. Ceci
implique que I'échantillon soit conducteur ou seroirducteur, ce qui limite énormément le
type d’échantillon utilisable. L'AFM par contre ekti capable d'imager des échantillons
isolants. On utilise cette fois-ci les forces dBiraictions pouvant exister entre la pointe et
I'échantillon. Elles peuvent étre multiples, Varr daals, électriques, magnétiques ou de
répulsion par exemple. L'AFM permet assez aisémd&ttidier des échantillons biologiques
en milieu liquide. Il est possible par exemple deef circuler du liquide physiologique et de

charger 'atmosphére a 5% de £6dur pouvoir imager des cellules vivantes.

2. Le microscope

Le schéma classique d'un AFM est présent€igare 81 Une pointe microscopique
fixée a I'extrémité d’un microlevier est placée @ypmité de la surface d’'un échantillon a
étudier. L’échantillon est monté sur une platinebdiayage XYZ. Le déplacement relatif de
la pointe par rapport a I'échantillon donne soié wartographie de la grandeur mesurée, soit
une surface d’isograndeur, si une boucle d’assmgnt ajuste la hauteur de I'échantillon

pour maintenir constante la grandeur mesureée.
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Figure 81 : Schéma d'un AFM. La déflection du nimvier est détectée grace au
mouvement d'un laser sur la photodiode 4 cadraléchantillon est déplacé grace a une platine de

balayage XYZ a base de quartz piézoélectrique.

La déflection et/ou la torsion du microlevier sdeffet des forces d'interaction est
mesurée par la déviation du rayon laser. Il eséchf par le microlevier et renvoyé sur une
photodiode a 4 cadrans. Une boucle de rétroactiitnabors sur les quartz piézoélectriques,
pour maintenir la déflection constante. La topograple la surface peut ainsi étre obtenue. Il
suffit pour cela d’enregistrer point par point lépthcement en z de I'échantillon pour
connaitre le profil de la surface. Tout le fonctiement de I'AFM ainsi que les différents
modes reposent sur les interactions existantes @ointe et échantillon. Elles peuvent étre

modélisées grace au potentiel de Lennard-Jones.

3. Potentiel de Lennard-Jones

Ce potentiel représente les interactions pouvaidtex entre deux atomes en
fonction de la distance qui les sépare (potentiatataction moléculaire). Il peut servir de
modele pour les interactions pointe-échantillons lferces appliquées aux abords de la
surface peuvent avoir différentes portées et imEnsElles peuvent étre attractives ou
répulsives. On obtient ce potentiel en sommanetlds interactions attractives et répulsives.
Sa forme est la suivante :

ur)= - A + 2 (Eq 39)

rn rm
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Dans cette équation et m sont des entiers. Le terme négatif représentéotess
attractives, le terme positif les forces répulsives potentiel de Lennard-Jones utilise cette
base mais présente une forme un peu plus développée 12 etm=6:

12 6
U(r) = 4¢ (— (%) + (%) ) (Eq 40)
avec( distance interatomique d’eéquilibre. Il existe bmombre d’autres potentiels
empiriques (Coulomb, London, Debye...). La force lé&ee potentiel est représentée sur la
Figure 82

. ) @,
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Figure 82 : Force dérivée du potentiel de Lennaotheks.

On distingue plusieurs zones dans ce potentielsDanpremier temps, lorsque la
pointe se trouve loin de I'échantillon, il 'y agd’interactions avec la surface. Quand elle
s’approche, elle est soumise aux forces de Van\Wa&als qui l'attirent vers I'échantillon.
Elles sont donc de longue portée par rapport atcefode répulsion. Lorsque la pointe est trés
proche du contact avec la surface, les orbitalewigues des derniers atomes de la pointe et
de la surface vont commencer a se recouvrir. Lecje d’exclusion de Pauli ne permet pas
d’avoir deux électrons ayant les mémes énergidesemémes nombres quantiques sur la
méme orbitale. Il y a donc répulsion des orbitalsniques les unes par rapport aux autres et
la pointe est repoussée de la surface. De pluspriatales se repoussant, elles écrantent
beaucoup moins les noyaux atomiques. Il y a rémulsiectrostatique des noyaux qui sont
moins bien écrantés. La somme de ces interactaingd’il y a répulsion de la pointe par
I’échantillon.

L’équilibre des forces répulsives et attractivesregpond a un minimum d’énergie

stable a environ 0,2 nm de distance entre poinéelantillon.
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Suivant les interactions qu’on va utiliser, le madlenagerie sera différent. On
distingue trois domaines sur Fégure 82 Le domaine 1 représente les interactions rémasiv
utilisées dans le mode contact, le domaine 2 reptésle mode non contact et enfin le
domaine 3 est le domaine dans lequel travaille ¢elencontact intermittent nommeé mode

« tapping ».

4. Le mode contact

Le mode contact utilise les interactions répulsieatre la pointe et I'échantillon.
Une valeur de la déflection du microlevier, et dome valeur de la force d’interaction entre
pointe et échantillon, est fixée par I'expérimeeatait La boucle de rétroaction du microscope
maintient la position du laser sur la photodiodeljiatermédiaire d’'un tube piézoélectrique.
En effet, pour maintenir la déflection constante, aernier fait monter ou descendre
I’échantillon en méme temps qu’il balaye la surfaceir que la valeur de l'interaction soit
toujours la méme et donc que la déflection ne chagas. Si la déflection du microlevier est
constante, la position du laser sur la photoditet Egalement.

Ce mode possede plusieurs avantages, il est esiadnt simple d’utilisation, donne
une bonne résolution aussi bien latérale que adgtiet est assez rapide. L'utilisation est en
effet assez simple, I'expérimentateur ne devantrétar que la force qu’il applique avec la
pointe sur I'échantillon. Les fréquences de balayamses en jeu dans ce mode peuvent étre
tres importantes (plusieurs Hz) lorsque la qualéd’image n’est pas primordiale permettant
ainsi d’avoir un apercu rapide des zones intéréssate I'’échantillon.

Cependant, ce mode n’est pas parfait et préseatmdenvénients. Premiérement, ce
mode donne lieu a des forces de friction puisqueolate reste en contact constant avec la
surface de I'échantillon pendant son déplacemees. fGrces peuvent provoquer une usure
assez rapide de la pointe ou de I'échantillon sghti alors la résolution de l'appareil.
Deuxiemement, a I'air, une fine couche d’hydratatse forme sous la pointe augmentant par
capillarité la force appliquée par la pointe séchantillon. Ce probleme n’intervient pas en
liquide puisque tout I'’échantillon est plongé dadediquide. Le dernier inconvénient de ce
mode d’imagerie est qu'un mauvais controle de ladod’interaction entre la pointe et
I’échantillon peut conduire a la déformation oaaétérioration d’échantillons mous.

C’est principalement pour cela que les constantesraldeur des microleviers
associés a ce mode d’'imagerie sont faibles. Edesvgnt aller de 0,01 N/m jusqu’a 2 N/m
(pour imager des échantillons durs). Dans notre PR étant un matériau mou, les

constantes de raideur utilisées sont de 0,08 NOW a/m. Des constantes de raideur plus
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élevées rendent I'imagerie de la protéine tresoildgfet I'échantillon est souvent endommageé
par le passage de la pointe car la force appligae I'échantillon est difficilement

controlable. Par exemple, il m’'a été impossiblendiger la bR avec des microleviers aux
constantes de raideur supérieure a 0,8 N/m, ménhes siayons de courbures de pointes
étaient suffisamment faibles pour y parvenir. Dem@glorsque le rayon de courbure de la
pointe est trop faible, l'imagerie est tres compdig puisque la pointe endommage
enormément I'échantillon malgré un contréle régulte la force d’interaction pointe-

échantillon. Les images de bR en mode contact éruriquide ont été trés compliquées a
obtenir avec des pointes ayant des rayons de cmutbes faible (environ 2 nm pour les
pointes MSNL de chez Bruker), méme quand ces desié€taient montées sur des

microleviers avec des constantes de raideur deNYi®2

5. Le mode tapping

Le mode tapping est un mode oscillant pour leqeelmicrolevier vibre a sa
fréquence de résonance. A chaque cycle, la poitite en contact avec la surface pendant un
temps trés court (inférieur a la microseconde).i @&eduit aucune force de frottement (ou
tres peu) et on évite ainsi la déformation de aestachantillons.

Le systeme pointe/microlevier peut étre assimilénaoscillateur du type masse
ressort avec une fréquence de résonanoet un facteur de qualité Q. Le facteur de qualité
correspond a la largeur a mi-hauteur du spectneslEnance. Il avoisine les 100 a l'air. Les
fréequences de résonance des microleviers sontusgepts centaines de kHz a Il'air. Leurs
constantes de raideur sont d’environ 100-200 N/onsdue la pointe s’approche de la surface,
sa fréquence de résonance diminue sous l'effetallient de force attractive. C’'est comme si

sa constante de raideur était diminuée sous lagform

oF
kepr = ki — 37z (Eq 41)

Dans laquellées est la nouvelle constant de raideur du systéqeelle d’origine et
Z—Z le gradient de force. De plus, I'amplitude de atimn peut alors étre reliée a la fréquence a

laquelle le systéme oscille. Elle dépend égalendengradient de force qui s’exerce. En
tapping a I'air les amplitudes sont généralemert@a 100 nm.

Lorsque la pointe s’approche de la surface, leigraidle force augmente et d’apres
la Figure 82le gradient est d’abord positif, puis négatif. p@inte ne faisant qu’'effleurer la

surface, le gradient reste sur I'ensemble d’'un eyeh moyenne toujours positif, c’est
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pourquoi la fréqguence diminue, puisqig diminue siZ—Zaugmente. Cet effet peut étre

exploité si on choisit une fréequence d’oscillatiégérement différente de,. Dans le mode
tapping, on choisit souvent la fréquence de tadldesque I'amplitude libre soit un certain
pourcentage de I'amplitude de vibration maximale.

Le mode tapping donne une autre information liéedaoalage de phase. Cette
information correspond a la différence entre I'andle phase du signal d’excitation et la
déflection du levier. Ceci n'est possible que sifidguence d’excitation est fixe et que
I'amplitude d’oscillation est maintenue constamte,qui est le cas lors de I'imagerie en mode
tapping. La phase permet d’obtenir une informasionle processus de dissipation intervenant
lors du contact entre pointe et échantillon. Catfermation permet de différencier deux
matériaux différents, méme lorsque la surface asajpement plane.

De facon générale, les avantages du mode tappimgnsaltiples a l'air. Il permet
d’avoir une haute résolution latérale, les risqdEndommagement de I'échantillon sont
faibles permettant ainsi de réduire les rayons a@hrire des pointes. Enfin, les forces
latérales sont éliminées et ne provoquent pas céysar friction. Cependant, le mode tapping
a un gros inconvénient par rapport au mode confademps d’acquisition des images.

Effectivement, si on prend le temps théorique disition, il faut que le régime
transitoire de I'oscillateur soit terminé pour agistrer un pixel. Le régime transitoire est de
41, sit est la durée du régime transitoire du microlevlegst égal a

T = QT, (Eq 42)

si Ty est la période d’oscillation du microlevier.

Une application numérique permet d’avoir un ordee gtandeur. Avec une fréquence de
vibration a 300 kHz T, = 30us) et un facteur de quali@de 100,z vaut 3 ms. Il faut donc
attendre 12 ms entre chaque pixel. Pour une imagbé x 256 pixels, il faut 3 s par ligne et
12 min pour limage entiére. De plus, une résohlutile 256 pixels est assez faible. En
pratique, on regle la vitesse de fagcon empiriquaisrta capture d’image reste trés longue.
Ainsi la capture d'images de plusieurs dizainesnitdons prend énormément de temps alors
gu’en mode contact ces images peuvent étre retaginerapides a enregistrer.

En résumé, le tapping donne donc a I'air de trésbs images, avec une résolution
latérale trés haute et une information additiomealNec la phase, tout ceci avec des forces
d’interactions tres faibles.

D’un point de vue expérimental, deux parametrest séglables : la valeur de

'amplitude de [I'excitation (plus ou moins grandescilation libre) et I'amplitude
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d’interaction. Certains échantillons nécessitené gmande amplitude libre et une petite
amplitude d’interaction, alors que d’autres nédesside faibles amplitudes libres et de
grandes amplitudes d’interactions. C’est la toutr@ée du microscopiste de trouver les
réglages les plus adaptés a I'échantillon qu'onayssd’imager. Ce mode n’est pas
énormément compliqué a l'air, il dépend beaucoupadeature des échantillons a imager.
Pour un néophyte, si la taille d'image est gramhevifon 10 pm), il est simple de le maitriser.
Le mode tapping utilisé en milieu liquide deviemt mode tres difficile a maitriser.
Les interactions sont trés faibles, les frequertedalayage trés lentes (0,25 Hz pour une
image de 10 um), la résolution est plus limitéeequmode contact. Ce mode utilise des
microleviers avec des constantes de raideur idemtigcelle du contact (0,01 a 0,4 N/m), avec
des fréquences de vibration trés faibles (envi@kHz). Leur utilisation provient du fait que
les forces détectées en liquide sont beaucoupfaibles qu’a 'air et donc qu'il faut réduire
les constantes de raideur des microleviers pournvgpoues détecter. En réduisant les
constantes de raideur les fréquences de vibraisnit aussi, ralentissant encore la vitesse de

balayage de la pointe sur I'échantillon.
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