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recherche InSyTE 3 de l’UTT, pour m’avoir accordé leur confiance, 3. Interdisciplinary research on
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Nature”. Je remercie aussi Davy Gérard, responsable du programme
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les plans. Je vous remercie infiniment pour votre éthique d’encadre-
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de doctorant·e·s ou stagiaires sous votre responsabilité. Et cela, sans
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ment importantes pour moi. Merci, enfin, pour tous les échanges extra-
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1.1.1 Généralités 11

1.1.2 Adhésion cellule/substrat 13

1.2 Techniques pour étudier l’adhésion 17
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Introduction

Contexte

L’imagerie optique est un champ de recherche important des sciences

du vivant, et tout particulièrement de la biologie cellulaire. Les dimen-

sions caractéristiques des phénomènes mis en jeu sont très variées : les

tailles des cellules de mammifères vont typiquement de 1 à 100 µM

de diamètre, l’ordre de grandeur des tailles des protéines est plutôt

le nm [1]. Ainsi, l’un des défis importants de l’imagerie contemporaine

en biologie cellulaire est d’accéder à des informations relatives à des

phénomènes de dimensions nanométriques, tout en conservant une vue

d’ensemble des cellules et donc un large champ d’observation.

Le cas de l’adhésion cellulaire est, à ce titre, représentatif. Ce phéno-

mène met en jeu un ensemble d’interactions spécifiques et non-spécifi-

ques 1. La spécificité est liée à la reconnaissance entre un ligand et un 1. Interactions de Van der Waals, in-

teractions électrostatiques, répulsion
stérique, hydrophobe, etc.

récepteur transmembranaire. Dans le cadre de l’adhésion cellulaire,

les cadhérines sont des récepteurs impliqués dans l’adhésion inter-

cellulaire, et les intégrines dans l’adhésion avec le micro-environnement

des cellules [2]. Ce milieu, aussi appelé matrice extra-cellulaire (ECM 2), 2. Extra Cellular Matrix.

est constitué de l’agencement complexe de diverses molécules et protéi-

nes [2, 3]. L’interaction spécifique des intégrines avec certaines de ces

protéines constitue la base de la formation de plaques d’adhésion re-

liant le cytosquelette des cellules à l’ECM – Figure 1. L’adhésion est

associée à l’ouverture de multiples canaux de signalisation à double-

sens, qui affectent l’intégralité du comportement cellulaire [4].

Figure 1 – Illustration des

protéines d’adhésion transmem-

branaires reliant le cytosquelette

aux structures extracellulaires.

Adapté de [2].

La compréhension fine de ces phénomènes bio-physico-chimiques

nécessite des outils permettant de rendre compte de l’articulation entre

les interactions protéiques et le comportement global de la cellule, ce

qui met en avant les aspects dynamiques de l’adhésion. Or, comme

j’aurais l’occasion de le détailler durant le chapitre 1, les techniques

majoritairement utilisées actuellement permettent d’étudier un ou plu-

sieurs aspects du phénomène, mais au prix de compromis parfois très

importants. Par exemple, la microscopie optique, comme le contraste

de phase, permet d’accéder aux comportements globaux grâce à son

grand champ d’observation et à une vitesse d’acquisition élevée, mais

l’étude précise des zones d’adhésion est impossible en raison de la limite

de résolution due à la diffraction (∼250 nm dans le visible). À l’op-

posé, les méthodes modernes dépassant la limite de diffraction 3 sont

3. Que l’on considère le cas des
techniques dites de super-résolution

optique ou même la microscopie
électronique.

limitées en termes de champ d’observation, de dynamiques temporelles

accessibles et, de façon plus cruciale, elles sont généralement incompa-

tibles avec l’étude de cellules vivantes en raison des fortes irradiances

d’excitation utilisées.
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L’imagerie NEF, pour Non-radiative Excitation Fluorescence 4, est 4. Qu’on abrégera donc parfois NEFI,

avec I pour Imaging. Précédemment
nommée NEFM, le M renvoyant à Mi-

croscopy.

une proposition de technique s’inscrivant dans la famille des méthodes

optiques utilisées pour étudier l’adhésion cellulaire, qui vise à s’affran-

chir de la limite de diffraction [5]. Basée sur le phénomène de transfert

d’énergie non-radiatif de type Förster (FRET), l’imagerie NEF se pro-

pose de donner accès à la dynamique spatio-temporelle des points fo-

caux d’adhésion de cellules vivantes. Cette technique repose sur l’utili-

sation de surfaces de verre rendues ”optiquement actives” via leur fonc-

tionnalisation par des boites quantiques (QDs). Ces dernières jouent le

rôle de donneurs dans le cadre du FRET. Ce phénomène de transfert à

courte portée – quelques nm – permet alors de détecter des molécules

fluorescentes 5 lorsqu’elles sont à grande proximité du substrat. Les 5. Typiquement au niveau de la mem-

brane cellulaire, ou marquant une
protéine impliquée dans les points fo-

caux d’adhésion.

précédents travaux de l’équipe ont ainsi démontré la possibilité de me-

surer la hauteur d’une membrane lipidique avec une résolution axiale

nanométrique, pour des temps d’acquisition faibles et des puissances

lasers minimes [6].

Parallèlement à ces enjeux, la diversité des comportements d’adhé-

rence des cellules sur un substrat 2D – y compris au sein d’une même

lignée cellulaire – a conduit au développement de surfaces permet-

tant de contrôler l’adhésion, comme le micropatterning [7]. L’idée est

de reproduire les contraintes géométriques et mécaniques, ainsi que

la composition de la matrice extra-cellulaire, en microstructurant la

répartition des protéines d’adhésion à la surface de substrats plus ou

moins rigides.

L’enjeu de cette thèse a donc été de poursuivre le développement

de l’imagerie NEF au regard de ces exigences. À partir de la mâıtrise

de la synthèse et des échanges de ligands de surface des boites quan-

tiques, j’ai développé une méthode de microstructuration 2D de ces

dernières en conjuguant une fonctionnalisation covalente bottom-up et

une microstructuration top-down par photolithographie dans le proche

UV. L’étape de microstructuration, à l’aide d’un dispositif numérique

à micro-miroirs (DMD), permet d’obtenir des monocouches de QDs

denses, dont on peut aisément contrôler la forme, avec une résolution

micrométrique. Je montre ensuite la possibilité de biofonctionnaliser

ces motifs de façon spécifique avec un ligand chélatant le zinc en sur-

face des QDs. Ce ligand terminé RGD permet l’adhésion spécifique

des cellules sur les micro-motifs de QDs. Outre la mise en évidence du

FRET entre des cellules et nos substrats, j’ai également exploré l’asso-

ciation de l’imagerie NEF avec une méthode de super-résolution, basée

sur la fluctuation de l’émission de l’accepteur FRET, pour augmenter

la résolution latérale.
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Aperçu de la thèse

Ce document est divisé en six chapitres.

Le Chapitre 1 présente le contexte scientifique de la biophysique

de l’adhésion cellulaire. Il s’attarde en particulier sur les méthodes

employées pour son étude.

Le Chapitre 2 sert d’introduction au cadre théorique de l’imagerie

NEF : la luminescence/fluorescence et le transfert d’énergie non ra-

diatif de type Förster. Y sont aussi décrits les principes de l’imagerie

grand-champ de type TIRF, ainsi que la mise en place du montage

optique utilisé durant le projet doctoral.

Le Chapitre 3 expose les propriétés générales des boites quantiques

(QDs), nanocristaux de semi-conducteurs particulièrement intéressants

pour l’imagerie NEF. Il détaille la prise en main de leur synthèse et la

modification de leurs ligands, ainsi que les différentes caractérisations

photophysiques réalisées.

Le Chapitre 4 présente le développement et la caractérisation de

la fonctionnalisation et de la microstructuration de surfaces de verre

par nos QDs, afin d’obtenir des substrats adaptés à l’imagerie NEF.

Le Chapitre 5 se focalise sur la démonstration de la possibilité de

fonctionnalisation des surfaces microstructurées pour l’imagerie NEF.

Je présente notamment la nécessité de passiver le verre autour des

micro-motifs, ainsi qu’une analyse de FRET quantitatif dans une si-

tuation modèle.

Le Chapitre 6 expose les travaux réalisés sur lemicropatterning cel-

lulaire, et les enjeux d’une étude NEFI en situation réelle. Je poursuis

en élaborant autour des perspectives de localisation XY super-résolue

des accepteurs FRET, à partir de la fluctuation de leur émission.

La conclusion synthétise les apports de mon travail et discute les

possibilités d’optimisation écologique du processus de microstructura-

tion développé.
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Dans ce chapitre, je vais présenter plus en détail le contexte scien-

tifique de la thèse. Je vais introduire les bases de l’adhésion cellulaire,

puis je recenserai les principaux types de méthodes employées pour

étudier et mesurer l’adhésion de cellules vivantes.

1.1 Dynamiques du vivant

1.1.1 Généralités

1.1.1.1 Omniprésence de l’adhésion et de la migration

L’adhésion cellulaire joue un rôle de premier plan dans de nom-

breuses situations physiologiques et pathologiques 1. Ainsi, la proliféra- 1. Cette partie de chapitre a été

construite essentiellement à partir des
références [2, 8, 9].

tion cellulaire, le développement embryonnaire, ou la réponse inflam-

matoire contrôlent la manière dont les cellules adhèrent et migrent

dans l’organisme [2]. Ces différents processus résultent d’interactions

complexes entre les cellules et leur milieu : la matrice extra-cellulaire

(ECM). Par ces interactions, diverses voies de signalisation intracellu-

laires sont activées et régulent l’adhésion par l’intermédiaire du cytos-

quelette.

Les situations où l’adhésion joue un rôle crucial sont nombreuses.

Les phénomènes de croissance tumorale 2, de vascularisation tumo- 2. Dérèglement de la prolifération cel-

lulaire et du comportement migra-

toire.
rale 3, et la métastatisation des cancers 4 sont des exemples classiques

3. Migration des cellules endothéliales

vers la tumeur.

4. Migration des cellules tumorales de
la tumeur primaire via le réseau san-

guin.

de pathologies associés à des dérèglements de l’adhésion et de la mi-

gration. L’évolution des interactions entre cellules et matrice extra-

cellulaire est ainsi essentiel pour chaque aspect de l’organisation, de

la fonction et de la dynamique des structures multicellulaires, ce qui

motive l’étude de ces phénomènes jusqu’à l’échelle de cellules uniques.

Ici, je présenterais essentiellement des éléments relatifs à l’adhésion de

cellules uniques avec la matrice extra-cellulaire 5 5. En situation physiologique, les cel-
lules adhèrent entre elles, et les
adhésions cellule–ECM et cellule–
cellule interagissent [10, 11].1.1.1.2 La matrice extra-cellulaire (ECM)

Le milieu des cellules est un mélange complexe de différentes macro-

molécules, produites par les cellules elles-mêmes. On y trouve en pre-

mier lieu des glycosaminoglycanes (GAGs) – polysaccharides forte-

ment chargés négativement se liant aux protéines pour former des

protéoglycanes – et des protéines fibreuses longues et rigides : les col-

lagènes. Ces composants structurent l’architecture et les propriétés

mécaniques de la matrice – Figure 1.1 (a) et (b). Le 3ème groupe est

constitué de glycoprotéines, la plus connue étant la fibronectine, formée

de 2 grandes sous-unités jointes par un pont di-sulfure – Figure 1.1 (c).
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Figure 1.1 – Comparaison des

formes et tailles des compo-

sants majeurs de l’ECM, distin-

guant GAGs (rouge) et protéines

(vert). Adapté de [2].

Ce dernier type de protéines est notamment étudié en synthétisant

des séquences peptidiques particulières, dont on teste l’interaction avec

les récepteurs transmembranaires associés à l’adhésion. C’est ainsi que

la séquence peptidique RGD (tri-peptide Arginine – Glycine – Acide

aspartatique) a pu être identifiée comme interagissant spécifiquement

(ligand) avec certaines intégrines (récepteur) des cellules [2, 12, 13].

Enfin, diverses enzymes et facteurs de croissance jouent un rôle homéo-

statique dans la matrice, en régulant les interactions cellules-ECM. Les

enzymes activent ou clivent les protéines, ce qui réorganise continuelle-

ment la matrice extra-cellulaire. Les facteurs de croissance, synthétisés

dans l’ECM, peuvent être libérés par l’activité enzymatique et in-

fluencent la croissance, la différentiation, le métabolisme, ainsi que

l’adhésion et la migration. En particulier, le facteur de croissance EGF

est présenté plus en détail dans le chapitre 6, section 6.2.1.2, car sur-

exprimé par une lignée cellulaire que j’ai pu étudier.

1.1.1.3 Rôle du micro-environnement

Les facteurs environnementaux sont ainsi déterminants pour com-

prendre les dynamiques de l’adhésion et de la migration des cellules [8].

Les principales influences sont illustrées sur la Figure 1.2 avec leurs

voies de signalisation [14]. Les facteurs influençant les cellules peuvent

être bio-chimiques, comme on vient de le voir :

— On parle alors de chimiotaxie lorsque ces derniers diffusent dans

l’environnement des cellules. La distribution de ces espèces chi-

miques peut être isotrope ou sous la forme de gradients de concen-

tration, auquel cas il est possible d’observer un phénomène de mi-

gration dirigée.

— Lorsque les marqueurs biochimiques sont liés à une surface, comme

c’est typiquement le cas pour une matrice extra-cellulaire suppor-

tant des cellules épithéliales, le terme employé est haptotaxie. Ce

champ n’est actuellement compris que très incomplètement, en rai-

son de la complexité des interactions entre les cellules (qui pro-

duisent et modifient l’ECM) et l’ECM (qui influence le comporte-

ment des cellules).

— Les cellules ont aussi la capacité de détecter des différences de

rigidité de leur substrat – durotaxie. Une variation de cette rigidité

peut ainsi promouvoir la croissance et vascularisation tumorale.

— La topotaxie est un processus parallèle, où les cellules détectent les

variations topologiques de leur substrat.

— Enfin, pour donner un exemple d’influence moins évidente, il a aussi

pu être montré que les cellules réagissaient à des champs électriques

transitoires – galvanotaxie – comme par exemple dans le cas de la

cicatrisation.
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• Chimiotaxie : les cellules détectent le signal par l’intermédiaire de récepteurs membranaires fixant les signaux

chimiques solubles.

• Haptotaxie : les cellules détectent les signaux liés à la surface à l’aide de leurs récepteurs, notamment les intégrines.

• Durotaxie : la rigidité du substrat est détectée par un ensemble de composants couplés mécaniquement dans le

cortex cellulaire, dans le cytosol ou au niveau de l’enveloppe nucléaire.

• Topotaxie : les cellules détectent la géométrie de l’espace disponible et adaptent leur forme en modifiant l’orien-

tation des protubérances membranaires parallèlement aux fibres alignées de la matrice extracellulaire (ECM), en

détectant la courbure membranaire induite par la topographie grâce aux protéines de la famille BAR, ou en mesu-

rant la déformation nucléaire résultant de la compression et du changement de forme.

• Galvanotaxie : le champ électrique est détecté par l’électromigration des composants de la membrane (y compris

les récepteurs de signalisation) vers la cathode (+) ou l’anode (–).

Figure 1.2 – Détection par les

cellules des principaux facteurs

environnementaux.

Adapté de [14].

1.1.2 Adhésion cellule/substrat

1.1.2.1 Adhésion et motilité

Adhésion et migration sont deux processus intrinsèquement liés car

ils ont en commun un grand nombre de voies de signalisation cellulaire.

Il a pu être montré qu’en l’absence d’autres facteurs que l’haptotaxie,

la migration dirigée de fibroblastes était principalement déterminée

par la dynamique collective des adhésions focales (FA) et du cytos-

quelette d’actine [15]. Les contacts focaux sont des zones particulières

où un récepteur membranaire – e.g. les intégrines – est lié d’une part

à un composant de la matrice extra-cellulaire, d’autre part au cytos-

quelette d’actine, par l’intermédiaire d’autres protéines 6. Leur mise en 6. Voir section 1.1.2.2.

évidence date de la fin des années 1970 / début 1980, par les travaux de

Izzard & Lochner [16] ainsi que d’Abercrombie [17]. Dès cette époque,

il était aussi remarqué que les contacts focaux étaient associés à une

grande proximité entre la membrane des cellules et le substrat.



14 microstructuration 2d de boites quantiques

Figure 1.3 – Schéma des

étapes principales de la

mésenchymateuse des fibro-

blastes.

Le processus de migration 2D peut ainsi être schématisé en 3 étapes

principales – Figure 1.3. Lors de la protusion, ou étalement, la cellule

se polarise, avec l’apparition d’extensions de la membrane plasmique à

l’avant de la cellule, formées par polymérisation de l’actine. Au niveau

de ces extensions, on voit se former des contacts focaux – adhésion

– permettant à la cellule de disposer de points d’ancrage pour son

déplacement. L’arrière de la cellule est alors ramené vers l’avant par

la contraction du cytosquelette : c’est la rétraction. L’adhésion cel-

lulaire implique donc une reconnaissance entre ligands et récepteurs

au niveau de la membrane, ce qui va promouvoir 2 types de forces

générées par les structures d’actines : une force de protusion associée

à la polymérisation de l’actine à la périphérie de la cellule, et une force

contractile (force de traction) associée à l’élaboration de longues fibres

d’actine que l’on nomme fibres de stress.

La polymérisation de l’actine a fait l’objet d’un modèle physique

nommé tapis roulant (treadmilling) avec un mécanisme de nucléation

de type brownian ratchet [18, 19]. De plus, de nombreuses protéines –

rassemblées sous le nom ABP, pour Actine Binding Proteins – peuvent

se lier à l’actine pour modifier son architecture. Un autre groupe de

protéines, les GTPases, est impliqué dans des rôles plus spécifiques

de détermination des structures de l’actine – Figure 1.4. Lors de la

rétraction, une diminution de la contractilité du cytosquelette à l’arrière

de la cellule se fait par dépolymérisation de l’actine, sous l’influence

de plusieurs interactions faisant par exemple intervenir la protéine

nommée myosine [9].

(a) Les fibroblastes cultivés dans un milieu appauvri en sérum manifestent de

l’actine corticale et quelques fibres de stress. (b) Cdc42 provoque l’apparition

de structures nommées filopodes à la périphérie de la cellule. (c) Rac génère

la formation de lamellipodes s’étendant sur toute la circonférence cellulaire.

(d) Rho provoque l’assemblage de fibres de stress denses.

Figure 1.4 – Influence de l’in-

jection de protéines Rho GT-

Pases (Cdc42, Rac, Rho) sur

l’organisation de l’actine de fi-

broblastes fixés. Marquage à la

phallöıdine fluorescente. Adapté

de [20] citant [21].

Figure 1.5 – Allures des polari-

sations cellulaires possibles selon

la tension de la membrane plas-

mique. Adapté de [22]

L’équilibre entre les forces exercées par la polymérisation de l’ac-

tine et la tension de la membrane plasmique [9] influence également

l’adhésion cellulaire. La membrane plasmique des cellules est une bi-

couche de lipides très hétérogène, traversée par de nombreuses protéines

et organisée en micro-domaines liés au cortex d’actine de la cellule.

La tension de la membrane plasmique des cellules dépend de la po-

lymérisation du cytosquelette d’actine et des adhésions déjà présentes

entre la cellule et le substrat [22]. En effet, une cellule s’étale pour

adhérer : cela augmente la tension membranaire, ce qui en retour mo-
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difie la polymérisation de l’actine. En général, une faible tension de

membrane est associée à la formation de plusieurs protusions nommées

lamellipodes, tandis qu’une forte tension membranaire est associée à

un front de protusion plus large – Figure 1.5.

1.1.2.2 Transmission des forces

Figure 1.6 – Intégrine active,

reliant l’ECM à l’actine du cy-

tosquelette. Adapté de [2].

Les adhésions focales font la jonction entre la cellule et la matrice

extra-cellulaire. Elles sont composées d’un grand nombre de protéines

dont la dynamique d’organisation n’est pas encore élucidée, même si

les techniques d’imagerie récentes laissent deviner une structure à plu-

sieurs couches [23]. Les protéines assurant la liaison des cellules au sub-

strat sont les intégrines – comme mentionné précédemment. Il s’agit

de protéines transmembranaires composées de 2 feuillets glyprotéiques

qu’on note α et β. On a dénombré 24 types d’intégrines dans l’espèce

humaine, issus des combinaisons entre les 18 feuillets α et les 8 feuillets

β recensés [2]. La Figure 1.6 illustre de manière simplifiée l’assemblage

de protéines auquel un dimère d’intégrine participe afin de relier le

cytosquelette à la matrice extra-cellulaire. La taline est généralement

présente comme adaptateur, mais n’est souvent pas seule. Une même

inté-grine peut présenter des variations d’affinités avec différents com-

posants de la matrice extra-cellulaire, et cette liaison est notamment

affectée par la concentration d’ions Mg2+ et dans une moindre mesure

Ca2+. Les adhésions focales formées à l’aide des intégrines manifestent

une diversité en taille : elles peuvent être petites, discrètes et tran-

sitoires – à la limite de diffraction, et de quelques min de durée de

vie [24] – ou grandes, proéminentes et durables – d’environ 0,5-1,5 µm

selon leur maturité, pour une durée de vie de 10 à 20 min [25].

Les signaux reçus de l’extérieur de la cellule peuvent agir par le biais de divers mécanismes intracellulaires pour

stimuler l’activation des intégrines. Dans les plaquettes, comme illustré ici, la protéine de signal extra-cellulaire

nommée thrombine active un récepteur couplé à une protéine G à la surface de la cellule, initiant une voie de

signalisation qui conduit à l’activation de Rap1, un membre de la famille des GTPases monomériques. Rap1 activé

interagit avec la protéine RIAM, qui recrute ensuite la taline à la membrane plasmique, avec une autre protéine

appelée kindline. La taline interagit avec la kindline et la châıne β de l’intégrine pour déclencher l’activation. La

taline interagit ensuite avec des protéines adaptatrices telles que la vinculine, ce qui entrâıne la formation d’un lien

avec l’actine du cytosquelette.

Figure 1.7 – Exemple d’une

voie de signalisation pour l’acti-

vation des intégrines.

Adapté de [2].
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Diverses études comme celles utilisant la microscopie électronique

et la diffraction des rayons X suggèrent que intégrines se présentent

dans 2 conformations, une forme active ou inactive [2]. La transmis-

sion effective des forces 7 résultant notamment de la polymérisation 7. Le modèle de référence de la trans-

mission des forces stabilisant les cel-

lules en adhésion ou créant du mouve-
ment est celui du molecular clutch [9,

26, 27]. Les différents mécanismes
mentionnés dans cette section sont for-

tement couplés [4] et contribuent en-

semble aux comportements des cel-
lules [9, 28, 29].

et dépolymérisation du cytosquelette d’actine requiert la formation de

liens avec l’ECM, donc l’activation des intégrines, ce qui peut se pro-

duire par diverses voies de signalisations internes comme externes [4].

La Figure 1.7 donne l’exemple d’une voie de signalisation interne. La

liaison des intégrines au ligand RGD (voie de signalisation externe)

peut elle aussi promouvoir l’activation de nouvelles intégrines, ce qui

renforce l’adhésion focale [2] et conduit à la formation de plaques

d’adhésion focales denses et structurées – Figure 1.8.

Figure 1.8 – Représentation

de la structure moléculaire (à

un instant t) d’une plaque

d’adhésion focale, reconstituée

à partir d’observations en mi-

croscopie super-résolue. Adapté

de [23].

1.1.2.3 L’adhésion sur substrat in vitro

Figure 1.9 – Schéma des étapes

principales de l’adhésion cellu-

laire in vitro.

Lorsque des lignées cellulaires sont étudiées en laboratoire, elles

sont entretenues et observées dans un milieu de culture approprié.

La préparation des cellules nécessite leur détachement, à l’aide d’une

enzyme par exemple. La suspension de cellules obtenue est ensuite

déposée sur une lamelle d’observation souvent recouverte de fibro-

nectine, la protéine de l’ECM à laquelle se lient un certain nombre

d’intégrines des cellules. On observe alors un processus d’adhésion qui

peut être découpé en 3 phases – Figure 1.9. Lors de la sédimentation,

le corps cellulaire interagit avec le substrat de façon non spécifique. La

formation de contacts focaux transitoires à l’aide des intégrines per-

met l’étalement progressif des cellules, ce qui s’accompagne de la po-

lymérisation de l’actine. Une fois bien étalées, les cellules poursuivent

la maturation des contacts focaux en plaques d’adhésion focales tout

en réorganisant leur cytosquelette. Selon le type cellulaire et le type de

substrat utilisé, on observera alors des comportements de migration ou

bien d’adhésion renforcée, qui s’accompagnent, après un certain temps,

de la production par les cellules de leur propre matrice extra-cellulaire

– on parle alors d’adhésion fibrillaire.
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1.2 Techniques pour étudier l’adhésion

Du fait de la richesse des interactions mises en jeu, de nombreuses

méthodes sont utilisées pour étudier l’adhésion, que ce soit par la me-

sure de force ou par l’imagerie de leurs comportements. Je me conten-

terai de présenter les méthodes utilisées pour l’analyse à l’échelle des

cellules uniques 8. La Figure 1.10 présente un résumé des grands types 8. Il existe aussi de nombreuses

méthodes où l’étude se fait à l’échelle
de populations de cellules, comme les

tests de rinçage, les chambres à flux

et la microfluidique, etc. [30].

d’applications de l’étude de l’adhésion.

Figure 1.10 – Résumé de

la diversité des applications de

l’étude de l’adhésion cellulaire.

Adapté de [30].

1.2.1 Méthodes pour l’étude des forces d’adhésion

L’ensemble des techniques consistant à mesurer les forces d’adhé-

sion à l’échelle locale – voire de la molécule unique – sur des cellules

individuelles est regroupé sous l’acronyme SCFS 9. Une revue récente 9. Single Cell Force Spectroscopy.

de Roca-Cusachs et al. présente ces différentes méthodes [31]. Dans

cette section, je présenterais quelques exemples choisis, représentatifs

des approches actuellement utilisées.

1.2.1.1 Mesure par interaction directe avec les cellules

Figure 1.11 – Principe d’une

étude par aspiration à l’aide

d’une micropipette. Inspiré

de [32].

L’emploi d’une micropipette est une méthode déjà ancienne [33,

34] et elle est encore largement utilisée [30, 35]. Elle permet, par as-

piration locale, de mesurer la tension du cortex cellulaire. Cela per-

met également de détacher une cellule par l’application une force –

Figure 1.11. Le détachement est produit par augmentation progres-

sive de la force d’aspiration ou par un déplacement de la micropipette.

Dans le même temps, la cellule est observée au microscope pour rendre

compte des évolutions globales. La sensibilité va de la fraction de pN au

nN [36]. Cela a par exemple permis d’étudier la force d’adhésion de cel-

lules sur de la fibronectine [37], ou les différences de forces d’adhésion

entre cellules normales et cancéreuses [38]. Il existe de nombreuses

variantes 10 permettant de mesurer la tension de membrane ou la ten- 10. Montage avec plusieurs micropi-

pettes, avec cellule ou vésicules at-
tachées à des billes fonctionnalisées

par un ligand, etc.

sion corticale [35], ou de caractériser des interactions ligand-récepteur.

Des montages plus sophistiqués combinant cette méthode avec la mi-

croscopie de fluorescence ont permis le suivi de voies de signalisation

déclenchées par la réponse des cellules à la force d’aspiration [39]. Les

principales limites de cette méthode sont sa faible résolution temporelle

et son aspect souvent invasif sur les cellules étudiées.
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Figure 1.12 – Principe d’une

étude à l’aide de pinces optiques.

Les pinces optiques, proposées en 1986 par Ashkin et al. [40] per-

mettent de faire des mesures à l’échelle de la molécule unique, comme

un récepteur membranaire. Un laser focalisé permet de piéger et dépla-

cer des billes diélectriques microscopiques, ou même des cellules –

Figure 1.12. Le contrôle de la force est extrêmement précis et per-

met d’étudier une grande variété de phénomènes biologiques, sur une

gamme de allant des fN aux pN, et avec une résolution temporelle de

l’ordre de la milliseconde. Cet outil très versatile a pu être utilisé de

nombreuses manières, comme par exemple pour l’étude de la liaison

d’un complexe ligand-récepteur purifié [41], ou la réponse mécanique

locale de cellules en adhésion [42, 43]. Tout comme l’aspiration par

micropipettes, il existe diverses configurations d’expériences, dont cer-

taines utilisant plusieurs pièges optiques [44]. Leur limite se situe au

niveau de leur principe même : la focalisation du laser implique des

irradiances d’illumination élevées, difficilement compatibles avec des

expériences de suivis de cellules vivantes sur des temps longs.

Figure 1.13 – Principes

de de base des montages

expérimentaux basés sur l’AFM

pour l’étude de l’adhésion cellu-

laire. Inspiré de [45].

Dans le cadre de l’étude de l’adhésion, la microscopie à force ato-

mique (AFM) a initialement été utilisée pour quantifier la force de

liaison de complexes ligands-récepteurs [46], puis peu de temps après

pour étudier l’adhésion de cellules fixées directement sur le levier AFM,

et servant directement de sonde lorsque mises en contact avec un sub-

strat fonctionnalisé avec une espèce chimique contenant le tri-peptide

RGD [47]. Des agencements cellule-cellule ont aussi été utilisés – Fi-

gure 1.13. Le principe est d’opérer une mise en contact précise pen-

dant un temps donné, puis de retirer la pointe de l’AFM. Les ruptures

sur l’évolution de la force selon la distance donnent accès aux forces

d’adhésion avec une sensibilité de l’ordre du pN. Il a ainsi été possible

d’étudier la liaison fibronectine–intégrine α5β1 [48]. Dans une situa-

tion type substrat-cellule, il est de plus possible de sonder un couple

ligand–récepteur présent sur la partie dorsale d’une cellule alors même

que cette dernière est en adhésion sur un substrat par le biais d’un

autre couple ligand–récepteur [49]. Comme les méthodes précédentes,

il s’agit d’une technique limitée par son aspect invasif.

1.2.1.2 Mesure par la déformation de l’environnement

Figure 1.14 – Principe de base

d’une étude par microscopie de

force de traction.

En utilisant des substrats de rigidité très faible, les forces exercées

par les cellules sur leur environnement peuvent conduire à des déforma-

tions mesurables. La microscopie de force de traction (TFM) est la

première des méthodes ayant étudié ce phénomène [50, 51]. Elle re-

pose sur l’imagerie des variations de la position de marqueurs fluo-

rescents incorporés dans le substrat ou attachés à sa surface – Fi-

gure 1.14. Cela permet alors d’établir une cartographie des forces de

traction générées par une cellule 11, sur un large champ. Si les mises
11. On mesure en réalité une force par

unité de surface, i.e. une pression en
Pa. La sensibilité est d’environ 1 Pa.

en œuvre initiales avaient recours à une image de référence pour ef-

fectuer les comparaisons, il est possible de s’en passer par un contrôle

précis de la régularité du positionnement des marqueurs [52, 53]. Il

s’agit de plus d’une méthode compatible avec l’étude dynamique de
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l’adhésion en 3D de cellules, ce qui a permis de mettre en évidence

l’évolution des tensions corticales lors du phénomène de migration [54] ;

la différence de directionnalité des forces exercées selon que les cellules

soient cancéreuses ou non [55] ; ou encore, une différence notable de

comportement des adhésions focales par rapport à la situation sur

substrat [56]. C’est une méthode dont les combinaisons avec d’autres

techniques d’imageries [57-60] sont très prometteuses, qui est essentiel-

lement limitée par la complexité de l’analyse des données [61].

Figure 1.15 – Principe d’une

étude à l’aide de micro-piliers.

Une autre manière de procéder repose sur l’utilisation de micro-

piliers – Figure 1.15. Les déformations de ces derniers étant seule-

ment fonction de la force exercée, les calculs permettant d’obtenir les

forces mises en jeu sont simplifiés tout en permettant une sensibilité de

l’ordre de 10 pN. Il est de plus possible de fabriquer des micro-piliers

magnétiques pour exercer une stimulation mécanique contrôlée [62,

63], ou créer des paliers de raideur variables de manière à diriger la

migration des cellules [64]. Cependant, cette structuration du substrat

peut affecter le comportement cellulaire selon les dimensions des micro-

piliers [65]. Le potentiel de combinaison avec d’autres méthodes d’ima-

gerie est identique à la TFM. La méthode est cependant limitée par

son caractère discret, et le faible intervalle de raideurs actuellement

accessibles.

1.2.2 Méthodes d’imagerie optique pour l’étude de l’adhésion

Il existe un ensemble de méthodes d’imageries n’ayant pas pour

centre d’intérêt la mesure des forces d’adhésion, mais l’identification

des structures biologiques impliquées dans l’adhésion cellulaire et leur

dynamique. On peut les distinguer en 2 grandes catégories : techniques

avec ou sans fluorescence.

1.2.2.1 Méthodes sans fluorescence

Tout d’abord, on trouve plusieurs techniques d’imagerie interféro-

métriques dont l’utilisation est largement répandue dans le contexte

de l’adhésion. La microscopie à contraste de phase est une méthode

optique ancienne [66], mais très utile pour les études de morphologie

cellulaire au cours de l’étalement [67]. À l’aide d’un objectif adapté, les

différences d’indices de réfraction créent le contraste des images obte-

nues – Figure 1.16. Ainsi, même des échantillons transparents comme

les cellules peuvent être étudiés.

10 μm

Figure 1.16 – Exemple d’image

en contraste de phase, sur cel-

lules U87MG à 37°C.

Cependant, un halo est observable sur le pourtour des cellules.

Afin de s’en affranchir, on peut utiliser deux autres méthodes in-

terférentielles – Figure 1.17. La première de ces méthodes, RICM (Re-

flection Interference Contrast Microscopy), repose sur l’observation des

interférence produites par les réflections aux interfaces entre le verre

et le milieu d’observation, ainsi qu’entre le milieu d’observation et la

cellule – plus exactement, dans le gap entre le substrat et la mem-

brane plasmique. C’est d’ailleurs à l’aide d’une méthode très proche

de la RICM – mais n’utilisant pas de faisceau polarisé circulairement
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– que l’on a pu réaliser les premières mises en évidence des adhésions

focales [16, 17]. Même si cette méthode est latéralement limitée par

diffraction, elle est axialement très résolue, et permet de remonter

à des distances membrane-substrat avec une précision nanométrique,

tout en bénéficiant d’une bonne vitesse d’acquisition. Elle est de plus

compatible avec de longs suivis des cellules [68, 69]. Cela étant dit,

l’absence de marquage fluorescent empêche de réaliser l’observation

spécifique des protéines d’adhésion, et les fortes hétérogénéités d’in-

dices de réfraction du cytoplasme empêchent des quantifications ri-

goureuses des distances. En transmission, une méthode très utilisée

est l’imagerie à contraste interférentiel différentiel – abrégée DIC, pour

Differential Interference Contrast. En utilisant un prisme de Nomarski

et une lumière polarisée linéairement, il est possible d’imager de façon

très nette les contours de cellules et étudier leur comportement global

sur de long temps d’observation [70].

(a) Image RICM

50 μm

(b) Image DIC

Figure 1.17 – Exemples

d’images obtenues par contraste

à interférence.

(a) Cellules MDA-MB-231.

(b) Cellules WPMY-1.

1.2.2.2 Méthodes utilisant la fluorescence

Les méthodes optiques par marquage fluorescent sont très répandues,

en particulier les approches par immunofluorescence récentes qui per-

mettent d’observer les protéines d’adhésion par imagerie confocale

ou épifluorescence. La microscopie TIRF (Total Internal Reflection

Fluorescence) est à ce titre idéale pour étudier l’adhésion. C’est une

méthode qui utilise le principe de réflexion totale interne dans le sub-

strat en verre [71]. En générant une excitation par onde évanescente 12, 12. Une présentation détaillée du TIRF

est donnée dans le chapitre suivant,

section 2.3.2.
elle permet de réduire l’illumination à la partie ventrale des cellules,

ce qui permet d’imager avec un très bon rapport signal sur bruit.

Dans sa version classique, l’imagerie TIRF est avant tout qualitative,

mais il est possible d’accéder à des mesures de distance cellule-substrat

par son extension nommée vaTIRF (variable angle TIRF ). Dans ce

type de montage, sur lequel travaille notre équipe depuis une dizaine

d’années [20, 72], l’acquisition d’une succession d’images en faisant

varier l’angle d’incidence de l’illumination permet d’accéder à une car-

tographie des distances avec une résolution axiale nanométrique, mais
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aussi à la cartographie des indices de réfraction effectifs [73, 74]. En

combinant ces 2 informations – hauteur de membrane et indice – il est

possible de cartographier les interactions spécifiques et non-spécifiques,

les aires de contact cellules-substrat, et surtout les énergies d’adhésion,

permettant alors de quantifier finement l’adhésion des cellules.

(A) Une des images TIRF de la série utilisée pour le calcul – la membrane plasmique a été marquée au DiO. (B)

Topographie de la membrane cellulaire correspondante. (C) Indice de réfraction ncortex. (D) Localisation 2D des

forts contacts d’adhésion (tâches rouges sur fond bleu). (E) Histogramme des distances obtenu à partir de l’image

(B). Les sous-populations correspondant aux forts et faibles contacts d’adhésion sont respectivement représentées en

rouge et en bleu. Barres d’échelle : 10 µm.

Figure 1.18 – Exemple d’ima-

gerie vaTIRF sur une cellule vi-

vante U87MG α5+ en adhésion

sur une fine couche de fibronec-

tine à 37°C. Extrait de [74].

La microscopie par illumination structurée, ou SIM (Structured Illu-

mination Microscopoy), est une manière astucieuse de s’affranchir de

la limite de diffraction et d’observer l’adhésion cellulaire [75]. L’utili-

sation de multiples motifs d’illumination différents pour chaque plan

focal permet d’obtenir par reconstruction numérique des images avec

une résolution 3D environ égale à la limite de diffraction divisée par 2

ou 3 [76]. Pour augmenter la compatibilité de cette méthode avec les

cellules vivantes, et diminuer sa sensibilité aux phénomènes de diffusion

lors de l’étude de cellules, elle peut être combinée avec une illumina-

tion de type TIRF [77-79], ce qui a permis d’étudier les dynamiques du

cytosquelette de cellules ou des protéines impliquées dans l’adhésion

focale – Figure 1.19. On obtient ainsi une réduction du volume d’ob-

servation et une augmentation de la vitesse d’acquisition, jusqu’à plus

de 100 images/s [80]. L’absence de faiblesse majeure de cette méthode

en fait un outil très prometteur.

Figure 1.19 – Image SIM

des protéines d’adhésion focale

mTagRFP-vinculine (violet) et

mEmerald-paxilline (vert) dans

une cellule HFF-1.

Adapté de [78].

La région encadrée en (a) est donnée

agrandie en (b), montrant un gradient

de concentration accrue de paxilline

vers la périphérie de la cellule. Acqui-

sition de 1,67 s sous une illumination

de 30 à 100 W/cm2. Barres d’échelle :

(a) 5 µm (b) 1 µm.
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Les méthodes d’imagerie par localisation de molécules uniques, abré-

gées SMLM (Single-Molecule Localization Microscopy), ont initiale-

ment été développées en parallèle sous des noms différents : PALM [81]

(Photo-Activated Localization Microscopy) et STORM [82] (STochas-

tic Optical Reconstruction Microscopy). Dans les 2 cas, il s’agit d’en-

registrer des dizaines de milliers d’images de l’émission fluctuante de

molécules fluorescentes individuelles sous une forte irradiance d’illu-

mination, puis de construire numériquement une image unique super-

résolue représentant la localisation des molécules 13. Ces techniques 13. Pour les échantillons denses en fluo-
rophores, il est nécessaire de n’avoir

excité qu’une partie des émetteurs

pour chaque image expérimentale, ce
qui est obtenu en induisant un cli-

gnotement de l’émission à l’aide d’une

solution tampon adéquate, ou avec
un couple d’émetteurs se transférant

alternativement l’énergie d’excitation,

ou en utilisant des molécules fluores-
centes photo-commutables [83].

permettent d’obtenir une résolution d’environ 10 nm [84]. Il existe plu-

sieurs variantes de ces techniques, comme le dSTORM 14, qui simplifie

14. Employant une excitation à 2 lasers.

considérablement la technique en permettant d’utiliser cette méthode

avec des molécules fluorescentes organiques classiques [85]. L’iPALM

est une autre variante, qui utilise le phénomène d’interférence pour

étendre l’acquisition en 3D – on atteint ainsi une résolution axiale de 20

à 30 nm. C’est notamment l’usage de l’iPALM qui a permis la recons-

truction nanométrique des plaques d’adhésions focales [23] illustrée en

Figure 1.8. Quelques unes des images ayant permis cette reconstruction

sont données Figure 1.20 à titre d’exemple. Dans tous les cas, les irra-

diances d’illuminations importantes et le très grand nombre d’images

nécessaires à acquérir restreignent essentiellement ces techniques à des

études de cellules fixées.

Intégrine αv Vinculine Actine

z (nm)

z (nm)

Les images du haut représentent la vue d’ensemble, et celles du bas les histogrammes fités de distribution de présence

selon l’axe vertical, à partir de la zone encadrée. Barres d’échelle : (haut) 5 µm (bas) 500 nm.

Figure 1.20 – Exemples

d’images iPALM des protéines

d’adhésion focale. Adapté

de [23].

Une alternative à cette famille de méthodes pour les études structu-

rales de l’adhésion est l’imagerie par déplétion émission-stimulée [86],

ou STED (STimulated Emission Depletion). Elle repose sur un mon-

tage optique confocal où l’échantillon est scanné, sous une haute puis-

sance laser, avec 2 faisceaux femtoseconde synchronisés dont l’un pro-

duit un volume d’observation creux en forme de donut. L’émission

des molécules fluorescentes en périphérie est désactivée par émission-

stimulée, ce qui réduit la zone fluorescente à un spot de taille inférieure

à la limite de diffraction – Figure 1.21. La résolution ainsi atteinte, sans

post-traitement des images, est alors typiquement d’environ quelques

dizaines de nm en 3D [87, 88]. La combinaison de cette technique
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avec les méthodes de localisation photo-activée, décrites au paragraphe

précédent, a donné lieu à des développements récents sous les noms de

MINFLUX [89] et MINSTED [90], où la résolution dans les 3 dimen-

sions est de l’ordre du nm.

Figure 1.21 – Étude STED de

la localisation d’intégrines β3.

Adapté de [91].

L’image (a) donne pour comparaison

une image confocale (noir et blanc).

L’image (c) est un grandissement de

la zone encadrée en pointillée sur (b).

Enfin, il existe une méthode d’imagerie plus récente, basée sur le

transfert d’énergie métal-induit [92]. De manière analogue à l’image-

rie NEF, l’imagerie MIET (Metal-Induced Energy Transfert) utilise

un transfert d’énergie non-radiatif pour sonder des distances entre

des molécules fluorescentes et ici une surface recouverte d’une couche

métallique. En pratique, il s’agit de mesurer les variations de durée

de vie d’un émetteur selon leur interaction plasmonique avec un sub-

strat recouvert d’une fine couche d’or – Figure 1.22. Il s’agit donc

d’une amélioration de la méthode FLIM [93] (Fluorescence Lifetime

Imaging Microscopy), mais qui nécessite des traitements de données

parfois complexes. L’imagerie MIET possède une résolution axiale na-

nométrique sur des distances d’observation complémentaires 15 au FRET 15. Le phénomène employé étant parti-

culièrement notable pour des distances

au-delà de 20 nm.
[94-97]. La combinaison du MIET avec de l’imagerie FRET de co-

localisation a notamment été employée pour reproduire les résultats

obtenus en iPALM par Kanchanawong et al. [23] concernant la struc-

ture de plaques d’adhésions focales [98]. Le montage optique utilise

cependant un microscope confocal, et implique des puissances d’exci-

tations importantes non-adaptées au suivi dynamique de cellules vi-

vantes avec un large champ d’observation.

(a-c) Exemples de reconstructions tridimensionnelles de la membrane ventrale des cellules (a) MDCK-II, (b) MDA-

MB-231, et (c) A549. (d) Distance moyenne entre la membrane ventrale et la surface d’or pour les 3 lignées cellulaires,

avec fit gaussien.

Figure 1.22 – Comparaison de

3 lignées cellulaires par imagerie

MIET. Adapté de [94].
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1.2.3 Contrôle de l’adhésion et migration cellulaire

1.2.3.1 Variabilité des comportements sur substrat homogène

In situ, les cellules sont entourées par des cellules voisines et/ou

la matrice extra-cellulaire, ce qui impose des limites géométriques et

mécaniques spécifiques influençant la morphologie des cellules, mais

aussi les diverses facettes de leur comportement. À l’inverse, les cel-

lules étudiées in vitro sont considérées comme des systèmes vivants

”artificiels”, où l’organisation de l’environnement et des autres cellules

peut donner naissance à des comportements aléatoires, comme nous

pouvons le voir sur la Figure 1.23. L’étude de ce type de situations

produit des résultats non-immédiatement transposables à des cellules

en situation physiologique in vivo, et augmente le risque de résultats ar-

tefactuels. Pour outrepasser limitations, il faut généralement observer

un grand nombre de cellules ou contrôler l’adhésion et/ou la migration

cellulaire.

(a) (b) (c) (d)

La cellule (1) est très étalée et déplace simplement le barycentre de sa position. La cellule (2) fait globalement des

allers-retours successifs entre 2 positions. La cellule (3) montre une migration dirigée vers la cellule (2).

Figure 1.23 – Images RICM

successives de cellules MDA-

MB-231 en adhésion sur du col-

lagène de type I.

1.2.3.2 Méthodes de contrôle du comportement cellulaire

Plusieurs stratégies ont été mises au point pour contrôler le micro-

environnement des cellules et donc leur comportement. La méthode

classique est celle des chambres à flux, qui a beaucoup été utilisée

pour les études d’adhérence sur des populations de cellules [30] mais

aussi l’étude des forces d’adhésion, à l’échelle d’un couple ligand–

récepteur [99]. Sa version moderne repose sur la microfluidique, avec

un apport majeur en termes de miniaturisation, d’intégration et de

possibilités de contrôle et d’automatisation [100]. Avec ce type de

dispositifs, on étudie par exemple le processus d’adhésion dans une

situation mimant la circulation sanguine [101], ou les capacités de

métastatisation de cellules tumorales [102]. Les études sur cellules

uniques sont elles aussi possibles [103], et aussi sur des modèles ar-

tificiels de membranes comme les vésicules [104].

Une méthode plus compatible avec la plupart des méthodes d’ima-

gerie présentées dans les sections précédentes est le micropatterning

cellulaire, dont M. Théry a fait une revue d’ensemble [7]. Comme

l’illustre la Figure 1.24, le principe est de mimer les contraintes du
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micro-environnement in vivo de manière à ce que les cellules étudiées

in vitro manifestent des comportements les plus proches possible des

conditions physiologiques.

Figure 1.24 – Le micro-

environnement cellulaire in vivo

et in vitro. Adapté de [7].

En structurant le dépôt de la couche d’adhérence – typiquement,

une protéine de l’ECM comme la fibronectine – on peut dans une

certaine mesure contrôler la morphologie des cellules et la contracti-

lité de leur cytosquelette, comme présenté sur la Figure 1.25. Cette

méthode a donné lieu à de nombreuses études 16 sur l’adhésion cellule- 16. Un résultat original et amusant est

la World Cell Race, où un collectif de

laboratoires a réalisé une évaluation
standardisée de la vitesse de migration

entre différents types cellulaires [105].

substrat, l’adhésion cellule-cellule, ou encore la polarité cellulaire, la

croissance et la différentiation, etc. Bien qu’il existe des designs bien

connus pour leurs effets, notamment sur la structure du cytosquelette,

il est néanmoins nécessaire de sélectionner un motif bien adapté au

type cellulaire que l’on souhaite étudier, comme on aura l’occasion de

le montrer dans le chapitre 6.

Figure 1.25 – Création de mo-

tifs d’ECM et conséquences sur

l’organisation du cytosquelette

d’actine. Adapté de [7].

Enfin, comme mentionné précédemment, les micro-piliers peuvent

aussi permettre un contrôle du comportement cellulaire. Lee et al. [64]

ont notamment montré qu’un gradient de raideur du substrat 17, condui- 17. À l’aide de micro-piliers de base va-

riable, dont la partie supérieure était
recouverte de fibronectine pour per-
mettre l’adhésion des cellules.

sait à une migration dirigée des cellules mais aussi à une augmentation

de la vitesse de migration suivant la raideur perçue par la cellule.
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1.3 Conclusions sur l’étude de l’adhésion cellulaire

L’adhésion cellulaire est un phénomène riche qui peut être étudié de

multiples manières. Chaque dispositif expérimental a ainsi ses points

forts et ses points faibles, ce qui donne lieu à des possibilités de com-

binaisons entre méthodes. Dans le cas de l’imagerie, qui vise notam-

ment à observer les points focaux d’adhésion, il existe effectivement

un gap à relier entre les méthodes permettant une bonne vitesse d’ac-

quisition, un large champ d’observation – compatibles avec les cellules

vivantes – et les méthodes permettant une grande résolution spatiale

mais généralement plus performantes sur de petits champs d’observa-

tions et des cellules fixées – Table 1.1. L’imagerie RICM est la seule

méthode permettant à la fois d’étudier des interactions très proches du

substrat avec une bonne résolution temporelle, tout en restant compa-

tible avec les cellules vivantes. Cependant, en l’absence de marquage,

elle ne permet pas d’imager de façon spécifique des éléments particu-

liers des contacts focaux d’adhésion. L’imagerie basée sur le FRET

permet cette sélection : la présentation des éléments théoriques et

expérimentaux spécifiques à ces méthodes – et notamment l’imagerie

NEF – sont donc l’objet du chapitre suivant.

Méthode Rés. XY Rés. Z Source Observation Profondeur Marquage

(nm) (nm) d’excitation sur cellules de champ fluorescent

RICM 250 10 LED ou lampe à vapeur Vivantes ∞ Non

TIRF 250 20 Laser Vivantes 0-300 nm Quelconque

SIM 100 100 Laser Vivantes 0-10 µm Quelconque

SMLM 10-20 20 Laser Fixées 0-1 µm Plutôt spécifique

STED 1-20 1-100 Laser Fixées 0-10 µm Plutôt spécifique

MIET 250 3 Laser Vivantes 10-100 nm Quelconque

Table 1.1 – Récapitulatif

des caractéristiques typiques

pour les différentes familles de

méthodes d’imageries.
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Dans ce chapitre, je vais introduire la théorie de l’imagerie NEF,

c’est-à-dire la luminescence et le transfert d’énergie non-radiatif de

type Förster. Je décrirai aussi les principes de l’imagerie grand-champ

TIRF ainsi que le montage optique utilisé dans mon travail de thèse.

2.1 Fluorescence & luminescence

2.1.1 Introduction

Comme je l’ai introduit dans le chapitre précédent, un grand nombre

de méthodes d’imagerie du vivant utilisent des marqueurs fluorescents

comme agents de contraste. L’imagerie de fluorescence offre également

une certaine sélectivité en biologie par l’intermédiaire de différentes

molécules de liaisons – des anticorps, par exemple. La proposition

d’imagerie NEF s’inscrit dans cette famille de méthodes.

Une légère confusion existe quant à l’utilisation des termes lumi-

nescence et fluorescence. L’usage du mot luminescence est attribué au

physicien et historien des sciences Eilhardt Wiedemann, qui l’intro-

duisit en 1888 pour qualifier l’émission de lumière n’étant pas condi-

tionnée à une élévation de température, par opposition à l’incandes-

cence [106, 107]. On rajoute communément un préfixe au terme lu-

minescence, pour désigner son origine 1. Ainsi, la photoluminescence 1. Quelques exemples : la chimilu-

minescence lorsque l’émission résulte

d’une réaction chimique ; la biolumi-
nescence, lorsque cette réaction s’ins-

crit dans des processus biologiques ;

mais aussi la mécaluminescence qui se
divise en plusieurs types selon la forme

de la stimulation mécanique.

est l’émission de lumière spontanée résultant d’une excitation elle-

même lumineuse. Le terme de fluorescence 2 a été introduit par G.

2. Même si la première observation rap-

portée de fluorescence revient à N. Mo-
nardes en 1565 [107].

G. Stokes en 1852 [106, 107] pour décrire un cas de photoluminescence

provenant d’un cristal de fluorite appartenant à la famille générale

des fluorspar/fluorspath, par analogie avec le terme ”opalescence” 3.

3. La présence du préfixe ”fluor” n’est
donc pas lié à l’élément Fluor – qui ne
luminesce d’ailleurs pas – mais à une

généalogie partagée : le terme fluor,
dérivé du latin fluere, était employé

pour exprimer l’idée d’une fluidité, et

donc accolé à ces pierres que l’on pou-
vait aisément fondre [106].

La luminescence et la fluorescence correspondent au même processus

physique : l’émission spontanée. À l’heure actuelle, on réserve plutôt

le terme luminescence lorsque l’émission provient d’atomes ou d’ions

en phase condensée – cristalline ou amorphe – et le terme fluorescence

lorsque l’émission est produite par des molécules organiques en phase

diluée.

2.1.2 Bases de la théorie quantique de la fluorescence

2.1.2.1 Diagramme d’énergie schématique

Dans ce cadre théorique 4, la lumière est considérée comme un en- 4. Cette section s’appuie essentielle-
ment sur les références [108, 109].semble de photons, dont l’énergie est définie par l’Éq. (2.1.1), où h

est la constante de Planck (J·s−1) ; ν la fréquence d’oscillation du

champ électromagnétique (Hz), c la vitesse de la lumière dans le vide
E = hν = h

c

λ
(2.1.1)
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(m·s−1) et λ la longueur d’onde du rayonnement (m). Pour présenter

synthétiquement la dynamique intra-moléculaire associée à la fluores-

cence, il est convenu de recourir à un diagramme d’énergie simplifié

permettant de visualiser les principales transitions entre les niveaux

d’énergie – Figure 2.1. Chaque ligne horizontale principale du dia-

gramme représente un niveau d’énergie Ei
5, identifié par sa multipli- 5. Les lignes horizontales secondaires

correspondent aux différents sous-

états vibrationnels.
cité de spin Ms, définie par l’Éq. (2.1.2), où s est la résultante des

spins électroniques sj – Éq. (2.1.3) et (2.1.4). Dans un cas simple à
Ms = 2s+ 1 (2.1.2)

s =
∑

sj (2.1.3)

sj = ±
1

2
(2.1.4)

2 électrons délocalisés, les spins peuvent être parallèles (^^) ou anti-

parallèles (^_), ce qui entraine une résultante des spins électroniques

s = 0 ou 1. Les valeurs de Ms seront alors respectivement de 1 (état

singulet S ) ou 3 (état triplet T ). Lorsqu’on excite à résonance la tran-

sition S0�S1 avec un photon d’énergie E = hν ≈ E1-E0, la molécule

passe de l’état fondamental S0 à l’état excité S1 en absorbant le pho-

ton incident. La molécule ainsi excitée peut redescendre dans son état

fondamental soit par émission spontanée 6 soit par différents processus 6. La fluorescence, qui est la seule voie
de relaxation radiative.non-radiatifs. Ces derniers peuvent impliquer des transitions S1�S0

(conversion interne CI) ou des transitions S1�T1, puis T1�S0 (croise-

ment inter-systèmes CIS). Des cascades de relaxations vibrationnelles

rapides peuvent également se produire au sein des états électroniques

eux-mêmes.

Figure 2.1 – Diagramme

d’énergie simplifié pour une

molécule organique fluorescente.

Les processus radiatifs sont

représentés en traits pleins, les

processus non-radiatifs en pointillés.

CI : Conversion interne

CIS : Croisement inter-systèmes

RV : Relaxation Vibrationnelle
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Figure 2.2 – Spectres d’absorp-

tion et de fluorescence de la Rho-

damine 6G

L’émission spontanée s’effectue nécessairement entre le niveau vi-

brationnel le plus bas de l’état singulet S1 vers l’état fondamental S0 –

loi dite de Kasha. Par conséquent, la longueur d’onde du photon émis

est toujours plus grande que celle du photon incident. Il en résulte un

décalage entre les spectres d’absorption et d’émission, qu’on nomme

décalage de Stokes – cf. Figure 2.2.

La conversion inter-systèmes est une transition non-radiative peu

probable, car elle nécessite un changement de spin de l’électron ex-

cité. Sachant que la durée de vie de l’état excité S1 est de l’ordre de

la nanoseconde, une molécule soumise à une excitation continue va

cycler un grand nombre de fois entre S0 et S1. Dans ces conditions,

la transition S1�T1, même peu probable, pourra se réaliser. La re-

laxation de la molécule est alors fortement retardée car le temps de
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vie de l’état T1 est typiquement de l’ordre de la microseconde à la

milliseconde. Puisque la relaxation T1�S0 est non-radiative dans les

molécules organiques, le passage par l’état triplet interrompt les cycles

absorption/émission pendant un laps de temps définit par le taux de

croisement inter-systèmes et la durée de vie de T1.

2.1.2.2 Propriétés photophysiques des fluorophores

I = kλeϕ (2.1.5)

kλe = σλe
abs

Lλe

hνe
(2.1.6)

σλe
abs =

103ln(10)

NA
ελe (2.1.7)

ϕ =
kr

kr + knr
= krτ (2.1.8)

knr = kCI + kCIS (2.1.9)

τ =
1

kr + knr
(2.1.10)

Dans le système à 3 niveaux représenté sur la Figure 2.1, et sous

l’approximation d’une faible excitation laser à la longueur d’onde λe,

l’intensité du signal de fluorescence I émis par une molécule fluores-

cente sous excitation est égal au produit du taux d’excitation kλe
et

du rendement quantique ϕ – Éq. (2.1.5). Le premier terme quantifie la

probabilité de passer de l’état fondamental S0 à l’état excité S1, et est

définit par l’Éq. (2.1.6). Il dépend de la section efficace d’absorption

σλe

abs (cm2), qui correspond à la probabilité des photons incidents de

longueur d’onde λe d’être absorbés par le fluorophore ; ainsi que du

rapport entre l’irradiance d’excitation laser Lλe (W/cm2) et l’énergie

hνe (J) des photons incidents. Cette section efficace σλe

abs peut être

déterminée à partir du coefficient d’extinction molaire ελe (L/mol/cm)

– cf. Éq. (2.1.7), où NA est le nombre d’Avogadro. Le rendement quan-

tique ϕ correspond à la probabilité que la relaxation de la molécule ex-

citée se fasse par recombinaison radiative plutôt que par un processus

non radiatif. Sa définition formelle – Éq. (2.1.8) – est donc le rapport

entre le taux de recombinaisons radiatives et la somme des taux de

relaxation radiatives et non-radiatives, respectivement notés kr et knr.

Le taux de recombinaisons non-radiatives knr correspond à la probabi-

lité de l’ensemble des processus CI et CIS définis en section précédente

– cf. Éq. (2.1.9). Il est également possible d’expliciter ϕ en fonction

de la durée de vie de fluorescence τ , définie par l’Éq. (2.1.10). Ainsi

les espèces chimiques à grand rendement quantique et forte extinction

molaire seront toujours privilégiées en imagerie de fluorescence tradi-

tionnelle – e.g. la Rhodamine 6G, avec ϕ = 0,95 et ε 530 nm
max = 115 000

L/mol/cm dans l’éthanol.

Figure 2.3 – Allure générale

d’un signal mesuré pour un

émetteur unique en situation de

clignotement puis photo-dégradé

à t = t0.

Comme expliqué durant la section précédente, les cycles absorp-

tion/émission peuvent être interrompus par le passage dans l’état tri-

plet T1. Plus l’irradiance d’excitation est élevée, plus le nombre de

passages par T1 augmente. L’état T1 ayant une durée de vie plus

longue, on observe alors un clignotement [110] de l’émission des fluo-

rophores, comme illustré en Figure 2.3. Le peuplement de l’état triplet

T1 augmente la réactivité chimique des fluorophores, qui peuvent su-

bir des transformations structurelles conduisant à la perte irréversibles

de leurs propriétés d’émission [111] : on parle de photo-dégradation 7. 7. Dans la littérature, les termes photo-

degradation ou photobleaching (photo-
blanchiment) sont utilisés de manière

interchangeable.

Dans les cas les plus simples, cette dynamique s’exprime sous la forme

d’un déclin exponentiel de la fluorescence I (t) auquel on peut associer

un temps caractéristique τpd dépendant de l’irradiance d’excitation et

de la photo-stabilité du fluorophore concerné – cf. Éq. (2.1.11).

I(t) = I(0) · e
−

t

τpd (2.1.11)
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2.2 Transfert d’énergie non-radiatif de type Förs-

ter

Une molécule fluorescente peut être approximée par un dipôle os-

cillant [109, 112]. L’onde électromagnétique rayonnée par un tel dipôle

contient plusieurs termes dont l’amplitude dépend de la distance. Ainsi,

l’environnement de la molécule peut être découpé en 4 zones – cf. Fi-

gure 2.4 – à l’aide de la distance caractéristique b définie en Éq. (2.2.1) ; b =
λ

2πn
(2.2.1)

où λ (nm) est la longueur d’onde de l’émission de l’espèce chimique

excitée et n l’indice de réfraction du milieu [112]. En règle générale,

les valeurs de λ et n se situant respectivement dans les intervalles

300-800 nm et 1,3-1,6, la valeur de b vaut environ 100 nm.

Figure 2.4 – Schéma de l’es-

pace autour d’un fluorophore ex-

cité pour b = 100 nm.

Adapté de [112].

(C) : zone de contact

(CP) : zone de champ proche

(I) : zone intermédiaire

(CL) : zone de champ lointain

Sur ces 4 zones, 2 sont particulièrement importantes ici : la zone de

champ lointain (CL) et celle de champ proche (CP). Le rayonnement

électromagnétique en champ lointain (far-field) peut éventuellement

être ré-absorbé par un autre espèce chimique, ce qui correspond à

un phénomène de transfert d’énergie radiatif : le transfert est médié

par un photon. Si une espèce chimique compatible avec l’espèce ex-

citée est présente dans la zone de champ-proche (near-field), un cou-

plage dipôle-dipôle direct peut se produire sous certaines conditions.

Un transfert d’énergie se fait alors sans photon : on parle de trans-

fert non-radiatif. Ce régime spatial définit le domaine de validité de

la théorie du FRET (Fôrster Resonance Energy Transfert), qui repose

sur le couplage de dipôles ponctuels.

2.2.1 FRET : formalisme théorique

2.2.1.1 Développements historiques

La naissance de cette théorie a notamment pour trame l’effort de

compréhension du phénomène de photosynthèse [109, 112]. Plusieurs

observations avaient en effet suggéré, au début du XXe siècle, que les

espèces chimiques excitées pouvaient transférer leur énergie autrement

que par échange d’électron lors d’une collision, ou par formation de

complexes entre espèces chimiques. Les solutions de fluorophores dans

des solvants très visqueux ont été beaucoup utilisées, dans la mesure où

elles permettaient l’étude de ces phénomènes via les modifications de

polarisation de la lumière. Dans une solution visqueuse minimisant la

rotation des espèces chimiques, on s’attend à ce que la polarisation de

l’excitation lumineuse soit conservée lors de l’émission 8 ; et c’est bien 8. L’excitation sélectionne une popula-

tion d’émetteurs dans la bonne confor-
mation spatiale.

ce qui est observé pour des solution diluées. Cependant, l’augmentation

de la concentration donne lieu à une dépolarisation de l’émission. L’ex-

plication par transfert radiatif ne pouvait rendre compte des quantités

de signal mesurées en raison du décalage de Stockes entre l’émission et

l’absorption d’un même fluorophore. Les travaux effectués par Jean et

Francis Perrin ont abouti à la proposition du concept de transfert non-

radiatif, qui correspond à l’ouverture d’un processus de relaxation pour

l’espèce chimique excitée (donneur) et d’un processus d’excitation pour

l’espèce chimique à portée de transfert (accepteur) – cf. Figure 2.5.
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Figure 2.5 – Transfert

d’énergie non-radiatif entre

2 molécules.

Les lettres D et A identifient

respectivement le donneur et l’ac-

cepteur. Les processus radiatifs sont

représentés en traits pleins. Pour

simplifier la lecture, seul le processus

non-radiatif FRET est représenté, en

pointillés.

Cela a donné lieu à une première formalisation de la distance cri-

tique pour qu’un transfert non-radiatif ait lieu, notée R0. Son expres-

sion est donnée par l’Éq. (2.2.2), où λ est la longueur d’onde d’émission

du fluorophore ; ⟨t⟩ le temps moyen entre collisions des espèces chi-

miques, et τD la durée de vie du donneur. Plus précisément, R0 cor-

R0 =
λ

2π
6

√
⟨t⟩
τD

(2.2.2)respond à la séparation spatiale entre donneur et accepteur où l’effi-

cacité de transfert non-radiatif est de 50 %. Le travail de Théodore

Förster s’inscrit à la suite de ces recherches. Sa publication initiale

de 1946 – dont on peut trouver une traduction récente en langue an-

glaise [113] – en corrige un des postulats : les fluorophores impliqués,

mêmes identiques, peuvent présenter des fréquences d’oscillation signi-

ficativement différentes en raison des dispersions spectrales d’absorp-

tion et d’émission 9. Il faut donc a minima corriger R0 par le recouvre- 9. F. Perrin ne prenait en compte que

la dispersion liée aux collisions entre

molécules, ce qui a pour conséquence
de sous-estimer la dépendance de l’ef-

ficacité de transfert à la distance

donneur–accepteur.

ment réel des spectres, ce qui conduit à l’Éq. (2.2.3) ; où Ω représente

la largeur des spectres d’absorption et d’émission et Ω’ le recouvre-

ment entre les deux spectres. Le rapport des 2 grandeurs représente

ainsi la probabilité qu’un donneur et un accepteur oscillent à la même

fréquence, condition de résonance du transfert d’énergie. La seconde

R0 =
λ

2π
6

√
Ω′

τDΩ2
(2.2.3)contribution majeure de Förster réside dans la formalisation du taux

de transfert kFRET , permise par l’articulation de la théorie de l’effi-

cacité de transfert par interaction coulombienne à diverses constantes

et termes relativement simples. Ce résultat a permis les premiers tests

expérimentaux de la dépendance en distance de ce phénomène de trans-

fert, puis fait l’objet de diverses reformulations pour aboutir au for-

malisme actuel du FRET 10. 10. Pour une revue de ces travaux,
voir [112].

2.2.1.2 Formalisations contemporaines du FRET

Le taux de transfert d’énergie non-radiatif kFRET est donné par

l’Éq. (2.2.4), où κ2 est le facteur d’orientation des dipôles moléculaires ;

kFRET (r) =
9ln(10)κ2ϕD

128π5n4NAr6τD

∫
FDεAλ4dλ

(2.2.4)

ϕD le rendement quantique du donneur ; NA le nombre d’Avogadro

(6,02 × 1023 mol−1) ; et r la distance de séparation donneur–accepteur.

La grandeur τD reste associée à la durée de vie du donneur, et FD(λ)

représente l’émission du donneur normalisée telle que
∫
FDdλ = 1 ;

εA(λ) le coefficient d’extinction molaire de l’accepteur (L/cm/mol).
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Cette relation peut être simplifiée, comme le montre l’Éq. (2.2.5), où

kFRET (r) =
1

τD

(
R0

r

)6

(2.2.5)

R0 =
6

√
9ln(10)κ2ϕD

128π5n4NA
J(λ) (2.2.6)

R6
0 = 8, 79 · 10−5 κ

2ϕD

n4
J(λ) (2.2.7)

J(λ) =

∫
FDεAλ4dλ (2.2.8)

E =
kFRET

kFRET + kr + knr
(2.2.9)

E =
R6

0

r6 +R6
0

(2.2.10)

E = 1−
I

[DA]
D

I
[D]

D

(2.2.11)

la distance critique R0, aussi nommée rayon de Förster, est reformulée

à partir des différentes constantes – Éq. (2.2.6). La version proposée

par l’Éq. (2.2.7) combine ces différentes constantes pour une expres-

sion aussi simplifiée que possible. Le terme J(λ), défini en Éq. (2.2.8),

représente l’intégrale de recouvrement spectral du donneur et de l’ac-

cepteur. Lorsque la longueur d’onde λ est exprimée en nm, la valeur de

R0 est obtenue en Å. L’efficacité du phénomène de transfert, notée E,

est définie par le poids relatif du taux de transfert kFRET par rapport

à l’ensemble des taux de recombinaisons du donneur – cf. Éq. (2.2.9) –

ce qui permet d’obtenir en Éq. (2.2.10) la relation reliant E et R0. Sur

le plan empirique, cette efficacité de transfert peut être mesurée de 2

manières principales : via l’émission dite ”sensibilisée” de l’accepteur

– voir section 2.2.3.2 ; ou via la diminution du signal du donneur en

présence de l’accepteur I
[DA]

D par rapport au signal du donneur seul

I
[D]

D (quenching), selon la relation donnée en Éq. (2.2.11). Les gran-

deurs Iji peuvent d’ailleurs être remplacées par les valeurs de durée

de vie d’émission τ ji correspondantes, ce qui est la base de l’imagerie

FRET à l’aide d’un dispositif FLIM.

2.2.1.3 Dépendances spatiale, spectrale et orientationnelle

(a) Influence de la distance donneur–accepteur

Dans le cas simple d’un couple donneur–accepteur, l’efficacité E du

FRET dépend de l’inverse de la distance r à la puissance 6, selon

l’Éq. (2.2.10), tracée Figure 2.6. Pour une valeur typique de ∼5 nm

pour R0, l’efficacité du FRET devient très faible au-delà de 10 nm.

La probabilité du FRET augmente rapidement en-dessous de 10 nm,

ce qui fait de ce transfert d’énergie un indicateur de choix pour son-

der des variations de distances dans le champ proche à partir d’une

mesure en champ lointain. L’allure de E et sa dérivée par rapport à r

montrent que E varie notablement autour de R0. Autrement dit, une

étude FRET des variations de distances entre 2 espèces chimiques sera

particulièrement sensible pour les distances proches de R0.
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Figure 2.6 – Évolution

théorique de l’efficacité du

FRET selon la distance, pour

un couple donneur–accepteur.

Trois phénomènes peuvent affecter la dépendance spatiale de E : la

stœchiométrie des donneurs et accepteurs ; les configurations géométri-

ques restreignant les degrés de liberté orientationnelle des espèces chi-

miques en jeu ; et la diffusion des accepteurs. Ce dernier cas n’est

significatif que si la durée de vie de l’émission du donneur est bien

plus longue que le temps de diffusion de l’accepteur dans le volume

d’interaction. Dans le cas d’une variation de la stœchiométrie des

donneurs et accepteurs, Clapp et al. [114] ont proposé et confirmé

expérimentalement une variante de l’expression de l’efficacité de trans-

fert, notée EMA. Cette expression est donnée en Éq. (2.2.12), où nA/D

représente le nombre d’accepteurs par donneur. La partie supérieure de

EMA =
R6

0

1

nA/D
r6 +R6

0

(2.2.12)la Figure 2.7 (a) schématise la modélisation sous-jacente et le graphe

correspondant sur la Figure 2.7 (b) donne l’évolution de EMA en fonc-

tion de nA/D. En ce qui concerne les configurations géométriques parti-
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culières, la dérivation analytique effectuée par Wolber & Hudson [115]

pour le cas d’un donneur en présence d’un plan d’accepteurs est par-

ticulièrement importante. L’efficacité EPA correspondante est donnée

par l’Éq. (2.2.13), où ρA correspond à la densité d’accepteurs dans

le plan considéré. Dans cette situation, l’efficacité du FRET dépend

EPA =
R6

0

1

2πρA
r4 +R6

0

(2.2.13)de l’inverse de r à la puissance 4, ce qui conduit à un étalement

de la courbe plus important que dans le cas d’une simple variation

de la stœchiométrie donneurs-accepteurs, comme illustré dans la par-

tie inférieure de la Figure 2.7 (b). Dans les 2 cas, l’augmentation

du nombre d’accepteurs implique une augmentation de la portée du

FRET.

MA : Multiples Accepteurs

PA : Plan d’Accepteurs

(a)

r / R0

r / R0

EMA

EPA

(b)

(a) Lorsqu’un donneur (vert) peut se coupler avec plusieurs accepteurs (rouges) dans son volume d’interaction FRET,

l’augmentation de l’efficacité E qui en résulte peut être envisagée comme l’addition des influences des accepteurs

individuels. La taille accrue de l’accepteur virtuel résultant représente la force de couplage améliorée. Dans le cas du

plan d’accepteurs, la logique est identique mais la forme en ”goutte” représente l’effet de la contribution d’accepteurs

plus éloignés. (b) Variation de E selon nA/D et ρA sur l’intervalle 1-9. Dans le cas du plan d’accepteurs, la densité

d’accepteurs est donnée sous la forme du nombre d’accepteurs 1-9 présents à la distance R0.

Figure 2.7 – Influence de

la stœchiométrie des donneurs

et accepteurs sur E. Adapté

de [109].

(b) Influence de l’intégrale de recouvrement spectral J(λ)

Le recouvrement spectral des 2 espèces chimiques donneur et accep-

teur est un autre paramètre particulièrement déterminant du FRET.

Contrairement à ce que son nom laisse suggérer, l’intégrale de recou-

vrement spectral J(λ) ne correspond pas strictement à l’intégrale du

recouvrement entre le spectre d’émission du donneur et le spectre d’ab-

sorption de l’accepteur, illustré en Figure 2.8 (a). Comme en atteste

sa définition formelle, donnée en Éq. (2.2.8), le terme J(λ) dépend

aussi à la puissance 4 de la longueur d’onde considérée sur l’intervalle

de recouvrement. Les couples donneur–accepteur décalés vers le rouge

présentent donc généralement des efficacités FRET plus élevées que ce
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que l’on pourrait attendre de leur seul strict recouvrement spectral. La

Figure 2.8 (b) illustre la double évolution de J(λ) selon le recouvre-

ment, dont l’indicateur est ici la séparation (nm) des pics d’émission

du donneur et d’absorption de l’accepteur ; et la longueur d’onde λ

(nm), représentée par le maximum d’émission du donneur.
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(a) Configuration spectrale favorable au FRET avec des QDs (donneur) et

l’Alexa Fluor 647 (accepteur).

(b) Évolution de J(λ) selon

le recouvrement spectral

strict et la longueur d’onde.

Adapté de [109].

Figure 2.8 – Illustration du re-

couvrement spectral et évolution

théorique de J(λ).(c) Contribution du facteur d’orientation κ2

Pour qu’un transfert résonant puisse se produire, il ne suffit pas que

les dipôles électroniques des espèces chimiques en présence oscillent à la

même fréquence : l’orientation des moments dipolaires −→µD (donneur) et
κ = −→µD · −→µA − 3(−→µD · −→r )(−→µA · −→r )

(2.2.14)

κ2 = (cosϑDA − 3 · cosϑD · cosϑA)2

(2.2.15)

−→µA (accepteur) joue un grand rôle sur la force du couplage. Cet élément

est pris en compte via le facteur κ2 définit en Éq. (2.2.14) et (2.2.15),

et illustré Figure 2.9. Le phénomène de FRET est maximisé lorsque les

moments dipolaires des 2 espèces chimiques sont colinéaires (κ2 = 4),

et au contraire inexistant en cas d’orientation orthogonale (κ2 = 0).

Les orientations parallèles/anti-parallèles (κ2 = 1) créent elles aussi

des conditions bien moins optimales. Dans les expériences réalisées en

solution, le postulat de liberté de mouvement et rotation des molécules

permet de considérer κ2 comme égal à 2
3 , valeur correspondant à la

moyenne statistique des configurations possibles. Dans ce cas, il est

impératif de contrôler la polarisation de l’émission des donneurs et

accepteurs pour aboutir à une quantification rigoureuse des distances

entre les 2 membres du couple FRET. En effet, R0 varie de 7 % lorsque

κ2 varie de 2
3 à 1, et de 26 % lorsque κ2 varie de 1 à 4.

Figure 2.9 – Schéma des angles

entre moments dipolaires −→µD

(donneur) et −→µA (accepteur), et

valeurs remarquables du facteur

d’orientation κ2.

Adapté de [109, 112].

Si ce facteur est souvent vu comme une ”nuisance” introduisant une

incertitude sur l’évaluation de R0, les travaux de Van der Meer [116]

ont fourni une base sur laquelle s’appuyer pour au contraire mobiliser

κ2 de manière à étudier l’orientation et la rotation de molécules.
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2.2.2 Exemples d’imagerie FRET en biologie

La très grande sélectivité spatiale du phénomène de FRET en fait

un outil de choix pour étudier les structures et les interactions in-

tervenant en biologie. Les premières utilisations du FRET datent des

années 1970 [117]. L’existence du phénomène étant essentiellement res-

treinte à l’intervalle 1-10 nm, cela permet de dépasser de très loin la

résolution spatiale de la microscopie optique conventionnelle (∼λ/2).

Ses implémentations sont nombreuses : elles vont du marquage des

éléments étudiés à des techniques d’amplification du signal [118, 119].

Nous nous contenterons ici de donner quelques exemples d’études FRET

représentatives, avant de présenter l’originalité de la méthode d’ima-

gerie NEF.

2.2.2.1 Co-localisation d’espèces biochimiques en 3D

Figure 2.10 – Exemples ty-

piques de principes d’étude

FRET par co-localisation sans

mesure de distance.

Le FRET a ainsi été utilisé pour étudier et visualiser l’activité en-

zymatique de kinases [120], de protéases/peptidases [121-123], ou les

dynamiques intercellulaires d’ions calcium Ca2+ [124]. Dans ces situa-

tions, il n’est souvent pas nécessaire d’avoir accès à des mesures fines de

distance entre les espèces chimiques du couple FRET : la présence ou

non du transfert renseigne sur l’occurrence du phénomène étudié. Le

couple donneur–accepteur sélectionné peut être utilisé sur 2 éléments

marqués entrant en présence, comme lors de l’hybridation de brins

d’ADN ; ou présent sur une même espèce, comme un peptide clivé

par une enzyme – Figure 2.10. Il existe aussi des travaux où le calcul

des distances entre les donneurs et accepteurs permet de sonder une

force ou une tension à l’échelle moléculaire, dont une revue récente

a été réalisée par Gayrard & Borghi [125]. Ces méthodes tentent de

sonder les forces contractiles générées par le cytosquelette des cellules

afin d’étudier l’adhésion cellule-substrat [126] ou l’adhésion intercellu-

laire [127].

2.2.2.2 Imagerie NEF

Contrairement aux méthodes précédentes, l’imagerie NEF dévelop-

pée dans notre équipe depuis plus d’une dizaine d’année repose sur

l’idée de fixer les donneurs de manière à sonder les interactions d’in-

terface. Dans la publication initiale [5], la méthode utilisait une couche

de boites quantiques immobilisées dans du PMMA 11. La molécule ac- 11. Polyméthacrylate de méthyle acry-
lique.ceptrice pouvait diffuser librement en solution 12 ou être présente sur

12. Étudiée par spectroscopie de
corrélation de fluorescence (FCS).la membrane de cellules vivantes, permettant alors d’imager l’adhésion

de cellules uniques sur un substrat, lors de la formation de points fo-

caux d’adhésion (FA). Comme je l’ai présenté dans le chapitre 1, cette

approche a ensuite été poursuivie et il a été démontré qu’il était pos-

sible de mesurer des distances avec une précision nanométrique dans

le cas de membranes supportées [6]. Les boites quantiques sont depuis

liées au substrat sans matrice d’immobilisation 13, ce qui ouvre la voie 13. Voir chapitre 4

à leur biofonctionnalisation par des protéines promouvant l’adhésion

cellulaire 14. 14. Voir chapitres 5 et 6.
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(a) Schéma de principe (b) Exemple d’imagerie NEF

Figure 2.11 – Principe et

exemple d’imagerie NEF. Ex-

trait et adapté de [5].

(a) Illustre le principe d’illumi-

nation grand-champ donnant accès au

signal caractéristique d’une adhésion

focale.

(b) Superposition d’une image DIC

(niveaux de gris) d’une cellule MCF-7

et du signal FRET de l’accepteur

DiD marquant la membrane (rouge).

Barre d’échelle : 10 µm.2.2.3 Analyse quantitative en FRET

2.2.3.1 Une problématique méthodologique fondamentale

L’étude des conditions dans lesquelles l’utilisation du FRET peut

être prolongée d’une analyse proprement quantitative des distances

entre donneurs et accepteurs relève d’un champ de recherche à part

entière, car cela nécessite d’obtenir des valeurs fiables et précises de

l’efficacité E du FRET. Pour une revue synthétique de l’étendue des

méthodes étudiées il y a de cela 10 ans déjà, on peut se rapporter au

travail de Zeug et al. [128].

Les méthodes basées sur la durée de vie de l’émission des donneurs 15 15. Nous avons eu l’occasion d’évoquer

ces dispositifs, dits FLIM (Fluores-
cence Lifetime Imaging Microscopy)

en partie 1.2.2.2. La publication de

Thaler et al. [129] est un exemple
d’application de ces méthodes dans le

cadre d’expérimentations FRET.

sont reconnues comme quantitatives, tout en nécessitant une instru-

mentation et des calculs analytiques sophistiqués. Les méthodes basées

sur l’intensité de l’émission elle-même impliquent des stratégies variées

pour tenir compte de facteurs comme les différents bruits de fond. Les

éléments apparaissant immédiatement comme critiques à prendre en

compte sont : (a) le signal de débordement spectral des donneurs,

collecté dans la fenêtre de détection des accepteurs ; et (b) l’excita-

tion directe de l’accepteur à la longueur d’onde d’excitation des don-

neurs. Ces signaux doivent être déterminés pour que leurs contribu-

tions soient soustraites au signal détecté. Gordon et al. [130] avaient à

ce titre formalisé en 1998 une normalisation nommée FRETN, passant

par l’obtention d’un triplet d’images séparant : signal des donneurs ;

signal FRET des accepteurs ; et signal des accepteurs seul, via une ex-

citation de longueur d’onde adaptée 16. Cependant, comme l’ont vite 16. Sous l’inspiration de You-

van et al. [131, 132], dont le design
expérimental initial donnera son nom

à cette famille de méthodologies, dites
stratégies 3-cube.

montré Xia et al. [133] en 2001, les valeurs de EFRET obtenues sont si

dépendantes de la concentration des espèces chimiques en jeu que cette

méthode est limitée à des configurations où les donneurs et accepteurs

sont présents dans des concentrations comparables. Leur proposition

de normalisation, NFRET , reprend certains éléments de cette étude

fondatrice, en particulier l’utilisation d’un triplet d’images adéquat,

mais n’était cependant pas suffisante. Hochreiter et al. [134] ont no-

tamment montré en 2019 que ces 2 normalisations échouaient à prédire

un plateau de E lors d’une grande augmentation du ratio accepteur

/ donneur, et ont proposé leur propre méthode de normalisation :

DFRET 17. 17. Notons que les auteurs ont pris soin
de rendre les procédures ImageJ, RS-
tudio, et MS-Excel développées dispo-

nibles en accès libre :
https://github.com/BHochreiter.

https://github.com/BHochreiter
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De nombreuses méthodes différentes ont ainsi été proposées, avec

chacune ses avantages et inconvénients 18. Sur la base des équations 18. Amenant avec elles de nombreux

sigles spécifiques :
sFRET (Spectral FRET)

APB (Acceptor Photo-Bleaching)
lux-FRET (Linear-Unmixing FRET)

etc.

données en section 2.2.1.2, il est en effet possible de dériver diverses

méthodes d’obtention de E [135] selon que l’on sélectionne l’émission

des donneurs ou des accepteurs 19 ; selon que l’on procède à une ana-

19. Causant alors une variabilité des va-
leurs d’efficacité FRET obtenues pour

une même expérience.

lyse spectrale [136, 137] ; que l’on réalise une comparaison avant/après

photo-blanchiment d’une des espèces en jeu [138] ou en utilisant un

standard de référence [139] ; ou encore que l’on emploie plusieurs ex-

citations laser [140]. Chaque équipe introduisant de plus ses propres

notations pour leurs calculs de correction des bruits de fond, la com-

paraison directe de valeurs de E obtenues dans différents contextes

expérimentaux devenait difficile, alors même que le champ d’étude

des molécules uniques 20 montrait qu’une harmonisation des pratiques 20. smFRET (Single-Molecule FRET).

était tout à fait susceptible de produire des résultats consistants [141].

2.2.3.2 L’apport du cadre QuanTI-FRET

C’est dans ce contexte qu’il faut situer le travail de Coullomb et al.

[142, 143]. L’objectif annoncé est de repartir des équations physiques

pour déterminer l’origine du signal dans les 3 grandes configurations

d’imagerie FRET, de manière à prendre en compte au mieux les ar-

tefacts photo-physiques ; et de proposer une méthode expérimentale

simple de calibration à même de déterminer aisément les facteurs

de correction à appliquer. Cette méthode repose sur l’utilisation de

2 sources d’excitation – chacune spécifique au donneur et accepteur

utilisé – et la séparation des signaux Ii mesurés, via un jeu de filtres

adéquats. Chacun de ces signaux est défini par le nombre de donneurs

et d’accepteurs nD et nA, l’efficacité du phénomène de FRET notée E,

ainsi que les différents paramètres photo-physiques et instrumentaux

mis en jeu – Éq. (2.2.16) à (2.2.18). Li/hνi désigne le flux d’excitation

à la longueur d’onde choisie pour l’excitation de l’émetteur i ; σj
i la

section efficace d’absorption de j à la longueur d’onde d’excitation de

i ; ϕi le rendement quantique de i ; et ηji est l’efficacité de détection

des photons émis par j dans la fenêtre de détection de i. Dans le détail,

les images correspondant aux signaux à acquérir sont donc :

IAA = nA ·
LA

hνA
· σA

Aex · ϕA · ηAem
Adet

(2.2.16)

IDD = nD·
LD

hνD
·σD

Dex·(1−E)·ϕD·ηDem
Ddet

(2.2.17)

IDA = nD ·
LD

hνD
· σD

Dex · E · ϕA · ηAem
Adet

+ nD ·
LD

hνD
· σD

Dex · (1− E) · ϕD · ηDem
Adet

+ nA ·
LD

hνD
· σA

Dex · ϕA · ηAem
Adet

(2.2.18)

— IAA : le signal mesuré dans la fenêtre de détection de l’accepteur

à la longueur d’onde d’excitation de l’accepteur – Éq. (2.2.16). On

reconnait les composantes de la définition du signal de fluorescence

en section 2.1.2.2, complétées par l’efficacité de détection ηAem
Adet du

signal de l’accepteur dans sa fenêtre de détection dédiée.

— IDD : le signal mesuré dans la fenêtre de détection du donneur

à la longueur d’onde d’excitation du donneur – Éq. (2.2.17). Cette

équation est construite de la même manière que la relation définissant

IAA, en ajoutant la prise en compte du quenching du donneur par

le facteur (1–E ).

— IDA : le signal mesuré dans la fenêtre de détection de l’accepteur

à la longueur d’onde d’excitation du donneur – Éq. (2.2.18). Le 1er

terme correspond au signal provenant effectivement du FRET. Le

2ème renvoie à la contribution du débordement spectral des donneurs
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dans la fenêtre de détection de l’accepteur (bleedthrough, ou BT ),

et le 3ème terme correspond à la contribution de l’excitation directe

de l’accepteur à la longueur d’onde d’excitation du donneur (direct

excitation, ou DE).

Revenir à ces définitions permet alors aux auteur·ice·s de définir

formellement les facteurs de correction :

αBT =
ηDem
Adet

ηDem
Ddet

=
I
[D isolé]
DA

I
[D isolé]
DD

(2.2.19)

δDE =

LD

hνD
· σA

Ddex

LA

hνA
· σA

Aex

=
I
[A isolé]
DA

I
[A isolé]
AA

(2.2.20)

γM =
ϕA · ηAem

Adet

ϕD · ηDem
Ddet

(2.2.21)

βX =

LA

hνA
· σA

Adex

LD

hνD
· σD

Dex

(2.2.22)

I corr
DA = IDA − αBT IDD − δDEIAA

(2.2.23)

S =
nD

nD + nA
(2.2.24)

E =
I corr
DA

γM IDD + I corr
DA

(2.2.25)

S =
γM IDD + I corr

DA

γM IDD + I corr
DA +

IAA

βX

(2.2.26)

— αBT : la proportion deBT des donneurs dans la fenêtre de détection

de l’accepteur – Éq. (2.2.19).

— δDE : la proportion de DE des accepteurs à la longueur d’onde

d’excitation du donneur – Éq. (2.2.20).

— γM : quantifiant la différence d’efficacité de détection entre les

fenêtres de détection utilisées – Éq. (2.2.21).

— βX : la différence d’efficacité d’excitation concernant les canaux

d’excitation utilisés – Éq. (2.2.22).

En définissant le signal I corr
DA obtenu après prise en compte des

corrections de diaphotie entre les signaux (crosstalk corrections, ou

bruits de fond) avec l’Éq. (2.2.23), ainsi que la stœchiométrie S des

fluorophores présents dans chaque pixel d’une image de l’échantillon en

Éq. (2.2.24), il devient possible d’obtenir in fine 2 équations mâıtresses

pour E et S – cf. Éq. (2.2.25) et (2.2.26). L’efficacité E est ici définie

de manière phénoménologique, i.e. sans modèle physique sous-jacent du

FRET : on peut, dans un second temps, remonter à des distances en

choisissant la modélisation la plus appropriée par rapport à la situation

expérimentale.

Si les facteurs de correction αBT et δDE ne nécessitent respecti-

vement que d’imager les situations de donneur seul et d’accepteur

seul, il est généralement plus compliqué de déterminer les paramètres

γM et βX . En effet, le rendement quantique ϕ ainsi que la section

efficace d’absorption σ dépendent fortement de l’environnement des

émetteurs, d’autant plus si ces derniers sont au voisinage immédiat

d’une interface. L’originalité du travail de Coullomb et al. réside dans

la démonstration d’une méthode de calibration simple nécessitant uni-

quement un échantillon de stœchiométrie S connue et de distance

entre donneur et accepteur fixée. Cette calibration peut être vérifiée

en traçant un histogramme 2D de S en fonction de E 21. Après une 21. Les grandeurs E et S n’étant pas
corrélées sur une échantillon où S

est fixé, les nuages de points obtenus

avec un tel histogramme 2D doivent
être quasi parfaitement horizontaux.
La présence d’une corrélation entre E

et S indique au contraire une mauvaise
détermination de γM et βX .

”bonne” calibration, il est alors même possible d’imager la stœchiométrie

S, de manière à interpréter plus finement les potentielles variations de

l’efficacité du FRET lors d’une étude par imagerie.

Nous avons présenté le phénomène de FRET depuis ses formalisa-

tions théoriques jusqu’aux applications récentes, notamment en ima-

gerie. La seconde partie de ce chapitre sera dédiée à la présentation du

dispositif d’imagerie utilisé dans ce projet doctoral.
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2.3 Imagerie de fluorescence grand-champ

2.3.1 Imagerie en épifluorescence

2.3.1.1 Généralités sur la microscopie

< < <

Figure 2.12 – Schéma général

d’un microscope optique.

Un microscope a pour fonction essentielle de réaliser l’image agran-

die d’un échantillon sur un photo-détecteur : le plus souvent, une

caméra CCD, EMCCD, ou CMOS. La Figure 2.12 présente les éléments

de base nécessaires pour enregistrer ce type d’images. L’objectif est un

composant optique constitué d’un agencement de plusieurs lentilles

qui sert à collecter le signal provenant de l’échantillon. Lorsque l’on

fait la mise au point, on déplace l’objectif de manière à conjuguer

le plan de l’échantillon avec celui du photo-détecteur. À la sortie de

l’objectif, l’image de l’échantillon est projetée à l’infini. Pour produire

une image dans le plan de la caméra, il faut donc utiliser une lentille

convergente, appelée lentille de tube, de focale fLT . En microscopie

optique classique, l’échantillon est illuminé en transmission : on parle

de diascopie. En microscopie de fluorescence, le chemin d’excitation

passe par l’objectif, ce qui correspond à une configuration en épiscopie

(épifluorescence). Cette approche en réflexion requiert l’introduction

d’une lame réfléchissante ou d’un miroir dichröıque entre l’objectif et

la lentille de tube, de manière à séparer l’illumination du signal de

l’échantillon 22. 22. Notre dispositif optique, décrit en
Figure 2.15 illustre ce type de mon-

tage.

2.3.1.2 Paramètres instrumentaux et résolution

Le grandissement G, défini en Éq. (2.3.1), quantifie le rapport entre

G =
A′B′

AB
(2.3.1)la taille de l’image A’B’ produite sur la caméra et celle de l’objet AB

dans le plan de l’échantillon. L’ouverture numérique ON de l’objec-

tif est définie en Éq. (2.3.2), où θmax est l’angle maximum de col-

lection de la lumière et n l’indice de réfraction du milieu entre l’ob-

jectif et l’échantillon. Ces grandeurs, ON et θmax, sont utilisées pour
ON = n · sinθmax (2.3.2)

∆r = 1, 22
λem

2ON
(2.3.3)

∆z =
λem

n(1− cosθmax)
(2.3.4)

déterminer la limite de résolution latérale ∆r et axiale ∆z de l’objectif

– cf. Éq. (2.3.3) et Éq. (2.3.4), où λem est la longueur d’onde émise

par l’échantillon. La résolution, ici donnée selon le critère de Rayleigh,

définit la distance de séparation limite à partir de laquelle 2 objets

ponctuels proches ne peuvent plus être distingués sur l’image en rai-

son du phénomène de diffraction de la lumière. Lorsque l’on illumine

un objet ponctuel dans un échantillon, son image est limitée par dif-

fraction – Figure 2.13 (a). La distribution 3D d’une telle image est

nommée fonction d’étalement du point, ou PSF 23. La Figure 2.13 (b) 23. Point Spread Function.

illustre le phénomène de superposition des PSF lorsque la distance de

séparation ∆r entre 2 objets ponctuels devient trop faible pour les

distinguer. Pour augmenter les capacités de résolution en microscopie

de fluorescence, le moyen le plus évident consiste à augmenter le plus

possible l’ouverture numérique ON. Pour cela, on utilise des objectifs

à immersion à eau ou à huile, ce qui permet d’augmenter l’indice de

réfraction n du milieu entre l’objectif et l’échantillon. On peut ainsi

atteindre aisément ON = 1,4.
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(a) La distance d sur le profil d’intensité représente la distance entre le maximum de signal et le premier minimum.

(b) Les représentations graphiques des PSF sont extraites de [109]. (c) PSF (x,z) de la figure de diffraction en échelle

log, calculée pour un objectif d’ON = 1,2 sous illumination à λ = 488 nm dans l’eau.

Figure 2.13 – Limite de

résolution latérale à partir du

critère de Rayleigh. Inspiré

de [20].

La microscopie d’épifluorescence présente toutefois un inconvénient

majeur lorsque l’on souhaite imager des phénomènes d’interface entre

une cellule et son substrat, car l’ensemble de la cellule est illuminée.

Aucune sélection axiale n’est réalisée : tout le corps cellulaire est donc

irradié et la caméra collecte un signal hors focus important, qui induit

un très mauvais rapport signal sur bruit.

2.3.2 Principes de l’imagerie TIRF

Une manière de minimiser le problème posé en fin de section précé-

dente est de recourir à une illumination de l’échantillon par réflection

totale interne, comme introduit par Axelrod [71] en 1981. Le principe

de cette méthode, qu’on nomme configuration TIRF 24, est illustré Fi- 24. Total Internal Reflection Fluores-
cence.gure 2.14. La différence d’indice de réfraction entre le verre et le milieu

d’observation aqueux 25 induit l’existence d’un angle critique θc au-delà 25. Dans notre cas, à 458 nm :

nv∼1,533
nm∼1,338

duquel il y a réflexion totale interne dans le verre. Si l’angle d’incidence

θi est supérieur ou égal à l’angle critique θc, défini en Éq. (2.3.5), alors

θc = arcsin
nm

nv
(2.3.5)

I(z) = I0 · e
−
z

κ (2.3.6)

κ(θ) =
λ

4π

1√
n2
vsin

2(θ)− n2
m

(2.3.7)

le faisceau est totalement réfléchi dans le milieu le plus réfringent – ici,

le verre, cf. Figure 2.14 (a). Une onde électromagnétique évanescente

existe alors dans le milieu de faible indice, Figure 2.14 (b). Son intensité

est donnée par la relation en Éq. (2.3.6), où la grandeur κ représente la

distance d’atténuation – parfois nommée profondeur de pénétration –

de l’onde évanescente. Cette dernière, définie par l’Éq. (2.3.7) pour θ ≥
θc, prend des valeurs typiques de l’ordre de 100-200 nm dans le visible.

Ainsi, à l’aide des ondes évanescentes, l’illumination de l’échantillon

devient quasiment négligeable au-delà de quelques centaines de nm

au-dessus de l’interface. Comme l’illustrent les Figures 2.14 (c) et (d),

cela a pour conséquence que seuls les fluorophores présents sur la par-

tie ventrale d’une cellule seront excités, minimisant ainsi à la source le

bruit issu de l’illumination de fluorophores hors focus 26. 26. Ce qui optimise le contraste des
images au niveau de l’interface, et aug-

mente très significativement le rapport

signal sur bruit.
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< <

(a) Réflection totale interne lorsque θi ≥ θc

<

(b) Onde évanescente

<

(c) Épifluorescence θi = 0 (d) TIRF θi ⩾ θc

Figure 2.14 – Comparaison

des méthodes d’illumination

Épifluorescence et TIRF. Les

angles θc, θi, θr, θt désignent res-

pectivement les angles critique,

incident, réfléchi, transmis.

Inspiré de [20].

Nous avons présenté quelques contributions de l’imagerie TIRF à

l’étude de l’adhésion cellulaire au chapitre précédent. En imagerie

NEF, on utilise aussi ce type d’illumination, de manière à confiner l’ex-

citation de l’échantillon au voisinage immédiat sur l’interface verre/eau,

préservant ainsi le corps cellulaire de toute photo-dégradation.

2.4 Montage expérimental

2.4.1 Description du montage

Il existe différents montages optiques permettant de faire de l’ima-

gerie TIRF, résumés dans la référence [20]. Dans le cadre de ce pro-

jet doctoral, j’ai mis en œuvre un montage optique qui intègre les

impératifs suivants : adaptabilité aux dispositifs commerciaux exis-

tants ; prise en main rapide pour n’importe quelle personne utilisant

un microscope de façon récurrente. C’est pourquoi la base de notre

dispositif expérimental repose sur un microscope commercial 27 dont 27. Microscope inversé Zeiss Axio Ob-

server D1.le bâti n’est modifié qu’à la marge, et complémenté par un montage

extérieur sur table optique, employant les composants les plus simples

possibles. Le schéma du montage final que nous avons développé est

détaillé sur la Figure 2.15. On peut y distinguer 4 parties fonction-

nelles, qui sont expliquées dans les sections suivantes.

2.4.1.1 Voies d’excitation et polarisation

Deux sources laser sont utilisées dans le montage, de longueur d’onde

λ = 458 nm pour l’excitation des boites quantiques (donneuses FRET),

et 633 nm pour l’excitation directe des molécules acceptrices 28. Afin 28. Références respectives : Sapphire

458-50 CW CDRH 50 mW, Coherent
et HNL150-EC, 35 mW, Thorlabs.

de minimiser les fluctuations de pointé, les lasers fonctionnent toujours

au maximum de leur puissance et l’on contrôle l’irradiance au niveau
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des échantillons par un jeu de filtres neutres absorbants – définis par

leur densité optique DO – placé juste après les lasers sur le chemin

optique.

Figure 2.15 – Schéma général

du montage optique. Seul le

laser à 458 nm est représenté sur

le chemin optique partagé par

les 2 lasers (après le pinhole).

PGT : Polarisateur de Glan-Taylor

(Thorlabs)

DO : Jeu de densités optiques

λ/2 : Lame demi-onde (Thorlabs)

Lir et Ler : Lentilles convergentes

de focales fir et fer = 19 et 40 mm

DMC : Dichröıque Di63-R488-t3

Li et Le : Lentilles convergentes

de focales fi et fe = 25 et 300 mm

pinhole = 15 µm

Dia : Diaphragme réglable

PRot : Platine de rotation PRS-110,

PI miCos, Résolution 2·10−5°

LT : Lentille de tube, fT = 300 mm

DMB : Dichröıque Di03-R473-t3

DMR : Dichröıque Di03-R635-t3

BFP : Plan focal arrière de l’objectif

Objectif : Zeiss αPlan-Apochromat

À huile ; x 63 ; ON = 1,46

FD et FA : Jeux de filtres, voir 2.4.1.4

MAm : Miroir amovible

LTM : Lentille de tube du microscope

de focale fTM = 164,5 mm

FS : Passe haut BLP01-488R-25

LS : Lentille convergente

fT = 30 mmChaque faisceau passe ensuite à travers un polariseur de Glan-

Taylor noté PGT , dont le principe est schématisé sur la Figure 2.16 (a).

Constitué de 2 prismes triangulaires joints, ce composant sert à définir

la polarisation des faisceaux laser le plus parfaitement possible. Une

lame demi-onde, notée λ/2, permet d’ajuster la polarisation du faisceau

afin de se placer en polarisation s sur l’échantillon, tel qu’explicité en

Figure 2.16 (b). Il reste néanmoins une faible composante du faisceau

non polarisée s car l’émission laser ne se réduit pas au mode fonda-

mental TEM00. L’élimination des modes résiduels – TEM01, TEM10,

et TEM11, etc. – nécessite la mise en place d’un filtrage spatial, qui per-

met également d’obtenir un profil gaussien d’illumination homogène.
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(a) Polariseur de Glan-Taylor. (b) Incidence sur l’échantillon.

Figure 2.16 – Principe du po-

lariseur de Glan-Taylor.

(a) Le gap d’air permet la réflection

de la lumière polarisée s et la trans-

mission de la lumière polarisée p

par rapport au plan du polariseur.

(b) Cette lumière arrive polarisée s

par rapport au plan de l’échantillon et

son orientation ne varie donc pas avec

l’angle d’incidence, contrairement à la

lumière qui arriverait polarisée p par

rapport au plan de l’échantillon.

2.4.1.2 Largeur des faisceaux laser et filtrage spatial

Tout d’abord, notons que le champ d’observation final sur l’échantil-

lon est directement lié à la largeur D du faisceau laser 29 : il sera d’au- 29. Défini par l’ouverture du dia-
phragme Dia Figure 2.15.tant plus grand que le faisceau est étendu. Pour cela, on utilise un jeu

de 2 lentilles convergentes 30 montées dans un système afocal 31. Elles 30. Communément appelé ”Étendeur de

faisceau” / Beam Expander.

31. Par définition, un système optique
afocal conserve la paralléléité des

rayons lumineux.

sont disposées de manière à ce que la focale image F ′
i de la première

lentille Li corresponde au point focal objet Fe de la seconde – Fi-

gure 2.17. Ainsi, le faisceau émergent est collimaté, et sa taille De est

définie par le rapport de focale – Éq. (2.4.1). Le filtrage spatial est
De =

fe

fi
Di (2.4.1)réalisé en introduisant un pinhole en F ′

i . Au premier niveau, le choix

du pinhole répond à un critère simple : sa taille doit être proche de

celle d’un spot limité par diffraction produit à travers Li.

Figure 2.17 – Schéma de prin-

cipe d’un étendeur de faisceau

réalisé à partir de 2 lentilles

convergentes.

La taille Ds d’un tel spot dépend de la longueur d’onde incidente

λi, de la focale de la lentille Li, et la taille du faisceau laser inci-

dent Di – Éq. 2.4.2. Cette dernière est donnée par le waist ω. La Ds ≈ 1, 22
λifi

Di
(2.4.2)

détermination expérimentale de ω a été faite via la ”méthode du cou-

teau”. Il s’agit de mesurer l’évolution de la puissance laser 32 au fur et 32. PM100A, Thorlabs, Sonde :
S120VC, 200-1100 nm, 50 mW.à mesure de l’obstruction du faisceau incident à l’aide d’une lame de

rasoir placée dans le front d’onde. La lame est installée sur une pla-

tine de translation micrométrique pour contrôler finement sa position.

En dérivant numériquement la courbe obtenue, on remonte au profil
I(x) = I0e

−
2(x− x0)2

ω2 (2.4.3)gaussien de l’intensité du faisceau, qu’il est possible de fitter à l’aide

de l’Éq. (2.4.3) afin d’en extraire la valeur de ω. La Figure 2.18 donne

les résultats de mes mesures.
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(a) Source laser à 458 nm
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(b) Source laser à 633 nm

Figure 2.18 – Mesure du waist

par la ”méthode du couteau”.

L’illumination à 458 nm étant notre mode d’excitation principal, ce

laser sert de référence pour le choix du couple de lentilles et du pinhole

afin de permettre un bon filtrage sans pour autant perdre trop de

puissance. Après plusieurs essais, nous avons sélectionné une lentille Li

de distance focale fi = 25 mm et un pinhole de 15 µm de diamètre. La

valeur de ω déterminée pour cette lentille prédit Ds(458 nm) ≈ 20 µm

et Ds(633 nm) ≈ 24 µm. Empiriquement, on obtient un bon filtrage

à 458 nm au prix d’une perte raisonnable de 12,8 % du signal. Dans

ces conditions, la perte à 633 nm s’élève, elle, à 33 %, ce qui nous

a conduit à installer un étendeur de faisceau 33 en amont de la lame 33. Jeu de lentilles sélectionné :

f (Lir) = 19 mm

f (Lir) = 40 mm
L’élargissement de 2,1 implique

une nouvelle valeur prédite pour

Ds(633 nm) ≈ 12 µm

dichröıque DMC combinant les chemins optiques des 2 lasers. Cette

extension conduit le faisceau à être plus focalisé par la lentille Li et

plus compatible avec le pinhole sélectionné. De fait, la perte de signal

mesurée à 633 nm n’était plus que de 12,5 % après cet ajout. Enfin,

à la suite de la lentille Le collimatant les faisceaux, le diaphragme

Dia positionné juste après permet de finaliser le filtrage spatial, en ne

laissant passer que le disque central du motif de diffraction – la partie

centrale de la tâche d’Airy.

2.4.1.3 Inclinaison des faisceaux et conjugaison des plans

Figure 2.19 – Arrivée des fais-

ceaux d’excitation sur le micro-

scope. La lentille de tube LT fo-

calise le faisceau incident sur le

plan focal arrière de l’objectif

(BFP). Elle est orientée de façon

à pré-compenser les aberrations

sphériques.

Une fois les faisceaux filtrés et collimatés, ils arrivent sur la par-

tie critique du montage TIRF : le miroir d’inclinaison qui permet de

contrôler l’angle θ du faisceau sur l’échantillon. Ce dernier est monté

sur une platine de rotation motorisée, notée PRot sur la Figure 2.19,

placée avant l’entrée du bâti du microscope. Le tilt, ou inclinaison

du miroir, est noté α. Pour éviter toute distorsion du champ d’illu-

mination lors de la variation de l’angle α et donc de θ, il faut que

le plan pivot du miroir d’inclinaison soit parfaitement conjugué avec

le plan de l’échantillon. Aussi l’ensemble des 3 grands miroirs per-

mettant l’alignement précis du faisceau avec la lentille de tube LT

sont montés sur une plateforme équipée de platines de translation mi-

crométriques pour chaque miroir, de manière à parfaire leur position-

nement respectif. Il faut de plus noter que les lames dichröıques 34 34. Via données Semrock :
DMB – B pour Bleu
Réflex. ≥ 94 % 457,9–478,0 nm
Transm. ≥ 93 % 486,6–1200 nm

DMR – R pour Rouge
Réflex. ≥ 94 % 632,8–641,7 nm
Transm. ≥ 93 % 658,8–1200 nm

DMB et DMR sont collées sur leur support dans la tourelle interne du
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microscope, afin d’éviter leur déformation – malgré le fait qu’il s’agisse

de lames de 3 mm d’épaisseur. L’ajustement de la position des 3 mi-

roirs d’entrée avant la lentille de tube LT doit ainsi être optimisé afin

de précisément ajuster la conjugaison entre le plan pivot du miroir et

celui de l’échantillon. Après les différents aller-retours d’alignement et

ajustement, le décalage angulaire résiduel constaté était de -0.28°, par

rapport à un enchâınement parfait de miroirs à 45° les uns des autres

jusqu’à l’échantillon.

2.4.1.4 Détection du signal

Figure 2.20 – Collection du si-

gnal

Le signal est collecté par le même objectif qu’utilisé pour générer les

ondes évanescentes. Selon le positionnement du miroir MAm, ce signal

est transmis : soit (a) à un spectromètre UV-visible 35 installé sur la

35. USB2000+, Ocean Optics

table optique ; soit (b) à une caméra CMOS 36 à travers la lentille

36. Orca Flash 4.0, C11440, Hamamastu

de tube LTM du microscope. Dans le cas (a), le signal est filtré en

FS
37 et les jeux de filtres FD et FA sont absents. La lentille LS , par

37. Via données Semrock :

Filtre spectromètre FS

Passe haut pour éliminer le résidu
d’excitation laser à 458 nm

BLP01-488R-25

Transm. ≥ 93 % 504,7–900 nm

son choix de distance focale de 30 mm, permet de focaliser le signal

sur une fibre optique 38 de 105 µm de cœur, ce qui correspond à une

38. AFS105/125Y, Thorlabs

Dcoeur = 105 µm ± 2 %
Dcladding = 125 µm +1/-3 µm

zone de détection de 11,5 µm de diamètre. Dans le cas (b) on souhaite

pouvoir créer 2 fenêtres de détection 39 bien distinctes pour imager

39. Via données Semrock :

Filtrage donneur FD

Passe-haut pour éliminer le résidu

d’excitation laser à 458 nm

LP02-473RS-25
Transm. ≥ 93 % 483,9–1066,9 nm

Passe-bande pour sélectionner

l’émission des QDs. Deux choix
possibles selon le pic d’émission :

FF01-590/20-25
Transm. ≥ 93 % 580–600 nm

FF01-600/14-25

Transm. ≥ 93 % 593–607 nm
Filtrage accepteur FA

Passe-haut pour éliminer le résidu

d’excitation laser à 633 nm
BLP01-635R-25
Transm. ≥ 93 % 660–1200 nm

Passe-bande pour sélectionner
l’émission des molécules acceptrices

FF01-684/24-25

Transm. ≥ 93 % 672–696 nm

séparément le signal des QDs, donneuses FRET (IDD), de celui des

molécules acceptrices, qu’elles soient imagées via leur signal en FRET

(IDA) ou à leur longueur d’onde d’excitation ”naturelle” (IAA). Pour

cela, on introduit 2 jeux de filtres bien choisis, que l’on note FD pour

la fenêtre de détection du donneur FRET, et FA pour la fenêtre de

détection de l’accepteur.

2.4.2 Caractérisation du dispositif TIRF

2.4.2.1 Irradiance laser

Pour déterminer l’irradiance laser sur l’échantillon, il faut en pre-

mier lieu évaluer le waist des faisceaux à 458 et 633 nm sur l’échantillon.

Pour caractériser le faisceau à 458 nm, nous avons utilisé une lamelle

fonctionnalisée par une monocouche de QDs. En ce qui concerne le

faisceau à 633 nm, il s’agit d’une lamelle recouverte par de l’Alexa

Fluor 647. La Figure 2.21 synthétise les différents aspects de cette ca-

ractérisation. Les images acquises en épifluorescence et en TIRF, pour

les 2 sources d’illumination, peuvent faire l’objet d’un fit avec une fonc-

tion gaussienne 2D – cf. Éq. (2.4.4) – ce qui donne accès à la valeur

du waist latéral W de l’illumination. L’intensité laser est déterminée

avec la même sonde que celle utilisée pour la méthode du couteau en

section 2.4.1.2. Dans cette situation, la sonde est positionnée au-dessus

de l’échantillon installé sur le microscope, et le jeu de filtres neutres

absorbants permet de modifier l’intensité incidente. La Figure 2.22

synthétise donc l’évolution de l’irradiance laser à 458 nm et 633 nm en

fonction des densités optiques installées sur le montage.

I(x) = I0e
2
(x− x0)2 + (y − y0)2

W 2

(2.4.4)
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(a) 458 nm Épiluminescence

20
00

18
00

16
00

14
00

12
00

10
00

80
0

60
0

40
0

20
0

0

2000180016001400120010008006004002000

 !"## 

 !$## 

 !### 

 $%## 

 $&## 

 $"## 
 $$## 

 $### 

 '%## 

 '&## 
 '"## 

 '$## 
 '### 

 %## 
 &## 

 "## 

 $## 

 !"##$%$"&'()*+,"-(.(!&"(-'*&/*0/(/")$*'$!&

12 3456789(.(28:;5

<2 3;9=857(.(282=:

>2 3?:2@68;(.(282=:

A( 39698;;(.(282=;;

(b) 458 nm TIRF
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(c) 633 nm Épifluorescence
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(d) 633 nm TIRF

Figure 2.21 – Caractérisation
du champ d’illumination à 458
et 633 nm.

On peut tout d’abord remarquer que
le passage du mode épifluorescence

au mode TIRF décale légèrement

la position latérale du maximum
d’intensité d’excitation, en particulier

à 633 nm. De même, le waist du

champ d’illumination diminue dans
les 2 cas.

Pour déterminer l’irradiance laser,

nous travaillons avec les valeurs
de waist obtenues en TIRF, soit

767,99 ± 0,03 px (458 nm) et

1596 ± 0,11 px (633 nm).
Après mesure, la taille de nos pixels

vaut 98,73 ± 0,99 nm.
Les valeurs de waist sont donc, en

raison de la propagation des incerti-

tudes : 75,8 ± 0,8 µm (458 nm) et
157,6 ± 1,6 µm (633 nm).

Figure 2.22 – Caractérisation

de l’irradiance laser sur

l’échantillon pour les 2 sources

laser d’excitation.

2.4.2.2 Calibration de l’angle d’incidence en TIRF

Pour déterminer de façon fiable la relation de grandissement entre

l’angle α, que l’on contrôle avec la platine de rotation PRot, et l’angle θ

sur l’échantillon, une méthode de calibration a été mise au point par

l’équipe [144]. Elle est adaptée à tous les montages TIRF sans prisme.

La procédure nécessite de modifier temporairement le montage en rem-

plaçant le spectromètre, la fibre optique et la lentille LS par une

caméra 40 et une lentille de distance focale 150 mm, selon un mon-

40. VS92-M-S, Artemis CCD Cameras.
tage ”4f ”. Cela nous permet d’imager sur cette caméra le plan fo-

cal arrière de l’objectif noté BFP 41. Comme on peut le constater 41. Back Focal Plane.

sur la Figure 2.23, on peut y distinguer 2 régions : (a) l’émission

sous-critique, notée UAF 42, qui correspond au disque central ; et (b) 42. Under Critical Fluorescence

l’émission super-critique (SAF) 43, l’anneau brillant périphérique. Son 43. Super Critical Fluorescence

épaisseur définit le domaine de fonctionnement de l’imagerie TIRF,

comprenant tous les angles compris entre θc et θmax. Il dépend des in-

dices de réfraction ns du substrat et nm du milieu d’observation, ainsi

que de l’ouverture numérique ON de l’objectif. L’intensité et l’allure

du signal SAF dépend aussi de la distance entre les émetteurs et la

surface, ainsi que de leur diagramme de rayonnement, ce qui peut être

exploité pour des mesures de distance cellule-substrat [145-147].



dispositif expérimental : principes, théorie, et montage 47

(a) Air (b) E 100 % G 0 % (c) E 80 % G 20 % (d) E 50 % G 50 %

Figure 2.23 – Évolution

de la zone SAF selon l’in-

dice de réfraction du milieu

déposé sur le verre (mélange

Eau/Glycérol).

La frontière entre ces 2 zones étant caractéristique du passage à

l’angle critique θc, il est possible de déterminer l’angle αc correspon-

dant (Figure 2.24) et lui associer une valeur théorique de θc à partir

des lois de Snell-Descartes – Éq. (2.3.5).

(a) Image BFP pour α = 0 (b) Image BFP pour α ≥ αc

∈

≈

(c) Luminescence en fonction α

Figure 2.24 – Exemple de

détermination de l’angle αc, ici

dans le cas de l’interface verre /

eau.

En faisant varier nm via des mélanges d’eau et de glycérol, on peut

alors obtenir plusieurs mesures de αc correspondant aux valeurs de

θc théoriques, et ainsi remonter à la relation de grandissement entre

αc et θc par interpolation polynomiale, Figure 2.25 (a). L’indice nm

résultant des différents mélanges est précisément mesuré à l’aide d’un

réflectomètre de Abbe 44. L’écart-type issu des 10 mesures faites pour 44. Abbe 60/ED
Bellingham+Stanley, Xylem.chaque mélange est négligeable par rapport à l’incertitude sur αc.

Pour une interface verre/eau, notre domaine TIRF commence donc

pour le couple (αc ; θc) de valeurs (0,3325 ; 60,83)°. Définir la fin du

domaine de fonctionnement nécessite de déterminer l’angle θmax. Il

s’agit théoriquement de l’angle où le faisceau laser sort de l’objectif,

défini par son ouverture numérique. En pratique, l’apparition d’aber-

rations optiques restreint le domaine de fonctionnement selon la taille

du champ d’observation dont on a besoin. Dans notre cas, l’angle θmax

est déterminé par l’angle où se manifestent des aberrations gênantes

lors de l’observation d’échantillons biologiques (cellules étalées sur un

substrat). La Figure 2.25 (b) synthétise ces expériences, réalisées avec

un marquage cellulaire par de la DiO et de la DiD, de manière à dis-

tinguer les spécificités des situations d’excitation à 458 et 633 nm. On

observe une grande variation de αmax (θmax) selon la taille des cellules

observées et leur étalement dans le champ d’observation.
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(a) Relation de grandissement entre αc et θc (b) Relevés d’angles αmax sur diverses cellules

Figure 2.25 – Caractérisation

du domaine de fonctionnement

TIRF.

En particulier, un large étalement des cellules selon l’axe horizontal

de la caméra conduit à l’apparition rapide d’aberrations gênant l’ob-

servation, ce qui se traduit par des valeurs de αmax comprises entre

0,342 et 0,352, soit θmax entre 63,6 et 67,5°.

2.4.2.3 Longueur de pénétration de l’onde évanescente

Figure 2.26 – Variation de la

distance d’atténuation κ selon

l’angle d’incidence θ

À partir de cette calibration (α ; θ) et de la détermination du do-

maine de fonctionnement TIRF, il est possible de calculer l’évolution de

la distance d’atténuation κ dans les différentes configurations qui nous

sont accessibles d’après l’Éq. (2.3.7). La Figure 2.26 montre que nous

pouvons approcher une valeur de κ d’environ 120 nm pour θ = 63,6° à

458 nm. On constate que cette distance d’atténuation diminue rapide-

ment avec l’augmentation de l’angle d’incidence. La valeur de κ est de

plus sensible à l’indice de réfraction du milieu 45. Par exemple, nous

45. Ce phénomène est à la base de la

méthode de cartographie des indices

de réfraction effectifs de cellules indi-
viduelles par vaTIRF [72-74].

représentons sur la Figure 2.26 le cas extrême d’un indice de réfraction

de valeur 1,40. Pour limiter au maximum l’illumination en profondeur

de nos échantillons, nous avons quoi qu’il arrive tout intérêt à fonc-

tionner à l’angle d’incidence le plus élevé possible. L’onde évanescente

est classiquement considérée négligeable 46 à partir de 3 à 4κ – Fi-

46. En effet :
I(3κ) ≈ 0,050·I0
I(4κ) ≈ 0,002·I0

gure 2.14. Dans notre configuration, la portée maximale de notre onde

évanescente en fin du domaine de fonctionnement TIRF peut donc être

considérée comme valant ∼400 nm pour l’illumination à 458 nm.

2.4.2.4 Fenêtres spectrales de détection

La caractérisation des voies de détection en FRET est relativement

simple à mettre en œuvre. On dépose de l’Alexa Fluor 647 sur une

surface fonctionnalisée par des QDs 47 et l’on acquiert tout d’abord 47. Pour une présentation détaillée de
ce type d’expérimentations, voir Cha-

pitre 5 et tout particulièrement la par-
tie 5.3.3.

un spectre sous excitation à 458 nm en l’absence des jeux de filtres.

On recommence l’opération en ajoutant alternativement FD puis FA.
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Les différents spectres résultants sont normalisés et présentés sur la

Figure 2.27, où la séparation spectrale est manifeste.

Figure 2.27 – Caractérisation

spectrale des fenêtres de

détection FD et FA

Nous avons vu en section 2.2.3 qu’une estimation précise des quan-

tités – même minimes – associées au débordement spectral des QDs

dans la fenêtre de détection FA et de l’excitation directe du fluorophore

accepteur à λ = 458 nm est nécessaire lorsque l’on souhaite faire de

l’imagerie FRET quantitative. Selon le couple QDs / fluorophore ac-

cepteur FRET, les résultats varieront. Les quantifications détaillées

seront donc précisées pour chaque cas de figure lors des présentations

des différentes expériences FRET – chapitres 5 et 6.

2.5 Conclusions sur le dispositif expérimental NEFI

Nous avons eu l’occasion de présenter le principe de l’imagerie grand-

champ de luminescence / fluorescence, outil important dans les études

de biophysique de l’adhésion cellulaire présentées en chapitre 1. À tra-

vers l’explication de la théorie du FRET, il a été possible de montrer

l’intérêt de ce phénomène pour extraire des informations nanométriques

d’une observation en champ lointain. La méthode d’imagerie NEF,

développée par notre équipe, est ainsi adaptée à l’étude d’interactions

ayant lieu à l’interface verre/eau. Elle repose sur l’usage d’un substrat

”optiquement actif” ajouté en complément d’un montage d’imagerie

TIRF classique. J’ai donc présenté en détail le dispositif expérimental

utilisé pour ce projet doctoral, ainsi que sa caractérisation. Le cha-

pitre suivant va alors nous permettre de présenter le travail réalisé sur

la synthèse des boites quantiques, nanocristaux de matériaux semi-

conducteurs dont les caractéristiques en font de parfaits candidats pour

jouer le rôle de donneurs en FRET.
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Ce chapitre présente les propriétés générales des boites quantiques,

leur synthèse ainsi que leur caractérisation photo-physique.

3.1 Propriétés fondamentales

3.1.1 Structure et confinement électronique

3.1.1.1 Généralités

Les boites quantiques sont des nanocristaux de matériaux semi-

conducteurs. Leur taille nanométrique dans les 3 dimensions de l’espace

induit des propriétés électroniques et optiques particulières, proches

des systèmes atomiques, bien qu’ils soient constitués de plusieurs di-

zaines de milliers d’atomes. À la différence des émetteurs organiques,

les QDs se caractérisent par un large spectre d’absorption combiné à

un spectre d’émission étroit, dont les positions sont majoritairement

déterminées par leur taille. Le développement de ces objets a démarré

dans les années 1980, avec les travaux de Ekimov & Onuschenko [148,

149] pour la synthèse dans une matrice de verre ; ainsi que Rossetti

& Brus [150] et Alfassi et al. [151] pour la synthèse collöıdale en solu-

tion. Ce 2ème procédé connut un saut important avec la contribution de

Murray et al. [152] au début des années 1990, rendant possible l’obten-

tion de solution collöıdales relativement mono-disperses. Enfin, Efros

et Rosen [153-156] sont reconnus comme les précurseurs majeurs de la

formalisation théorique des propriétés optiques de ces nanocristaux.

3.1.1.2 Éléments de théorie des bandes électroniques

∞

Figure 3.1 – Représentation

schématique des conséquences

du passage de l’atome au

matériau massif sur la struc-

ture des niveaux d’énergie, en

fonction du nombre N d’atomes.

Adapté de [157].

Les propriétés optiques des semi-conducteurs sont décrites par la

théorie des bandes. Dans un matériau bulk ou massif, un grand nombre

d’atomes sont en interaction, conduisant à un ”mélange” des niveaux

d’énergie accessibles pour les différents électrons, comme le représente

la Figure 3.1. La représentation en niveaux d’énergie discrets, ca-

ractéristique des atomes, s’efface au profit d’ensembles pouvant être

assimilés à des bandes d’énergie continues – séparées par ce que l’on ap-

pelle une bande interdite. Dans les intervalles accessibles, les électrons

”remplissent” les bandes selon la loi statistique de Fermi-Dirac, définis-

sant un niveau d’énergie EF du solide tel qu’à 0 K, tous les électrons

ont une énergie E ⩽ EF . La position de EF permet de définir la bande

de valence (BV), la bande énergétique qui précède EF , et la bande de

conduction (BC), bande immédiatement supérieure. L’énergie de gap

Eg correspond au saut d’énergie entre BV et BC. Sachant que l’énergie
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de gap Eg ≈ 1 eV pour un grand nombre de semi-conducteurs, l’ab-

sorption d’un photon dans l’UV ou le visible 1 permet la transition 1. λ = 800 nm � E = 1,6 eV

λ = 400 nm � E = 3,1 eVd’un électron e− de BV à BC. Le processus fait apparaitre une lacune

électronique dans la BV, aussi appelée trou 2 et notée h+. Dans une na- 2. En anglais : hole.

noparticule, l’électron de la BC et le trou de la BV interagissent forte-

ment : le modèle physique utilisé est alors celui des hydrogénöıdes, où le

trou h+ remplace le noyau. Cette paire électron-trou e−– h+ en interac-

tion coulombienne est nommée exciton. La recombinaison de l’exciton

peut être radiative (luminescence) 3 ou non-radiative, selon la même 3. La convention est d’employer le
terme de luminescence plutôt que ce-

lui de fluorescence – même si l’on peut

trouver nombre de travaux parlant de
”fluorescence des QDs”.

logique qu’exposée au chapitre précédent – section 2.1.2. Pour une

présentation plus détaillée de la détermination de la structure de bande

du séléniure de cadmium (CdSe) 4 massif, nous renvoyons à la thèse
4. Matériau semi-conducteur de type
II-VI historique des boites quantiques,

et bien étudié. Dans le cadre de ce

projet doctoral, les QDs synthétisés
l’ont tous été sur base de CdSe, et

les résultats théoriques ou empiriques

cités relèvent quasi-systématiquement
de ce matériau.

d’E. Cassette [158], qui synthétise clairement les travaux théoriques

historiques. Par nécessité pour la suite, nous devons introduire la no-

tion de rayon de Bohr, noté aB , qui définit la distance caractéristique

e−– h+ pour un matériau semi-conducteur donné – voir Éq. (3.1.1), où

εr est la constante diélectrique du matériau semi-conducteur ; m0 la

masse de l’électron libre ; µ∗ la masse effective réduite de l’exciton ; a0

le rayon de Bohr de l’atome d’hydrogène. Dans le cas du CdSe, cette

valeur vaut 5,6 nm.
aB = εr

m0

µ∗ a0 (3.1.1)

3.1.1.3 Confinement spatial et excitons

La réduction de la taille des cristaux semi-conducteurs génère un

confinement quantique des trous et des électrons 5, modifiant les com- 5. Typiquement pour des rayons de

cristaux R ⩽ 10 nm.portements possibles des excitons. Lorsque le rayon R d’un nano-cristal

semi-conducteur est inférieur au rayon de Bohr du matériau, l’électron

et le trou d’un exciton sont traités comme 2 particules indépendantes

soumises à un potentiel sphérique V infini, tel que V = 0 pour r < R ;

et V = ∞ pour r > R. Les calculs montrent alors que le confine-

∆E ≈ Eg +
(ℏπ)2

2µ∗R2
+

1, 8e2

4πε0εrR
(3.1.2)

ment quantique des e− et h+ évolue en 1/R2 tandis que l’attraction

coulombienne évolue en 1/R [159] – cf. Éq. (3.1.2), où ℏ = h/2π est la

constante de Planck réduite (J/s) ; e la charge élémentaire de l’électron

(C) ; et ε0 la permittivité diélectrique du vide (F/m). Les niveaux

d’énergie des e− et h+ sont discrétisés comme dans un système ato-

mique, et l’énergie des transitions inter-bandes augmente avec la di-

minution de la taille du nano-cristal, comme cela est illustré en Fi-

gure 3.2 (a). Étant donné que la relaxation radiative a lieu entre les

états de plus faible énergie uniquement 6, il est ainsi possible d’obtenir 6. De manière analogue à ce qui a été
décrit en section 2.1.2, une cascade de

conversions internes non-radiatives ra-

pides (10−12 s) relaxe e− et h+ aux
niveaux les plus bas.

une longueur d’onde de photoluminescence souhaitée simplement en

ajustant la taille des nano-cristaux, sans changer leur composition 7.

7. Dans le cas des nano-cristaux CdSe,
les différentes tailles mâıtrisées per-

mettent d’accéder à l’ensemble du
spectre visible – cf. Figure 3.2 (b).

Une autre conséquence du confinement spatial est que les effets de

surface deviennent prédominants : en effet, plusieurs dizaines de pour-

cents du nombre total d’atomes peuvent se retrouver en surface du na-

nocristal, avec des liaisons dites ”pendantes”. En fournissant des états

d’énergie intermédiaires entre la bande de valence et de conduction, ces

liaisons pendantes peuvent agir comme des pièges pour les électrons

délocalisés, induisant une relaxation non-radiative des excitons, ce qui

diminue le rendement quantique du QD considéré.
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(a) Dépendance théorique des

niveaux des e− et h+ selon R

(b) Illustration schématique de l’émission selon la taille R des QDs

(a) est extraite de [156]. Les énergies des électrons sont tracées par rapport au niveau le plus faible de la BC ; les

énergies des trous par rapport au niveau le plus haut de la BV. Les principales transitions optiques correspondant

au spectre d’absorption Figure 3.4 (a) sont représentées en vert – inspiré de [158]. (b) est inspirée de [160].

Figure 3.2 – Influence de la

taille des boites quantiques sur

leur structure électronique et

leurs propriété d’émission.

Pour éviter cela, les boites quantiques couramment utilisées sont

en réalité des hétéro-structures dites ”cœurs/coquilles”, dont il existe

différents types : I (e− et h+ confinés dans le cœur) ; II (e− et h+

séparés spatialement) ; quasi-II (e− ou h+ est délocalisé). Par exemple,

pour un cœur optiquement actif de CdSe, une coquille à base de sul-

fure de zinc (ZnS) sert souvent de couche de passivation des pièges

de surface, depuis leur introduction par Hines & Guyot-Sionnest en

1996 [161]. L’usage de cette hétéro-structure de type-I est l’explication

principale des hauts rendements quantiques mesurés pour ces QDs –

souvent dans l’intervalle 0,7-1 en solution. En effet, comme l’illustre

la Figure 3.3, cette coquille crée une barrière de potentiel augmentant

ainsi la présence des porteurs de charge au niveau du cœur des QDs,

et donc la probabilité de recombinaison radiative de la paire e−– h+.

3.1.2 Propriétés photophysiques des QDs

Figure 3.3 – Schéma des ali-

gnements de la BV et la BC pour

les QDs à hétéro-structures, et

des fonctions d’onde des e− et

h+ résultantes. Adapté de [158].

3.1.2.1 Asymétrie des spectres d’absorption et d’émission

La Figure 3.4 (a) donne un exemple de spectres d’absorption et

d’émission pour une solution collöıdale de nanocristaux CdSe. Ces

spectres sont très différents de ceux des molécules fluorescentes orga-

niques, dans le sens où ils ne présentent pas de symétrie. Cela s’explique

tout d’abord par la présence de plusieurs transitions d’absorption exci-

toniques, dont la largeur dépend de la température ainsi que la disper-

sion en taille des QDs. Les transitions précisées sur la Figure 3.4 (a)

correspondent à celles mises en avant Figure 3.2 (a). On observe en-

suite une forte augmentation de l’absorbance due à l’absorption inter-
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bande caractéristique des semi-conducteurs 8. L’émission de photolu- 8. Pour des énergies d’excitation

élevées par rapport à ∆E, la section
efficace d’absorption des QDs peut

alors être approximée par le modèle

des petites particules absorbantes,
ce qui a permis l’élaboration d’une

relation empirique entre la taille

des QDs et leur section efficace
d’absorption à 350 nm [162].

minescence est issue de la relaxation fondamentale 1Se → 1S3/2. Elle

présente quant à elle un profil spectral quasi-gaussien, dont la largeur

est un moyen d’évaluer la variance de la distribution des tailles des

nanocristaux. Le décalage de Stokes s’explique par la structure fine

du premier niveau excitonique comportant 5 sous-états dont 2 opti-

quement inactifs [156, 158]. Cette structure fine dépend du rayon des

boites quantiques 9, de l’anisotropie de forme des QDs, et dans une 9. Déterminant l’intensité de l’inter-

action d’échange entre e− et h+.moindre mesure [163] du champ cristallin 10. Le peuplement des sous-
10. Selon que l’agencement des atomes

soit wurtzite (WZ) / zinc-blende (ZB).états composant cette structure dépend de la température selon une

statistique de Boltzmann, ce que l’on utilisera lors de l’estimation du

rendement quantique des QDs.
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(a) Asymétrie spectrale des cœurs CdSe
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(b) Effet de l’ajout d’une coquille mixte

Ces spectres ont été réalisés en solution pour des concentrations de QDs identiques (∼100 nM). (a) Les pics

excitoniques correspondent aux transitions indiquées en Figure 3.2. (b) La structure des coquilles mixtes est

CdS/CdZnS/ZnS.

Figure 3.4 – Spectres d’absorp-

tion et photoluminescence de

QDs à température ambiante,

pour des cœurs et hétéro-

structures cœurs/coquilles.

La Figure 3.4 (b) montre que l’ajout d’une coquille ne modifie pas

cette asymétrie spectrale, mais augmente la section efficace d’absorp-

tion et la photoluminescence émise. Le décalage de Stokes entre les

cœurs et les hétéro-structures cœurs/coquilles est dû à l’emploi d’une

coquille mixte pour minimiser les écarts de paramètre de maille et

permettre l’encapsulation par une plus grande épaisseur de coquille 11. 11. L’écart des paramètres de maille

entre CdSe et ZnS valant environ

12 %, les contraintes mécaniques en
jeu ne permettent pas de faire croitre

une coquille sans défauts au-delà

d’une épaisseur de 0,5 nm si le rayon
des cœurs ⩾ 4 nm [158]

3.1.2.2 Phénomènes de clignotement

Comme les fluorophores organiques, les boites quantiques mani-

festent une dynamique d’émission intermittente, mise en évidence en

1996 [164], Ce phénomène de clignotement (blinking), illustré Figure 3.5,

est lié à plusieurs processus de relaxation non-radiatifs. Il peut s’agir

d’une relaxation Auger 12, ou bien de la combinaison d’un effet de 12. Dans un cas de co-existence de plu-
sieurs excitons, l’énergie de l’un peut

être totalement cédée à l’autre sous
l’effet des interactions d’échange. Cela
conduit une éjection du e− de l’exci-
ton restant hors du QDs et à la ioni-

sation de ce dernier.

solvatation dû au milieu et un effet tunnel au niveau de la coquille

du QD [165]. Différents travaux sur les espèces excitoniques ”exo-

tiques” [166-168] comme les biexcitons et trions 13, ou sur les conti-

13. Biexciton : couplage de 2 excitons.

Trion : couplage chargé d’un e− ou h+

avec un exciton existant.
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nuums d’états émissifs, ont permis de mettre en évidence que les taux

de recombinaisons non-radiatives knr sont très variables [169-171], ce

qui a donné lieu à divers modèles dont certains reposent uniquement

sur l’existence de pièges énergétiques internes, sans phénomène d’ioni-

sation. Yuan et al. ont cependant montré en 2018 que les 2 phénomènes

pouvaient se produire dans une même boite quantique, et proposé un

modèle synthétique [172] pour expliquer – et limiter – le clignotement

des QDs.

Figure 3.5 – Exemple du signal

d’émission d’une boite quan-

tique unique.

Figure 3.6 – Signal moyen nor-

malisé à t = 0, mesuré pour une

monocouche de QDs sur verre,

sous une illumination continue à

4,5 W/cm2.

3.1.2.3 Photo-blanchiment et photo-activation

Les coquilles sont également responsables de la relative résistance

des boites quantiques au photo-blanchiment en comparaison avec les

fluorophores organiques traditionnels, ce qui rend les QDs très intéres-

sants pour l’imagerie sous illumination continue. Plus exotique encore,

les boites quantiques se différencient des fluorophore organiques clas-

siques par leur susceptibilité à se photo-activer – i.e. augmentation de

leur émission sous illumination continue, cf. Figure 3.6. Initialement

rapportée en 2000 par Cordero et al [173] sur de simples nanocristaux

CdSe, ce phénomène a pu être constaté sur des hétéro-structures clas-

siques CdSe/ZnS [174] ou à coquille mixte CdSe/CdS/ZnS [175], et sur

des compositions variées de matériaux de QDs ou de ligands 14 [176].

14. Les ligands entourant les QDs ont
été volontairement mis de côté jus-

qu’ici pour simplifier la présentation.

Leur rôle est cependant important, et
est détaillé dans la section 3.3.

Malgré la similarité des résultats observés, il s’agit de processus physi-

ques différents selon les situations, mais qui tendent aux mêmes effets :

la passivation des pièges énergétiques et donc la fermeture des canaux

de recombinaisons non-radiatives.

3.1.2.4 Intérêt des QDs pour l’imagerie NEF et précautions instrumentales

Dans le contexte de l’imagerie FRET, l’intérêt des QDs réside en

premier lieu dans leurs caractéristiques spectrales. La possibilité de

les exciter loin des fenêtres spectrales de détection permet de sup-

primer tout bruit issu du laser employé. Ensuite, leur grande section

efficace d’absorption et leur haut rendement quantique minimisent l’ir-

radiance laser à apporter pour obtenir un bon rapport signal sur bruit.

L’importance du phénomène de clignotement pourrait être un grand

désavantage des boites quantiques, en raison du décalage entre me-

sures sur QDs uniques et mesures d’ensemble. Heureusement, il a pu

être montré que l’ajout de coquilles bien choisies 15 permettait de forte- 15. Relativement épaisses, résultant de
couches mixtes comme annoncé en sec-

tion précédente.
ment réduire – voire supprimer – le phénomène de clignotement [177-

182]. La photo-activation des QDs induit une nécessité de précaution

instrumentale pour l’imagerie NEF : il est nécessaire de caractériser

l’évolution de la photoluminescence à différentes irradiances laser et

veiller à garantir la stabilité de l’émission avant d’effectuer une étude

FRET – en particulier si l’on emploie le calcul d’efficacité basé sur le

quenching de photoluminescence des donneurs 16. 16. Voir Éq. (2.2.11) du chapitre
précédent.
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3.2 Synthèses et caractérisations en solution

Depuis les premières synthèses dans les années 1980, de nombreuses

méthodes ont été développées pour l’obtention de différents types de

nanocristaux. En particulier, la transition de techniques empruntées

à l’industrie des puces électroniques vers des synthèses en chimie hu-

mide a permis de simplifier l’obtention de ces nanoparticules, tout en

réduisant les coûts de fabrication. Cependant, les hautes températures

nécessaires – 200-350 °C – ont depuis longtemps joué contre l’industria-

lisation des procédés, en raison de la difficulté à maintenir ces tempéra-

tures de réaction stables sur des volumes importants. Ainsi, les pre-

mières boites quantiques commerciales datent de 2002, et c’est à partir

des années 2010 que, poussée par la demande issue des domaines de

l’optique et l’opto-électronique, la production de QDs a réellement pris

un essor significatif [183]. Les boites quantiques sont donc devenues des

objets utilisés couramment par un grand nombre de chercheur·euse·s,

même si les prix d’achat restent élevés, et varient selon le type de li-

gands stabilisateurs utilisés. Le coût actuel est plutôt élevé, pour des

concentrations et des temps de conservation relativement faibles 17. 17. À titre d’exemple, chez un four-

nisseur classique de composés chi-

miques comme Sigma-Aldrich, les QDs
CdSe/ZnS sont actuellement vendus

340 ¿ les 10 mg avec ligands oc-

tadécylamine ; 140-145 ¿ pour 1 mg
avec ligands amine ou acide carboxy-

lique fonctionnalisés

Pour ces différentes raisons, il a donc été décidé de synthétiser nous-

mêmes les boites quantiques que nous utiliserions dans le cadre de

ce projet doctoral, avec l’aide de Thomas Pons du LPEM 18. En plus

18. Laboratoire de Physique et d’Étude
des Matériaux, ESPCI Paris

d’apporter son savoir-faire au laboratoire, ce choix nous a permis de

bénéficier de l’expérience de spécialistes du domaine et d’adapter fine-

ment nos QDs à nos besoins, que ce soit sur le plan de leur luminescence

que de leur fonctionnalisation.

3.2.1 Banc de synthèse

Le banc mis en place pour les besoins de la synthèse des boites

quantiques est schématisé sur la Figure 3.7. La réaction est réalisée

dans un ballon tricol.

Figure 3.7 – Schéma du banc

de synthèse utilisé pour la

synthèse des QDs.
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Sur un pied réhausseur se superposent un contrôleur de tempéra-

ture 19 relié à une sonde de température et un chauffe-ballon 20. Ce 19. Gemini-230, J-KEM Scientific.

20. Le chauffe-ballon utilisé dépend

du volume du ballon nécessaire à

l’expérimentation :
100 ou 250 mL, Duran.

dernier est posé sur un agitateur magnétique permettant une mise

en mouvement continue de la solution contenant les réactifs. Le col

principal du ballon est relié à des colonnes de circulation servant à,

au choix : (a) dégazer le milieu avant le lancement des réactions chi-

miques via une pompe à vide ; (b) alimenter le ballon en gaz neutre

– ici, de l’argon – avec une légère sur-pression pour obtenir un milieu

de réaction continuellement renouvelé. Cette sur-pression est contrôlée

par un manomètre en début de circuit et un bulleur à sa fin. Le dernier

col est quant à lui fermé par un bouchon en caoutchouc à jupe rabat-

table 21 rendant l’ensemble étanche, tout en permettant des injections 21. 407015-20, ∅ 14,9 mm, Saint-Gobain

Performance Plastics.ou prélèvements au cours de la synthèse.

3.2.2 Synthèses réalisées

Dans la suite de ce document, les ligands de surface 22 utilisés pour 22. Voir section 3.3 pour une

présentation détaillée.stabiliser les QDs en solution sont précisés entre crochets. Par exemple :

QDs[OA] si l’acide oléique joue le rôle de ligand. Le protocole de

synthèse nous a été fourni par T. Pons, et est essentiellement structuré

en 2 parties distinctes : la synthèse des cœurs ; puis la croissance des

coquilles autour de ceux-ci. J’ai réalisé un peu plus d’une trentaine de

synthèses au cours du projet doctoral.

3.2.2.1 Synthèse des cœurs CdSe – aussi notés QDscœurs

(a) Préparation des précurseurs pour les cœurs de QDs

Les cœurs des QDs, de structure zinc-blende (ZB) sont synthétisés

via une adaptation de la procédure ”Cao” [184]. La nouveauté apportée

par Yang et al. en 2005 tient à ce qu’il n’est pas nécessaire de réaliser

d’injection de précurseurs au cours de la réaction. Il faut néanmoins

réaliser la synthèse ex situ d’un des deux réactifs : le myristate de

cadmium Cd(Myr)2. Pour ce faire, on commence par dissoudre 3,13 g

de myristate de sodium NaMyr 23 dans 250 mL de méthanol 24, sous 23. M0483, ≥ 98 %, TCI.

24. 34860-2-2.5L-R, ≥ 99,9 %, Sigma-

Aldrich.
agitation à température ambiante pendant 1 h. En parallèle, 1,23 g de

nitrate de cadmium tetrahydraté (Cd(NO3)2 + 4 H2O) 25 est dissout 25. 642045-100G, ≥ 98 %, Aldrich Che-
mistry.dans 40 mL de méthanol. Après 1 h, on ajoute lentement à la pipette

le Cd(NO3)2 dans la solution de NaMyr en maintenant l’agitation. Se

forme alors un précipité blanc que l’on va filtrer via l’utilisation d’une

fiole à vide 26, un entonnoir Büchner 27, et un filtre en cellulose 28. Le 26. 500 mL, Simax.

27. 127C-0a, Haldenwanger.

28. Rotilabo Rundfilter 113A, ∅ 47 mm,

Carl Roth GmbH+Co.

résultat est séché sous vide pendant une nuit dans un tube à centri-

fuger 29 de 50 mL dont le bouchon est percé. La poudre finalement

29. Falcon, 734-0448, VWRobtenue est stable pendant plusieurs mois à température ambiante et

peut donc être utilisée pour de nombreuses synthèses de QDs. À titre

d’exemple : je n’ai réalisé que 3 synthèses de myristate de cadmium

Cd(Myr)2 sur l’ensemble du projet doctoral.
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(b) Synthèse des QDscœurs

Concernant la synthèse des cœurs, on pèse 174 mg de Cd(Myr)2 di-

rectement dans le ballon tricol de 100 mL. La quantité stœchiométrique

de sélénium en poudre – soit de 12 mg – est pesée dans un pilu-

lier ; dissoute dans 16 mL d’octadécène 30 via l’aide d’un bain à ul- 30. O806-1L, 90 %, Sigma-Aldrich.

trasons 31, puis ajoutée dans le ballon. Une fois le tout mis en place 31. Elmasonic S 10, Elma.

sur le banc décrit en Figure 3.7, on commence par dégazer la solu-

tion à température ambiante environ 15 min, sous agitation, jusqu’à

ce que les bulles à la surface du mélange disparaissent. On remplace

ensuite le vide créé par de l’argon en légère sur-pression, pour ga-

rantir sa circulation, et l’on chauffe 32 jusqu’à atteindre le plus vite 32. Une représentation simplifiée de la

synthèse de nanocristaux, comme la

théorie LaMer-Dinegar [185], découpe
3 étapes principales. 1) La nucléation

correspondant à l’apparition des
premières unités périodiques stable,

se produisant lorsque la température

approche le niveau nécessaire à la
réaction de synthèse. 2) La crois-

sance homogène des nanocristaux

à partir des nucléis : les réactifs
encore présents sont consommés

préférentiellement par les plus pe-

tites particules, conduisant à une
homogénéisation des tailles de cris-

taux. 3) Le mûrissement d’Ostwald,

c’est-à-dire la consommation des
petites particules pour nourrir la

croissance des plus grandes, qui tend
à se produire lorsque la concentration

en réactifs devient faible. Pour obtenir

une solution de QDs homogènes, on a
donc intérêt à combiner une montée

en température rapide et un temps de

réaction court.

possible une température entre 220 et 240 °C selon la taille de QDs

que l’on souhaite atteindre – voir section 3.2.2.3. Quand on atteint la

température souhaitée, on la maintient durant quelques minutes puis

on refroidit rapidement le mélange avec un pistolet à air comprimé,

en ajoutant 500 µL d’acide oléique OA 33 vers 200°C pour stopper

33. 364525-1L, ≥ 90 %, Sigma-Aldrich

la réaction. La solution obtenue est lavée par centrifugation : après

séparation dans 2 tubes de 50 mL, on ajoute dans chacun 5-10 mL

d’OA, complétés par de l’éthanol 34. L’ensemble est centrifugé 10 min

34. E/0600DF/21, 99 %, VWR.

à 6000 RPM. Si tout n’a pas bien précipité, on rajoute 5 mL d’OA et

l’on re-centrifuge. Ajouter au moins 7,5 mL d’OA dès le départ per-

met généralement d’éviter cette seconde centrifugation. Le surnageant

contenant les restes de réactifs est jeté, et le précipité de QDscœurs[OA]

est repris dans un total de 10 mL d’héxane 35. Une telle solution de

35. 34859-2.5L-M≥ 97 %, Sigma-

Aldrich.

cœurs de boites quantiques est stable quelques jours uniquement si l’on

ne réalise pas la croissance des coquilles. Une petite quantité (10 µL)

est prélevée et diluée dans 3 mL d’héxane pour caractériser le résultat

en absorbance, photo-luminescence, et durée de vie de l’émission.

3.2.2.2 Croissance des coquilles mixtes CdS/CdZnS/ZnS

(a) Caractérisation de la solution de QDscœurs

Cette seconde étape de la synthèse est basée sur la méthode SI-

LAR 36, utilisée pour la fabrication de couches minces sur substrats. 36. Successive Ion Layer Adsorption
and Reaction, ou adsorption et
réaction séquentielle de mono-couche

ionique

Son usage pour les synthèses collöıdales de nanocristaux a été intro-

duite par Li et al. en 2003 [186]. Les coquilles sont ainsi générées par

l’injection séquentielle de quantités de précurseurs correspondant à la

formation d’une seule mono-couche par nanoparticule. Son intérêt prin-

cipal est de permettre un contrôle fin de la composition des différentes

couches des coquilles. Cette méthode passe par le traitement du spectre

d’absorption des QDscoeurs[OA], dont un exemple est donné Figure 3.8.

La position du premier pic excitonique permet d’estimer la taille moyenne

des cœurs suivant la relation empirique de Peng [187] donnée en Éq. (3.2.1). rPeng =
1

2
(1, 612210−9λ4 − 2, 657510−6λ3

+1, 624210−3λ2 − 0, 4277λ+ 41, 57)

(3.2.1)

Même si cette relation a originellement été dérivée pour des cœurs de

QDs CdSe de structure wurtzite (WZ), elle est suffisamment juste au

regard de nos injections faites avec une précision de l’ordre de quelques

dizaines de µL. Pour des concentrations faibles, l’absorbance A(λ)
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d’une solution, mesurée via une cuve standard de largeur l = 1 cm

est directement reliée à la concentration C de l’espèce chimique d’ex-

tinction molaire ε(λ), selon la loi de Beer-Lambert – cf. Éq. (3.2.2).

A(λ) = ε(λ)Cl (3.2.2)

Figure 3.8 – Exemple de

détermination du rayon des

nanocristaux et de la concen-

tration de la solution collöıdale

de cœurs de QDs à partir d’un

spectre d’absorption.

Dilution de 10 µL de QDscœurs

dans un volume final de 3 mL

d’héxane.

La valeur de A(350 nm) est cor-

rigée par A(700 nm) où les QDs

n’absorbent pas.

Dans le cas des nanocristaux CdSe dans l’hexane, à 350 nm 37, il 37. D’après Leatherdale et al. [162], avec

σ en cm2 et r en cm :

σ350 = 5, 501 · 105 · r3 (3.2.3)

existe un excellent accord entre les mesures de section efficace d’absorp-

tion σ et les calculs théoriques, tout comme une relative absence d’ef-

fet des ligands stabilisateurs, ce qui fait de cette longueur d’onde une

référence de choix pour estimer la concentration – Éq. (3.2.4) à (3.2.6).

À partir de ces valeurs, il est alors possible de calculer les quantités C =
A350

ε350l
(3.2.4)

σ350 =
ε3501000ln(10)

NA
(3.2.5)

Donc

C =
A3501000ln(10)

NAσ350l
(3.2.6)

nécessaires à chaque injection de précurseur pour la croissance des co-

quilles. Comme dans le cas de la synthèse des cœurs, ces derniers sont

fabriqués ex situ.

(b) Préparation des précurseurs pour coquilles CdS/CdZnS/ZnS

Pour l’oléate de cadmium Cd(OA)2, on souhaite obtenir une so-

lution à 0,5 M. Ce niveau de concentration entraine une solidifica-

tion à température ambiante mais est très stable. On pèse pour cela

6,42 g d’oxyde de cadmium CdO 38 dans un ballon de 250 mL. On 38. 244783-100G, ≥ 99,5 %, Sigma-

Aldrich.y ajoute 100 mL d’OA, le tout chauffé à 160°C sous agitation en at-

mosphère argon jusqu’à ce que la solution soit incolore. On redescend

alors la température à 120°C en refroidissant avec de l’air comprimé.

La température est stabilisée à 100°C et l’on dégaze pour évacuer l’eau.

L’oléate de zinc – Zn(OA)2 – est préparé pour une même concentration

finale : 4,07 g d’oxyde de zinc ZnO 39 sont pesés dans le ballon auquel 39. 255750-100G, 99,99 %, Sigma-

Aldrichest ajouté 100 mL d’acide oléique. Le reste de la dissolution suit les

mêmes étapes que précédemment, si ce n’est que la température est

élevée jusqu’à 280°C pendant 1h. Enfin, nous avons besoin d’une so-

lution de Soufre-ODE à 0,1 M : 100 mL d’ODE sont tout d’abord

dégazés à 60°C. On ajoute ensuite 0,32 g de soufre 40 pesés dans un 40. 213292-50G, 99,99 %, Aldrich Che-

mistry.tube Eppendorf et l’on augmente la température à 120°C. Une fois



60 microstructuration 2d de boites quantiques

la dissolution terminée, la solution est stockée dans une bouteille en

verre. L’ensemble de ces précurseurs est stable sur une longue durée

et préparé dans des quantités suffisantes pour plusieurs synthèses : les

oléates de cadmium ou de zinc n’ont eu à être préparé qu’une fois

durant toute la thèse, et 3 fois pour la solution de S-ODE.

(c) Croissance des coquilles sur QDscœurs

Le tableau 3.1 récapitule l’ensemble des injections nécessaires à la

formation des coquilles, à partir d’un exemple concret. Les quantités

à injecter sont déterminées à l’aide d’une feuille de calcul reprenant

la méthode SILAR, dont les entrées sont le rayon des cœurs, le vo-

lume et la concentration de leur solution. La solution de 10 mL de

QDscoeurs[OA] est mélangée à 10 mL d’ODE auxquels on ajoute 2 mL

d’oleylamine 41 pour dissoudre les ligands OA qui, sinon, entraveraient 41. 129540010, ≥ 80-90 %, Acros Orga-

nics.la croissance des coquilles sur les cœurs. Pendant que l’on dégaze l’en-

semble dans un tricol de 250 mL à 30°C, on chauffe un aliquot de

Cd(OA)2 et de Zn(OA)2, respectivement à 200 et 300°C, afin de re-

tourner à l’état liquide et prélever le volume nécessaire à diluer pour

obtenir les solutions de précurseurs à 0,1 M qui vont être injectées.

Le Zn(OA)2 à 0,1 M peut être conservé liquide à condition d’être

maintenu à 60°C dans une étuve. Lorsque le dégazage de l’héxane est

terminé, on remplace le vide créé par une atmosphère d’argon en légère

sur-pression.

Couche Injection (mL) T (°C) Timing

CdS
Cd = 0,29

30
t0

S = 0,29 t0

CdS
Cd = 0,45

230
Arrivée à T

S = 0,45 + 10 min

CdS
Cd = 0,63

230
+ 10 min

S = 0,63 + 10 min

CdZnS
CdZn = 0,93

250
Arrivée à T

S = 0,93 + 10 min

CdZnS
CdZn = 1,20

250
Arrivée à T

S = 1,20 + 10 min

CdZnS
Zn = 1,65

250
+ 10 min

S = 1,65 + 10 min

Zn Zn = 2,00 250 + 10 min

Table 3.1 – Récapitulation

des injections nécessaires à

la croissance des coquilles de

QDs. Exemple correspondant

aux cœurs CdSe présentés en

Figure 3.8.

On réalise les 2 premières injec-

tions à 30°C via des seringues

de 1 mL graduée à 0,01 mL ad-

jointe d’une aiguille verte 21G. La

température est ensuite augmentée

au plus vite jusqu’à 230°C. On injecte

le volume de Cd(OA)2 requis puis,

10 min après, un volume identique

de S-ODE, et l’on ré-attend 10 min

avant de procéder à l’étape suivante.

Chaque mono-couche CdS décale

le spectre de photo-luminescence

d’environ 10 nm vers le rouge. Après

cela, on monte la température à

250°C et l’on procède aux injections

suivantes selon le même rythme. À

noter que les injections ”CdZn” sont

obtenues à partir d’un mélange 50/50

de Cd(OA)2 et Zn(OA)2.

Une fois toutes les injections faites, on attend 10 min avant de refroidir

à 100°C avec le pistolet à air comprimé. La solution est séparée dans

4 tubes à centrifuger de 50 mL auxquels on ajoute 5-10 mL d’OA,

complétés par de l’éthanol. Le mélange est centrifugé à 6000 RPM du-

rant 5 min. Comme pour les cœurs, le surnageant est jeté et le précipité

de QDscoeurs/coquilles[OA] est repris dans un total de 10 mL d’héxane.
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De nouveau, 10 µL sont prélevés et dilués dans un volume final de

3 mL pour caractériser le résultat en absorbance, photo-luminescence,

et durée de vie de photo-luminescence. En supposant négligeables les

pertes de matière entre la solution de cœurs CdSe et la solution de

CdSe/CdS/CdZnS/ZnS après croissance des coquilles, on peut calcu-

ler le coefficient d’extinction molaire de la solution obtenue en cette

toute fin de synthèse, via le ratio entre l’absorbance à 350 nm des

QDscoeurs/coquilles[OA] et des QDscoeurs[OA]. Une telle solution est,

pour le coup, stable plusieurs mois à température ambiante 42. 42. Avec une concentration typique de
25-30 µM.

3.2.2.3 Influence des paramètres de la synthèse

(a) Température et temps de réaction de la synthèse des coeurs

Dans la publication originale de la méthode de synthèse ”Cao” [184],

la température de synthèse était fixée à 240°C. L’étude du temps

de réaction, comme on peut le voir sur la Figure 3.9, montrait qu’il

s’agissait d’un paramètre permettant de contrôler simplement les ca-

ractéristiques principales de la synthèse 43. L’augmentation de la taille 43. Prolonger le temps de réaction per-

met d’augmenter la taille des cœurs de

boites quantiques obtenus mais dimi-
nue la concentration de la solution de

produits réactionnels.

des cœurs est associée, comme attendu, à un décalage du spectre d’ab-

sorption vers les grandes longueurs d’onde / faibles niveaux d’énergie.

De façon plus surprenante, cela conduit aussi à resserrer la distribution

en taille des nanocristaux, comme le montre les pics d’absorption et

les spectres de photo-luminescence plus étroits.

Figure 3.9 – Évolution

temporelle, au cours de la

synthèse, du a) spectre de

photo-luminescence, noté (f)

pour ”fluorescence” ; b) du

spectre d’absorption ; c) du

diamètre (D) des nanocristaux ;

d) de la concentration (C) des

nanocristaux ; e) la largeur à

mi-hauteur (W) du spectre de

photo-luminescence.

Extrait de [184].

Autrement dit, dans cette situation, le phénomène de mûrissement

d’Ostwald 44 ne semble pas se produire. Nous avons reproduit cette 44. Voir section 3.2.2.1 (b).

expérience de variation temporelle, à 1 et 10 min de temps de réaction,

pour deux groupes de synthèses. La Figure 3.10 (a) présente les spectres

d’absorption des cœurs de boites quantiques pour 1 min, et la Fi-
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gure 3.10 (b) pour 10 min. Nous obtenons des cœurs de rayon moyen

proche dans les 2 cas, mais avec une dispersion bien plus importante

pour 1 min par rapport à 10 min de temps de réaction : 1,48 ± 0,20

et 1,52 ± 0,07 nm. On peut aussi remarquer que nous n’obtenons pas

de concentration plus élevée pour le temps de réaction le plus court,

comme attendu : 20,98 ± 7,14 µM (1 min) contre 28,95 ± 4,13 µM

(10 min).

(a) t = 1 min

Cd(Myr)2 (1)

(b) t = 10 min

Cd(Myr)2 (1) et (2)

(c) t = 10 min

Cd(Myr)2 (2) et (3)

Les 3 synthèses de précurseur Cd(Myr)2 sont notées (1), (2), et (3). N correspond au nombre de synthèses réalisées.

Figure 3.10 – Spectres d’ab-

sorption des coeurs CdSe.
Ce phénomène peut avoir plusieurs origines, comme une montée en

température pas assez bien mâıtrisée pour ces premières synthèses,

et/ou une stœchiométrie des réactifs non parfaitement respectée 45. 45. Mais suffisamment proches pour que

cela ne se traduise pas par l’apparition
de 2 populations de cœurs

Comme le montre d’ailleurs divers spectres répartis sur l’ensemble des

tracés, la synthèse de précurseur 46 Cd(Myr)2 s’est révélée être un pa- 46. Que l’on a détaillée en par-
tie 3.2.2.1 (a).ramètre important : le niveau de rinçage des restes de réactifs en fin

de synthèse de ce dernier peut effectivement affecter le respect de la

stœchiométrie des réactifs et donc le résultat produit pour une pesée

donnée. Pour certaines synthèses, le rayon des cœurs obtenus était

systématiquement trop important : proche de 1,60 nm, ce qui après

croissance des coquilles donnait des spectres de photo-luminescence

centrés sur des valeurs ⩾ 610 nm. T. Pons nous ayant indiqué qu’il

était possible de faire varier la température de synthèse pour stopper

la croissance des cœurs 47, nous avons repris notre protocole pour les 47. Nous n’avons pas trouvé de publica-
tion spécifique reprenant la méthode
”Cao” pour étudier l’effet du pa-

ramètre température de synthèse,
comme son potentiel croisement avec

le paramètre du temps de réaction.

synthèses de Cd(Myr)2 (2) et (3) de manière à explorer l’intervalle

de températures 220-230°C, pour 10 min de temps de réaction. Les

Figures 3.10 (b) et (c), attestent que cela permet effectivement de re-

trouver nos valeurs cibles de rayon moyen des cœurs (1,41 ± 0,09 nm),

voire légèrement inférieur, ce qui est cette fois-ci associé comme at-

tendu à une augmentation de la concentration moyenne de la so-

lution obtenue (32,69 ± 9,03 µM), à nuancer par la dispersion de

la distribution des concentrations pour les solutions concernées. Les

courbes correspondant aux synthèses à 225 et 230°C tracées sur les

Figures 3.10 (b) et (c) montrent que la variation de température de

réaction semble bien être moins important que le Cd(Myr)2 employé,

confirmant la synthèse de ce précurseur comme facteur crucial. Il a

donc été nécessaire de déterminer, pour chaque synthèse de Cd(Myr)2,
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quelle était la température de réaction la plus appropriée pour obtenir,

de manière reproductible, les QDscoeurs/coquilles finaux correspondant

à nos besoins 48. 48. Pour décaler l’émission des QDs fi-
naux loin vers le rouge, outre la

température de réaction, il est aussi

possible de procéder à une ré-injection
des précurseurs au cours de la création

des cœurs. Cette méthode nous a per-
mis d’obtenir un spectre d’émission

plus étroit et une solution plus

concentrée qu’avec une température
de réaction augmentée à 250°C. Dans

un cas comme dans l’autre, nous

n’avons pas eu besoin de ces protocoles
pour la suite de la thèse, aussi nous ne

détaillerons pas plus ces éléments.

(b) Injections et architecture des coquilles

Pour différentes synthèses de cœurs, les spectres normalisés de photo-

luminescence après croissance des coquilles sont récapitulés sur la Fi-

gure 3.11. Certains spectres ont été obtenus via une excitation à 350 nm,

d’autres à 458 nm, ou même 534 nm – cela n’impacte pas le profil du

spectre d’émission des QDs. Si on peut constater une reproductibilité

importante, avec des pics d’émission plutôt bien centrés à λ ≈ 600 nm

– Figure 3.11 –, les quelques exceptions permettent d’aborder les pa-

ramètres déterminants de cette réaction.

(a) Cd(Myr)2 (1) et (2) (b) Cd(Myr)2 (2) et (3)

Figure 3.11 – Spectres nor-

malisés de photo-luminescence

des différentes solutions de QDs

après croissance des coquilles.

Les 3 synthèses de précurseur

Cd(Myr)2 différentes sont notées (1),

(2), et (3). N : nombre de synthèses

réalisées. Les couleurs reprennent

l’agencement défini en Figure 3.10.

Le pic à 534 nm correspond au laser

d’excitation utilisé pour certains

spectres, sur un montage sans filtre

passe-haut.

Tout d’abord, les volumes injectés à chaque étape de croissance

doivent être le plus proche possible des quantités calculées pour cor-

respondre à la formation de mono-couches, en particulier sur les injec-

tions correspondant aux couches CdS 49, au risque de décaler l’émission 49. Il est aussi possible de jouer sur l’ar-
chitecture des coquilles : par exemple,

remplacer une couche CdS par une
couche CdZnS, permet de limiter le

décalage spectral et, dans une cer-

taine mesure, de minimiser la largeur
à mi-hauteur du spectre de photo-

luminescence.

vers le rouge de façon trop importante. De plus, le temps laissé entre

chaque injection doit lui aussi être respecté le plus scrupuleusement

possible. Les 2 spectres dont le pic d’émission se situe au-delà de

600 nm, en Figure 3.11 (b), relèvent typiquement d’une croissance

de coquille où ces éléments ont trop dérivé. Enfin, la répartition des

spectres de photo-luminescence, selon la température de synthèse des

cœurs de boites quantiques et les différents précurseurs Cd(Myr)2, est

quasiment identique à ce qui était observé sur la Figure 3.10 concernant

les spectres d’absorption avant croissance des coquilles. Cela corrobore

le fait que la première étape de croissance des cœurs influence majo-

ritairement le positionnement des spectres de photo-luminescence, et

que les déviations au protocole de croissance des coquilles induisent

seulement des décalages minimes. Ces différentes données nous ont

permis de peaufiner notre démarche de synthèse de boites quantiques

de manière à pouvoir, au pied levé, obtenir des QDs dont l’émission

pouvait être centrée à environ 590 nm ou 600 nm, selon nos besoins.



64 microstructuration 2d de boites quantiques

3.2.2.4 Reproductibilité des synthèses

J’ai évalué la qualité des synthèses de plusieurs manières. En ce

qui concerne les cœurs, les éléments quantitatifs appropriés 50 ont été 50. Rayon des cœurs et concentration de

la solution collöıdale.présentés dans la partie précédente. Dans le cadre de l’imagerie NEF,

les caractéristiques les plus importantes de nos QDscoeurs/coquilles sont

la position du pic d’émission et sa largeur à mi-hauteur du spectre.

Le tableau 3.2 ci-dessous récapitule mes résultats 51, où sont exclues 51. Obtenus pour chaque spectre via

l’outil Multipeak Fitting 2 du logiciel
Igor Pro, puis moyennés.

du calcul les synthèses où un problème quelconque de manipulation

– au niveau de la montée en température, de l’injection des couches,

etc. – a pu être explicitement constaté. Lorsque ces précautions sont

prises, on peut effectivement constater un faible écart-type pour les

différentes grandeurs contrôlées 52, ce qui accrédite l’idée d’une bonne 52. Excepté la concentration, dans le cas

de la synthèse ciblant une émission fi-

nale de 590 nm.
reproductibilité du protocole de synthèse.

Synthèse cœurs 240°C 10 min 220°C 10 min

Rayon des cœurs (nm) 1,52 ± 0,07 1,4 ± 0,1

Concentration (µM) 29 ± 4 33 ± 9

Pic d’émission cœurs/coquilles (nm) 599,9 ± 0,2 591,93 ± 0,04

LMH émission cœurs/coquilles (nm) 31,4 ± 0,1 30,4 ± 0,1

Table 3.2 – Compilation des

éléments de reproductibilité de

nos synthèses de QDs.

3.2.3 Caractérisations photo-physiques

3.2.3.1 Méthodes empiriques de détermination du rendement quantique

Pour pouvoir faire de l’imagerie FRET quantitative, il est nécessaire

d’estimer le rendement quantique 53 de l’espèce donneuse, i.e. les QDs 53. Qu’on note ϕ pour référer à la notion

de rendement quantique en général.dans le cas de l’imagerie NEF, afin d’estimer au mieux le rayon de

Förster R0. L’estimation rigoureuse de ce paramètre est souvent plus

compliquée qu’il n’y parait à première vue.

(a) Méthodes usuelles

La comparaison avec un fluorophore ”connu” est la méthode la plus

utilisée en raison de son apparente simplicité. Comme le montrent

Grabolle et al. [188], cette méthode présente pourtant de nombreuses

sources d’incertitudes pouvant se croiser, et généralement non quan-

tifiées : la pertinence du fluorophore choisi comme référence 54 ; les 54. Même longueur d’onde d’excitation

que pour l’application prévue ; pureté

du fluorophore ; rendement quantique
relativement consistant à travers la

littérature.

paramètres précis d’instrumentation 55 ; ou encore la prise en compte

55. Largeur de la fente de détection des
spectromètres et fluorimètres utilisés ;

prise en compte de l’irradiance ef-

fective de l’échantillon à la longueur
d’onde d’excitation.

de variabilités photo-physiques 56. Lorsque ces différents éléments sont

56. Différences de diagramme de rayon-
nement entre le standard utilisé et les

QDs ; dépendance de ϕ à la concen-

tration, à l’équilibre d’adsorption /
désorption des ligands, au solvant uti-

lisé, à l’irradiance d’excitation.

pris en compte au mieux, il est possible de déterminer des valeurs de

ϕ précises à quelques % près. L’utilisation d’une sphère d’intégration,

comme introduit par Porrès et al. [189] pour les solutions, est une

autre manière classique d’accéder à une valeur de ϕ, et qui permet

normalement d’en mesurer directement une valeur absolue. En plus

de ne pas reposer sur une référence potentiellement discutable, ses

intérêts expérimentaux principaux sont de s’affranchir des problèmes
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issus de potentielles anisotropies d’émission, puisque l’ensemble de

la lumière émise est – supposément – collectée ; et de pouvoir tes-

ter rigoureusement la dépendance de ϕ à la longueur d’onde et l’ir-

radiance d’excitation sur une large gamme. À condition de disposer

d’une telle sphère d’intégration, et de pouvoir garantir sa parfaite

étanchéité et réflectivité, il est ainsi possible d’atteindre, ”simplement”,

une précision sur ϕ également de l’ordre de quelques %.

(b) Méthodes particulières

Il existe par ailleurs diverses méthodes alternatives, nécessitant sou-

vent des dispositifs expérimentaux spécifiques, et permettant une esti-

mation plus ou moins précise de ϕ. Les travaux de thèse de X. Brok-

mann [190] ont permis de montrer qu’il était possible d’estimer, avec

une précision de l’ordre de 10 à 15 %, le rendement quantique de na-

nocristaux CdSe individuels via une altération de leur environnement

immédiat 57, à travers l’obtention du diagramme de rayonnement et 57. En l’occurrence, des QDs individuels
sont emprisonnés dans une couche

de polyméthacrylate de méthyle acry-

lique (PMMA) de 45 nm d’épaisseur ;
l’altération de l’environnement se fait

par l’ajout d’une couche de poly-
diméthylsiloxane (PDMS) de 200 µm

d’épaisseur.

des taux de recombinaison radiatives et non-radiatives dans les deux

situations [191, 192]. Par la suite, cette idée générale se retrouve chez

Chizhik et al. [193], qui ont montré la possibilité de mesurer le rende-

ment quantique de multiples émetteurs présents dans un mélange, via

l’utilisation de nano-cavités Fabry-Pérot de taille variable et plusieurs

fenêtres de détection spécifiques sur un montage confocal – incertitude

de 5 %. Il existe aussi plusieurs propositions méthodologiques repo-

sant globalement sur la thermo-optique. Que ce soit par TSL 58 [194] 58. Thermal Lens Spectrometry.

ou PTQYm 59 [195], le principe repose sur l’analyse de la perte de 59. Photo Thermal Quantum Yield

measurement.chaleur vers l’environnement.

(c) Méthode choisie

Enfin, il existe une méthode basée sur la relation de Strickler-Berg

[196] ou sa version étendue par Briks-Dyson [197]. Dérivées directe-

ment à partir des coefficients d’Einstein, elles servent à produire une es-

timation du taux de recombinaisons radiatives kr à partir des mesures

expérimentales des spectres d’absorption et de photo-luminescence.

Complété par une mesure expérimentale de la durée de vie de fluores-

cence τ , cela permet de remonter à une valeur de ϕ. Étant donné que ϕ =
kr

kr + knr
(3.2.7)

τ =
1

kr + knr
(3.2.8)

Donc

ϕ = kr · τ (3.2.9)

l’acquisition de ces spectres était une procédure routinière de contrôle

de nos synthèses de QDs, et que nous disposions d’un montage de

mesure de durée de vie de fluorescence durant une partie de ce pro-

jet doctoral, nous avons employé cette méthode, dont je présente les

résultats dans la section suivante. Les Éq. (3.2.7) à (3.2.9) rappellent

la définition générale du rendement quantique ϕ par rapport aux taux

de recombinaisons radiatives kr et non radiatives knr (s−1), ainsi que

de la durée de vie de l’émission τ (s) – qu’il s’agisse de luminescence

ou fluorescence.
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3.2.3.2 Détermination du taux de recombinaisons radiatives

(a) Développement historique du formalisme

À partir de la relation, établie par Einstein, entre les probabilités

d’absorption et d’émission spontanée d’un photon pour une molécule

donnée, plusieurs tentatives de définition du taux de relaxations radia-

tives kr par rapport au spectre d’extinction ont été proposées durant la

première partie du XXe siècle – dont une par Förster [198]. L’équation kr = 2, 88·10−9n2⟨ν̃−3
f ⟩−1 gl

gu

∫
ε(ν̃)

ν̃
dν̃

(3.2.10)

⟨ν̃−3
f ⟩−1 =

∫
F (ν̃)dν̃∫

F (ν̃) · ν̃−3dν̃
(3.2.11)

établie par Strickler et Berg, Éq. (3.2.10) et (3.2.11), est le premier for-

malisme rigoureux d’une telle relation [196]. Elle est exprimée en fonc-

tion du nombre d’onde ν̃ (cm−1) et d’un coefficient numérique résultant

de plusieurs constantes. La grandeur n représente l’indice de réfraction

du milieu ; F l’intensité de fluorescence relative ; et ϵ(ν̃) le coefficient

d’extinction molaire (L·mol−1·cm−1), dont l’intégrale est définie sur

la bande d’absorption correspondant aux transitions concernées. La

dégénérescence des niveaux électroniques est prise en compte par le

facteur gl/gu
60. Pour une fluorescence issue de transitions entre états 60. Le niveau l (lower) correspondant

à l’état fondamental, et le niveau
u (upper) à l’état excité, gl et gu
représentent respectivement les mul-

tiplicités des états l et u.

singulets, gl/gu = 1. Les travaux de Birks et Dyson [197] ont conduit à

kr = 2, 88·10−9
n3
f

na
⟨ν̃−3

f ⟩−1 gl

gu

∫
ε(ν̃)

ν̃
dν̃

(3.2.12)

formaliser une version étendue de cette définition du taux de recombi-

naisons radiatives kr, Éq. (3.2.12), qui prend en compte la potentielle

dispersion optique du solvant des molécules considérées, avec na et nf

les indices de réfraction des milieux d’absorption et d’émission. À par-

tir des années 2010, les travaux de Gong et al. [199, 200] ont entrepris

kr ≈ 2, 88·10−9n2⟨ν̃−3
f ⟩Cfs

∫
ε(ν̃)

ν̃
dν̃

(3.2.13)

Cfs =

∑
i fi · e

− Ei
kBT∑

i e
− Ei

kBT

(3.2.14)

de montrer la pertinence d’une telle approche pour les QDs, en pro-

posant une adaptation de ces relations – cf. Éq. (3.2.13) et (3.2.14).

Le coefficient Cfs – où kB représente la constante de Boltzmann –

remplace le rapport de dégénérescence des niveaux d’énergie, et sert à

prendre en compte la population [201, 202] et les forces d’oscillateur

relatives des différentes transitions excitoniques. Comme expliqué en

section 3.1.2.1, la structure électronique fine des nanocristaux CdSe

implique que certains niveaux d’énergie excitoniques thermiquement

accessibles seront émetteurs et d’autres non. La prise en compte de

tous ces niveaux est donc impérative dans le calcul. Pour calculer Cfs,

il est alors nécessaire de connâıtre, pour un niveau d’énergie Ei donné,

la fraction de force d’oscillateur correspondante fi.

(b) Calculs du taux kr de recombinaisons radiatives des cœurs CdSe

La section qui suit ne concerne que le calcul de kr pour le cas des

cœurs de QDs. Dans chaque cas étudié, les intégrales spectrales sont

obtenues à partir de l’outil Multipeak Fitting 2 du logiciel Igor Pro.

Les spectres ont été réalisés dans une solution d’héxane n = 1,375.

L’obtention de Cfs est plus complexe 61, car elle nécessite d’utiliser 61. On rappelle à ce titre qu’un
déroulement pas-à-pas en langue

française est proposé en [158].
divers détails des travaux de Efros & Rosen [154, 156]. Dans notre

approximation, nous considérons la transition fondamentale 1S3/2–1Se

uniquement 62. L’évaluation des différentes énergies relatives Ei des 62. Gong et al. [199, 200] recommandent

de prendre en compte les popula-

tions d’excitons 1P3/2–1Se, thermi-
quement accessibles, si l’on souhaite

les résultats les plus fins possibles.

sous-états i de la structure fine nécessite essentiellement de déterminer

la contribution de l’interaction d’échange, notée 4η, et qui suit la loi
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4η(R) = 48/R3 dans le cas d’un coeur sphérique ZB de CdSe – R étant

le rayon moyen des nanocristaux. Dans ces conditions, l’effet du champ

cristallin et de l’anisotropie de forme peuvent être considérées comme

nulles.
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(c) Valeurs du kr des cœurs CdSe

selon R

Figure 3.12 – Détermination

de kr d’après la structure fine de

la 1ère transition excitonique.

La séparation des différents niveaux d’énergie obtenue est représentée

en Figure 3.12 (a), où les sous-états notés ± 1U et 0U sont les états

émetteurs, de forces d’oscillateurs respectives valant 2 et 1 ; et les sous-

états notés ± 1L sont les 2 états sombres, de force d’oscillateur nulle 63. 63. Lorsque l’on normalise par les

valeurs des niveaux d’énergie

non-émissifs, on retrouve l’allure
des courbes produites dans la

littérature [163].

Ces éléments nous permettent de calculer Cfs – Figure 3.12 (b) – et

donc d’aboutir à une estimation des kr de nos cœurs de boites quan-

tiques, donnés en Figure 3.12 (c). Par exemple, pour un rayon de cœur

de 1,52 nm, kr ≈ 16 × 106 s−1.

3.2.3.3 Durée de vie de la photoluminescence

Le second élément nécessaire pour l’estimation du rendement quan-

tique est la durée de vie de la photoluminescence. Les mesures de cette

grandeur ont été réalisées sur un montage dédié, à l’aide d’un laser

à impulsion picoseconde 64, émettant à 532 nm. L’histogramme des 64. NdYAG doublé, taux de répétition

20 MHz, Time-Bandwidth.temps d’arrivée des photons a été enregistré en mode comptage de

photons 65 à l’aide d’une carte appropriée 66. La Figure 3.13 présente 65. Time-correlated single photon coun-
ting (TCSPC).

66. PicoHarp 300, PicoQuant.
Réponse instrumentale ∼0,1 ns.

un exemple typique de déclin de photoluminescence obtenue par cette

méthode. Ce type de caractérisation ayant été faite de manière rou-

tinière après nos synthèses, à la suite de nos spectres d’absorption et

de photoluminescence, la concentration des solutions étudiée était de

l’ordre de 100 nM. Pour un signal d’environ 10 000 coups/s, nous avons

effectué des acquisitions de 2 min pour construire des courbes de déclin

de qualité suffisante. Ces dernières ont ensuite été fitées par une fonc-

tion multi-exponentielle à l’aide du logiciel SymPhoTime, en prenant

en compte la réponse impulsionnelle du solvant – cf. Éq. (3.2.15), où A

F (t) = A ·
∑
i

ai · e
−

t

τi (3.2.15)
est l’amplitude totale et ai le poids de chaque déclin τi, avec

∑
i ai = 1.

La convergence du fit pouvant varier selon les bornes choisies, 5 à 10

fits ont été réalisés par courbe de déclin en faisant varier ces bornes.
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Figure 3.13 – Exemple de

mesure de déclin de la pho-

toluminescence de cœurs

CdSe et cœurs/coquilles

CdSe/CdS/CdZnS/ZnS.

La prise en compte de la réponse

impulsionnelle du solvant aide à la

détermination des composantes au

temps court. La qualité du fit est

évaluée par la méthode des moindres

carrés, où le résidu Res doit rester au

plus proche de zéro.

La Table 3.3 donne les résultats numériques moyens concernant le fit

illustré en Figure 3.13. Dans le cas des QDs, le déclin de photolumines-

cence n’est en effet pas mono-exponentiel. Dans ce cas, il est préférable

d’estimer le rendement quantique à partir de la détermination de la

durée de vie moyenne τm, définie par l’Éq. (3.2.16). Or le nombre de

τm =

∫∞
0 F (t) · t · dt∫∞
0 F (t) · dt

=

∑
i ai · τ2i∑
i ai · τi
(3.2.16)

déclins physiquement envisageables est un choix a priori sur le modèle

utilisé pour la régression, qui influence plus ou moins la valeur finale

attribuée au temps de durée de vie moyen τm.

a1 τ1 a2 τ2 a3 τ3

0,32±0,01 15,2±0,6 0,58±0,05 0,9±0,1 0,102±0,006 2,4±0,1

A τm χ2

1573,2±3,8 13,4±1,1 1,0

Table 3.3 – Résultats moyens

des 10 fits tri-exponentiels

réalisés pour le déclin de cœurs

CdSe donné en Figure 3.13.

τi (ns).

La Figure 3.14 récapitule les valeurs de durée de vie moyenne τm me-

surées pour les différentes synthèses, ainsi que les valeurs des différents

déclins τi, accompagnées de leur poids relatif. Nous avons constaté

qu’avec une régression bi-exponentielle, la valeur moyenne de l’estima-

teur de la qualité de la régression χ2 est, sauf exception, systématique-

ment plus grand que 1, compris dans l’intervalle 1,06-4,42, et surtout

plus dispersée à travers les échantillons. Dans le cas où l’on utilise un

modèle tri-exponentiel : les valeurs moyennes de χ2 sont dans l’inter-

valle 0,95-1,17, ce qui est plus acceptable. Les fits à 3 exponentielles

permettent de distinguer nettement 3 déclins. Les 2 premiers, présents

dans le modèle à 2 exponentielles, sont de durées de vie respectives

τ1 = 12-17 ns et τ2 ⩽ 1 ns. Ce 2ème déclin est nettement majoritaire,

avec un poids a2 = 0,49-0,96, alors que les valeurs de a1 se situent sauf

exception dans l’intervalle 0,02-0,43. Les valeurs de durée de vie τ3 du

3e déclin se situent dans l’intervalle 1,45-3 ns, avec un poids a3 = 0,01-

0,32 équivalent à a1. Divers travaux dans la littérature [167-170, 203,

204] permettent d’interpréter ces différents déclins : la composante

longue τ1 est à associer aux excitons simples (X) ; la composante τ2
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est associée aux trions négatifs (X−) ; et la composante rapide τ3 à un

mélange ici indiscernable de biexcitons et trions positifs (XX/X+) :

d’où leur notation respective τ1 = τX ; τ2 = τX− ; τ3 = τXX/τX+ sur

la Figure 3.14 ci-dessous.
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(b) Après ajout coquilles CdS/CdZnS/ZnS

Le poids relatif des déclins est exprimé à la fois par la taille des marqueurs et par une échelle de couleur : par exemple, la

couleur la plus bleue indique un poids entre 0 et 0,1 ; la plus rouge entre 0,9 et 1. Les valeurs de durée de vie moyenne τm sont

également données pour chaque mesure. (a) Le cas des cœurs CdSe nécessite 3 déclins exponentiels pour être correctement fité.

(b) Les QDs après croissance des coquilles sont généralement bien fités avec un modèle bi-exponentiel.

Figure 3.14 – Résultats des

mesures de durées de vie sur 12

synthèses de QDs.

La Figure 3.14 montre également que l’ajout des coquilles ne modifie

pas tellement la durée de vie moyenne τm, mais tend à faire disparaitre

les trions négatifs X− au profit des excitons X. Au niveau des fits, cela

se manifeste par des valeurs de τm strictement identiques que le modèle

utilisé soit bi ou tri-exponentiel.

3.2.3.4 Estimation du rendement quantique en solution

Les calculs de taux de recombinaisons radiatives kr n’étant valables

que pour les cœurs CdSe, nous avons dû estimer le rendement quan-

tique des QDscœurs/coquilles par comparaison. Connaissant le rende-

ϕcc

ϕc
=

Icc

Ic

ελe
cc

ελe
c

·
Lλe
cc

Lλe
c

(3.2.17)

I = ηd · ϕ · kλe (3.2.18)

kλe = σλe
abs

Lλe

hνe
(3.2.19)

ελe = σλe
abs

NA

103ln(10)
(3.2.20)

ment quantique des cœurs de QDs ϕc, que l’on a calculé à partir de la

relation Éq. (3.2.9), il est en effet possible de remonter expérimentale-

ment au rendement quantique des hétéro-structures cœurs/coquilles

ϕcc grâce au ratio de ces 2 grandeurs, qu’on peut rapporter au rapport

de leurs signaux Ii (s
−1) normalisé par le rapport de leurs extinctions

molaires ελe
i (L/mol/cm) corrigé de la différence de puissance d’excita-

tion Lλe
i (W/cm2) – cf. Éq. (3.2.17). Cette relation se retrouve à partir

des définitions données en Éq. (3.2.18) à (3.2.20), où ηd est l’efficacité

de détection ; kλe le taux d’excitation à une longueur d’onde donnée

(s−1) ; σλe

abs la section efficace d’absorption (m2) ; hνe l’énergie des pho-

tons d’excitation (J) ; et NA le nombre d’Avogadro. Les valeurs des

différents ratios sont directement déterminables via les spectres d’ab-

sorption et de photoluminescence réalisés après les synthèses – le mon-
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tage utilisé pour la réalisation des spectres de photoluminescence per-

met en particulier d’obtenir la puissance d’excitation. La Figure 3.15

synthétise alors les valeurs de rendement quantique ϕc obtenus pour

les cœurs CdSe et ϕcc pour les QDs CdSe/CdS/CdZnS/ZnS.
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Figure 3.15 – Valeurs de ren-

dement quantique ϕ déterminées

pour nos QDs dans l’héxane.

ϕc pour les QDscœurs

ϕcc pour les QDscœurs/coquilles

La photoluminescence de mes premières synthèses de QDs ayant été

caractérisées à l’aide d’un spectromètre commercial dont la fiabilité a

plus tard été constatée comme défaillante 67, certaines de nos valeurs 67. Variation de la puissance d’excita-
tion non contrôlable.de rendement quantique ϕc n’ont pas pu donner lieu à une estimation

fiable de ϕcc. Le coefficient multiplicateur 68 à appliquer est cela dit 68. Issu des différents rapports ϕcc/ϕc

déterminés de façon fiable.systématiquement dans l’intervalle 3 à 4, ce qui m’a permis de proposer

des valeurs approximées de ϕcc pour ces cas. Pour la grande majorité

des QDs utilisés par la suite, dont le rayon R = 1,4-1,6 nm, on peut

retenir qu’en moyenne, ϕc = 0,21 ± 0,03 et ϕcc = 0,79 ± 0,07.

3.3 Échanges de ligands de surface

3.3.1 Diversité des molécules et applications

Le champ disciplinaire de la physico-chimie des surfaces a établi

que la présence d’espèces chimiques tensioactives ou adsorbées 69 sur 69. Respectivement connues sous les

noms Surfactants et Adsorbates, dans
la littérature.

des surfaces cristallines peut altérer leur réactivité ainsi que leurs pro-

priétés électroniques. Plusieurs mécanismes peuvent alors intervenir,

comme un couplage entre les orbitales des atomes de la surface et

celles des espèces chimiques adsorbées 70. Les molécules tensioactives 70. Ces effets sont importants dans le
cas des nanocristaux, et notamment

des boites quantiques.
interagissent avec les atomes présents en surface d’une manière ana-

logue à des molécules formant un complexe de coordination avec un

ion métallique. C’est la raison pour laquelle le terme ligand est sou-

vent employé dans la littérature dans le cas des boites quantiques pour

désigner les molécules stabilisant les solutions collöıdales de QDs –

et/ou les fonctionnaliser 71. 71. La revue de Boles et al. [205], qui

sert de support principal à cette sec-
tion, propose ainsi de nommer ces

molécules ligands de surface, pour

souligner cette dualité tensioactif-
ligand – j’utiliserai néanmoins le terme

”ligand” régulièrement par la suite,

pour simplifier.
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Figure 3.16 – Schéma, adapté

de [205], de l’interaction entre 2

QDs stabilisées soit par :

(a) encombrement stérique via des

ligands à longues châınes hydrocar-

bonées.

(b) répulsion électrostatique avec des

ligands ioniques, où • représentent les

ions et ◦ les contre-ions.

Les ligands de surface permettent en premier lieu de contrôler la

dispersion et l’agrégation des boites quantiques en solution, en jouant

sur l’encombrement stérique et/ou les interactions électrostatiques. Ces

2 mécanismes emploient des ligands différents, comme l’illustre la Fi-

gure 3.16. La nature des ligands de surface utilisés détermine ainsi

la solubilité générale des QDs : les châınes carbonées permettent une

solubilisation stable en milieu apolaire (héxane, toluène, etc.), tandis

que les espèces ioniques sont utilisées pour les milieux polaires (eau,

éthanol, etc.). Les ligands de surface passivent aussi les défauts de

surface des QDs, en particulier pour des cœurs simples. Ces défauts

de surfaces rendent possibles des états d’énergie intermédiaires entre

les niveaux 1S3/2 et 1Se, capables de piéger les trous ou les électrons,

et donc de limiter la luminescence des boites quantiques ou de mo-

difier leurs caractéristiques spectrales. En couplant leurs propres ni-

veaux d’énergie avec ces niveaux intermédiaires, les ligands de surface

peuvent ”écarter” ces pièges et ainsi limiter ces problèmes. Enfin, les

ligands de surface permettent de fonctionnaliser les boites quantiques

pour des applications spécifiques, par exemple en opto-électronique

ou en biologie [206]. Toutes ces fonctions peuvent être combinées via

un design modulaire des ligands de surfaces, comme le montre la Fi-

gure 3.17, avec en ligne de mire les applications en biologie.

(a) Les ancres (anchors) relient les molécules recouvrant les QDs par des interactions variables avec les ligands natifs

ou par des liaisons atomiques se liant directement à la surface du nanocristal ; (b) Des ligands stabilisateurs comme le

polyéthylèneglycol (PEG) ou des châınes zwitterioniques donnent un caractère hydrophile et empêchent l’adsorption

non spécifique. (c) Les ligands de surface peuvent aussi comporter des groupes réactifs servant d’adaptateur/coupleur

(tether) pour la conjugaison covalente avec des molécules biofonctionnelles après échange de ligands. (d) Des unités

biofonctionnelles peuvent offrir des capacités de ciblage, de thérapie ou de détection.

Figure 3.17 – Design modu-

laire des ligands de surface uti-

lisés pour l’obtention de nano-

cristaux biocompatibles [205].
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Le développement et la caractérisation de ces ligands constitue un

champ scientifique à part entière, nécessitant l’utilisation de méthodes

variées et complémentaires, récapitulées dans la Figure 3.18 en fonction

de leur domaine d’intérêt :

— Étudier les liaisons chimiques entre un nanocristal et ses ligands de

surface se fait par simulations numériques à l’aide de la théorie de la

fonctionnelle de la densité (DFT) ; spectroscopie photo-électronique

X (XPS) ; et, dans certains cas, à l’aide de la microscopie électronique

à transmission (TEM).

— Les techniques comme la spectroscopie infrarouge à transformée

de Fourier (FTIR) ou la spectroscopie de résonance magnétique

nucléaire (NMR) permettent d’élucider la composition et la struc-

ture des molécules de ligands.

Figure 3.18 – Résumé des

techniques utilisées pour l’ana-

lyse de l’interface QD/ligand, re-

groupées par domaine. Extrait

de [205].

— Déterminer les propriétés effectives de l’ensemble, telles que l’épais-

seur de la couche, le potentiel zêta (Vζ), ou la densité et la constante

diélectrique. Pour cela on utilisera la microscopie à force atomique

(AFM), ou encore les spectroscopies de diffusion dynamique de la

lumière (DLS) et diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS).

Sachant que les ligands de surface s’adsorbent sur les QDs via des in-

teractions moins énergétiques que les liaisons covalentes, ils présentent

différents degrés de labilité. Cette notion désigne le fait qu’un ligand

peut être plus ou moins facilement échangé par un autre [207]. À l’is-

sue d’une synthèse, les boites quantiques sont souvent en milieu apo-

laire, recouvertes de ligands de surface à base de châınes carbonées,

car ce sont à l’heure actuelle les espèces chimiques les plus appropriées

pour un contrôle fin de la taille et forme des QDs. Passer les boites

quantiques dans un solvant polaire nécessite alors de changer les li-

gands de surface. L’adsorption de ligands sur les surfaces de QDs est

généralement modélisé par une courbe de Langmuir classique [208-211]

ou adaptée [212]. Il en découle que les échanges de ligands consistent,

dans leur version la plus simplifiée, à diluer une solution de QDs avec

leurs ligands natifs dans une solution de ligands souhaités, de manière

à créer une situation de compétition favorable à l’échange 72. Les par- 72. Il est parfois nécessaire de fournir

un apport d’énergie sous la forme
d’agitation ou de chaleur, notamment

lorsque l’échange de ligands vise à

transférer les QDs dans un environne-
ment aqueux dans lequel la solubilité

n’est pas possible au départ.

ties suivantes vont nous permettre de présenter les différents ligands

de surface que j’ai utilisés durant ma thèse, ainsi que les protocoles

d’échange associés.

3.3.1.1 Acide oléique (OA)

Figure 3.19 – Structure de la

molécule acide oléique (OA).

L’acide oléique est un acide gras répandu dans la nature, présent

dans les huiles végétales et le corps humain – sous une forme tri-

glycéride. Contenu dans les savons ou les produits cosmétiques, il est
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couramment utilisé dans les synthèses de nanoparticules pour influen-

cer la cinétique de réaction et ainsi contrôler la taille comme la la mor-

phologie des produits de la synthèse – voir [213] par exemple. Dans

le cas des boites quantiques, plusieurs travaux ont eu pour objectif

de remplacer la voie purement ”organo-métallique”, utilisée dans les

années 90 [152], par des approches plus écologiques, plus simples, et

nécessitant des éléments moins toxiques 73. Cela a de plus permis une 73. Par exemple, le remplacement du

diméthylcadmium Cd(CH3)2 par

l’oxyde de cadmium CdO, le séléniure
de trioctylephosphine Se-TOP par du

Se élémentaire, etc. [214-216]

progression des connaissances sur la croissance des nanocristaux en

général et les moyens de la contrôler. L’acide oléique s’est ainsi imposé

dès le début des années 2000 comme un ligand de surface de choix, que

ce soit comme environnement de synthèse et/ou comme stabilisateur

collöıdal de QDs en milieux organiques [184, 186, 216-222]. C’est le

ligand de surface de nos boites quantiques après synthèse, incompa-

tible avec notre processus de fonctionnalisation final 74 et qui nécessite 74. Voir chapitre 4.

donc d’être remplacé pour la suite des expériences.

3.3.1.2 Trioctylphosphine et son oxide (TOP/TOPO)

(a) TOP (b) TOPO

Figure 3.20 – Structure des

molécules trioctylephosphine

(TOP) et oxide de trioctylphos-

phine (TOPO).

Sous l’inspiration des travaux de Stuczynski et al. [223], le TOP ou

les mixtures TOP/TOPO ont d’abord été introduits comme solvant

pour la synthèse de QDs CdSe par Murray et al. [152], sur la base

de la stabilité et facilité de préparation des composés TOP-Se. Ils ont

progressivement été mis de côté pour cet usage au profit de solvants

non-coordonnants 75 comme l’octadécène [217, 220-222]. Cela permet 75. Ne formant pas de complexe de co-

ordination avec les ions métalliques en
solution.

notamment un plus grand contrôle de la nucléation et croissance des

QDs en jouant sur l’ajout de ligands de surface en cours de synthèse.

Le TOP ou les mélanges TOP/TOPO restent néanmoins couramment

utilisés comme ligand de surface en milieu organique, car cela permet

une stabilisation collöıdale relativement efficace mais plus labile que

ce qui est obtenu avec l’OA 76. Ce sont typiquement ces ligands que 76. En raison de la taille inférieure des
chaines carbonées et d’une moindre ri-

gidité en l’absence de double liaison, ce
qui facilite les processus de fonctionna-

lisation.

nous avons donc utilisés pour nos préparations de surfaces de QDs en

milieu organique.
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3.3.1.3 Acide dihydrolipöıque-sulfobétäıne (DHLA-SB)

Figure 3.21 – Structure de la

molécule acide dihydrolipöıque-

sulfobétäıne (DHLA-SB).

Le DHLA-SB a été introduit comme ligand de surface en milieu

aqueux en 2010, par l’équipe de T. Pons et en particulier dans les tra-

vaux de E. Muro [224-226]. Il s’agissait d’une réponse aux limitations

de 2 ligands classiques à ce moment : le DHLA et le PEG, parfois uti-

lisés de manière couplée. Les thiols (terminaisons SH) sont notamment

connues pour former des liaisons stables avec l’or, et ainsi à la base

de nombreuses applications en nanosciences [227]. Dans le cas de QDs

présentant du souffre sur leur couche externe, les thiols peuvent for-

mer des ponts disulfures. Les QDs stabilisées par des ligands de surface

DHLA permettaient d’obtenir des nanoparticules stables et compactes,

mais propices aux interactions non-désirées en raison de leur charge

négative. L’utilisation de PEG permettait de limiter ces soucis contre

une moindre stabilité dans les milieux salés et une taille de nanoparti-

cules plus importante, pouvant empêcher leur utilisation comme sonde

dans certains environnements biologiques. L’utilisation d’une terminai-

son SB zwiterionnique permet de répondre à ces différents impératifs

sans compromis 77. Pour rendre nos QDs compatibles avec une fonc- 77. Les zwitterions sont des espèces

chimiques disposant de charges lo-
cales opposées sur des atomes non-

adjacents, dont le signe effectif dépend

du pH, ce qui leur confère des pro-
priétés très intéressantes pour la bio-
compatibilité et la passivation de sur-
face [228-230].

tionnalisation en milieu aqueux, ce fut notre premier choix.

3.3.1.4 Acide mercaptopropionique (MPA)

Figure 3.22 – Structure de la

molécule acide mercaptopropio-

nique (MPA).

Le MPA est un ligand de surface basé sur une accroche mono-

thiol 78, très labile en raison de (a) sa petite taille ; (b) la sensibilité de 78. Contrairement aux ligands basés sur
le DHLA, dont l’accroche est qualifiée

de bi ou di-thiol.
l’accroche à la photo-oxydation ; et (c) la facilité de formation de ponts

disulfures entre ligands MPA, qui ne peuvent alors plus se lier aux

QDs [231-233]. À notre connaissance, sa première utilisation comme

stabilisateur collöıdal de boites quantiques provient des travaux de

Mitchell et al. [234]. Il faut noter que les QDs[MPA], solubles dans le

N,N-diméthylformamide (DMF), ne deviennent compatibles avec les

solvants aqueux qu’à la condition de d’abord déprotoner les ligands
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MPA par réaction avec un composé basique, puis maintenir l’environ-

nement à un pH ≥ 8. Dans ces conditions, les QDs[MPA] obtenus sont

stables, et surtout monodisperses, à l’échelle d’une journée. Nous nous

sommes repliés sur ces ligands de surface après nos difficultés à utiliser

les QDs[DHLA-SB] pour la réalisation de surfaces fonctionnalisées ou

pour les expériences de FRET 79. 79. Voir chapitres 4 et 5.

3.3.2 Protocoles d’échanges de ligands

3.3.2.1 QDs[TOP] dans le toluène

Pour obtenir des QDs[TOP], on introduit, dans un tricol 250 mL,

un quart d’une synthèse de QDs[OA] (2,5 mL) avec 10 g de TOPO 80 80. 223301-100G, 99%, Sigma-Aldrich.

et 5 mL de TOP 81. L’ensemble est chauffé sous agitation jusqu’à at- 81. 718165-100ML, 97%, Sigma-Aldrich.

teindre 70°C, ce qui fait fondre le TOPO. On dégaze alors le contenu

du tricol pour évacuer l’héxane et l’oxygène, avant de passer sous at-

mosphère argon. On laisse le mélange sous argon et avec agitation

durant 1 h à 70°C, puis l’on récupère la solution résultante dans des

tubes Falcon 82 de 50 mL que l’on complète avec de l’éthanol. Après 82. 734-0448, VWR.

une centrifugation à 10 000 g pendant 5 min, on peut jeter le surna-

geant et resolubiliser les QDs[TOP] dans de l’héxane ou du toluène 83, 83. 179418-2.5L, 99,5%, Sigma-Aldrich.

au choix.

3.3.2.2 QDs[DHLA-SB] dans un tampon Hepes

Cet échange de ligands nécessite 2 grandes étapes : (a) l’échange

de ligand et (b) l’ultrafiltration des QDs[DHLA-SB] obtenus 84. Avant 84. Ce protocole est adapté de
Muro et al. [224].toute chose, on dissout 100 mg d’acide lipöıque-sulfobétäıne LA-SB 85

85. Fourni par T. Pons.
avec 2 mL d’eau distillée ultra-pure, dans une fiole de 25 mL. Sous

agitation, on ajoute 20 mg de borohydrure de sodium 86 NaBH4, ce 86. 4051.1, 97%, Roth.

qui va permettre d’ouvrir le cercle aromatique à 2 soufres, qui vont

être protonés, nous permettant alors d’obtenir une solution aqueuse

de DHLA-SB sous 30-45 min. En parallèle, il faut rinçer les QDs[OA]

pour éliminer le maximum d’OA présent. Une quantité de 4 nmol

de QDs[OA], généralement entre 100 et 150 µL, est mélangée à au

moins 1,5 mL d’éthanol dans un tube à centrifuger 2 mL pour rinçage.

Après 5 min à 13 300 g 87, on remplace le surnageant résultant par de 87. Sauf précision contraire, ces mêmes
paramètres seront conservés pour

chaque occurrence du mot ”centrifuga-
tion” dans cette partie et la suivante.

l’éthanol. L’ensemble est mis aux ultrasons pour redispersion, et l’on

centrifuge une nouvelle fois. Les QDs rincés et précipités sont ensuite

repris dans 2 mL de chloroforme 88, puis mélangés à la solution de 88. 1.02445.2500, 99-99,4 %, Supelco.

DHLA-SB. La fiole de 25 mL utilisée permet d’étaler les solutions non

miscibles et ainsi maximiser la surface d’échange. Après avoir laissé

l’ensemble sous agitation durant 1 h, la plupart des QDs sont passés

en phase aqueuse. La fiole avec bouchon non vissé est laissée dans une

étuve à 60°C, sans agitation pendant une nuit, pour évaporer le chlo-

roforme à travers la phase aqueuse et compléter l’échange de ligands.

On obtient alors une solution de QDs[DHLA-SB] limpide, d’environ

1,5-2 mL avec parfois un reste de chloroforme 89. L’ultrafiltration de 89. Pour résoudre cela, il est possible

de centrifuger l’ensemble à 9000 g du-

rant 5 min pour obtenir une nette
séparation des phases, ce qui facilite

l’extraction de la phase aqueuse sur-

nageante

la solution obtenue nécessite l’utilisation de tubes à centrifugation Vi-

vaspin 500 µL 90, disposant de membranes de filtration en PES et d’un

90. VS0132, Sartorius Stedim Biotech.

10459512, Fisher Scientific.
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réservoir. On effectue tout d’abord une centrifugation de rinçage avec

4 tubes remplis d’eau distillée ultra-pure, ce qui permet de nettoyer

les membranes de filtration de potentielles traces de glycérine et azide

de sodium, minimisant ainsi tout risque de pollution. La solution de

QDs[DHLA-SB] est ensuite répartie dans les 4 tubes, puis l’on centri-

fuge à 13 300 g durant 30 min, ce qui concentre en 25 µL environ les

500 µL présents au départ dans chaque tube 91. On complète alors les 91. Le solvant en trop est évacué dans un

réservoir que l’on vide après la centri-

fugation.
tubes avec une solution de tampon Hepes à 0,1 M dans laquelle on

ajoute du 200 mM de NaCl, et dont le pH est ajusté à 8 via l’ajout

de soude NaOH à 10 M. Cette préparation est centrifugée 10 min

pour rinçer les QDs. Après avoir répété cette opération de rinçage,

on récupère des QDs[DHLA-SB] concentrés dans l’Hepes, pour une

concentration proche de 30-40 µM sans dilution 92. 92. Dilution qui peut néanmoins avoir
son intérêt dans le but de minimiser

les pertes lors de la récupération, tant

qu’elle reste raisonnable : ces QDs sont
stables en solution au moins 1 mois,

lorsque stockés dans un réfrigérateur,
à condition de rester au-dessus de

8 µM.

3.3.2.3 QDs[MPA] dans un tampon NaHCO3

De même que pour l’échange de ligands de surface précédent, nous

procédons en 2 grandes étapes : ici il s’agit (a) de l’échange de li-

gands proprement dit et (b) le transfert vers un solvant aqueux 93. La 93. Ce protocole est repris de Mat-

toussi et al. [235].procédure de rinçage des QDs[OA] est la même que décrite dans la par-

tie précédente, toujours pour une quantité de 4 nmol. Les QDs rincés et

précipités sont ensuite repris dans un volume de 400 µL de MPA 94 et 94. 63768-25ML, 99%, Sigma.

dispersés par ultrasons. La solution est laissée dans une étuve à 60°C

pendant une nuit sans besoin d’agitation, pour compléter l’échange

de ligands. Après quoi on ajoute 1 mL de chloroforme et l’on centri-

fuge pour faire précipiter les QDs[MPA], qu’il est ensuite possible de

reprendre dans 0,5-1 mL de N,N-diméthylformamide (DMF) 95. Pour 95. 270547-1L, 99,9%, Aldrich.

pouvoir transférer ces QDs[MPA] dans l’eau, il faut alors ajouter 20-

40 mg de tert-butoxide de potassium 96 t-BuOK puis soumettre l’en- 96. 156671-25G, ⩾98%, Aldrich.

semble aux ultrasons pour disperser le tout et déprotoner les ligands

MPA. Ce mélange est centrifugé, et le surnageant évacué. Après une

redispersion pour rinçage dans l’éthanol, suivi d’une centrifugation, on

peut évacuer le surnageant pour alors solubiliser les QDs[MPA] dans

400 µL de tampon bicarbonate de soude NaHCO3 à 0,1 M, dont le

pH est ajusté à 9 avec de la soude NaOH à 10 M. Après avoir effectué

un spectre d’absorption, on peut vérifier que la concentration de la

solution obtenue se situe bien aux alentours de 10 µM, comme il est

prévu au regard des 4 nmol initialement prélevés 97. 97. Le MPA ayant tendance à s’oxyder
et former des ponts disulfures qui ne
se lient plus aux QDs, ce type de solu-

tion doit être utilisée relativement ra-
pidement, si possible dans la journée,

et sans avoir effectué de rinçage trop
important des ligands en excès.

3.3.3 Caractérisations spectrales en solution et sur surfaces

Comme nous l’avons présenté en partie 3.3.1, les propriétés photo-

physiques des QDs peuvent être affectées par les ligands de surface,

en particulier dans le cas de cœurs sans coquilles. Avec coquilles, cet

effet est normalement marginal, cependant, nos mesures spectrales ont

montré qu’il était bien possible d’observer des modifications en fonc-

tion des ligands de surface. La Figure 3.23 (a) montre que, lorsque ca-

ractérisés en solution 98, tous les échanges de ligands ne produisent pas 98. Dans toute cette section, la concen-

tration des solutions vaut environ
100 nM.

les mêmes effets. L’échange OA(Héxane) → TOP(Toluène) ne modifie
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par le spectre de photoluminescence, les spectres sont donc confondus.

À l’inverse, l’échange OA(Héxane) → DHLA-SB(Hepes/Eau distillée)

produit un léger resserrement du profil d’émission et un décalage vers

le rouge, ce qui est particulièrement notable lorsque l’on se focalise sur

le pic d’émission en Figure 3.23 (b).

(a) Synthèse 1 (b) Synthèse 1 (Zoom)

Figure 3.23 – Spectres norma-

lisés de photoluminescence pour

différents ligands de surfaces

et solvants – première synthèse

étudiée.

Maximums d’émission des QDs :

[OA]/[TOP] : 607 nm

[DHLA-SB] : 609 nm

LMH des spectres :

[OA]/[TOP] : 35,2 ± 0,2 nm

[DHLA-SB] : 33,1 ± 0,1 nm

Les Figures 3.24 (a) et (b) montrent, d’une part, que ce phénomène

est reproductible sur une autre synthèse de boites quantiques et, d’autre

part, que l’échange OA(Héxane) → MPA(NaHCO3) produit lui aussi

resserrement du profil et un décalage du pic d’émission, de façon moins

prononcée. Les spectres de photoluminescence des cœurs de QDs sont

donnés pour référence, et permettent de remarquer que l’opération de

croissance des coquilles peut permettre de ”rattraper” une mauvaise

synthèse de cœurs, en réduisant la dispersion en taille des nanocris-

taux.

(a) Synthèse 2 (b) Synthèse 2 (Zoom)

Figure 3.24 – Spectres norma-

lisés de photoluminescence pour

différents ligands de surfaces

et solvants – seconde synthèse

étudiée.

Maximums d’émission des QDs :

[OA]/[TOP] : 590-591 nm

[MPA] : 592 nm

[DHLA-SB] : 594 nm

LMH des spectres :

[OA]/[TOP] : 33,5 ± 0,2 nm

[MPA] : 31,3 ± 0,1 nm

[DHLA-SB] : 31,1 ± 0,1 nmIl est intéressant de noter qu’un phénomène semblable peut se pro-

duire au moment de la fonctionnalisation des boites quantiques sur sub-

strat 99. La Figure 3.25 nous montre en effet que, pour des QDs[TOP], 99. Méthode décrite en chapitre 4.

le passage de la solution collöıdale à la monocouche sur verre montre là

encore un décalage vers le rouge de quelques nanomètres. L’influence

du milieu semble pour le coup jouer un rôle plus minime : le fait d’ajou-

ter de l’eau sur la monocouche de QDs[TOP] ne modifie qu’à la marge
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la position du maximum du spectre par rapport à celui de la même

monocouche, laissée à l’air libre. En ce qui concerne le resserrement

spectral, il est présent dans le cas d’une interface verre-eau, mais la mo-

nocouche en interface verre-air présente plutôt un léger élargissement.

(a) QDs[TOP] (b) QDs[TOP] Zoom

Figure 3.25 – Spectres nor-

malisés de photoluminescence

des QDs[TOP] dans différentes

situations, en solution ou en

monocouche.

Maximums d’émission QDs[TOP] :

En solution : 590-591 nm

Verre-Air : 593 nm

Verre-Eau : 594 nm

LMH des spectres :

En solution : 33,5 ± 0,2 nm

Verre-Air : 33,80 ± 0,06 nm

Verre-Eau : 32,20 ± 0,04 nm
Ce phénomène est moins marqué pour les QDs[MPA], comme le

montre la Figure 3.26, où les tracés des spectres de photoluminescence

de QDs sur surface sont remarquablement bien superposés. Plusieurs

éléments peuvent entrer en jeu et contribuer de manière complexe à ce

phénomène : la qualité des coquilles ; la différence de passivation des

surfaces de QDs selon les ligands ; l’influence du couplage avec la sur-

face [192] ; ainsi qu’un phénomène de FRET entre QDs compatibles par

leur légère différence de taille 100. Le fait que l’on ne constate pas de 100. Lunz et al. [236] ont étudié l’occur-

rence de FRET entre QDs de ce type
lorsque déposées en monocouches et

séparées de 5 nm ou moins. Les ca-

ractérisations MEB de nos surfaces
dans le chapitre suivant montrent que

nous nous situons bien dans cette

configuration.

différence spectrale entre les QDs[OA] dans l’héxane et les QDs[TOP]

dans le toluène, comme nous l’avons illustré en Figures 3.23 et 3.24,

semble a priori mettre la qualité des coquilles hors de cause. À l’in-

verse, on constate un décalage spectral en solution alors qu’il ne peut

y avoir, dans cette situation, de FRET entre les QDs.

(a) QDs[MPA] (b) QDs[MPA] Zoom

Figure 3.26 – Spectres nor-

malisés de photoluminescence

des QDs[MPA] dans différentes

situations.

Maximums d’émission QDs[MPA] :

En solution : 592 nm

Verre-Air : 593 nm

Verre-Eau : 593 nm

LMH des spectres :

En solution : 31,3 ± 0,1 nm

Verre-Air : 33,72 ± 0,07 nm

Verre-Eau : 32,12 ± 0,06 nm
Pour tenter de déterminer les contributions respectives de l’échange

de ligands et la fonctionnalisation sur surface, la Figure 3.27 retrace les

différents spectres des 2 Figures précédentes, séparés par situation, en

se focalisant sur les pics d’émissions : en solution, à l’interface verre-
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air, et verre-eau. Il apparait alors que le décalage spectral de 2 nm

constaté en solution entre QDs[TOP] et QDs[MPA] disparait après

dépôt en monocouche, quelque soit la nature du milieu – air ou eau.

(a) En solution (b) Sur surface Verre-Air (c) Sur surface Verre-Eau

Figure 3.27 – Comparaison des

spectres normalisés de photo-

luminescence des QDs[TOP] et

QDs[MPA] dans chaque situa-

tion.

Nous proposons d’interpréter ces résultats de la manière suivante :

en solution, la différence de structure, taille et liaison de nos ligands

MPA induit une moins bonne passivation de la surface des coquilles

que les QDs[TOP]. Après fonctionnalisation, les monocouches de QDs

obtenues sont peu recouvertes de ligands dans les 2 cas, de telle manière

que, quelque soit le ligand, l’éventuelle passivation est alors moindre. À

défaut de pouvoir réaliser une étude détaillée parfaitement concluante,

ces caractérisations spectrales nous permettent néanmoins de fixer un

aspect instrumental important : pour optimiser la position du spectre

d’émission de notre monocouche donneuse FRET, il est nécessaire

d’anticiper le décalage spectral se manifestant après fonctionnalisa-

tion. Il faut donc synthétiser des boites quantiques d’émission centrée

vers 590 nm plutôt que 600 nm, pour minimiser voire supprimer le

signal de débordement spectral du donneur FRET dans la fenêtre de

détection de l’accepteur 101. 101. Nous avons défini le débordement
spectral du donneur en sec-

tion 2.2.3.2 et présenté notre

dispositif de sélection spectrale pour
l’imagerie en 2.4.2.4. On montrera en

chapitre 5, partie 5.3.3.3, que malgré

notre anticipation, le débordement
spectral du donneur, aussi faible soit-
il, reste un signal polluant du FRET

équivalent à l’excitation directe dans
notre cas.

3.4 Conclusions sur les boites quantiques

En présentant les propriétés fondamentales des boites quantiques,

nous avons confirmé leur intérêt comme donneuses FRET. La démons-

tration de la maitrise de leur synthèse et des échanges de ligands

nécessaires à la suite de nos travaux a été faite. J’ai également donné

une estimation du rendement quantique de nos QDs. La caractérisation

de leur spectre d’émission, tant en solution que sur surfaces, dans

différentes conditions, nous a quant à elle permis de montrer que le

ligand de surface des boites quantiques en solution n’a pas d’influence

sur l’émission après leur fonctionnalisation 102. Nous avons aussi pu 102. Dans la suite de ce document, on
ne spécifiera donc les ligands uti-
lisés que lorsque nous détaillerons les
différences de protocole et résultats

dans le processus de fonctionnalisation
et microstructuration.

fixer un pic d’émission cible à 590 nm pour les synthèses devant nous

fournir des boites quantiques adaptées à leur rôle de donneuses FRET

pour le dispositif expérimental TIRF détaillé au chapitre 2. Le cha-

pitre suivant va donc être l’occasion de nous focaliser sur le travail

réalisé concernant la fonctionnalisation et microstructuration des QDs

sur surfaces en verre.
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Développement du protocole de
microstructuration
Résolution et homogénéité des
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Ce chapitre présente le développement ainsi que la caractérisation

de la fonctionnalisation et la microstructuration de surfaces de verre,

à l’aide de nos QDs, pour l’imagerie NEF.

4.1 Fonctionnalisation à grande échelle de lamelles

de verre

4.1.1 Méthodes de fonctionnalisation existantes

Dans la littérature, les expressions ”fonctionnalisation de surface”

ou ”adsorption sur surface”, dans le contexte des ”boites quantiques”,

renvoient majoritairement vers des publications concernant la modifi-

cation de surface des QDs en suspension collöıdale, assimilables aux

démarches d’échanges de ligands que nous avons exposées au chapitre

précédent – section 3.3.1 – ou aux procédures d’enrobage via une

couche de silice par exemple. Ces nombreux travaux de recherche tra-

duisent l’engouement actuel pour ces nanoparticules, autant en biophy-

sique qu’en nanophotonique. Les QDs biofonctionnalisées sont utilisées

comme marqueurs pour l’imagerie ou comme agents sensibilisants en

thérapie photo-dynamique [237]. Elles sont également employées dans

la fabrication de dispositifs opto-électroniques à faible coût, par des

méthodes comme l’impression par injection (inkjet printing) [238].

Les travaux concernant l’utilisation de boites quantiques déposées

sur des surfaces sont en comparaison moins nombreux, mais néanmoins

variés. La méthode historique consistait généralement en un dépôt par

spin coating de solutions collöıdales de QDs diluées dans une solu-

tion de polymère (PMMA, PEDOT, etc.), ce qui permet d’obtenir une

couche mince de densité surfacique contrôlable selon la dilution [192].

Cependant, ce n’est pas la méthode la plus reproductible pour obte-

nir une parfaite monocouche, si bien que diverses alternatives ont été

proposées à partir des années 2000 : épitaxie par jet moléculaire [239] ;

évaporation [240] ; dépôt par couches atomiques [241] ou couches de

poly-électrolytes alternés [242] ; par contrôle de flux électro-osmotique

[243] ou électrophorétique [244] ; recuit de fusion [245] ; méthode ”Sol-

Gel” [246] ; déposition par laser pulsé [247] ; ou encore écriture laser

directe par faible absorption de photon unique [248].

Si ces méthodes permettent l’obtention, au choix, de monocouches

denses de QDs comme de nanocristaux isolés 1, les boites quantiques 1. Contribuant ainsi à des études ap-
profondies sur des QDs uniques ou à

diverses applications électro-optiques.
sont ici généralement piégées dans une matrice. Il est donc impossible

par la suite de les biofontionnaliser 2. Ainsi, les immobilisations de QDs 2. Une alternative étant de préparer

des boites quantiques piégées dans un

matériau hybride adapté [249, 250].
sur surfaces visant une application en biologie tendent à privilégier des
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voies de fonctionnalisation reposant sur une simple couche d’accro-

chage intermédiaire, sur laquelle s’adsorbent les QDs – ce qui les laisse

ensuite disponibles à diverses possibilités de bioconjugaison. Cette

couche intermédiaire est généralement basée sur des protéines [251,

252] ou bien des espèces chimiques [253] auto-assemblées 3, dont les 3. SAM dans la littérature, pour Self-

Assembled Monlayers.composés de type silanes [254-258] sont parmi les plus répandus. Les

applications concernées relèvent principalement du domaine des cap-

teurs, et les surfaces ainsi fonctionnalisées ne sont pas nécessairement

planes [259]. On notera que ces travaux ne s’attachent généralement

pas à produire une caractérisation poussée du processus de fonctionna-

lisation lui-même, contrairement à ce qui peut être fait dans d’autres

champs [260, 261].

Dans la première partie de ce chapitre, je présenterai la méthode

de fonctionnalisation que nous avons retenue, et la caractérisation des

surfaces résultantes. L’enjeu de la microstructuration sera abordé dans

la seconde partie.

4.1.2 Nettoyage et activation des surfaces

Les surfaces de verre fonctionnalisées sont des lamelles de verre 4 de 4. 41014521, Hecht Assistent.

24×24 mm de côté, et 0,17 ± 0,01 mm d’épaisseur. Avant toute autre

chose, ces lamelles doivent être nettoyées et activées. Deux procédures

ont été retenues dans ce cadre.

4.1.2.1 Mélange Piranha (H2SO4 + H2O2)

Le mélange dit ”Piranha” est un moyen classique de nettoyage et

d’activation des surfaces, constitué d’un mélange 50-50 d’acide sulfu-

rique 5 pur et d’eau oxygénée 6 à 30 %. Ces deux composés réagissent 5. X945.1, Roth.

6. 9683.1, Roth.ensemble de manière très exothermique pour former, notamment, des

radicaux libres qui vont éliminer les contaminants organiques des sur-

faces de verre – Éq. (4.1.1) – comme cela est illustré en Figure 4.1. H2SO4 +H2O2 → HSO4
− +H3O

+ +O•

(4.1.1)La surface présente (après 30 min à 1 h de traitement) des terminai-

sons SiOH, la rendant extrêmement hydrophile, au point qu’il n’est

pas vraiment possible de mesurer un angle de contact lorsque l’on y

dépose une goutte d’eau. Dans de précédents travaux de l’équipe, la

rugosité d’une telle surface avait été caractérisée par AFM pour un

résultat ⩽ 1 nm [72].

(a) Avant (b) Pendant (c) Après

Figure 4.1 – Traitement de la-

melles de verre au Piranha.
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4.1.2.2 Ultrasons dans Éthanol 70 % + Plasma-Air

Une autre méthode permettant d’atteindre des résultats semblables

consiste à nettoyer les lamelles de verre dans un bain à ultrason 7, pen- 7. Elmasonic S 10, Elma.

dant 5 min, dans une solution d’éthanol à 70 % pour éliminer les traces

de contaminants. Après séchage à l’air comprimé, les lamelles sont en-

suite exposées à un plasma-air 8 durant 2 min, généralement suffisant 8. PDC-002, Harrick Plasma.

pour obtenir une surface très hydrophile – i.e. sans angle de contact

mesurable. L’intérêt principal de ce type de méthode réside dans le

fait que, par rapport au Piranha, elle présente des avantages tant du

point de vue écologique que de la sécurité des personnes réalisant la

manipulation.

4.1.3 Silanisation de lamelles de verre

Les silanes sont des monomères basés sur la présence d’un ”cœur” de

silicium Si, appartenant à la même colonne d’éléments que le carbone C

mais d’électronégativité plus faible, donnant ainsi accès à des réactions

typiques inaccessibles via des composés organiques classiques. Comme

présenté dans l’ouvrage de synthèse de G. T. Hermanson [262], la

grande réactivité de cette famille d’espèces chimiques et leur capa-

cité à former des liaisons covalentes fait qu’elles sont couramment uti-

lisées pour la réalisation de monocouches auto-organisées solidement

liées à des surfaces de verre, de silicium, ou de PDMS 9. La structure 9. Polydiméthylsiloxane.

générale des composés organosilanes est présentée sur la Figure 4.2.

Elle comprend un groupe fonctionnel ou réactif, noté R, à l’extrémité

d’une châıne alkyle. À l’autre extrémité de cet espaceur organique,

on retrouve des sites de liaison de l’atome de silicium central, auquel

sont également attachés jusqu’à trois groupes hydrolysables, notés X.

L’intérêt de ce type de dérivés est de favoriser la liaison des QDs à une

surface de verre, via d’une part, une réaction de couplage des groupes

hydrolysables X avec la surface de verre et, d’autre part, l’accroche des

QDs au groupe fonctionnel R.

Figure 4.2 – Structure générale

d’un agent de couplage silane.

Adapté de [262].

4.1.3.1 Couplage des groupes hydrolysables des organosilanes

Les silanes les plus courants sont des alkoxysilanes, dont les groupes

hydrolysables sont des châınes carbonées courtes proches de l’éther

méthylique ou éthylique 10 et doivent ainsi subir une hydrolyse préalable 10. Les silanes concernés étant
alors respectivement nommés

”méthoxysilanes” et ”éthoxysilanes”.
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pour former un intermédiaire réactif appelé silanol, qui se couple en-

suite au substrat. Comme décrit par la Figure 4.3, la formation de si-

lanols est suivie d’une condensation à proximité de la surface de verre,

qui permet d’assembler les silanes ensemble en une matrice polymère

liée par des liaisons -Si-O-Si- ; puis d’une interaction avec la surface

de verre, avec apparition d’un réseau de liaisons hydrogène entre les

terminaisons -OH des silanols et les groupements -OH de la surface.

Figure 4.3 – Schéma des

différentes réactions impliquées

dans le couplage d’un organosi-

lane à une surface inorganique

contenant des groupes -OH dis-

ponibles, ici avec l’exemple d’un

triéthoxysilane. Adapté de [262].

À terme, une seconde réaction de condensation se produit 11 et 11. Il peut être nécessaire de chauffer ou
pomper pour éliminer l’eau.génère un polymère d’organosilane lié à la surface de manière covalente,

avec des liaisons siloxane stables. Dans le cadre de la thèse, nous avons

essentiellement travaillé avec des méthoxysilanes et éthoxysilanes. Ces

derniers sont typiquement non-réactifs sans hydrolyse, tandis que les

méthoxysilanes sont plutôt utilisés dans un solvant organique anhydre

et forment spontanément des monocouches attachées à la surface de

verre par liens siloxanes [262].
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4.1.3.2 Choix de la terminaison fonctionnelle

S’il existe des travaux poussés témoignant de la possibilité de fonc-

tionnaliser une monocouche de QDs avec coquille ZnS relativement

dense sur une surface, en utilisant des silanes terminés par un groupe

amine 12 [260], notre équipe a choisi dès les travaux de L. Riachy [263] 12. APTMS :

Amino-Propyl-Tri-Méthoxy-Silaned’utiliser des silanes terminés par un thiol SH : MPTMS et MPTES 13,
13. Respectivement :

175617-25G, Sigma-Aldrich.
AB 111218, abcr.

dont la structure est présentée en Figure 4.4. Comme cela a déjà été

mentionné en partie 3.3.1.3, les thiols forment des ponts disulfure avec

le souffre de la couche externe des boites quantiques, ce qui permet

d’obtenir in fine des couches de QDs immobilisées intégralement par

des liaisons covalentes.

Si O

O
CH3

CH3
SH

O
CH3

(a) MPTMS

Mercapto-propyl-tri-méthoxy-

silane

Si O

O CH3

CH3
SH

O CH3

(b) MPTES

Mercapto-propyl-tri-éthoxy-

silane

Figure 4.4 – Structure des si-

lanes MPTMS et MPTES uti-

lisés. Le code couleur reprend ce-

lui des Figures 4.2 et 4.3..

Le MPTMS est ainsi utilisé comme couche d’accrochage depuis

au moins les années 1990 et encore de nos jours [264-266], pour sa

grande réactivité facilitant l’obtention finale de monocouches de nano-

particules (NPs) denses et résistantes, et n’impactant peu ou pas les

différentes propriétés électro-optiques des NPs considérées [267, 268].

4.1.3.3 Protocoles de silanisation et caractérisation

Nous avons repris le protocole de silanisation en solution présenté

dans l’ouvrage Bioconjugate Techniques [262], et testé divers ajuste-

ments pour sélectionner le processus le plus simple permettant d’arri-

ver au résultat désiré 14. Après activation au piranha ou au plasma-air 14. Une monocouche dense de QDs sur

une surface de verre.des lamelles de verre, ces dernières sont placées en atmosphère neutre 15
15. Via une boite à gants sous argon,

disposant de pièges à eau et oxygène.et incubées une nuit dans une solution de MPTMS diluée à une concen-

tration entre 2 et 5 % dans du toluène anhydre 16. On rince ensuite 16. 244511-2L, Sigma-Aldrich.

les échantillons dans un bain de toluène anhydre soumis aux ultrasons

pendant 10 à 20 s, de manière à éliminer les silanes non liés de façon

covalente à la surface.

Dans le cas des MPTES, l’incubation et le rinçage se fait dans les

mêmes gammes de concentration. Le solvant utilisé est un mélange

éthanol + eau distillée à 95 + 5 %, dont le pH est ajusté entre 4,5 et

5,5 avec de l’acide acétique. Il est recommandé de laisser se produire

l’hydrolyse des MPTES durant au moins 5 min avant d’incuber les

lamelles à fonctionnaliser. Hormis ces 2 variations, les étapes du pro-

tocole sont conservées à l’identique. Avant caractérisation par angle

de contact, les surfaces silanisées obtenues sont ensuite soumises à un

séchage dans une pompe à vide, ou dans une étuve – 30 min à 110°C.
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(a) Caractérisation par mesure d’angle de contact

Le principe de cette caractérisation est schématisé en Figure 4.5.

L’étalement d’une goutte sur une surface dépend des 3 tensions d’in-

terfaces : γSV , γSL, et γLV – notations qui représentent respectivement

les tensions de surface pour les interfaces solide-vapeur, solide-liquide,

et liquide-vapeur. L’angle de contact ϑA à l’équilibre représenté sur cos ϑA =
γSV − γSL

γLV
(4.1.2)

la Figure 4.5 (a) est donné par la relation de Young – Éq. (4.1.2) –

et permet alors d’évaluer la mouillabilité de la surface. Une surface

hydrophile ou hydrophobe se caractérise ainsi par un petit ou grand

angle de contact 17. Après rinçage et séchage, elles sont amenées sur un 17. Entre 0 et 180°, on a :

0-30° : très hydrophile à modérément
hydrophile.

30-90° : modérément hydrophobe à hy-

drophobe.
90-150° : hydrophobe à très hydro-

phobe
150-180° : super-hydrophobe

banc de caractérisation permettant d’observer le profil des gouttes –

Figure 4.5 (b). À l’aide d’une seringue, montée sur un pousse-seringue,

on dépose une goutte d’eau distillée de 1 µL sur la lamelle. Une source

de lumière diffuse permet d’acquérir, à l’aide d’une une caméra à l’op-

posé du banc, une image contrastée du profil de la goutte à partir de

laquelle on peut estimer les valeurs d’angle de contact. La silanisation

rendant la surface hydrophobe 18, cette méthode est une façon rapide 18. Comme indiqué en partie 4.1.2.1,
les lamelles après nettoyage / activa-

tion sont extrêmement hydrophiles :

ϑA0 ≈ 0° sert alors de référence.

d’évaluer l’efficacité du dépôt, par comparaison avec une surface net-

toyée et activée par piranha ou plasma-air.

(a) Définition des angles de contact ϑAG et ϑAD (b) Schéma du banc de mesure

Figure 4.5 – Principe de

la caractérisation par mesure

d’angles de contact.
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Figure 4.6 – Aide pour l’in-

terprétation d’une figure type

”bôıte à moustaches”.

L’opération est répétée à plusieurs endroits de la lamelle pour évaluer

l’homogénéité de la silanisation. Les résultats sont représentés via un

graphe dit ”bôıte à moustaches” (boxplot), dont le principe est illustré

sur la Figure 4.6. Cela permet de fournir une représentation rapide

de de la distribution des données. La largeur de la bôıte n’a aucune

signification et est simplement fonction de l’espacement choisi pour les

points représentant des données de valeurs identiques. Sur les lamelles

de verre utilisées pour ces caractérisations, il a été possible de déposer

jusqu’à 26 gouttes sur une même lamelle. Certains résultats présentés

dans les sections suivantes sont composés de distributions de plus de

26 points : ils sont obtenus par l’agrégation des données de plusieurs

lamelles.
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(b) Reproductibilité

Cette compilation de données ne vaut que si l’on peut montrer que

le protocole est reproductible. Les résultats de notre expérience de

vérification de cette reproductibilité sont présentés sur la Figure 4.7.

Dans cette expérience, les lamelles de verre ont toutes été silanisées via

une solution MPTMS diluée à 5 %. On constate qu’il peut y avoir une

légère baisse de la qualité de la silanisation au cours du temps, tra-

duite par une diminution de l’angle de contact moyen et une hausse de

l’écart-type : 71,7 ± 2,0° en agrégeant les 2 premières caractérisations

et 65,4 ± 3,8° pour les 2 suivantes. On reste malgré tout sur des valeurs

bien supérieures à la référence avant silanisation de ϑA0 ≈ 0.

Figure 4.7 – Reproductibi-

lité de la silanisation des sur-

faces. Les angles ϑAG et ϑAD

désignent respectivement l’angle

de contact mesuré à gauche du

profil de la goutte et l’angle de

contact mesuré à droite.

Cette modification au cours du temps s’explique tout simplement

par la baisse d’efficacité de l’étape de nettoyage et activation, causée

par le vieillissement 19 de l’eau oxygénée (1) utilisée pour le mélange 19. Une fois la bouteille ouverte, la
concentration de l’eau oxygénée

diminue car cette dernière se dismute,

selon l’équation :

2H2O2 → 2 H2O+O2

piranha. Ainsi, l’utilisation d’une nouvelle bouteille (2), permet de re-

trouver des distributions de mesures semblables aux caractérisations

initiales, avec un angle de contact agrégé de 70,5 ± 2,4°. On confirme

de plus que notre méthode fonctionne aussi bien pour des lamelles de

verre borosilicate que des substrats de silicium pur 20. Il faut toutefois

20. Que nous avons utilisées pour nos
premiers tests d’images MEB des sur-

faces de QDs, l’imagerie MEB sur la-

melles de verre n’étant pas aisée.

remarquer qu’en raison de la taille bien plus réduite des échantillons

Si, le nombre de mesures est limité à 5 ou 6 points par échantillon.

(c) Comparaison des méthodes de séchage

Comme le montre la Figure 4.8, notre méthode de caractérisation

n’a pas permis de mettre en évidence une variation significative de la

valeur moyenne des angles de contact entre les surfaces traitées par

pompe à vide ou à l’étuve 21. Cependant l’homogénéité est meilleure 21. Les lamelles de verre ont toutes été
nettoyées par le même mélange pi-
ranha, et silanisées via la même solu-

tion MPTMS, de nouveau à 5 %.

lorsque l’on pompe sous ultra-vide : les valeurs d’angle de contact

agrégé valent respectivement 73,8 ± 3,9° après dégazage à la pompe,

et 74,8 ± 5,3° après séchage à l’étuve. Cela peut s’expliquer par le fait

que l’étuve utilisée est commune au laboratoire, et que son utilisation

a plus de probabilité d’entrainer des contaminations – même si cela

reste peu prononcé.
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Figure 4.8 – Comparaison

entre les méthodes de séchage

via pompe ou étuve. Les angles

ϑAG et ϑAD désignent respecti-

vement l’angle de contact me-

suré à gauche du profil de la

goutte et l’angle de contact me-

suré à droite.

(d) Comparaison MPTMS / MPTES

Enfin, nous avons comparé les angles de contact obtenus entre les

silanisations MPTMS et MPTES. Conformément aux stratégies de

silanisation exposées en [262], nous avons caractérisé l’utilisation de

MPTES à différentes concentrations comprises dans l’intervalle 2-5 %,

avec comme référence notre silanisation MPTMS par incubation à 5 %.

Les résultats de l’expérience 1, rapportés en Figure 4.9 (a), semblent

suggérer que les surfaces MPTES sont moins hydrophobes que leurs

homologues MPTMS pour les incubations à concentration faible 22, 22. Ce qui traduirait une moindre den-

sité de la fonctionnalisation.l’angle de contact moyen du MPTES à 2 % valant 59,2 ± 3,1°, contre

66,2 ± 2,9° pour le MPTMS à 5 %. Cela est cependant réfuté lors d’une

2e expérience – cf. Figure 4.9 (b) – où des résultats très similaires ont

été obtenus : 68,1 ± 2,5° contre 70,5 ± 2,3°. Dans l’expérience n°2,

les lamelles MPTES ont cette fois-ci été caractérisées en premier. Le

banc de mesure d’angles de contact étant situé hors des salles blanches

où sont réalisées les étapes de fonctionnalisation, on peut supposer

que la silanisation MPTES, sur l’ensemble de l’intervalle 2-5 %, est en

réalité autant efficace que la silanisation MPTMS à 5 %, mais qu’elle

se dégrade plus rapidement.

(a) Expérience 1 (b) Expérience 2

Figure 4.9 – Comparaison

entre les silanes sur leurs do-

maines respectifs de concentra-

tions d’incubation.

Nous avons donc vérifié l’efficacité et la fiabilité de notre étape de

silanisation, pour 2 types de silanes différents. Au cours de la suite

du projet doctoral, nous avons finalement privilégié les MPTMS pour

leur compatibilité avec notre protocole de microstructuration – voir

section 4.2.3.3. L’expression ”lamelles silanisées” désignera ainsi par la
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suite ”lamelles fonctionnalisées avec des MPTMS”. Nous avons aussi

baissé la concentration d’incubation des MPTMS à 2 % sans que cela

n’influence les surfaces de QDs résultantes, mais nous n’avons malheu-

reusement pas eu l’occasion de contrôler cela par mesure d’angles de

contact en raison de l’indisponibilité du banc de mesure, en réparation.

4.1.4 Adsorption des QDs

Pour adsorber les boites quantiques sur les lamelles silanisées, ces

dernières ne sont pas séchées mais directement ré-incubées après le

rinçage dans une solution de toluène anhydre accompagné d’ultrasons.

La concentration de la solution de QDs utilisée pour cette nouvelle in-

cubation vaut environ 1 µM, ce qui permet d’affaiblir l’effet de stabili-

sation des ligands de surface, sans pour autant produire une agrégation

rapide de la solution collöıdale. Dans le cas des QDs[TOP], la solution

diluée est filtrée avant incubation à l’aide d’un filtre en PTFE 23 dont 23. Anotop 10 Plus, Whatman.

GE Healthcare Life Sciences.

WHA68093002, Sigma-Aldrich.
la porosité vaut 20 nm, afin d’éliminer tout agrégat éventuel. L’in-

cubation doit durer environ 24 h, puis est rincée au toluène anhydre.

Pour les QDs[MPA], 15 à 20 min d’incubation suffisent, et le rinçage se

fait à l’eau distillée. Cependant, le meilleur filtre compatible avec des

solutions aqueuses 24 à notre disposition permettait de filtrer jusqu’à 24. À base de polyfluorure de vinylidène
(PVDF).200 nm seulement. Il était donc inutile de l’utiliser.

4.1.4.1 Nécessité du changement de ligands

Obtenir une adsorption efficace nécessite que les boites quantiques

collöıdales utilisées disposent de ligands de surface adaptés. Comme

cela a été exposé en partie 3.3, les QDs après synthèse sont stabilisées

via de l’acide oléique OA. Les longues châınes carbonées de ce genre ne

permettent pas le dépôt d’une monocouche homogène de nanocristaux

sur les silanes, comme le montre la Figure 4.10 (a).

50 µm

(a) Ligands OA (b) Ligands TOP ou MPA

Figure 4.10 – Images TIRF des

surfaces obtenues, avec QDs[OA]

et après échange de ligands avec

des QDs[TOP] ou QDs[MPA].

Couleurs artificielles.

En milieu organique, il convient donc de préalablement réaliser

l’échange de ligands OA(Héxane) → TOP(Toluène) 25, ce qui per- 25. Voir parties 3.3.1.2 et 3.3.2.1

met d’obtenir des surfaces présentant une monocouche dense et ho-

mogène, comme l’illustre la Figure 4.10 (b). Dans le cas de solutions

collöıdales aqueuses, le ligand DHLA–SB 26 stabilisait tellement bien 26. Voir présentation en 3.3.1.3
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les QDs qu’il ne nous était pas possible de fixer les boites quantiques

sur la surface de verre, ainsi avons nous privilégié l’échange de ligands

OA(Héxane)→MPA(Eau+NaHCO3)
27. Nous allons maintenant pou- 27. Voir parties 3.3.1.4 et 3.3.2.3

voir discuter des caractéristiques des surfaces ainsi obtenues, en com-

parant les résultats obtenus avec les QDs[TOP] et QDs[MPA].

4.1.4.2 Caractérisation des lamelles homogènes QDs[TOP] / QDs[MPA]

(a) Densité surfacique de QDs et homogénéité

L’évaluation de la densité surfacique des boites quantiques sur nos

surfaces est faite à partir d’images MEB 28. Je remercie à ce titre 28. MEB à effet de champ.

SU 8030 FEG-SEM, Hitachi.Jérémie Béal pour le temps passé avec moi à réaliser ces images. Les

valeurs présentées sont obtenues à partir d’un décompte manuel des

QDs sur 3 à 5 images différentes 29, enregistrées sur une même lamelle. 29. Pour des grandissement différents.

Nous avons en effet réalisé cette caractérisation conjointement avec une

caractérisation TIRF, ce qui imposait d’utiliser des lamelles de verre,

sur lesquelles le contraste n’était généralement pas suffisant pour que

les décomptes issus d’algorithmes de traitement d’images soient fiables.

Les QDs[TOP] présentent une dynamique d’adsorption très lente :

il faut au moins 24 h pour atteindre une densité surfacique de l’ordre

de 3000 QDs/µm2. À l’inverse, les QDs[MPA] atteignent une densité

surfacique de 2000 QDs/µm2 en 1 min seulement, qui peut monter

jusqu’à plus de 5000 QDs/µm2 au bout de 6 h d’incubation 30 – cf. Fi- 30. La taille de nos QDs synthétisés va-
lant 10 nm environ, les différentes den-

sités surfaciques mentionnées corres-

pondent respectivement à des taux de
remplissage d’environ 30 ; 20 ; et 50 %.

gure 4.11 (a). Cependant, nous avons pu constater, en imagerie TIRF

comme au MEB, une organisation préférentielle des QDs sous la forme

d’oligomères 31, favorisant la formation de complexes 3D dans le cas
31. Constat valable aussi bien pour les

QDs[TOP] que les QDs[MPA].
d’une incubation de QDs[MPA] au-delà de 30 min. Cela crée une rup-

ture dans l’homogénéité de nos surfaces, comme cela est illustré en

Figure 4.11 (b) et (c). Nous avons donc dû nous limiter à des temps

d’incubation de 15 à 20 min, ce qui correspond au début d’un plateau

de densités surfaciques entre 3000 et 4000 QDs/µm2 sur l’intervalle de

temps d’incubation 15 min à 2 h.

(a) Densité surfacique selon le temps

d’incubation

(b) Image MEB d’une surface après

30 min d’incubation

(c) Image TIRF d’une surface après

30 min d’incubation

Les cercles jaunes mettent en évidence les complexes 3D de QDs qui apparaissent à partir de 30 min d’incubation.

Figure 4.11 – Influence du

temps d’incubation sur la den-

sité surfacique des QDs[MPA].
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Concernant la caractérisation de l’homogénéité des surfaces, la mé-

thode employée est la suivante : sur chaque image TIRF, on extrait

les valeurs des pixels issus de la zone centrale, sur un carré de grande

envergure pouvant aller jusqu’à 30×30 ou 50×50 µm2. À partir de ces

données, il est possible de calculer la valeur moyenne ⟨I⟩ et l’écart-type
σI du signal de photoluminescence enregistré. L’écart-type σI peut être

normalisé par rapport à la valeur moyenne, et exprimé en pourcentages

– Éq. (4.1.3). Cette grandeur, notée σN , permet ainsi d’évaluer l’ho-
σN =

σI

⟨I⟩
(4.1.3)

σNL =
σ⟨I⟩

M⟨I⟩
(4.1.4)

mogénéité du signal de photoluminescence sur une image. Enfin, pour

caractériser l’homogénéité des surfaces à l’échelle d’une lamelle entière,

on enregistre 10 images à différents points de la lamelle. Cela permet

de calculer la grandeur σNL – Éq. (4.1.4) – à partir de la moyenne

M⟨I⟩ des valeurs de ⟨I⟩, et de l’écart-type σ⟨I⟩. La Figure 4.12 illustre,

pour une lamelle, les acquisitions d’images nécessaires à l’obtention de

ces différentes grandeurs.

Figure 4.12 – Schéma du pro-

cessus d’obtention des grandeurs

σN et σNL.

J’ai tout d’abord quantifié l’éventuel effet de la taille de la surface

d’analyse. À partir de 10 images sélectionnées aléatoirement, la Fi-

gure 4.13 (a) permet d’estimer que ce biais issu d’aires d’extraction

différentes se situe dans un intervalle de 1 à 2 % pour une variation

de 10 µm de côté de la surface d’analyse. La caractérisation de l’irra-

diance laser du montage – section 2.4.2.1 – nous permet d’attribuer

cette légère variation au profil gaussien de l’illumination. Pour réaliser

une évaluation comparative des surfaces que l’on peut obtenir via des

QDs[TOP] ou QDs[MPA], on agrège les valeurs de σN extraites de 60

à 70 images, réalisées sur un peu moins d’une dizaine de lamelles pour

chaque configuration. Les distributions résultantes sont récapitulées en

Figure 4.13 (b). On peut constater que les lamelles obtenues à partir de

QDs[MPA] tendent à être légèrement plus homogènes, i.e. de valeurs

σN plus faibles, et ce malgré le biais de surestimation lié à l’aire d’ex-

traction de pixels plus grande. Les valeurs aberrantes sont associées

à la présence d’un complexe 3D de QDs sur l’image concernée. Dans

les 2 situations, nous obtenons des surfaces dont le signal présente une

variabilité locale majoritairement comprise dans l’intervalle 6-12 %.

(a) Influence de l’aire d’extraction

des valeurs de pixels

(b) Valeurs de σN

QDs[TOP] / QDs[MPA]

(c) Valeurs de σNL

QDs[TOP] / QDs[MPA]

Figure 4.13 – Caractérisation

de l’homogénéité des surfaces de

QDs par imagerie TIRF.
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La Figure 4.13 (c) propose une comparaison des valeurs moyennes de

σNL obtenues pour les lamelles de QDs[TOP] et QDs[MPA] étudiées.

La grandeur σNL est très synthétique, ce qui limite le nombre de

points. On peut néanmoins constater que l’on a, à l’échelle de lamelles

entières, une variation entre 4 à 9 %. L’ensemble de ces données permet

donc de démontrer une bonne homogénéité du signal de photolumines-

cence, que ce soit à l’échelle locale d’une aire d’acquisition qu’à l’échelle

globale d’une surface millimétrique. Ces résultats montrent aussi une

bonne homogénéité entre des lamelles différentes. Tout cela démontre

la robustesse de notre méthode de fonctionnalisation.

(b) Dynamique temporelle de la photoluminescence des surfaces

Une propriété photo-physique étonnante des boites quantiques con-

siste en leur photo-activation progressive, comme présenté au début du

chapitre précédent 32. Ce phénomène est très marqué sur nos surfaces 32. Voir section 3.1.2.3.

de QDs, et nous avons donc pris soin de le caractériser via des images

TIRF acquises périodiquement, toutes les minutes, sous une illumina-

tion continue durant 10 min, et cela à divers niveaux d’irradiance. La

Figure 4.14 récapitule les dynamiques de photoluminescence des la-

melles QDs[MPA] étudiées précédemment, dans le cas d’une interface

verre/air. Le niveau de photoluminescence 33 est normalisé par l’image 33. Les points représentent les valeurs

moyennes ⟨I⟩ du signal sur l’aire ex-

traite d’une image TIRF, et l’enve-
loppe à l’écart-type σI correspondant.

acquise à t = 0. On peut constater que ni la densité surfacique ni l’irra-

diance laser ne semblent influencer l’évolution de la photo-activation.
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(c) ∼5500 QDs/µm2

Différentes densités surfaciques de QDs, à une interface verre-air, pour plusieurs niveaux d’irradiances laser à 458 nm.

Figure 4.14 – Évolution tem-

porelle de la photoluminescence

des surfaces de QDs[MPA] sous

illumination continue.

Si l’on choisit cette fois de faire varier la nature du milieu qui re-

couvre la surface et/ou la nature des ligands des QDs, on peut alors

observer des dynamiques très variées. La Figure 4.15 montre l’effet

du changement de milieu pour différentes irradiances d’illuminations.

Chaque courbe est construite de la même manière que précédemment.

L’ajout d’eau distillée par rapport au cas verre/air produit un photo-

blanchiment précoce après une courte période de photo-activation,

d’autant plus prononcé que l’irradiance laser est importante. Rempla-

cer l’eau distillée par une solution de tampon Hepes à pH basique 34 34. Hepes 10 mM, NaCl 200 mM,
pH = 8 ajusté via l’ajout de NaOH.permet d’atténuer légèrement cette photo-dégradation, sans pour au-

tant modifier significativement la dynamique observée.
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Figure 4.15 – Évolution tem-

porelle de la photoluminescence

des surfaces de QDs sous illumi-

nation continue, pour différents

milieux, ligands et irradiances.

Pour une irradiance supérieure à 1 W/cm2, on observe une photo-

dégradation notable de la photoluminescence. Il est possible de re-

stabiliser les boites quantiques avec des ligands de surface plus adaptés.

En l’occurrence, nous avons utilisé le ligand de biofonctionnalisation

His-RGD que nous présentons avec son protocole d’utilisation dans le

chapitre 5, section 5.1.2.1. Lorsque les QDs sont stabilisées par ce li-

gand, on constate une nette amélioration de la photo-stabilité et même

une amplification de la photoluminescence. Le photo-blanchiment est

quant à lui réduit au domaine des fortes irradiances d’illumination

(> 1 W/cm2) et absent en-dessous.

(c) Relation entre luminescence et densité surfacique

Dans le cadre des études FRET, il est souvent utile d’estimer la stœ-

chiométrie donneur-accepteur. Pour notre méthode d’imagerie NEF, il

faut donc pouvoir évaluer la densité surfacique de boites quantiques

pour chaque échantillon. Passer systématiquement par de l’imagerie

MEB n’est ici pas envisageable pour des raisons de temps. Ainsi, nous

avons réalisé une calibration, par comparaison entre la luminescence

obtenue en TIRF – pour l’interface verre/air, avant toute biofonction-

nalisation ou passivation de surface – et la densité surfacique mesurée

à partir d’images MEB. La Figure 4.16 présente les résultats ainsi ob-

tenus avec les incubations à base de QDs[TOP] et QDs[MPA], qui per-

mettent de couvrir des intervalles de densité surfacique différents. Les

valeurs de photo-luminescence représentent le signal moyen extrait de

l’aire centrale 50×50 µm2 des images TIRF obtenues à différentes irra-

diances laser et temps d’acquisition. La barre d’erreur correspondante

représente l’écart-type de la distribution de valeurs de pixels pour

l’aire considérée. De manière à limiter le biais lié à la photo-activation

présenté dans la partie précédente, l’acquisition des images associées

à une lamelle est précédée de 10 min d’illumination continue. Les va-

leurs de densité surfacique sont issues d’images MEB réalisées après ca-

ractérisation TIRF. La Figure 4.16 montre qu’il semble possible d’uti-

liser la photo-luminescence des surfaces pour discriminer relativement

finement la densité surfacique des QDs, lorsque cette dernière est plutôt

faible, i.e. < 3000 QDs/µm2.
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(a) Incubation QDs[TOP] (b) Incubation QDs[MPA]

Figure 4.16 – Niveaux de

photo-luminescence en fonction

de la densité surfacique pour les

QDs[TOP] et QDs[MPA].

Cette méthode se révèle moins fiable pour les densités surfaciques

élevées avec lesquelles nous travaillons, i.e. > 3000 QDs/µm2. Il est

d’ailleurs possible de mettre en évidence un phénomène de satura-

tion de la photoluminescence en fonction de la concentration de boites

quantiques en agrégeant et interpolant les données issues des incuba-

tions QDs[TOP] et QDs[MPA], comme cela est fait en Figure 4.17.

Cette saturation est liée à la présence de plus en plus importante d’oli-

gomères, voire d’agrégats de QDs sur la surface – Figure 4.11 (b). Au

sein de ces structures, le self-quenching augmente avec le nombre de

QDs, limitant ainsi l’augmentation de la photoluminescence générée

lors de l’adsorption de QDs supplémentaires. Autrement dit, au-delà

d’un certain seuil de concentration, le nombre de QDs ”actifs” 35 à 35. Susceptibles d’émettre simul-

tanément des photons de lumines-
cence.

l’intérieur d’un spot limité par diffraction (de diamètre ∼0,25 µm2) est

limité, et vaut ∼150 QDs, ce qui est équivalent à ∼30 QDs/px.

Figure 4.17 – Agrégation des

données des Figures 4.16 (a)

et (b). Ajustement par une

fonction de saturation type

Éq. (4.1.6) ; où y0, a, et xs sont

3 paramètres ajustables.

y = y0 + a
x

1 +
x

xs

(4.1.6)
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La Figure 4.17 montre également que l’on peut ajuster l’irradiance

laser et le temps d’acquisition de manière à optimiser finement la confi-

guration d’imagerie selon les priorités d’une expérience donnée : suivi

au temps long à irradiance la plus faible possible, ou au contraire

grande vitesse d’acquisition pour enregistrer un grand nombre d’images

successives 36. L’exemple le plus parlant, à cet égard, est la proxi- 36. Ce qui est nécessaire pour de l’ima-
gerie super-résolue, comme on le verra

au chapitre 6, section 6.3.2.
mité des courbes obtenues pour les réglages (0,056 W/cm2, 300 ms),

(0,150 W/cm2, 100 ms), et (1,231 W/cm2, 20 ms), qui permettent tout

trois d’atteindre un signal moyen ⩾ 3000 coups/pixel, soit déjà 30 fois

la valeur du bruit d’obscurité de la caméra.

4.2 Microstructuration des QDs

La pertinence des différentes voies de fonctionnalisation actée, la

seconde partie de ce chapitre vise à montrer leur compatibilité avec

l’exigence de microstructuration, que l’on a présentée dans notre pre-

mier chapitre.

4.2.1 Choix du procédé

4.2.1.1 Méthodes de microstructuration existantes

Le champ des nanosciences a conduit, ces 20 dernières années, à

la mise au point de diverses techniques de fabrication et structuration

des substrats. Concernant la microstructuration des boites quantiques,

cette diversité a largement été mise à profit, principalement poussée

par les activités de recherche et développement des QLEDs 37. Les 37. LEDs à base de QDs.
LEDs : light emitting diodes, soit

diodes électroluminescentes.
méthodes dominantes sont l’impression par injection [238, 269-273] ;

l’impression par transfert, par contact [274-278] ; la photolithographie

”directe” [279-283] où les QDs sont employées au sein d’un mélange

photosensible ; ou la photolithographie ”indirecte”, en au moins 2 éta-

pes [284-287], où les QDs sont utilisées de façon indépendante. Il existe

aussi des techniques plus exotiques, comme l’utilisation de chambres

de microfluidique croisées [251] ; le moulage/démoulage à partir d’un

substrat préalablement structuré [288] ; le brossage direct au pinceau

à commande numérique [289] ; ou la photostructuration assistée par

FRET [290]. Lorsqu’une précision sub-micronique est nécessaire, la

lithographie à faisceau d’électron (EBL) est une méthode éprouvée

et donc souvent mise à profit [291-297]. Il existe toute une combina-

toire de ces méthodes de microstructuration avec les méthodes de fonc-

tionnalisation décrites en section 4.1.1. Sauf exceptions 38, il ne s’agit 38. Représentées par les travaux
présentés dans les références [276,
284, 286, 296].

généralement pas de micro-structurer des monocouches ; et, même dans

ces exemples, les boites quantiques ne sont pas nécessairement dispo-

nibles pour une bioconjugaison.

4.2.1.2 Méthode envisagée

Sur la base de la fonctionnalisation présentée dans la thèse de L. Ria-

chy [263] m’ayant précédé, et de nos propres résultats caractérisés en

détail dans la première partie de ce chapitre, nous avons donc privilégié
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la méthode de photolithographie ”indirecte”, via une microstructura-

tion top-down avant fonctionnalisation, à l’aide d’une résine photosen-

sible. L’avantage de cette méthode est qu’après microstructuration, les

zones où la résine est éliminée permet de réaliser notre fonctionnalisa-

tion à grande échelle. À ce titre, le travail de Na et al. [285] en 2008

est à reconnâıtre comme précurseur. Cependant, l’absence d’optimisa-

tion de chacune des étapes de réalisation avait logiquement conduit à

des résultats relativement décevants 39. Outre la mise à profit d’une 39. Il est même difficile de parler de

”micro-motifs” pour les qualifier.méthode de fonctionnalisation optimisée, permise par notre mâıtrise

de bout en bout des étapes de fabrication, l’apport de ce travail, ex-

posé dans les sections suivantes, réside aussi dans son originalité : la

réalisation de la photolithographie à l’aide d’un dispositif numérique

à micro-miroirs (DMD) 40. 40. Digital Micromirror Device.

4.2.2 Photo-lithographie UV avec PRIMO

4.2.2.1 Principe des dispositifs numériques à micro-miroirs

Les objets appelés ”dispositifs numériques à micro-miroirs” 41, com- 41. Ou, parfois, ”matrices à micro-

miroirs”.munément utilisés dans les vidéo-projecteurs, reposent sur l’agence-

ment matriciel de plusieurs centaines de milliers de miroirs déformables

de taille micrométrique et individuellement contrôlables. Par exemple,

ces derniers peuvent permettre de projeter sur un plan n’importe quelle

image numérique, en commutant les différents miroirs en position on

ou off de manière à inclure ou exclure du chemin optique telle ou telle

partie du faisceau d’illumination – Figure 4.18. Faire alterner, à haute

vitesse, les miroirs entre leur position on/off permet de plus d’obtenir

différents niveaux d’intensité lumineuse.

Figure 4.18 – Schéma du prin-

cipe d’un dispositif optique utili-

sant un DMD pour projeter une

image sur un plan.

Adapté de [298].

Les DMD sont donc des systèmes intéressants pour la lithographie :

plus besoin de masques en chrome coûteux, au profit d’un design ra-

pide du motif à l’aide d’un logiciel de dessin 42. L’introduction de ces 42. Comme Inkscape, logiciel libre et
open source.
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dispositifs dans le champ de la photo-lithographie semble dater de

la fin des années 2000. À la suite de quelques travaux précurseurs,

Zhao et al. [299] en 2009 et Kattipparambil Rajan et al. [300] en 2010

démontraient la possibilité de créer à la volée des motifs sur résines

photo-sensibles, avec une précision de 10 à 20 µm, à partir de montages

rudimentaires maison, mis au point à partir de DMD commerciaux de

l’époque. Parallèlement, Chen et al. relevaient en 2009 la pertinence

d’employer un DMD pour microstructurer des protéines 43 sur une sur- 43. Avec, là encore, une précision de

l’ordre de la dizaine de µm2 au maxi-
mum.

face en activant des fonctions thiols par irradiation UV [301] ; perti-

nence qui sera confirmée en 2012 par Waldbaur et al. [298] sur un mon-

tage optimisé permettant d’atteindre une résolution de 2,5 µm. Dans

un contexte d’engouement pour les méthodes de micropatterning cel-

lulaire [7], ces avancées ont généré une demande de mise au point d’un

outil ”clé-en main” 44 dont le dispositif PRIMO est un représentant- 44. Aussi nommés avec malice : outils

”presse-bouton”.type.

4.2.2.2 Système optique PRIMO

Commercialisé par la société française Alvéole, le système PRIMO a

fait l’objet d’une publication de démonstration par Strale et al. [302] fin

2015. Le principe d’illumination de ce système est présenté Figure 4.19.

L’émission cohérente du laser UV passe à travers un diffuseur rotatif

RD, de manière à minimiser le phénomène de speckle. Le faisceau col-

limaté arrive ensuite sur le dispositif numérique à micro-miroirs DMD.

Les images sont projetées à l’aide d’un système imageur dont le der-

nier élément est un objectif de microscope ×10 ou ×20. L’ensemble

est piloté grâce au logiciel dédié ”Leonardo” d’Alvéole, qui prend en

entrée des images de dimension 1824×1140 px codées en 8 bits, soit

256 niveaux de gris.

Figure 4.19 – Schéma du

montage optique du système

PRIMO d’Alvéole.

Adapté de [302].

UV laser : Diode laser à λ = 375 nm.

Li : diverses lentilles convergentes.

AD : Diaphragme d’ouverture.

Mi : Miroirs diélectriques UV montés

sur une monture cinématique.

RD : Diffuseur rotatif.

DMD : Dispositif numérique à micro-

miroirs.

DM : Miroir dichröıque placé dans la

tourelle de filtre du microscope.

Obj : Objectif du microscope.

Lorsque l’on suit le protocole d’utilisation constructeur, basé sur le

dépôt d’une couche de PLL-PEG que l’on va localement détruire via
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l’ajout d’un photo-initiateur, la résolution annoncée des microstruc-

tures en utilisant un objectif ×20 est de 1,2 µm. Dans le cas où l’on

utilise un objectif ×10, cette résolution se situe vers 2 µm environ. La

dose UV d’illumination en mJ/mm2 est réglable et la puissance laser

est modulable.

4.2.2.3 Utilisation de PRIMO dans la littérature

Le système PRIMO est, en toute logique, utilisé majoritairement

dans le champ de la biophysique et biologie cellulaire 45. Depuis 2016, 45. Cet outil est d’ailleurs couramment
utilisé dans l’équipe pour réaliser du

patterning de cellules de manière à

contrôler la contractilité cellulaire, par
la mâıtrise de l’organisation du cytos-

quelette.

on compte au moment de la rédaction de ce document presque 70 ar-

ticles scientifiques 46 utilisant cet outil [303]. Il ne s’agit évidemment

46. Ce nombre correspond aux publica-

tions recensées par la société Alvéole
sur leur site web.

pas ici de toutes les présenter en détail. Cependant, il est intéressant

de relever que les publications portent autant sur le micropatterning

cellulaire que la fabrication de chambres de microfluidique ou la struc-

turation d’hydrogels : la versatilité d’un outil comme PRIMO est déjà

reconnue en biophysique. Pourtant, malgré l’intérêt du champ de la

photo-lithographie pour les DMD, le système PRIMO ne semble pas,

jusqu’ici, avoir été ”détourné” pour de la microstructuration de sur-

face au-delà du domaine de la recherche en biologie et ses applications,

et ce malgré sa pertinence évidente au regard de ses caractéristiques

détaillées en section précédente. C’est donc dans cet esprit que nous

avons choisi de nous reposer sur le système PRIMO disponible au labo-

ratoire pour microstructurer de façon top-down nos surfaces ; surfaces

dont nous avons par ailleurs présenté, dans la première partie de ce

chapitre, la possibilité de fonctionnalisation bottom-up.

4.2.3 Développement du protocole de microstructuration

Dans cette section du chapitre, nous allons présenter la résine pho-

tosensible sélectionnée pour notre processus de microstructuration, la

caractérisation des paramètres de ce processus, ainsi que l’ajustement

du protocole de fonctionnalisation nécessaire.

4.2.3.1 Propriétés générales et protocole d’utilisation de la résine S1813 G2

La série Microposit S1800 regroupe un ensemble de résines photo-

sensibles très utilisées depuis plus de 20 ans en micro-électronique en

raison de leur facilité d’utilisation 47 ainsi que de la qualité des couches 47. Qui regroupe les qualités :

d’adhésion à divers substrats, en
particulier semi-conducteurs ; et
déposition simple, par exemple par

spin coating.

obtenues 48. La S1813 G2 est la deuxième version développée de la

48. Uniformité des dépôts et résolution.

résine S1813, qui se distingue par une résolution de motifs pouvant al-

ler jusqu’à 0,48 µm, et la possibilité d’obtenir des épaisseurs de couche

déposée entre 1-1,9 µm selon la vitesse de rotation sélectionnée lors

du spin coating. Elle est particulièrement adaptée à notre procédé de

fonctionnalisation, en raison de : (a) sa sensibilité à la longueur d’onde

375 nm, avec une valeur d’énergie à apporter relativement faible de

150 mJ/cm2, ce qui permet des temps d’expositions courts ; et (b)

ses différentes propriétés de solubilité. La S1813 G2 est plutôt inso-

luble dans le toluène et l’eau – solvants de base pour nos étapes de

fonctionnalisation MPTMS et QDs – mais très soluble dans l’éthanol
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ou l’acétone, substances dans lesquelles les MPTMS et QDs sont eux-

mêmes insolubles, ce qui permet une étape de lift-off n’endommageant

pas, ou à la marge, la fonctionnalisation réalisée. Dans le cadre de mes

travaux, j’ai utilisé des dépôts de résine de 1,3 µm d’épaisseur, ce qui

permet d’une part, à la couche de résister à plusieurs dizaines d’heures

d’incubation dans du toluène ou de l’eau ; et d’autre part, obtenir –

après développement de la résine – des puits de profondeur suffisam-

ment faible pour ne pas entraver l’accès des molécules de fonctionna-

lisation (silanes comme QDs) aux surfaces de verre découvertes.

Le protocole d’obtention de ces couches est synthétisé en Figure 4.20.

Après nettoyage et activation des lamelles de verre, on dépose la couche

de résine S1813 G2 49 par spin coating avec les paramètres suivants : 49. Megaposit S1813 G2, Dupont.

4000 RPM 50 ; 3000 ACC 51 ; 30 s. Après un pré-recuit (softbake) à 50. Rotations par minute.

51. Accélération, en RPM2.115°C durant 1 min sur plaque chauffante 52, qui stabilise le dépôt,
52. EchoTerm, Torrey Pines Scientific.on passe à la phase d’illumination avec PRIMO. Une fois cette étape

réalisée, un recuit à 110°C durant 10 min solidifie la couche non insolée

de manière à ce qu’elle résiste au développement. Ce dernier peut être

réalisé à l’aide de 2 solutions : MF-319 ou MF-26A 53. 53. Dans les 2 cas : Megaposit, Dupont.

(a) Dépôt de la S1813 G2 (b) Illumination UV

≃

(c) Développement des motifs

Figure 4.20 – Protocole de

microstructuration de la résine

photo-sensible S1813 G2.

La résine S1813 G2 est annoncée comme étant optimisée en résolu-

tion pour le développeur MF-319, mais cela concerne essentiellement

les applications comme les puits de profondeur intermédiaire. Dans

notre cas, nous souhaitions pouvoir enlever toute la résine, et c’est avec

le MF-26A que nous avons constaté les meilleurs résultats 54. Après 54. Chaque test était contrôlé par mi-

croscopie optique classique, à divers
niveaux de grandissement, pour une

évaluation qualitative des motifs ob-

tenus.

divers essais, le développement optimal afin d’obtenir le meilleur rendu

des motifs nécessite une incubation d’1 min des lamelles dans le MF-

26A, sous agitation manuelle légère, suivie d’un rinçage à l’eau distillée.

Les lamelles sont ensuite séchées à l’air comprimé.

4.2.3.2 Influence de l’objectif de microscope utilisé

Ayant à notre disposition un objectif ×10 et ×20, nous avons sou-

haité vérifier la différence de résolution réalisable avec la résine S1813

G2. Le logiciel ”Léonardo” permettant le pilotage de PRIMO n’ac-

cepte en entrée que des valeurs de dose d’illumination en mJ/mm2, et

uniquement des entiers naturels. La valeur fabricant de 150 mJ/cm2

pour la S1813 G2 équivalant à 1,5 mJ/mm2, cela nous oblige à envoyer

une dose de 2 mJ/mm2 au minimum.
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La Figure 4.21 donne le profil topographique obtenu par profi-

lométrie de micro-motifs réalisés avec des doses d’illumination de 2

et 3 mJ/mm2 avec les objectifs ×10 et ×20. On constate tout d’abord

que l’épaisseur de la couche déposée correspond bien à 1,3 µm, ce qui

suggère que l’étape de développement permet d’enlever efficacement

toute la résine jusqu’à laisser apparent la surface de verre.

(a) Caractérisation profilométrique

(b) Motif projeté et sens du

balayage du profilomètre

Profilomètre utilisé : DektakXT, Bruker. L’échelle verticale en (a) est ajustée de manière à faciliter la lisibilité.

Figure 4.21 – Caractérisation

des micro-motifs de S1813 G2 se-

lon l’objectif utilisé, pour 2 doses

d’illumination UV.

La S1813 G2 étant fluorescente sous excitation à 458 nm, il a été

possible de confirmer cela en imagerie TIRF sur notre montage op-

tique, comme illustré en Figure 4.22. Cependant, la meilleure résolution

reproductible est obtenue, contre toute attente, avec l’objectif ×10.

L’utilisation d’un objectif ×20 implique, dans notre situation, une plus

grande difficulté à obtenir une bonne mise au point. En effet, la seule

manière de faire la mise au point consiste à illuminer une lamelle re-

couverte d’un couche fluorescente 55, puis de remplacer cette lamelle de 55. Appliquée avec un feutre Stabilo.

mise au point par la lamelle recouverte de S1813 G2 pour procéder à

l’illumination finale 56. Cette étape cause nécessairement, malgré toute 56. Une méthode alternative évidente

serait d’illuminer la lamelle S1813 G2
avec la source de lumière blanche

classique du microscope, qu’on filtre-

rait par un passe-haut adapté. La
mise au point pourrait alors se faire

via les poussières à l’interface verre
/ résine photo-sensible. Malheureuse-

ment, l’étape de nettoyage et activa-

tion des lamelles avant dépôt de la
S1813 G2 rend de telles poussières par-

faitement introuvables.

notre application dans la réalisation de cette échange de lamelles, un

léger décalage de la mise au point, qui se révèle manifestement suffisant

pour annuler le bénéfice attendu d’un grandissement 2 fois plus élevé.

Notons qu’une partie de ce défaut de focalisation est lié aux poten-

tielles variations de planéité entre les lamelles de verre. Pour l’objectif

×10, la taille latérale du plus petit motif bien distinguable vaut environ

2 µm, et a été obtenu pour une dose d’illumination de 3 mJ/mm2 ; et ce

sans que cette valeur de dose ne produise une moins bonne définition

des motifs de taille plus grande.

Figure 4.22 – Image TIRF

de la résine S1813 G2 après

développement au MF26-A.

Ces premières expériences de prise en main de la microstructuration

top-down ayant été faites, nous avons alors adapté notre procédure de

fonctionnalisation afin de vérifier la possibilité de réaliser des micro-

motifs de QDs ; pour, ensuite, caractériser par imagerie TIRF les mi-

crostructures 2D obtenues.
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4.2.3.3 Ajustement du protocole de fonctionnalisation

L’étape de microstructuration s’insère nécessairement entre l’étape

(a) de nettoyage/activation 57 et l’étape (b) de silanisation par les 57. Voir section 4.1.2.

MPTMS 58. Elle ne peut pas être réalisée en amont de l’étape (a) car 58. Voir section 4.1.3.

le Piranha comme le bain ultrasons dans l’éthanol à 70% dissolvent la

S1813 G2. De plus, elle ne peut être réalisée après l’étape (b) au risque

de dégrader la couche de silanes. Le temps nécessaire à la réalisation des

micro-motifs dans la résine photo-sensible, et le dépôt de la résine elle-

même, affectent cependant le niveau d’activation des surfaces de verre.

C’est pourquoi nous avons rajouté une étape de ”ré-activation” des sur-

faces, qui s’insère entre l’étape de microstructuration de la S1813 G2

et la silanisation par les MPTMS. Elle consiste en un simple passage

de 2 min au Plasma-Air 59. Pour cette durée, nous n’avons pas observé 59. Empiriquement, et comme men-

tionné en partie 4.1.2.2, une exposition

de 2 min est suffisante pour rendre hy-
drophile une surface de verre.

de dégradation significative de la bordure des micro-motifs réalisés

dans la résine. Les étapes de silanisation et d’incubation des QDs –

avec ligands de surface MPA ou TOP/TOPO – restent inchangées. Les

boites quantiques étant liées à la surface de verre par l’intermédiaire

des MPTMS, cette fonctionnalisation covalente résiste sans problème

à l’étape finale de lift-off de la S1813 G2, qui consiste en un bain sous

ultrasons de 5 min dans l’acétone 60. Les lamelles sont ensuite rincées 60. 24201-5L, Honeywell.

délicatement à l’air comprimé. La Figure 4.23 témoigne de la grande li-

berté de formes que cette microstructuration top-down permet, tout en

conservant les qualités de densité et d’homogénéité de notre méthode

de fonctionnalisation bottom-up.

100 nm

Figure 4.23 – Démonstration

de la variété des micro-motifs

2D de QDs réalisables. Exemple

avec des QDs[TOP]. (A) Image

MEB de l’intérieur d’un micro-

motif. (B-H) Images TIRF de di-

verses microstructures.

Une fois cette preuve de concept réalisée, nous avons pu entre-

prendre de caractériser plus finement le protocole dans son ensemble

et, en particulier, étudier l’impact des paramètres d’illumination de la

résine photo-sensible sur les micro-motifs finaux de QDs obtenus.
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4.2.3.4 Influence des paramètres d’illumination UV

Il y a 2 paramètres contrôlables lors de l’étape d’illumination. La

puissance laser 61 à 375 nm permet de contrôler la rapidité de l’impres- 61. Exprimée en pourcentages de la va-

leur maximum, ∼5 mW en sortie d’ob-

jectif.
sion des motifs pour une dose donnée. L’irradiance totale, ou dose 62,

62. Exprimée en mJ/mm2 dans le logi-

ciel Leonardo

définit la quantité d’énergie envoyée sur la résine photo-sensible. C’est

donc l’influence de ces 2 grandeurs que nous allons détailler dans les

paragraphes suivants.

(a) Vérification de l’absence d’effet de la puissance laser

Nous n’avons pas réussi à mettre en évidence un quelconque effet de

la puissance laser utilisée sur les micro-motifs finaux. À titre d’exemple,

la Figure 4.24 montre la superposition des courbes obtenues par profi-

lomètre de motifs issus d’illumination UV de 10 et 100%. Ces résultats

sont représentatifs de l’étude paramétrique que nous avons menée, en

croisant les variations de puissance laser avec les variations d’irradiance

UV totale dans le but d’identifier de potentielles configurations faisant

office d’exception 63. En l’absence d’effet, nous avions alors tout intérêt 63. Les résultats ont essentiellement été
évalués qualitativement par microsco-

pie classique.
à utiliser en permanence la puissance laser la plus élevée possible, de

manière à minimiser le temps d’exposition.

0
Figure 4.24 – Mesure au pro-

filomètre des micro-motifs de

S1813 G2 selon la puissance la-

ser d’illumination UV.

Ainsi, le temps d’illumination nécessaire pour un motif, dans le

cas d’une irradiance de 2 ou 3 mJ/mm2, est de l’ordre de la se-

conde. Le champ d’illumination correspondant au DMD avec l’objec-

tif ×10 , 924×574 µm2, permet alors de réaliser, de façon automa-

tisée et sans défaut de mise au point, un ensemble de 5×3 projections

d’images sur une lamelle en moins d’une minute. Soit une taille totale

de 4,6×1,72 mm2.

(b) Effet de la variation de la dose

En ce qui concerne la dose d’irradiation, deux aspects nécessitaient

d’être étudiés : l’influence de ce paramètre sur la fidélité des micro-

motifs vis-à-vis de l’image numérique projetée ; et sur la qualité de

la photo-activation de la résine. Concernant ce deuxième point, les

éléments donnés en section 4.2.3.3 corroboraient plutôt solidement

l’idée que l’étape de développement enlève l’intégralité de la S1813 G2

dès l’apport d’une dose UV d’au moins 2 mJ/mm2. La Figure 4.25

présente la comparaison des signaux de photoluminescence de micro-

motifs de QDs, où l’on a fait crôıtre la dose d’irradiation UV.
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50 µm 

(a) 2 mJ/mm2

50 µm 

(b) 4 mJ/mm2

50 µm 

(c) 6 mJ/mm2

(d) Coupes des microstructures selon l’axe vertical (pointillés).

Figure 4.25 – Influence de

la dose UV reçue par la résine

S1813 G2 sur le signal de pho-

toluminescence des micro-motifs

de QDs.

Moyenne et écart-type du signal

obtenu pour l’axe vertical central des

différents motifs :

S2 = 6483 ± 674 coups/px

S4 = 5526 ± 536 coups/px

S6 = 6184 ± 620 coups/px

De fait, on ne constate pas de modification du niveau de signal

corrélée à la dose totale d’irradiance UV utilisée. Les signaux appa-

raissent même comme quasi-strictement équivalents à partir des va-

leurs de coups/pixel moyennes enregistrées – cf. Figure 4.25 (d). Par

contre, la fidélité des motifs de QDs est bien affectée par l’augmenta-

tion de de la dose UV d’illumination, comme cela est mis en évidence

en Figure 4.26. À l’aide d’un design de motif bien choisi, on peut ef-

fectivement mettre en évidence un phénomène de ”bavure”, présent

dès 4 mJ/mm2 qui peut aller jusqu’à une fusion des motifs les plus

proches, normalement séparés de 5 µm. Ainsi, l’ensemble des éléments

développés dans cette section plaide donc en faveur d’une dose UV la

plus faible possible, ici 2 mJ/mm2.

50 µm 

(a) 2 mJ/mm2

50 µm 

(b) 4 mJ/mm2

50 µm 

(c) 6 mJ/mm2

Figure 4.26 – Influence de la

dose UV reçue par la résine

S1813 G2 sur la fidélité des

micro-motifs de QDs.

En revanche, nos résultats préliminaires au profilomètre semblaient

indiquer que les micro-motifs les plus petits étaient plus susceptibles

d’être obtenus via une dose UV de 3 mJ/mm2. La section suivante per-

mettra donc de clarifier ce point et montrer ce que l’on peut atteindre

à l’aide de notre méthode de microstructuration.
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4.2.4 Résolution et homogénéité des micro-motifs 2D de QDs

4.2.4.1 Résolution limite des motifs

Figure 4.27 – Image numérique

projetée sur la résine S1813 G2

pour l’étude de la résolution op-

timale des micro-motifs de QDs.

Nous avons réalisé plusieurs essais comparés de micro-motifs de QDs

pour des doses UV valant 2 ou 3 mJ/mm2. L’image projetée sur la

résine photo-sensible pour cette étude est donnée Figure 4.27. Chaque

ligne verticale est associée à un nombre exprimant la largeur de la

ligne en pixels – avec l’objectif ×10, 1 px = 0,5 µm. La ligne de QDs

la plus fine visible par imagerie TIRF nous donne accès à la limite de

résolution de notre protocole. La Figure 4.28 présente un exemple de

détermination de la résolution maximale atteinte : on constate sans

grande surprise que la limite de taille de nos micro-motifs (∼2 µm)

correspond à la limite en résolution du dispositif PRIMO.

Figure 4.28 – Motif le plus

petit réalisable par microstruc-

turation des surfaces avec des

QDs.

(A) Image TIRF des plus petits

micro-motifs de QDs.

(B) Profil moyen de la ligne de 5 px

de large, soit en théorie 2,5 µm. La

largeur à mi-hauteur (LMH) mesurée

sur les images TIRF est de 2 µm.

De manière générale, nous n’avons observé aucune différence signifi-

cative entre les doses UV de 2 et 3 mJ/mm2, que ce soit sur le plan de

la fidélité comme de la résolution optimale atteignable. Cependant, la

mise au point 64 a de nouveau été identifiée comme un facteur critique 64. Dont les enjeux ont été donnés en

partie 4.2.3.2.de ce procédé. Sans pouvoir produire d’étude statistique probante,

notre expérience sembler indiquer que l’irradiance UV à 3 mJ/mm2

permet plus souvent de compenser un éventuel défaut de mise au point

lors de l’étape d’illumination UV de la résine photo-sensible, ce qui est

particulièrement critique lorsque l’on souhaite réaliser un motif à la li-

mite de résolution du système PRIMO. C’est donc cette dose UV que

nous avons choisie pour notre protocole de référence.

4.2.4.2 Homogénéité des motifs

La photolithographie employée élimine simplement des zones ac-

cessibles au processus de fonctionnalisation. Il était attendu que le

niveau d’homogénéité de répartition des QDs sur les surfaces micro-

structurées soit la même que ce que nous avions déjà observé sans mi-

crostructuration. C’est ce que l’on peut constater lorsque l’on emploie

les QDs[TOP], comme cela est montré sur les Figures 4.29 (a) et (b), où

les micro-motifs obtenus sont bien délimités et leur constitution interne
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est homogène. Ce résultat change lorsque l’on utilise les QDs[MPA] :

nous avons pu observer l’apparition très régulière d’agrégats, toujours

situés au bord des micro-motifs – Figures 4.29 (c) et (d).

50 µm

(a) (b)

(c) (d)

Figure 4.29 – Micro-motifs

obtenus avec des QDs[TOP] et

QDs[MPA].

(a) Image TIRF de micro-motifs

obtenus avec des QDs[TOP].

(b) Image MEB au bord d’un micro-

motif de l’image (a).

(c) Image TIRF d’un micro-motif

obtenu avec des QDs[MPA].

(d) Image MEB au bord du micro-

motif de l’image (c).

En étudiant par imagerie d’épifluorescence 65 l’étape d’incubation 65. IX73, Olympus ; objectif ×10 ; illu-

mination à 490 nm ; pE-4000 Cool-
LED.

de la solution de QDs[MPA] elle-même, nous avons pu mettre en

évidence – voir Figure 4.30 – la présence de micro-bulles formées sur

les patterns de S1813 G2. Ce phénomène, cause probable de la forma-

tion des agrégats, résulte de l’hydrophobicité du verre silanisé et de

la résine S1813 G2 – les QDs[MPA] sont solubilisées dans un tampon

NaHCO3. Nous avons tenté d’éviter la formation de ces micro-bulles

de diverses manières 66, mais sans réussir à les faire disparaitre. 66. Immersion verticale des lamelles ; ul-
trasons pendant incubation.

50 µm

(a) PL enregistrée pendant

l’incubation des QDs[MPA]

50 µm

(b) PL des QDs[MPA] après lift-off

de la S1813 G2

Figure 4.30 – Mise en évidence

de micro-bulles sur les mo-

tifs lors de l’incubation de

QDs[MPA]. Excitation à

490 nm.
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4.3 Conclusions sur la microstructuration des QDs

Au cours de ce chapitre, j’ai présenté notre protocole de fonctionna-

lisation de lamelles de verre déjà initié dans la thèse de L. Riachy [263].

Ce protocole a été enrichi en mettant à profit le savoir-faire, en termes

d’échanges de ligands, que nous avons exposé au chapitre précédent,

et j’ai réalisé une caractérisation approfondie des surfaces obtenues.

Les monocouches de boites quantiques obtenues peuvent atteindre des

densités surfaciques très élevées 67 – plus de 3000 QDs/µm2 – ce qui 67. Pour obtenir des densités faibles, on

peut jouer sur : les ligands de sur-

face, en privilégiant les TOP/TOPO ;
le temps d’incubation ; ou encore la

concentration de la solution de QDs

utilisée pour l’incubation – ce qui
en fait une technique adaptable à

de nombreux besoins. Des travaux
annexes avec des collègues du L2n,

A. Broussier et C. Couteau, ont par

exemple permis de montrer la possi-
bilité de descendre à une densité sur-

facique de 1 QD/µm2, avec une solu-

tion de 10 nM incubée durant 30 s.
Il a pu être démontré que ces QDs

étaient émetteurs de photons uniques

et qu’ils pouvaient être couplés avec
des guides d’ondes, permettant l’ob-

tention de photons uniques en sortie

d’une fibre optique.

est indispensable pour adapter l’irradiance laser ou le temps d’acqui-

sition dans le contexte de l’imagerie NEF. Les boites quantiques étant

liées de manière covalente à la surface en verre par l’intermédiaire de

silanes, la fonctionnalisation se révèle très résistante, ce qui nous a

permis de montrer la pertinence de combiner cette approche bottom-

up avec une pré-microstructuration top-down par photolithographie

UV avec la résine photo-sensible S1813 G2. Les micro-motifs de QDs

ainsi obtenus ont eux-aussi été caractérisés, et la résolution maximum

a été établie comme ∼2 µm. Le protocole complet issu de cette étude

est résumé Figure 4.31. Dans le chapitre suivant, on s’attachera alors à

présenter nos travaux de biofonctionnalisation de ces microstructures

2D, et démontrer la possibilité d’obtenir un signal FRET dans une

situation modèle.

(a) Dépôt de la S1813 G2 (b) Illumination UV

≃

(c) Développement des motifs

(d) Formation couche d’accrochage (e) Greffe des QDs (f) Élimination de la S1813 G2

Figure 4.31 – Résumé du pro-

cessus de microstructuration 2D

de boites quantiques.
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Le but de ce chapitre est de démontrer la possibilité de biofonc-

tionnaliser des surfaces microstructurées pour l’imagerie NEF. Nous

y présentons la nécessité de passiver le verre autour des micro-motifs,

ainsi qu’une analyse quantitative de FRET dans une situation modèle.

5.1 Principe

Comme on a pu le voir en section 3.3, il existe de nombreuses

manières de fonctionnaliser des boites quantiques en jouant sur le de-

sign modulaire de leurs ligands de surface. Le protocole de fonction-

nalisation présenté au chapitre précédent facilite vraisemblablement

le remplacement des ligands présents sur les QDs par d’autres, bio-

compatibles, dont la fonctionnalisation peut être adaptée. Après avoir

exposé la stratégie de conception des ligands utilisés dans cette étude,

je présenterai les résultats expérimentaux ouvrant la voie à l’étude

de l’adhésion cellulaire par imagerie NEF sur des surfaces microstruc-

turées.

5.1.1 Chélation et complexes de coordination

5.1.1.1 Éléments généraux sur la chélation

La très grande majorité des composés dits métalliques sont, de fait,

des complexes de coordination, où un atome métallique central est en-

touré d’un certain nombre de ligands. Dans le cas général, on parle in-

différemment de coordination ou complexion. Le terme de chélation 1 1. Dérivé du mot grec χηλή, ”khêlê”,

qui renvoie aux pinces du homard mais

aussi d’autres crustacés.
est employé lorsque l’ion métallique complexé 2 est lié au ligand de

2. Le chélaté.coordination 3 par au moins 2 liaisons de coordinations. La forma-
3. Le chélatant, ou chélateur.tion de tels complexes, outre son omniprésence dans la nature, est un

phénomène reconnu comme d’importance vitale chez la plupart des

organismes vivants multicellulaires 4. 4. Les ions métalliques dans

les systèmes biologiques sont
généralement répartis entre quatre

états différents in vivo. Il y a d’abord
les formes inertes du complexe
métallique, qui peuvent être présentes

dans une matrice solide, comme le
calcium dans les os et les dents, soit

être complexées dans une protéine

non réactive. Il existe ensuite trois
états d’espèces labiles. Les protéines

métalliques liées de manière réversible

à des ions métalliques sont connues
sous le nom d’espèces de masse

moléculaire élevée. Celles-ci sont en

équilibre avec les complexes dits de
faible masse moléculaire. Enfin, il doit

y avoir des ions métalliques directe-

ment complexés avec l’eau, bien que
cela soit hautement improbable à un

pH = 7,4 en raison du phénomène

d’hydrolyse [207].

Cependant, pour certains ions métalliques vitaux comme le cuivre,

le fer, et le zinc, une régulation homéostatique défectueuse dans l’or-

ganisme peut conduire à l’apparition de pathologies. De nombreuses

études suggèrent par exemple un lien entre ces problèmes de régulation

et l’apparition des maladies d’Alzheimer ou Parkinson, ainsi que de

certains cancers. Les stratégies thérapeutiques intègrent donc l’utili-

sation de molécules capables de chélater ces métaux pour promou-

voir leur excrétion, de manière à soulager l’organisme dans sa tâche

de régulation homéostatique [304]. Outre ces applications strictement

médicales, les agents chélatants sont aussi utilisés dans des domaines

aussi divers que la purification de protéines, des procédés industriels
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très variés 5 et des produits de consommation courante 6, ou encore 5. Pâte et papier, traitement photogra-

phique, ainsi que l’industrie nucléaire.

6. Détergents ménagers, nettoyants

pour surfaces dures, dégraissants,
agents de lavage des voitures,

détartrants marins, fixateurs de

colorants, etc.

pour contrôler la chimie des métaux ; mais également comme agents

d’adoucissement de l’eau dure, comme conservateurs alimentaires ou

composants d’engrais microélémentaires. Ils jouent aussi un rôle essen-

tiel dans les processus métallurgiques avec des applications à chaque

étape du traitement du minerai 7 [305]. 7. De la flottation à l’obtention d’un

métal en passant par la lixiviation,
l’enrichissement et la séparation.

5.1.1.2 Terminaison de ligands pour adsorption sur les QDs

Concernant la fonction d’ancrage des ligands à la surface des QDs,

notre choix s’est donc porté sur les cycles imidazole 8. Ces groupes 8. Voir Figure 3.17.

fonctionnels sont notamment présents dans l’histidine, un acide aminé

capable de complexer une grande variété d’ions métalliques de transi-

tion bivalents (Zn, Ni, Cu, Fe, Co, Mn) 9. Cette propriété émerge de la 9. L’histidine est par ailleurs le
chélatant le plus commun de Zn

dans le vivant, suivi par la cystéine

via un atome de souffre et l’as-
partate/glutamate via un atome

d’oxygène [304].

présence de 2 atomes d’azote 10 qui peuvent être protonés/déprotonés

10. Ici notés Nπ et Nτ , en accord avec

la référence mobilisée.

dans les conditions adéquates [306]. La Figure 5.1 représente les confi-

gurations possibles de l’histidine. Ayant un premier pKa ≈ 6,5, la

châıne latérale est entièrement protonée et chargée positivement dans

des conditions acides. Dans des conditions physiologiques, l’un des

atomes d’azote 11 est déprotoné et la châıne latérale n’est alors pas 11. Généralement Nπ.

chargée, ce qui permet la liaison avec un atome métallique.

+
3

M2+ M2+ M2+ M2+

Figure 5.1 – Chimie de l’his-

tidine et fixation des métaux.

Adapté de de [306].

(a) Structure chimique de l’acide

aminé histidine (His) dans des condi-

tions physiologiques (pH ≈ 7,5).

(b) En fonction du pH, la châıne

latérale imidazole de l’histidine peut

exister sous plusieurs formes. La

liaison du métal M2+ ne peut se

produire que lorsqu’un proton est

perdu par au moins un atome d’azote.

Le choix de l’imidazole comme fonction d’ancrage, via l’utilisation

d’histidines ou plus directement de cycles imidazole, permet donc une

accroche spécifique et stable sur le zinc à la surface des boites quan-

tiques via la formation d’un complexe de coordination. Cette approche

a d’ailleurs déjà été employée pour des QDs en solution collöıdale [307-

310] et même pour l’immobilisation de boites quantiques et nanopar-

ticules d’or sur des surfaces [311]. Cette méthode présente également

l’avantage d’ouvrir la voie à un nettoyage simple des lamelles de QDs

après expérience, par un rinçage dans une solution d’imidazole pur, ce

qui permettrait la réutilisation des surfaces préparées.

5.1.2 Ligands à ancrage Imidazole

Figure 5.2 – Schéma des deux

ligands utilisés et leur fonction.

Durant ma thèse, j’ai utilisé 2 ligands à ancrage imidazole différents.

Ils se distinguent essentiellement par leur autre terminaison, et donc

leur usage – Figure 5.2. Le premier dispose à son extrémité du peptide

RGD pour permettre l’adhésion cellulaire ; le second d’un fluorophore :

l’Alexa Fluor 647. Ce 2e ligand a été utilisé pour mettre en évidence

l’adsorption sur les QDs, et pour des expériences de FRET.
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5.1.2.1 Ligand terminé RGD : His-RGD

3

3

2

+

2 2

Figure 5.3 – Structure chi-

mique de His-RGD. Produite à

partir de PepDraw et vectorisée

via InkScape.

Le premier ligand est représenté sur la Figure 5.3. Il correspond à la

séquence peptidique GRGDSPKGAGAKG-HHHHHHH, de masse mo-

laire égale à 2117 g/mol. Le bloc de 7 histidines permet une accroche

stable à la surface des QDs par leurs cycles d’imidazole : certaines liai-

sons peuvent se défaire temporairement, mais il est relativement im-

probable que les 7 cycles imidazole se délient des QDs en même temps.

À l’autre extrémité, le tri-peptide RGD permet l’adhésion cellulaire

via sa reconnaissance par les intégrines des cellules – voir présentation

en chapitre 1. L’effet de la fonctionnalisation des surfaces de QDs par

ce ligand His-RGD ont été décrites en section 4.1.4.2, et plus parti-

culièrement avec la Figure 4.15. Pour obtenir ces résultats, une incu-

bation des lamelles avec une solution de His-RGD à 1 µM dans un tam-

pon Hepes 12 permet un recouvrement quasiment instantané des boites 12. Comme en partie 3.3.2.2 : Hepes à

0,1 M avec 200 mM de NaCl, et dont
le pH est ajusté à 8 via de la soude à

10 M.

quantiques. En pratique, la phase d’incubation est généralement laissée

entre 5 et 10 min, avant un rinçage avec la solution tampon Hepes. Le

ligand His-RGD a été synthétisé sur la plateforme de synthèse pepti-

dique de l’Institut de Biologie Paris-Seine. À ce titre, nous remercions

tout particulièrement Christophe Piesse.

5.1.2.2 Ligand terminé Alexa Fluor 647 : Im-AF647

Le second ligand est composé d’un premier bloc d’environ 8 cycles

imidazole jouant le même rôle que les histidines du His-RGD, puis un

second bloc d’environ 26 molécules de sulfobétaine 13 pour promouvoir 13. On reconnâıtra la même espèce

chimique zwiterionique utilisée par

l’équipe de T. Pons pour concevoir
le ligand DHLA-SB, décrit en par-

tie 3.3.1.3.

la solubilité dans l’eau et minimiser les phénomènes d’adsorption non-

spécifique [228-230] – cf. Figure 5.4. Après un lien tri-éthylène-glycol, le

ligand est terminé par un groupement aminé N3 conjugué au colorant

AF647-DBCO. La masse molaire de l’ensemble vaut 8300 g/mol, et

la taille du Im-AF647 lorsque complètement déplié vaut 4 à 5 nm, ce

qui permet de placer l’accepteur à une distance idéale de la surface des

QDs pour le FRET. La concentration de la solution mère est d’environ

3 mM dans un tampon Hepes à 0,1 M, qui contient 150 mM de NaCl,

à pH = 7. Au cours des expérimentations de ce chapitre, la dilution a

systématiquement été faite dans la même solution tampon Hepes que

décrite au paragraphe précédent. Nous remercions ici Thomas Pons

pour nous avoir fourni ce ligand.
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Figure 5.4 – Structure chi-

mique de Im-AF647, fournie par

T. Pons.

5.2 FRET en solution aqueuse

Dans le but de vérifier la conjugaison entre nos QDs et le ligand

Im-AF647, nous avons tout d’abord réalisé une série d’expériences en

solution. Cette conjugaison permet de coupler les donneurs (QDs) et

les accepteurs (AF647) de façon à initier le transfert d’énergie non-

radiatif (FRET) entre les 2 espèces chimiques. Pour cela, nous avons

utilisé nos QDs rendus solubles en milieu aqueux, que ce soit via des

ligands DHLA-SB ou MPA 14. 14. Cf. parties 3.3.1.3 et 3.3.1.4 pour

leur description, et parties 3.3.2.2 et
3.3.2.3 pour les protocoles d’échange

de ligands depuis les QDs[OA] obte-

nus après synthèse.

5.2.1 Méthodologie

L’ensemble des spectres de photoluminescence présentés dans cette

section ont été obtenus sur le même spectrophotomètre UV-visible

Cary Eclipse 15. La vitesse de scan était de 120 nm/min avec un inter- 15. FL1102M006, Agilent

valle de 1 nm entre chaque point de mesure, pour un temps d’acqui-

sition par point de 0,5 s. Ce dispositif commercial présente certaines

limitations notables. L’illumination fournie par ce spectrophotomètre

UV-visible utilise un ensemble de lampes dont l’allumage précis va

varier à chaque mise en route. Autrement dit, l’irradiance effective

de l’échantillon étudié peut varier selon les jours – ou même au sein

d’une même journée si la machine est malencontreusement éteinte par

des collègues. Ce dispositif ne permettant pas de contrôler la valeur

absolue de l’illumination, il n’est en pratique pas possible de compa-

rer quantitativement des courbes issues de journées d’expérimentation

différentes 16. D’autres biais peuvent également apparaitre dans le cadre 16. En revanche, à l’échelle d’une demi-
journée, l’illumination reste suffisam-

ment stable pour que nous n’ayons pas

pu mettre en évidence de variation du
signal obtenu pour une même solution.

de ce type de mesures en solution. Par exemple, à faible concentra-

tion 17, il est crucial d’utiliser la même micropipette équipée du même

17. Typiquement ⩽ 0,5 µM.
cône si l’on veut minimiser les incertitudes de dilutions des différentes

espèces.

5.2.2 Absence de FRET avec les QDs[DHLA-SB]

L’utilisation des QDs[DHLA-SB] permet une expérience de contrôle,

avec une situation dans laquelle il n’est pas possible d’échanger le li-

gand des QDs par celui qui intègre l’accepteur AF647 18. Dans cette 18. Comme nous l’avons mentionné dans
la section 4.1.4.1, la stabilisation par

les ligands de surface DHLA-SB est
très efficace, au point qu’ils ne per-

mettent pas la fonctionnalisation des

QDs sur verre dans le cadre de notre
protocole.

expérience, nous partons de 2 solutions initiales à 100 nM : une de

QDs[DHLA-SB], une autre de ligand Im-AF647. Après une mesure de
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chaque solution, les 2 espèces chimiques sont mélangées dans la cuvette

de spectroscopie, de façon à travailler à volume constant. J’ai fait va-

rier la proportion de donneur et accepteur de 1 : 1 à environ 1 : 5. Les

spectres mesurés à chacune de ces étapes sont donnés en Figure 5.5.
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Figure 5.5 – Spectres de pho-

toluminescence des différentes

solutions de QDs[DHLA-SB]

(Donneur) et Im-AF647 (Accep-

teur).

Le très léger signal sur l’intervalle spectral 640-700 nm ne dépasse

pas ce qui est observé pour le Im-AF647 seul à 458 nm, comme on peut

le vérifier sur la Figure 5.5 (b). Il s’agit donc uniquement de l’excita-

tion directe de l’accepteur à cette longueur d’onde. Cette expérience

semble ainsi confirmer la trop grande passivation causée par les ligands

DHLA-SB, que nous avions déjà constaté sous une autre forme – sec-

tion 4.1.4.1. Dans cette situation, il n’y aucun signal de FRET car le

ligand Im-AF647 ne s’adsorbe pas à la surface des QDs.

5.2.3 FRET avec les QDs[MPA]

5.2.3.1 Démonstration spectrale du FRET

Pour cette seconde expérience, une série de mélanges de QDs[MPA]

et Im-AF647 sont préparés séparément de manière à obtenir des so-

lutions de ratio donneur : accepteur les plus précises possible 19, tout 19. Les ratios donneur : accepteur effec-

tifs de l’expérience précédente peuvent

être biaisés si les dynamiques d’ad-
sorption des QDs[DHLA-SB] et Im-

AF647 sur les parois des cuvettes en

quartz sont trop différentes. Nous mi-
nimisons cette possibilité en réalisant

à chaque fois une nouvelle solu-
tion de mélange à partir des mêmes

solutions mères, qu’on caractérise

immédiatement.

en conservant une concentration du donneur à 50 nM dans chaque

cas. La Figure 5.6 récapitule l’ensemble des spectres mesurés pour

cette expérience. Les paramètres du spectrophotomètre, sont ajustés

de manière à ce que le signal d’excitation directe de l’accepteur (Im-

AF647) soit nul. Cela permet ainsi de considérer – Figure 5.6 (a) – l’en-

semble de l’éventuel signal observé sur l’intervalle 640-800 nm comme

étant généré par du FRET 20. On constate alors que ce dernier se mani-
20. Avec une contribution marginale du

débordement spectral des QDs.
feste sans ambigüıté dès un ratio donneur : accepteur de 1:1. Augmen-

ter la fraction de l’accepteur Im-AF647 par rapport aux QDs[MPA]

se caractérise par une augmentation progressive du quenching de la

photoluminescence des boites quantiques, corrélée à l’augmentation

du signal issu du FRET.
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(b) Excitation à 633 nm

Les spectres des ratios donneur : accepteur 1:15 et 1 :20 ont été réalisés à partir d’une solution de Im-AF647 différente

des spectres allant de 1 :1 à 1 :10. L’agrégation de ces courbes est néanmoins justifiée par la précision suffisante des

réalisations de solutions, comme montré par le spectre 1 :10 (2) qui nous sert de contrôle. La Figure 5.6 (b) permet

de contrôler la présence de l’accepteur via l’acquisition du spectre de fluorescence sous une excitation à 633 nm.

Figure 5.6 – Spectres de photo-

luminescence des différentes so-

lutions de QDs[MPA] (donneur)

et Im-AF647 (accepteur).

Il est également possible de calculer l’intégrale de ces différents

spectres, de manière à mieux visualiser l’évolution des signaux en fonc-

tion du ratio accepteur/donneur – cf. Figure 5.7. Le quenching de pho-

toluminescence des boites quantiques décroit avec l’augmentation de la

proportion d’accepteur Im-AF647. À l’inverse, le signal issu du FRET

augmente jusqu’à un plateau.
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(a) Évolution du quenching de photoluminescence des

QDs et du signal de FRET
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(b) Évolutions comparées du signal de FRET normalisé

et de la quantité d’accepteur

(a) Le signal de FRET de l’accepteur est ajusté par la fonction de saturation donnée par l’Éq. (5.2.1). La PL des

QDs est ajustée par une fonction de même type, mais décroissante – Éq. (5.2.2). La grandeur xs correspond au seuil

de saturation, donné en ratio accepteur/donneur. (b) L’intégrale spectrale A est ajustée par une fonction linéaire,

l’intégrale spectrale A/D par un polynôme du second degré.

Figure 5.7 – Intégrales spec-

trales des signaux des différentes

solutions de QDs[MPA] (Don-

neur) et Im-AF647 (Accepteur).
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Réaliser un fit du signal de FRET et de la photoluminescence des

QDs – Figure 5.7 (a) – à l’aide de fonctions de saturation de type Lang-

muir – Éq. (5.2.1) et (5.2.2) – permet d’obtenir des valeurs de seuil de
y = a

x

1 +
x

xs

(5.2.1)

y = y0 − a
x

1 +
x

xs

(5.2.2)

saturation, données en ratio accepteur/donneur, de xs(PL) = 5 ± 1 et

xs(FRET) = 3,1 ± 0,3. La différence de valeur n’est pas surprenante.

En effet, le ligand Im-AF647 stabilise la photoluminescence des QDs

de la même façon que le ligand His-RGD – cf. section 4.1.4.2. La va-

leur xs(PL) tirée de l’évolution du quenching est donc nécessairement

sur-estimée. À partir de xs(FRET), on peut évaluer la constante de

dissociation Kd = CA · xs ≈ 155 nM ≈ 1,55·10−7 M. La constante

d’association 21 vaut donc Ka = 1/Kd ≈ 6,45·106 M−1. Le plateau de 21. Ces valeurs peuvent être comparées

au grandeurs correspondant aux
constantes d’association et dissocia-

tion des complexes Im-Zn2+ dans la

littérature, respectivement :
Ka ≈ 109,2 M−1

Kd ≈ 6,3·10−10 M

On pourrait interpréter cette
différence comme signifiant que dans

notre configuration expérimentale,

l’adsorption de notre ligand sur les
QDs est moins forte que prévue. La

littérature sur le sujet est cependant
difficile d’accès et les valeurs incer-

taines [312, 313].

La comparaison avec une constante
de dissociation bien connue,

celle de la liaison biotine–avidine

(10−15 M) [314] indique néanmoins
que la liaison QDs–Im-AF647 est

bien moins stable que cette liaison de

référence.

signal semble débuter avec l’équilibre entre émission des donneurs et

émission générée par FRET des accepteurs, i.e. pour un ratio donneur :

accepteur entre 1:12 et 1 :13 – Figure 5.7 (b). Au-delà, le quenching de

photoluminescence des QDs se poursuit sur un rythme moins soutenu,

et le signal issu du FRET reste relativement constant. Cette expérience

met donc clairement en évidence le FRET entre nos boites quantiques

et l’Alexa Fluor 647. Elle semble également montrer qu’il n’est pas pos-

sible de quencher complètement la photoluminescence des QDs avec le

ligand Im-AF647.

5.2.3.2 Démonstration de la spécificité de liaison entre donneur et accepteur

Il est possible de montrer, même dans le contexte d’études en so-

lution, que l’apparition du signal de FRET est bien lié à la formation

d’assemblages entre donneurs et accepteurs sur la base d’une liaison

spécifique – ici, la chélation. Pour ce faire, nous créons une situation de

compétition entre les ligands terminés AF647 et de l’imidazole pure,

afin d’entraver la formation du complexe QDs—Im-AF647. Le proto-

cole général d’expérimentation reste le même que précédemment. La

Figure 5.8 donne les résultats pour l’ajout d’imidazole à 2 M, premier

niveau de concentration où l’on peut observer un effet tangible.
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(b) Excitation à 633 nm

Figure 5.8 – Effet de

l’ajout d’imidazole à 2 M en

compétition avec le Im-AF647.
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En intégrant les spectres sur l’intervalle 640-800 nm, le contrôle à

633 nm en Figure 5.8 (b) montre que, malgré une quantité d’accepteur

légèrement supérieure à la situation où l’accepteur est seul (+16%), on

constate une forte diminution (-78%) du signal généré par FRET – Fi-

gure 5.8 (a) 22. Pris ensemble, ces éléments confirment l’hypothèse que 22. Et ce alors que le ratio donneur :

accepteur théorique cible étant 1 :
10, on devrait observer un ratio des

intégrales spectrales A/D entre 0,85 et

0,89 d’après la Figure 5.7 (b). Ici, dans
le cas de référence sans imidazole, on

se situe à 1,06 – indiquant un ratio

donneur : accepteur empirique proche
de 1:13.

le FRET observé dans les sections précédentes résulte de la formation

spécifique d’assemblages QDs—Im-AF647. De façon surprenante, la

baisse importante du signal de FRET ne s’accompagne cependant pas

d’une augmentation de la photoluminescence des boites quantiques 23.

23. Cet effet n’est pas le résultat d’un
problème de manipulation : il est re-

productible en solution, et on peut

aussi le constater sur les surfaces de
QDs, où le nombre de boites quan-

tiques est fixe.

J’ai réalisé la même expérience en augmentant la concentration

d’imidazole à 8 M. Les résultats sont alors plus proches de ce qui est

attendu, comme le montre la Figure 5.9. Une nouvelle fois, le contrôle

à 633 nm garantit la présence du ligand Im-AF647 à une concentration

proche de 500 nM, et l’on observe bien une diminution du signal de

FRET corrélée à une augmentation de la photoluminescence des QDs,

qui se rapproche de la photoluminescence observée pour la solution de

boites quantiques seules à 50 nM.
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(b) Excitation à 633 nm

Figure 5.9 – Effet de l’ajout

d’imidazole à 8 M en fonction du

temps.

La Figure 5.9 montre aussi une accentuation progressive de cette

dynamique avec le temps – et une légère agitation de la solution en

cuvette avant chaque nouvelle acquisition de spectre. Ces résultats

confirment donc définitivement le lien entre le FRET observé dans

la configuration QDs + Im-AF647, et la formation de complexes de

coordination entre les 2 espèces chimiques. Cette validation faite, j’ai

étudié le signal FRET sur surfaces microstruturées, de manière à prou-

ver la possiblité d’études NEFI dans ce type de configuration, mais

aussi déterminer le meilleur processus de dépôt spécifique du ligand

His-RGD sur les boites quantiques, en vue des expériences d’étude de

l’adhésion cellulaire. Le détail de ces différents éléments constitue le

reste de ce chapitre.
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5.3 FRET sur surfaces microstructurées

Dans cette partie, nous établirons premièrement le domaine d’irra-

diance laser adapté à nos expérimentations. Après avoir montré com-

ment mettre en œuvre le ligand Im-AF647 lorsque les boites quantiques

sont déposées sur une surface en verre 24, nous présenterons nos obser- 24. Et par conséquent, comment mettre

en œuvre le ligand His-RGD.vations FRET en imagerie TIRF sur nos microstructures.

5.3.1 Signal d’excitation directe l’accepteur à 458 nm

Pour correctement analyser le signal enregistré à travers la fenêtre

de détection dédiée au FRET dans notre dispositif TIRF 25, il faut 25. Présenté en section 2.4. La fenêtre
de détection du FRET FA sélectionne

la gamme spectrale λ = 672-696 nm.
déterminer au mieux le bruit de fond provenant de l’excitation directe

de l’accepteur à 458 nm – cf. section 2.2.3. Pour cela, on dépose le

ligand Im-AF647 à 100 µM sur une surface de verre nettoyée par Pi-

ranha. Un puits de PDMS est utilisé pour pouvoir conserver la solution

sur la surface de façon stable lorsque la lamelle de verre est étudiée

sur le microscope. Ce puit permet également de réaliser le rinçage sans

démonter l’échantillon de son support – cf. Figure 5.10.

Figure 5.10 – Schéma du dépôt

de Im-AF647 sur lamelle de

verre avec puits de PDMS.

5.3.1.1 Caractérisation spectrale

Le signal de référence permettant de contrôler la présence du Im-

AF647 est produit par une excitation à 633 nm, et détecté à l’aide

du spectrophotomètre de notre montage optique – section 2.4.1.4. Un

filtre passe-haut sélectionnant les longueurs d’ondes λ ⩾ 500 nm est

placé sur le chemin optique. Les spectres résultant de cette expérience

sont tracés sur la Figure 5.11.

(a) Avant rinçage (b) Après rinçage

L’irradiance d’illumination de contrôle à λ = 633 nm est d’environ 1 W/cm2, pour un temps d’acquisition tacq = 1 s.

Les spectres tracés sont le résultat d’une moyenne de 25 spectres. Pour une excitation à 458 nm, on enregistre des

spectres du même type mais cette fois pour des valeurs d’irradiance entre 0,05 et 4,5 W/cm2. Le rinçage est réalisé

par la solution de tampon Hepes déjà décrite en section 5.1.2.2.

Figure 5.11 – Caractérisation

spectrale du signal de l’accep-

teur Im-AF647 déposé à 100 µM

sur du verre.
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Le domaine d’irradiance propice aux mesures FRET correspond

alors au cas où l’on ne détecte pas de signal issu de l’excitation di-

recte de l’accepteur, que ce soit avant ou après rinçage de la solution

de Im-AF647. Une irradiance d’environ 1 W/cm2 à 458 nm semble

définir cette limite.

5.3.1.2 Caractérisation sur la caméra

Sur le plan de l’imagerie TIRF, on réalise le même type de me-

sures, si ce n’est que le temps d’acquisition des images vaut 0,5 s, et

que le signal est enregistré à travers la fenêtre de détection centrée à

684 ±14 nm. La Figure 5.12 synthétise les résultats de cette expérience.

(a) Image de normalisation – couleur artificielle. (b) Signal de l’accepteur à 458 nm

Les valeurs présentées sont préalablement corrigées par le bruit d’obscurité de la caméra (dark count) qui, dans cette

situation, s’élève à 109 ± 2 coups/px. À λ = 458 nm, pour une irradiance de 0,9 W/cm2, on enregistre 28 ± 6 coups/px

avant rinçage et 20 ± 5 coups/px après. Le facteur de correction δDE est défini par l’Éq. (2.2.20).

Figure 5.12 – Caractérisation

du signal d’excitation directe à

458 nm de l’accepteur Im-AF647

sur la caméra, déposé à 100 µM

sur du verre.

On constate un nombre de coups/px dépassant le bruit d’obscu-

rité de la caméra relativement faible à toutes les irradiances à 458 nm.

Atteindre une parfaite absence de signal d’excitation directe est cepen-

dant difficile, sauf pour une irradiance d’environ 0,06 W/cm2. Comme

on l’a présenté en section 2.2.3.2, réaliser de l’imagerie NEF quanti-

tative à partir de l’émission de l’accepteur nécessite de disposer d’un

facteur de correction permettant de relier le signal émis sous excitation

à 633 nm au signal d’excitation directe (DE) obtenu à 458 nm dans la

fenêtre de détection du FRET. Le résultat du calcul 26 de ce facteur 26. Défini dans le cadre méthodologique

QuanTI-FRET – section 2.2.3.2.δDE est donné dans la partie supérieure de la Figure 5.12 (b).

5.3.2 Compétition entre chélation et adsorption résiduelle

Le deuxième élément que nous souhaitions étudier est la manière

dont le ligand Im-AF647 se dépose sur nos surfaces microstructurées.

Différents essais successifs ont permis d’identifier l’intervalle de concen-

trations 1-100 µM comme particulièrement pertinent. Sur une surface
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donnée de boites quantiques, un recouvrement homogène de la surface

est quasiment instantané même à 1 µM. De plus, pour une concentra-

tion donnée, le dépôt ne semble pas vraiment évoluer en fonction du

temps d’incubation. C’est donc le paramètre de la concentration qu’il

faut ajuster.

5.3.2.1 Adsorption résiduelle autour des microstructures

Comme le montre la Figure 5.13, le bloc fonctionnel de 26 sul-

fobétaines présent dans la structure du ligand Im-AF647 ne parvient

pas à minimiser l’adsorption résiduelle sur le verre comme nous l’avions

espéré. La Figure 5.13 (a) illustre un cas typique pour des micro-

structures rapprochées, de taille entre 20 et 30 µm. Sous excitation

à λ = 633 nm, le signal détectable en dehors des microstructures de

boites quantiques 27 vaut typiquement la moitié de celui émis au sein 27. Sur verre seul, donc.

les micro-motifs de QDs. Ce résultat ne dépend ni de la densité en QDs

des microstructures, ni de la concentration de la solution de Im-AF647

incubée.

(a) Petites microstructures

rapprochées

(b) Hors des domaines de

microstructures

(c) Grandes microstructures

éloignées

Les images sont obtenues après incubation de 15 min du Im-AF647 puis rinçage au tampon Hepes. Des formes

circulaires sont identifiables au niveau de la zone de dépôt du Im-AF647 sur le verre en (c). Il s’agit vraisemblablement

de traces de séchage apparaissant lorsque trop de solvant est soustrait d’un coup lors de l’étape de rinçage.

Figure 5.13 – Démonstration

de l’adsorption résiduelle autour

des microstructures de QDs par

imagerie TIRF à 633 nm.

Les images des Figures 5.13 (b) et (c) montrent de plus un phénomène

inattendu : différents niveaux de dépôt sont observables autour des mi-

crostructures. En s’éloignant des micro-motifs, la densité du dépôt de

Im-AF647 devient proche de ce qui peut être observé sur les micro-

structures elles-mêmes. Dans le cas des micro-motifs de grande taille,

la zone déplétée suit la forme des microstructures, ce qui suggère l’exis-

tence d’une compétition entre l’attraction sur les QDs et sur le verre.

Quel que soit le détail des interactions mises en jeu, l’objectif de mon

travail était de trouver le moyen de passiver la surface de verre, de façon

à minimiser – voire empêcher complètement – l’adsorption autour des

microstructures, sans pour autant entraver la fonctionnalisation des

boites quantiques elle-même 28. 28. Le but étant de pouvoir déposer le

His-RGD le plus spécifiquement pos-
sible sur les boites quantiques pour

réaliser du micropatterning cellulaire.
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5.3.2.2 Échec de la passivation avec la BSA

Figure 5.14 – Structure de la

BSA, déterminée par diffraction

aux rayons X. Extrait de [315]

citant [316].

Nous avons en premier lieu testé l’albumine de sérum bovin (BSA).

Il s’agit d’une protéine très utilisée en biologie. Ses propriétés de passi-

vation de surfaces sont couramment utilisées pour les tests ELISA [317],

Western Blot [318], ou PCR [319]. La période récente a aussi vu

émerger son usage pour des biocapteurs en microfluidique [320], ainsi

que pour la stabilisation et passivation de nanoparticules, essentielle-

ment pour des applications médicales [321, 322].

Pour cette expérience, une lamelle contenant des micro-motifs de

QDs est d’abord incubée 1 h avec une solution de BSA 29 diluée à 1%

29. A3803-10G, Sigma.

dans une solution tampon de PBS 30, puis rincée à l’eau distillée. On

30. Phosphate-buffered saline :
20010-019, Gibco.

réalise ensuite une incubation de 10 min avec une solution de ligand Im-

AF647 à 1 µM. Après rinçage au tampon Hepes, les images obtenues

sont données Figure 5.15. On peut constater l’obtention d’un résultat

contraire à ce qui est souhaité : il semble n’y avoir aucun dépôt de

Im-AF647 sur les boites quantiques, tout est adsorbé sur le verre. Cela

peut s’expliquer par la capacité de la BSA à former des complexes

de coordination avec le cuivre ou le zinc, comme en témoignent les

travaux de Lee et al. [323].
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(c) IAA

Les images (couleurs artificielles) sont issues d’une moyenne de 25 acquisitions de 100 ms, où l’irradiance à 458 et

633 nm – indiquées par e458 et e633 – valent respectivement 4,5 et 3,8 W/cm2. La lettre f indique la longueur d’onde

sur laquelle la fenêtre de détection est centrée. Les signaux IDD, IDA, IAA sont été définis chapitre 2, section 2.2.3.2.

Figure 5.15 – Signal détecté

à 458 et 633 nm, dans les

différentes conditions d’intérêt

d’une étude NEFI. Motifs de

40 µm de côté.

Si cette expérience n’a pas permis de montrer l’utilité de la BSA

pour passiver nos surfaces de manière à promouvoir exclusivement l’ad-

sorption sur les microstructures de QDs, elle corrobore l’affirmation

que le ligand Im-AF647 – lorsque c’est possible – se lie avec les boites

quantiques de manière spécifique par chélation. Ici, la BSA chélate les

atomes de zinc en surface des boites quantiques, ce qui ”interdit” la

présence de Im-AF647 sur les QDs. On peut cependant noter que la

passivation des boites quantiques par la BSA n’est pas totale : il existe

bien un faible signal IAA, autour de 200 coups/px, au niveau de la

zone correspondant au micro-motif de QDs. À cela correspond un très

léger signal IDA, autour de 130 coups/px, sur la fenêtre de détection

du FRET.
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5.3.2.3 Passivation des surfaces à l’aide de PEG

+ + + + + + + + + +

- - - - - - - - - -

Figure 5.16 – Schéma de l’ad-

sorption de PLL-g-PEG sur la-

melle de verre. Adapté de [324].

Pour passiver nos surfaces et éviter l’adosprtion du ligand Im-AF647,

nous avons finalement utilisé des molécules de PLL-g-PEG. Cette espèce

chimique est un copolymère avec un squelette de poly-L-lysine (PLL)

et des châınes périphériques de poly-éthylène-glycol (PEG) connectées

aux lysines – typiquement 1 lysine sur 3 ou 4. Le squelette de PLL,

chargé positivement, se déplie par attraction électrostatique avec le

verre chargé négativement 31, tandis que les PEG s’étendent verticale-

31. Par exemple : le verre activé

par nettoyage Piranha ou Plasma-
Air présente des groupements silanol

SiOH.

ment depuis la surface pour former une brosse polymère avec une haute

densité – Figure 5.16. Le PLL-g-PEG est très utilisé en sciences de la

vie depuis le début des années 90 [325], notamment pour bloquer l’ad-

sorption non spécifique de protéines ou empêcher l’adhésion cellulaire.

Il peut aussi être fonctionnalisé par un fluorophore ou une molécule

d’intérêt impliquée dans des phénomènes biologiques [324]. Dans mon

travail, j’ai utilisé le PLL-g-PEG 32 dilué en solution à à 0,15 ou 0,3 32. PLL(20)-g(3.5)-PEG(2), SuSoS.

mg/mL – pas de différence observée – dans un solvant Hepes à 10 mM,

avec du NaCl à 150 mM et à un pH ∼ 7,4.

Pour mettre en évidence l’effet de cette molécule, j’ai comparé 2 sur-

faces microstructurées de QDs issues d’un même lot de lamelles fonc-

tionnalisées. Un puit de PDMS est ajouté pour réaliser les différentes

étapes d’incubation et de rinçage 33. La passivation ciblée du verre 33. Suivant le modèle présenté en sec-

tion précédente via la Figure 5.10.obtenue par le PLL-g-PEG est testée en incubant une des lamelles

pendant 1 h, que l’on rince ensuite à l’eau distillée. On ajoute alors

une solution de Im-AF647 à 10 µM sur les 2 lamelles, pour une incuba-

tion de 30 min, puis un rinçage au tampon Hepes, qui sert ensuite de

milieu pour les observations sur le montage expérimental TIRF. Notre

hypothèse de travail est que le PLL-g-PEG se dépose essentiellement

sur le verre, autour et entre les boites quantiques, de telle manière à ce

que les brosses PEG repoussent les ligands Im-AF647 sauf au niveau

des QDs elles-mêmes, comme l’illustre schématiquement la Figure 5.17.
(a) Sans PLL-g-PEG.

(b) Avec PLL-g-PEG.

Figure 5.17 – Schéma de la

passivation du substrat avec du

PLL-g-PEG.

La comparaison expérimentale entre la surface passivée avec le PLL-

g-PEG et la surface témoin est présentée en Figure 5.18. Sans PLL-

g-PEG, on observe ce que l’on a constaté précédemment, i.e. une

forte adsorption du ligand Im-AF647 sur et autour des microstruc-

tures de QDs, avec la présence d’une zone intermédiaire déplétée – cf.

Figure 5.18 (a). Refaire un cycle d’incubation d’une solution de Im-

AF647 (ici à 50 µM) et un rinçage ne modifie pas cette répartition spa-

tiale, comme le montre la Figure 5.18 (b). L’adsorption supplémentaire

obtenue est uniforme, comme le traduit l’augmentation du signal sous

illumination à 633 nm, qui est multiplié par 1,5 en moyenne.

Par contre, l’incubation de PLL-g-PEG – Figures 5.18 (c) et (d) –

joue bien le rôle attendu : l’adsorption non spécifique du ligand autour

des QDs est largement supprimé. Ce phénomène se caractérise par une

quasi-disparition du signal du ligand autour des micro-motifs et une

diminution du signal à l’intérieur de ces derniers, liée au fait que les

QDs n’occupent pas l’entièreté de l’espace disponible 34. Le signal hors 34. Comme nous l’avons caractérisé au

chapitre précédent, on peut estimer la
compacité de notre monocouche à en-
viron 30 %.

des micro-motifs vaut typiquement 15 à 20 % du signal capté au ni-

veau des microstructures 35, d’après la Figure 5.18 (d). Reproduire sur
35. Contre 50 à 100 % sans PLL-g-PEG,

selon la distance par rapport au micro-

motif.



120 microstructuration 2d de boites quantiques

cette surface passivée le test d’une seconde incubation de Im-AF647 36 36. Ici de nouveau à 10 µM, plutôt que

50.permet de constater une augmentation non-uniforme de l’adsorption

spécifique et non-spécifique : le signal du ligand Im-AF647 est multi-

plié par 1,25-1,40 sur les microstructures, contre une augmentation de

1,60-1,80 sur le verre, ce qui suggère une limite à la robustesse de la

passivation.

(a) Im-AF647 sur surface sans

PLL-g-PEG
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(b) Profil horizontal sans

PLL-g-PEG

(c) Im-AF647 sur surface avec

PLL-g-PEG
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(d) Profil horizontal avec
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Figure 5.18 – Passivation des

surfaces à l’aide du PLL-g-PEG.

(a) et (c) Images TIRF obtenues

à partir de la moyenne de 25 acquisi-

tions dans les conditions suivantes :

Excitation à 633 nm

Irradiance = 2 W/cm2

tacq = 500 ms

La flèche en (a) et (c) indique

la position du profil réalisé permet-

tant de respectivement obtenir (b)

et (d). La ligne grise en (b) et (d)

correspond au bruit d’obscurité de la

caméra.

La passivation fournie par l’incubation des surfaces avec la molécule

de PLL-g-PEG permet cependant d’obtenir des images bien contrastées,

comme l’atteste la Figure 5.18 (c). La vérification que ce niveau de pas-

sivation est suffisant pour permettre le micropatterning cellulaire sur

les microstructures de QDs sera présentée dans le chapitre suivant.

5.3.3 Mise en évidence du FRET sur les microstructures

Nous devons introduire ici différentes notations permettant de qua-

lifier précisément les conditions d’observation dans les expériences qui

suivent :

— [D] : Les QDs, jouant le rôle de donneur FRET, sont seules.

— [DA] : Les donneurs FRET sont mis en présence d’accepteurs

FRET (dans ce chapitre, le ligand Im-AF647).

— [DAI] : Les surfaces [DA] ont subi un rinçage à l’aide d’une solution

d’imidazole à 2 M.
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L’ajout la lettreR à la fin des sigles précédents signifie que la surface

a été rinçée avec le tampon Hepes, 5 fois de suite. Pour chacune des

conditions, j’ai imagé les surfaces dans 3 configurations différentes :

— e458f590 : l’excitation est à 458 nm et le signal est enregistré

à travers la fenêtre de détection FD centrée à 590 ± 20 nm, ce

qui correspond au signal IDD ciblant l’excitation des QDs et leur

émission.

— e458f684 : l’excitation est à 458 nm et le signal est enregistré à

travers la fenêtre de détection FA centrée à 684 ± 14 nm, ce qui

correspond au signal IDA associé au FRET.

— e633f684 : l’excitation est à 633 nm et le signal est enregistré à

travers la fenêtre de détection FA centrée en 684 ± 14 nm, ce qui

correspond au signal IAA résultant de l’excitation et l’émission de

l’accepteur.

5.3.3.1 Méthode expérimentale

Plusieurs méthodes ont été explorées avant de fixer celle qui est

présentée dans cette section. Les premiers tests nous ont permis de

mettre en évidence l’importance des ligands His-RGD et Im-AF647.

Au chapitre précédent 37, j’ai montré qu’ils modifient favorablement 37. cf. Figure 4.15

le comportement de photo-émission des monocouches de QDs obte-

nues à partir des QDs[TOP] et QDs[MPA], en promouvant la photo-

activation des QDs en milieu aqueux. Ainsi, lors des acquisitions en

situation [D], il est nécessaire d’avoir déjà réalisé l’échange de ligands

[TOP/MPA]→ [His-RGD], de manière à ne pas fausser la comparaison

avec les situations [DA] et [DAI] lorsque celles-ci étaient étudiées suc-

cessivement sur le même groupe de micro-motifs. Considérant la sta-

bilisation de la photoluminescence des QDs permise par le ligand His-

RGD ; la possibilité d’effectuer l’échange de ligands His-RGD → Im-

AF647 par simple incubation à haute concentration de ce dernier ; ainsi

que la robustesse de notre protocole de microstructuration donnant lieu

à des micro-motifs de densité homogène sur une même lamelle, nous

avons finalement mis en œuvre la méthode suivante :

— Une unique lamelle à micro-motifs de QDs est étudiée 38. L’ajout 38. Pour éliminer la contribution d’inho-
mogénéité de la densité surfacique de

QDs entre lamelles, évaluée à 5-10 %
en partie 4.1.4.2.

d’un puit de PDMS autour des microstructures permet de les étudier

successivement 39 dans les différentes conditions suivantes.

39. Sans démonter l’échantillon de son
support.

— Les microstructures de QDs sont incubées 1 h avec le PLL-g-PEG

à 0,3 mg/mL, rincées à l’eau distillée, puis incubées 10 min avec une

solution de His-RGD à 1 µM, rincée au tampon Hepes. La situation

[D] est ensuite caractérisée spectralement et par imagerie en milieu

Hepes.

— Afin de garantir l’échange de ligands His-RGD → Im-AF647, le

tampon Hepes est remplacé par une solution hautement concentrée

de Im-AF647 à 100 µM. Cette situation [DA] est caractérisée, puis

l’on rince avec le tampon Hepes pour aboutir à la situation [DAR]

qui fait l’objet de la même caractérisation que précédemment.
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— La dernière situation à étudier, [DAIR], est obtenue en effectuant

un lavage par de l’imidazole à 2 M (5 fois), puis un rinçage au tam-

pon Hepes, avant d’incuber de nouveau les microstructures de QDs

avec une solution de His-RGD à 1 µM, rincée au tampon Hepes :

l’idée étant de se rapprocher au maximum des conditions initiales

en [D].

Dans chacune de ces conditions, la caractérisation spectrale est issue

de l’étude de 10 microstructures de QDs sélectionnées aléatoirement

sur l’échantillon, et dont les spectres sont moyennés de manière à pou-

voir comparer quantitativement les différents cas. La caractérisation

par imagerie sert d’expérience complémentaire, et est à chaque fois

réalisée sur un micro-motif choisi au hasard 40. Avant chaque acquisi- 40. Le caractère comparable de ces

différents micro-motifs est établi via

l’étude spectrale détaillée dans la sec-
tion suivante.

tion spectrale ou par imagerie, on illumine 1 min à 458 nm avec une

irradiance de 4,5 W/cm2, de manière à atteindre le plateau de photo-

activation des QDs – Figure 4.15 – sans pour autant photo-dégrader

les donneurs et/ou accepteurs.

5.3.3.2 Démonstration spectrale

Cette partie de l’expérience est issue d’une moyenne de 10 spectres

par condition d’illumination (458 ou 633 nm), pour chaque situation

[D], [DA], [DAR], et [DAIR]. Chaque spectre associé à une microstruc-

ture est le résultat d’une moyenne de 25 mesures successives d’une

seconde. Les 10 spectres de micro-motifs de QDs associés à une situa-

tion et configuration d’excitation donnée sont ensuite moyennés pour

aboutir aux différents résultats, présentés sur la Figure 5.19. Le signal

observé entre 640 et 800 nm, après ajout du Im-AF647 puis rinçage

de la solution d’incubation (situations [DA] et [DAR]) est ainsi attri-

buable sans ambigüıté au phénomène de FRET.
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(b) Zoom sur l’intervalle 640-800 nm

L’irradiance après l’étape de photo-activation est de 0,9 W/cm2 à 458 nm et 1 W/cm2 à 633 nm. Le spectre d’une

microstructure est issu de la moyenne de 25 acquisitions de 1 s. Les spectres des 10 microstructures pour chaque

condition sont moyennés (ligne pleine) et présentés avec l’écart-type (enveloppe).

Figure 5.19 – Démonstration

spectrale du FRET sur micro-

structures de QDs.
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L’expérience contrôle présentée en section 5.3.1.1 nous permet même

de quantifier précisément la part du FRET dans le signal obtenu. En re-

prenant la notation QuanTI-FRET [143] présentée en section 2.2.3.2 :

— Pour la situation [DA] : on utilise le ratio des intégrales spectrales à

458 et 633 nm obtenues dans la situation contrôle de l’accepteur isolé

[A] pour calculer le facteur δDE = 0,0079 ± 0,0002. On prédit donc

un signal intégré d’excitation directe à 458 nm : 1156 ± 36 coups. δDE

∫ 800

640
I

[DA]
633nmdλ = 1156± 36 coups

On obtient le facteur αBT = 0,013 ± 0,003 grâce à la situation [D],

via le ratio du signal intégré sur l’intervalle 640-800 nm par rapport

à l’intervalle 500-640 nm. On calcule ainsi un débordement spectral

des donneurs sur l’intervalle 640-800 nm : 1539 ± 439 coups. αBT

∫ 640

500
I

[DA]
458nmdλ = 1539± 439 coups

L’intégrale spectrale du signal mesuré sous excitation à 458 nm, sur

l’intervalle 640-800 nm, en situation [DA] vaut : 40421 ± 3464 coups.

Si l’on corrige cette valeur par les contributions des bruits de fond
∫ 800

640
I

[DA]
458nmdλ = 40421± 3464 coups

estimées, on obtient que le FRET représente 93 ± 3 % du signal

enregistré sur cet intervalle de longueurs d’onde.

— Pour la situation [DAR] : la variation de présence de l’accepteur de-

mande de re-calculer le facteur de correction de l’excitation directe

à 458 nm. Ici, δDE
R = 0,0086 ± 0,0014. Le fait que les valeurs δDE

et δDE
R calculées soient si proches confirme que notre choix d’irra-

diance laser à 458 nm est pertinent. La contribution de l’excitation

directe de l’accepteur est donc : 184 ± 29 coups. δDE
R

∫ 800

640
I

[DAR]
633nm dλ = 184± 29 coups

La valeur de αBT ne dépend pas de la présence de l’accepteur, le

débordement spectral des QDs vaut alors : 3348 ± 1064 coups. αBT

∫ 640

500
I

[DAR]
458nm dλ = 3348± 1064 coups

L’intégrale spectrale du signal mesuré sous excitation à 458 nm, sur

l’intervalle 640-800 nm, en situation [DAR] vaut : 26581± 4008 coups.

Le même processus de calcul que précédemment nous donne alors
∫ 800

640
I

[DAR]
458nm dλ = 26581± 4008 coups

un signal FRET représentant 87 ± 10 % du signal enregistré sur cet

intervalle de longueurs d’ondes.

L’augmentation de l’incertitude provient de (a) la diminution et dis-

persion plus importante du signal sur l’intervalle 640-800 nm, et (b)

la diminution du quenching de la photoluminescence des QDs, ce qui

cause une multiplication par 2 du débordement spectral sur ce même

intervalle. Le fait que l’on constate plus de quenching des boites quan-

tiques et plus de FRET dans la situation [DA] que dans la situation

[DAR] est attendu : dans la situation [DA] avant rinçage, il y a un

réservoir important d’accepteurs sur la surface des QDs du fait de la

haute concentration (100 µM) utilisée. Le rinçage avec la solution tam-

pon change l’équilibre thermodynamique et un nombre significatif de

ligands Im-AF647 se désorbe de la surface des boites quantiques. On

peut alors tenter d’estimer le nombre de ces derniers aux différentes

étapes de cette expérience, de 2 manières : par comparaison avec les

spectres obtenus en solution, ou en utilisant un modèle physique du

FRET, comme celui des multiples accepteurs 41. 41. Présenté dans le chapitre 2, sec-

tion 2.2.1.3.On a tracé en Figure 5.7 (b) le ratio du signal accepteur/donneur

en fonction du ratio accepteur/donneur. Les signaux utilisés corres-

pondent aux intégrales spectrales de l’accepteur sur l’intervalle 640-

800 nm et du donneur sur l’intervalle 500-640 nm, en solution. Les
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concentrations des mélanges en solution étant connues, on peut se

servir de la courbe obtenue comme moyen de calibration pour cette

expérience sur surfaces microstructurées. Dans la situation [DA], ce

ratio vaut 0,36 ± 0,05, et 0,10 ± 0,02 pour la situation [DAR]. À

l’aide du fit polynomial réalisé, on obtient, respectivement, les valeurs

n
A/D
[DA] = 3,3 ± 0,4 et n

A/D
[DAR] = 1,0 ± 0,2. Autrement dit : au regard

des spectres mesurés pour nos expériences sur surfaces, tout se passe

comme si l’on avait entre 3 et 4 ligands Im-AF647 par QD lors de l’in-

cubation à 100 µM, et seulement 1 ligand Im-AF647 encore accroché

après rinçage.

Le modèle FRET à multiples accepteurs de Clapp et al. [114], dont

la forme a été donnée par l’Éq. (2.2.12), peut être ré-arrangé sous la

forme de l’Éq. (5.3.1), où χ = r/R0. Le rapport n
A/D
[DA] / n

A/D
[DAR] EMA =

1

1 +
χ6

nA/D

(5.3.1)

n
A/D
[DA]

n
A/D
[DAR]

=

1

E
[DAR]

MA

− 1

1

E
[DA]

MA

− 1
(5.3.2)

donne l’Éq. (5.3.2) où χ n’apparait plus. Dans notre situation expéri-

mentale, l’efficacité moyenne du FRET peut être calculée à partir du

quenching de la photoluminescence des QDs, cf. Éq. (2.2.11). Pour les

situations [DA] et [DAR], ce calcul donne respectivement 75 ± 9 % et

45 ± 7 %. On obtient alors n
A/D
[DA] / n

A/D
[DAR] = 3,7 ± 1. Si cette méthode

permet uniquement d’obtenir des proportions relatives d’accepteurs,

on constate que la valeur donnée correspond bien à ce que l’on a estimé

à partir du ratio A/D des intégrales spectrales.

Cela étant dit, ces résultats témoignent aussi de la solidité de l’ac-

croche des ligands Im-AF647 aux QDs : comme dans les expériences en

solution, il faut en effet nettoyer les surfaces avec de l’imidazole à 2 M

pour constater la disparition du signal FRET – situation [DAIR] 42. On 42. Plusieurs itérations de cette
expérience ont été réalisées jusqu’à ce

que nous nous décidions à monter la
concentration. Nos solutions d’imida-

zole initiales étaient de concentration

d’environ 450 mM, mais cela n’avait
essentiellement d’effet que sur les

ligands Im-AF647 adsorbés sur le

verre ou le PLL-g-PEG.

constate de nouveau cet effet étonnant de l’inhibition des boites quan-

tiques par l’imidazole, que l’on aurait pu attribuer à une perte de QDs

causée par les rinçages successifs, si on ne l’avait pas aussi constaté du-

rant nos expériences en solution – cf. Figure 5.8. Il semble donc clair

qu’à un certain niveau, la présence d’imidazole pur à la surface des

boites quantiques modifie leur photo-émission de façon délétère.

5.3.3.3 Démonstration par imagerie du FRET sur microstructures

Par imagerie, on utilise systématiquement des filtres passe-bande

permettant de bien sélectionner les signaux du donneur et de l’accep-

teur. Les images obtenues sont issues de la moyenne de 25 acquisitions

de 0,5 s. Les conditions d’illumination et de photo-activation restent

inchangées. La Figure 5.20 récapitule les différentes images obtenues.

Les résultats exposés dans la section précédente restent valables et ne

nécessitent pas d’être répétés, à la différence que les filtres passe-bande

permettent de considérablement augmenter le rapport signal sur bruit

de la détection du FRET, comme je vais le montrer. On peut cependant

relever que l’imagerie permet ici de confirmer l’apport du PLL-g-PEG

pour la passivation des surfaces : après rinçage de la solution de Im-

AF647 – situation [DAR] – le signal émis hors des micro-motifs de QDs

sous excitation à 633 nm est indétectable à l’œil – Figure 5.20 (i) –

alors même que la forte concentration de 100 µM avait induit une très

forte présence du ligand, détectable en situation [DA] – Figure 5.20 (f).
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(a-c) Donneur seul [D] ; (d-f) Donneur+Accepteur 100 µM [DA] ; (g-i) Donneur+Accepteur après rinçage [DAR] ;

(j-l) Après rinçage à l’imidazole [DAIR]. Les couleurs sont artificielles.

Figure 5.20 – Images TIRF

de motifs de 30 µm de côté,

pour les différentes configura-

tions d’observation et conditions

de préparation.
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Les valeurs moyennes et écarts-types sont obtenus à partir d’un ROI (region of interest) sur l’entièreté des micro-

motifs en excluant les bords. N ≈ 7 ×104 pixels par motif. Les courbes tracées à partir de profils des images servent

à illustrer les variations des signaux.

Figure 5.21 – Quantification

des signaux enregistrés sur les

micro-motifs de QDs présentés

Figure 5.20

Pour pousser plus loin l’analyse, et préciser l’intérêt du dispositif

d’imagerie par rapport à l’étude spectrale, il est nécessaire de procéder

à une analyse quantitative en extrayant, à partir des images originales,

les valeurs des pixels associés aux microstructures pour chaque confi-

guration d’acquisition, dans les différentes situations de [D] à [DAIR].

Ces données sont compilées Figure 5.21, avec les profils de micro-

motifs correspondants à titre d’illustration. Après correction du bruit

propre de la caméra 43, on peut se placer dans le cadre QuanTI-FRET 43. De valeur 109 ± 2 coups/px

pour déterminer la proportion de FRET attribuable au signal IDA.

La situation [D] permet 44 d’établir la valeur du facteur de correc- 44. Via les signaux :

I
[D]

DD = 19276 ± 1427 coups/px

I
[D]

DA = 36 ± 9 coups/px
tion αBT = 0,0018 ± 0,0006. Pour chaque situation [DA], [DAR], et

[DAIR], on trouve alors les valeurs effectives αBT I
[i]

DD correspondant au

débordement spectral des QDs enregistré dans la fenêtre de détection

du FRET. Ces valeurs, qu’on doit retrancher au signal IDA, sont ras-

semblées dans la Table 5.1 ci-dessous. Parallèlement, on peut utili-

ser l’expérience contrôle présentée en section 5.3.1.2 pour construire

une prédiction du signal d’excitation directe de l’accepteur à 458 nm,

pour une irradiance de 0,9 W/cm2. Les facteurs de correction δDE

pour les situations avant et après rinçage de la solution d’incubation,

présentés en Figure 5.12 (b), valent respectivement 0,007 ± 0,002 et

0,010 ± 0,0030. Les signaux δDEI
[i]

AA, à retrancher au signal IDA, sont

eux aussi compilés dans la Table 5.1.

αBT I
[i]

DD moyen ± écart-type DA DAR DAIR

En Nb coups/px 8 ± 3 15 ± 6 5 ± 2

En (%) du signal IDA 0,2 ± 0,1 0,5 ± 0,2 2,7 ± 0,1

δDEI
[i]

AA moyen ± écart-type DA DAR DAIR

En Nb coups/px 29 ± 9 14 ± 5 4 ± 2

En (%) du signal IDA 0,6 ± 0,2 0,4 ± 0,2 3,5 ± 1,2

Table 5.1 – Valeurs des si-

gnaux de débordement spectral

des QDs dans la fenêtre de

détection de l’accepteur FRET

et des signaux d’excitation di-

recte de l’accepteur Im-AF647.
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Nous pouvons donc corriger les signaux bruts IDA de manière adéqua-

te, c’est-à-dire de façon à quantifier la proportion de signal FRET

I corr
DA pour les différentes étapes expérimentales. Ces résultats sont

présentés dans la Table 5.2, et permettent de démontrer la pertinence

de nos choix de paramètres d’illumination, d’acquisition, comme de

la sélection spectrale réalisée par nos fenêtres de détection : le signal

enregistré provient ici quasi-exclusivement du FRET.

Signal moyen ± Écart-type DA DAR DAIR

En Nb coups/px 4506 ± 296 3247 ± 280 103 ± 19

En (%) du signal IDA 99,2 ± 0,3 99,1 ± 0,4 92,1 ± 4,5

Table 5.2 – Valeurs corrigées

des signaux I corr
DA correspondant

au FRET.

Comme dans la section précédente, il est possible de déterminer une

valeur d’efficacité du FRET, tout d’abord une nouvelle fois à partir du

signal des QDs. Par cette méthode, on obtient E = 76 ± 11 % en situa-

tion [DA] et E = 58 ± 10 % en situation [DAR], ce qui est proche des

résultats issus de l’analyse spectrale. Il faut aussi noter qu’ici, l’écart-

type sur les valeurs d’efficacité du FRET rend compte de la varia-

tion locale pour chaque pixel de l’image d’un motif de QDs de surface

∼30×30 µm2, tandis que les calculs à partir des données spectrales

concernent une surface d’acquisition environ 3 fois inférieure, mais

intègrent une variabilité inter-motifs. Le calcul de n
A/D
[DA] / n

A/D
[DAR]

à partir de l’Éq. (5.3.2) donne une valeur de 2,3 ± 0,7. La robus-

tesse de la méthode de calcul de l’efficacité du FRET par le quen-

ching des donneurs peut varier selon les contextes expérimentaux [135].

La concordance empirique globale ici observée peut s’expliquer par la

conjonction de plusieurs facteurs favorables 45 – en plus de l’absence 45. On a en effet montré :

(a) que la distribution spectrale
suggérait une configuration donneur :

accepteur telle que l’on se situe dans

l’intervalle entre 10 : 1 et 1 : 10, ce
qui est requis pour faire du FRET

quantitatif [135] ;

(b) que les données spectrales
comme d’imagerie témoignent d’une

répartition homogène des donneurs

comme de l’accepteur sur l’ensemble
des micro-motifs d’une lamelle ;

(c) que notre dispositif expérimental

et les paramètres d’illumination choi-
sis permettent une bonne spécificité

dans l’imagerie des QDs et du
Im-AF647, comme en témoigne la

Table 5.2.

de facteurs de confusion pouvant mener à un quenching parasite des

donneurs.

5.3.3.4 Comparaison avec l’approche QuanTI-FRET

Cela étant dit, j’ai également souhaité utiliser le formalisme QuanTI-

FRET pour comparer ces résultats à une approche basée sur l’émission

de l’accepteur. Idéalement, ce formalisme nécessite de réaliser une ca-

libration à l’aide d’échantillons de stœchiométrie S connue et pour

plusieurs distances D–A fixées [143], de manière à déterminer les fac-

teurs de correction βX et γM . N’ayant pas de tels échantillons de

calibrations – qui doivent être basés sur le même couple FRET – j’ai

plutôt tenté d’estimer directement ces facteurs de correction à partir

des données instrumentales et photo-physiques, que nous pouvions me-

surer. En effet, si l’on se réfère aux équations (2.2.21) et (2.2.22) 46, 46. Voir section 2.2.3.2.

γM dépend des rendements quantiques de l’accepteur (Im-AF647) et

du donneur (les QDs utilisés), ainsi que de l’efficacité de détection des

différents canaux. Le facteur βX est construit à partir des intensités

d’excitation aux différentes longueurs d’onde, et des sections efficaces

d’absorption. Toutes ces grandeurs nous sont accessibles avec plus ou

moins de précision, et peuvent faire l’objet d’une estimation préalable.
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À partir de la courbe de rendement quantique de notre caméra, que l’on

intègre sur les bandes spectrales de nos fenêtres de détection, on peut

estimer le rapport des efficacités de détection 47. Il est connu que la 47. Les données constructeur de nos
filtres, indiquées dans le chapitre 2,

section 2.4.1.4, annoncent un même

taux de transmission (93 %) pour leurs
fenêtres spectrales respectives. J’ad-

mets cela pour simplifier mes calculs.

présence d’une interface diélectrique influence fortement le rendement

quantique de nos émetteurs, mais les facteurs de correction à appliquer

peuvent être postulés très proches pour le donneur et l’accepteur. Sa-

chant que c’est le ratio des rendements quantiques qui intervient dans

la définition de γM , et à défaut de pouvoir mesurer précisément le ren-

dement quantique in situ, nous prenons les valeurs de ϕ en solution

pour ce calcul. Pour les QDs, la moyenne déterminée au chapitre 3,

section 3.2.3.4, est de 79 %. Concernant l’Alexa Fluor 647, nous pre-

nons la valeur de référence (33 %), en l’absence d’autres éléments. On

obtient alors γM ≈ 0,464. γM =
ϕA · ηAem

Adet

ϕD · ηDem
Ddet

=
0.33 · 1, 00
0, 79 · 0, 90

≈ 0.464

Les valeurs d’irradiance laser sont connues – chapitre 2, section 2.4.2.1.

Le rapport des sections efficaces d’absorption peut être estimé à par-

tir du rapports des valeurs d’extinction molaires aux longueurs d’onde

d’excitation du montage optique. Ces valeurs ont été mesurées à par-

tir de spectres d’absorption réalisés avec des solutions de concentration

connue. Là encore, σ est fortement modifiée au voisinage d’une surface,

pour les mêmes raisons que ϕ. Mais βX faisant intervenir le rapport

des sections efficaces d’absorption, on peut tout de même tenter d’es-

timer ce facteur. On obtient ainsi βX ≈ 0,181.

βX =

LA

hνA
· σA

Adex

LD

hνD
· σD

Dex

=

1, 013

hνA
· 160854

0, 893

hνD
· 729862

≈ 0.181Le dispositif expérimental et les espèces chimiques mises en jeu étant

identiques pour les situations de [D] à [DAIR], ces valeurs restent

constantes. On peut alors calculer les distributions de E et S à partir

des équations (2.2.25) et (2.2.26) et tracer les valeurs de S en fonction

de E – Figure 5.22.

 !"

"!#

"!$

"!%

"!&

"!'

"!(

"!)

"!*

"! 

"!"

+
,-

./
01
2
3,
40
56
+

 !""!#"!$"!%"!&"!'"!("!)"!*"! "!"

768941:;:0<0,36=>7?@

 !"

 !
"

66A

 !
"

##$

 !"

 !%&'"

 !%'"

 !%"

 !
"

##$

##(

 !
#

 %"#)# %'"

!
"
$%!

#

(a) Sans calibration : βX = 1 et γM = 1
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(b) Avec calibration : βX = 0,181 et γM = 0,464

Figure 5.22 – Distributions de

S (E ) pour les différentes situa-

tions expérimentales.

Comme attendu, le tracé sans calibration donne des valeurs complè-

tement différentes de ce que nous avons obtenu par l’analyse spectrale

ou par imagerie. À l’inverse, après calibration, les distributions de va-

leurs de E et S sont cohérentes avec nos précédents résultats.
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DA DAR

E (%) 68,1 ± 0,9 46,6 ± 1,5 %

S 0,23 ± 0,01 0,47 ± 0,02

nA/D 3,34 ± 0,04 1,13 ± 0,04

Table 5.3 – Valeurs moyennes

de E et S obtenues par

QuanTI-FRET après calibra-

tion. N ≈ 7 ×104.

Les valeurs d’efficacités du FRET – Table 5.3 – sont situées à la bor-

dure inférieure de l’écart-type de nos précédents calculs. Cette baisse

de l’efficacité estimée peut être associée à une sur-estimation de γM ,

essentiellement causée par une sous-estimation de ϕD et/ou une sur-

estimation de ϕA. La réduction de l’écart-type dans cette approche

est quant à elle liée au fait que le calcul avec calibration de E est

réalisé pixel par pixel. Or, d’après nos résultats d’imagerie, les don-

neurs comme les accepteurs sont répartis de façon plutôt homogène.

De plus, les distances D–A devraient par construction être relative-

ment identiques. Il est donc plutôt logique d’observer de faibles varia-

tions de E 48. Les valeurs moyennes de S sont converties en valeurs de 48. De par notre protocole expérimental,

cela est possible uniquement par cette
approche, où les signaux permettant

de calculer E proviennent du même

motif, avec la même aire d’extraction
des valeurs de pixels. Par construc-

tion, le calcul de E à partir du quen-

ching des donneurs donne des valeurs
nécessairement plus dispersées ici, car

nous observons un motif différent à

chaque situation, de [D] à [DAIR].

nA/D à l’aide de l’Éq. (2.2.26). On constate une grande cohérence avec

nos estimations faites à partir des spectres 49. L’estimation faite de

49. Que ce soit par ratio des intégrales
spectrales ou à partir des efficacités de

FRET dans le cadre du modèle à mul-

tiples accepteurs.

n
A/D
[DA] / n

A/D
[DAR] = 2,3 ± 0,7, à partir des calculs d’efficacité du FRET

basés sur les valeurs de quenching des donneurs obtenues par image-

rie, est centrée sur une valeur légèrement plus basse que nos autres

estimations mais reste proche. On peut associer ce léger décalage à

la valeur de E[DAR] = 58 ± 10 % obtenue de cette façon, elle aussi

légèrement différente. La légère asymétrie des spectres d’émission des

QDs, et leur faible décalage vers le rouge entre la situation [D] et

les situations [DA/DAR], auraient pu créer un biais affectant les va-

leurs de signal obtenues lors de la sélection spectrale réalisée pour

l’imagerie. Cependant, si l’on re-calcule E[DAR] à partir des intégrales

spectrales des QDs, sur l’intervalle 580-600 nm correspondant à notre

fenêtre de détection, on retrouve le même résultat que le calcul réalisé

précédemment sur l’intervalle 500-640 nm. Il ne s’agit donc pas de la

source des légères différences constatées. Un phénomène de décrochage

d’un certain nombre de donneurs, causée par les différents rinçages

entre les situations de [D] à [DAIR], pourrait cependant expliquer cette

valeur de E légèrement plus élevée lorsque calculée à partir du quen-

ching des QDs.

Enfin, on constate aussi la présence de corrélations variables entre

E -S. Avant calibration, cette corrélation est attendue, et les coefficients

de Spearman RS rapportés en Table 5.4 suggèrent qu’elle est faible en

[DA] et modérée en [DAR]. Après calibration, elles deviennent très

faible en [DA] et faible en [DAR], ce qui suggère 50 une pertinence 50. La persistance d’une corrélation
pourrait aussi s’expliquer par une
répartition locale inhomogène des ac-

cepteurs sur les donneurs.

réelle mais imparfaite de notre l’estimation de βX et γM .

Avant calibration DA DAR Après calibration DA DAR

RS -0,190 -0,436 RS -0,097 -0,35

p 0,007 0,007 p 0,007 0,007

Table 5.4 – Évaluation de la

corrélation entre les distribu-

tions E et S. RS ⩾ p indique

la présence d’une corrélation

(| Rmax
S | = 1). N ≈ 7 ×104.
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5.4 Conclusions sur les surfaces actives pour NEFI

Le ligand Im-AF647 a servi de plateforme de test pour démontrer la

possibilité de mener une étude d’imagerie NEF. Les premières expérien-

ces, réalisées en solution, ont fourni des données aidant à la mise au

point et l’interprétation de l’expérience de démonstration sur surfaces

de QDs microstructurées. Les différentes configurations avec et sans

accepteur FRET ont été caractérisées spectralement et par imagerie,

ce qui m’a permis d’exposer la pertinence du montage optique présenté

dans le chapitre 2. En déterminant précisément les bruits de fond issus

du signal de débordement spectral des QDs dans la fenêtre de détection

de l’accepteur, et de l’excitation directe de l’accepteur à 458 nm, j’ai

démontré que la sélection spectrale et le régime d’irradiance privilégié

permettent d’enregistrer des images dont le signal provient à 99 % du

FRET. L’utilisation de méthodes variées pour déterminer les ratios ac-

cepteurs/donneurs et l’efficacité du FRET a permis de constater une

grande proximité dans les résultats obtenus. Ces derniers sont com-

pilés dans la Table 5.5. Enfin, l’émission du ligand Im-AF647 a permis

de caractériser une méthode de passivation de la surface en verre de

nos substrats, de manière à optimiser la spécificité de l’adsorption de

nos ligands s’adsorbant par chélation sur les boites quantiques. Cet

élément était nécessaire pour pouvoir réaliser du micropatterning cel-

lulaire via des micro-motifs de QDs[His-RGD]. La démonstration de

cette capacité, et l’exploration des études qui en découlent, sont l’objet

du dernier chapitre.

Type de données Méthode de calcul E[DA] (%) E[DAR] (%) n
A/D

[DA] n
A/D

[DAR] n
A/D

[DA] / n
A/D

[DAR]

Spectres

Calibration solution – – 3,3 ± 0,4 1,0 ± 0,2 3,3 ± 1,1

Quenching donneurs 75 ± 9 45 ± 7 – – –

Modèle FRETMA – – – – 3,7 ± 1

Imagerie

Quenching donneurs 76 ± 11 58 ± 10 – – –

Modèle FRETMA – – – – 2,3 ± 0,7

QuanTI-FRET 68,1 ± 0,9 46,6 ± 1,5 3,34 ± 0,04 1,13 ± 0,04 2,96 ± 0,14

Modèle FRETMA renvoie au calcul du ratio n
A/D

[DA] / n
A/D

[DAR] réalisable à partir du réarrangement de l’équation du

modèle FRET à multiples accepteurs.

Table 5.5 – Compilation des es-

timations de E et nA/D.
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Ce chapitre expose les travaux préliminaires réalisés sur les surfaces

micro-structurées par imagerie NEF. J’y présente aussi les perspectives

dans le domaine de la localisation latérale super-résolue des accepteurs

FRET.

6.1 Adhésion cellulaire spécifique sur microstructures

Afin de vérifier le bon fonctionnement de la terminaison RGD du li-

gand de surface His-RGD présent sur les boites quantiques, j’ai observé

l’adhésion de cellules sur des surfaces homogènes et sur des microstruc-

tures.

6.1.1 Dynamique d’étalement sur surfaces homogènes

Comme nous l’avons présenté durant le chapitre 1, section 1.1.2,

la séquence peptidique RGD contenue dans plusieurs de protéines

de la matrice extra-cellulaire (ECM) 1, est reconnue par beaucoup 1. Rappel : Extra Cellular Matrix.

d’intégrines 2. Lorsque le ligand RGD est présent sur une surface, la re- 2. comme α5β1, αvβ3, αIIbβ3, etc.

connaissance RGD-intégrines promeut l’adhésion (étalement) des cel-

lules. À l’inverse, lorsque les surfaces sont recouvertes d’une molécule

qui empêche l’adhésion spécifique, par exemple des PEGs, les cellules

ne peuvent plus s’étaler. Elles adopteront une forme globulaire – i.e.

sphérique. Après plusieurs heures, certains types cellulaires sont ca-

pables de s’étaler sur des surfaces non-adhésives en fabriquant leur

propre matrice extra-cellulaire. Dans le cadre de ce projet doctoral,

nous souhaitions étudier la lignée cellulaire U87-EGFR-WT, fournie

par Laurence Choulier du LBP 3 de l’Université de Strasbourg – cf. 3. Laboratoire de Bio-imagerie et Pa-

thologies.présentation partie 6.2. C’est donc à l’aide de ces cellules que j’ai réalisé

mes expériences de dynamiques d’étalement. Pour observer un grand

nombre de cellules dans les différentes conditions testées, nous utilisons

ici des surfaces de QDs homogènes. Ces observations étant faites en mi-

croscopie à contraste de phase, il n’était pas nécessaire de marquer les

cellules avec un fluorophore.

6.1.1.1 Première vérification de la bio-fonction du ligand His-RGD

Dans cette expérience, une lamelle homogène de QDs est préparée

selon le même protocole que pour nos microstructures en section 5.3.3.1,

de manière à obtenir des états de surface identiques à ceux visés pour

le micropatterning cellulaire – à la microstructuration près. Après une

incubation durant 1 h avec du PLL-g-PEG à 0,3 mg/mL rincée à l’eau

distillée, on réalise une incubation de 10 min avec une solution de
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His-RGD à 1 µM, rincée 5 fois au tampon Hepes 4, puis à l’eau dis- 4. Hepes 10 mM ; NaCl ; 200 mM ; pH

ajusté à 8 par l’ajout de soude NaOH
à 10 M.

tillée. Cette lamelle est l’objet du test d’adhésion. Pour comparaison,

2 lamelles de verre subissent un nettoyage Piranha. La première est

fonctionnalisée avec du PLL-g-PEG à 0,3 mg/mL. Cela sert de témoin

négatif (absence d’adhésion spécifique), qu’on note [–]. La seconde est

incubée 1 h avec une solution de fibronectine 5 à 10 µg/mL puis rincée à 5. F0895-1MG, Sigma-Aldrich.

l’eau distillée, ce qui nous donne un témoin positif (présence d’adhésion

spécifique) noté [+]. Les 3 lamelles de test sont réalisées en parallèle,

et des cellules provenant d’une même préparation y sont incubées en

même temps, selon la procédure suivante. Après, un rinçage au PBS 6, 6. Phosphate-buffered saline, Gibco.

les cellules sont décollées avec une solution de Trypsine-EDTA 0,05 % 7 7. Gibco.

pendant 5 min à 37°C. Après ajout du milieu de culture 8, cette suspen- 8. EMEM
Eagle Minimum Essential Medium

Supplémenté avec :

10 % de Sérum de veau fœtal (SVF)
1 % d’antibiotique :

Pénicilline/Streptomycine

1 % d’acides aminés non-essentiels
1 % de Pyruvate de sodium

(Tous provient de Gibco.)

sion de cellules est ensuite déposée sur les surfaces. Les 3 échantillons

sont ensuite conservés dans l’enceinte d’un microscope 9 à contraste de

9. IX73, Olympus ; Objectif ×10.

phase où la température est maintenue à 37°C, avec un taux de CO2

à 5 %, et imagés toutes les 15 min durant 6 h. Dès 15 min, on observe

un étalement des cellules sur les substrats recouverts de fibronectine

[+] et sur nos lamelles de QDs biofonctionnalisées. Cet étalement s’in-

tensifie au cours du temps, tandis que les cellules restent sphériques

sur les lamelles recouvertes de PLL-g-PEG, témoin négatif [–]. La Fi-

gure 6.1 présente les images obtenues au bout d’une heure : les cellules

sont quasiment toutes bien étalées, sauf sur le susbtrat recouvert de

PLL-g-PEG, et cette différentiation n’évolue plus jusqu’à la fin des 6 h

de l’expérience.

50 µm

(a) [+] : fibronectine

50 µm

(b) [–] : PLL-g-PEG

50 µm

(c) QDs[His-RGD]+PLL-g-PEG

Figure 6.1 – Comparaison

des étalements de cellules U87-

EGFR-WT au bout d’1 h, par

imagerie à contraste de phase.

6.1.1.2 Confirmation de la spécificité de la liaison au His-RGD

Les résultats précédents ne permettent cependant pas de conclure

définitivement sur un rôle ”spécifique” du ligand. En effet, la surface

des boites quantiques étant chargée 10, il est possible que l’étalement 10. Fait constaté par des expériences

complémentaires d’adsorption de
fluorophores organiques (Atto 643 ;

Atto 647N ; Alexa Fluor 647).

observé soit aussi en partie attribuable à des interactions électrostatiques

non spécifiques. Pour contrôler ce facteur, nous avons répété l’expérience

d’étalement précédente en changeant les lamelles contrôles. La lamelle

témoin positif pour l’adhésion [+], est cette fois-ci recouverte de PLL-

g-PEG–RGD où, à l’extrémité des PEG qui forment une brosse sur
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la surface, on trouve le tripeptide RGD. La lamelle témoin négatif [–]

(absence d’adhésion), est une surface de QDs sur laquelle seule l’incu-

bation de PLL-g-PEG a été faite. Les 3 échantillons sont de nouveau

préparés en même temps, sur lesquels on dépose des cellules prove-

nant d’une même préparation. Considérant les précédents résultats,

nous avons réalisé des acquisitions toutes les 15 min dans les mêmes

conditions, mais sans aller au-delà d’une durée de 1 h 30.

50 µm

(a) [+] 15 min

50 µm

(b) [+] 1 h

50 µm

(c) [+] 1 h 30

50 µm

(d) [–] 15 min

50 µm

(e) [–] 1 h

50 µm

(f) [–] 1 h 30

50 µm

(g) Test 15 min

50 µm

(h) Test 1 h

50 µm

(i) Test 1 h 30

Identification des lamelles : [+] : PLL-g-PEG–RGD ; [–] : QDs+PLL-g-PEG ; Test : QDs[His-RGD]+PLL-g-PEG.

Figure 6.2 – Comparaison de

l’étalement des cellules U87-

EGFR-WT après 15 min, 1 h, et

1 h 30, par imagerie à contraste

de phase.
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Comme on peut le voir sur les images présentées sur la Figure 6.2 (a)-

(c), les cellules s’étalent sur la surface recouverte de PLL-g-PEG-RGD

[+]. En ce qui concerne la lamelle avec QDs+PLL-g-PEG, témoin

négatif [–] sans ligand His-RGD, on constate cette fois-ci un début

d’étalement entre 1 h et 1 h 30 – Figure 6.2 (d)-(f) – même si cette dy-

namique reste très lente. Le substrat Test, avec QDs[His-RGD]+PLL-

g-PEG, présente quant à lui une dynamique similaire à notre contrôle

positif [+]. Pris ensemble, ces éléments prouvent que notre ligand His-

RGD à présent la surface des QDs induit une adhésion spécifique.

6.1.2 Adhésion cellulaire sur microstructures

Les vérifications précédentes étant faites, je vais présenter mainte-

nant les résultats obtenus via des lamelles microstructurées avec des

QDs. Le protocole de préparation des lamelles microstructurées a été

présenté durant le chapitre 4. Le dernier rinçage des lamelles à micro-

motifs de QDs se fait au tampon PBS. La préparation des cellules

U87-EGFR-WT est identique à celle exposée en section précédente.

Afin d’anticiper la phase de marquage fluorescent présenté dans la

suite de cette partie, l’observation finale des cellules se fait dans un

tampon PBS cationique 11. 11. Avec ions Ca2+ et Mg2+ à 1 mM.

6.1.2.1 Démonstration du micropatterning cellulaire

Pour démontrer notre capacité à faire adhérer spécifiquement les

cellules sur les microstructures, une suspension de cellules dans leur

milieu de culture est déposée sur l’échantillon durant 30 min dans l’in-

cubateur à 37°C avec 5 % de CO2. Les lamelles sont rincées 1 à 2 fois

au PBS cationique de manière à ne laisser que les cellules ayant effec-

tivement pu adhérer. Les images des échantillons sont alors obtenues

sur notre dispositif TIRF 12. Il est ainsi possible d’exciter les boites 12. Présenté au chapitre 2, section 2.4

quantiques à 458 nm et en même temps d’éclairer les cellules en trans-

mission avec de la lumière blanche – notée ”diascopie LB” par la suite.

Des exemples d’images ainsi acquises sont présentées Figure 6.3. Les

cellules apparaissent uniquement au niveau des micropatterns.

10 µm 10 µm 10 µm 
Figure 6.3 – Démonstration

de l’adhésion spécifique de

cellules U87-EGFR-WT sur

micro-motifs de QDs[His-RGD].

Notons que les cellules semblent

peu s’étaler, mêmes lorsqu’elles sont

seules sur leur micro-motif de QDs.
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Une façon d’évaluer de la qualité du procédé est de calculer le taux

de remplissage, qui donne la proportion de motifs occupés ou rem-

plis par une ou plusieurs cellules. Mais une telle mesure, pour faire

sens, doit être réalisée pour un type de motifs donné, ce qui nécessite

d’abord de tester différentes formes et tailles de motifs pour déterminer

les plus appropriées. Or, pour des petits motifs à géométrie simple, les

cellules U87-EGFR-WT ne réussissent pas vraiment à s’étaler, mêmes

lorsqu’elles sont seules. Leur configuration peut aussi fortement va-

rier pour une même forme de motif – Figure 6.4 – ce qui achève de

démontrer le caractère inadapté des motifs choisis pour ces premières

expériences.

10 µm 10 µm

10 µm 10 µm

10 µm
Figure 6.4 – Illustration de la

nécessité d’un design adéquat

des micro-motifs.

(a)-(c) Lorsqu’une seule cellule

occupe un motif, elle peut présenter

un début d’étalement à partir d’une

adhésion sur les coins de micro-motifs,

ce qui ne s’observe pas sur (d) les

groupes de cellules. La seule cellule

avec un étalement prononcé a été

observée sur (e) des micro-motifs de

QD très ab̂ımés.

Dans le cadre de ce projet doctoral, nous n’avons pas pu approfondir

cet aspect. De plus, j’ai rencontré d’importantes difficultés lors des

expériences d’imagerie NEF sur ces cellules, nous conduisant à nous

détourner de cette lignée cellulaire – voir section suivante.

6.2 Observation du récepteur EGFR

6.2.1 Marquages cellulaires

6.2.1.1 Aperçu des techniques existantes

Le but d’un marquage fluorescent est, par définition, de rendre vi-

sible un élément choisi des cellules. Même si certains composants cellu-

laires présentent une fluorescence intrinsèque 13, il est quasi-systéma- 13. On parle de phénomène d’auto-

fluorescence.tiquement nécessaire de recourir à un marquage afin d’observer un

élément particulier [326]. Les types de marquage peuvent se diviser en

3 grandes catégories : par adsorption physique, réaction biochimique,

ou expression in situ. Une forme de marquage physique très commune

est le marquage membranaire, par exemple avec des molécules de la fa-

mille des carbocyanines, colorants de synthèse composés d’une châıne

carbonée reliant des cycles aromatiques 14 : DiD, DiO, etc. Ces espèces 14. Les propriétés d’absorption et
d’émission peuvent être sélectionnées

par la longueur de la châıne car-
bonée ou par la présence d’espèces
chimiques à certains endroits de la

châıne, comme de l’oxygène ou de
l’azote.

chimiques ont été conçues de manière à présenter une structure si-

milaire aux phospholipides, et ainsi s’intercaler spontanément dans
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les bicouches lipidiques. Une fois en place, ces fluorophores diffusent

latéralement dans la membrane et permettent in fine d’obtenir une

émission homogène à l’échelle de la cellule. Ce type de marquage très

direct est cependant limité sur le plan des applications, dans la mesure

où il existe peu de variantes différentes permettant de cibler des parties

spécifiques des cellules.

Pour résoudre cela, des méthodes de marquage biochimique, comme

l’immunofluorescence, ont été développées. Cela consiste par exemple à

marquer une protéine d’intérêt à l’aide d’un ou deux anticorps couplé

à un fluorophore 15. La taille et la masse moléculaire importante de 15. Selon les cas, le marquage peut se

faire en 2 étapes, avec un anticorps pri-

maire monoclonal très spécifique à la
protéine d’intérêt et un anticorps se-

condaire polyclonal couplé à un fluo-

rophore, qui va se lier avec l’anticorps
primaire [327].

ces marqueurs 16 les a historiquement limités aux applications sur cel-

16. Environ 8 nm et 150-170 kDa

[327, 328].

lules fixées, mais divers travaux depuis 10 ans tendent à dépasser cette

barrière en conjuguant les fluorophores à des portions utiles d’anti-

corps 17 uniquement [328]. Enfin, une autre méthode consiste à faire

17. Réduisant ainsi la masse moléculaire

à 30-55 kDa.

en sorte que les cellules étudiées expriment elles-mêmes des protéines

fluorescentes. L’introduction dans une cellule – par transfection – de la

séquence ADN codant la protéine souhaitée se traduit par une fabri-

cation in situ de l’émetteur. La Green Fluorescent Protein (GFP) est

la représentante la plus connue, et est massivement utilisée 18 – telle 18. On peut donner un aperçu de l’am-
pleur de son usage en référant simple-

ment les publications déjà citées dans

ce document, et employant la GFP :
[110, 120-124, 131, 132, 256].

quelle ou par l’un de ses dérivés.

6.2.1.2 U87-EGFR-WT et aptafluorescence

Comme mentionné précédemment, j’ai eu l’occasion de travailler

avec la lignée cellulaire U87-EGFR-WT, fournie par Laurence Chou-

lier (LBP). Les lignées U87 sont des cellules humaines dérivées de

glioblastome 19. La lignée U87-EGFR est le résultat d’une sélection 19. Tumeur du cerveau aggressive la

plus répandue.visant à obtenir une sur-expression du récepteur du facteur de crois-

sance épithélial (EGFR) 20. Le récepteur EGF fait partie de la famille 20. Epithelial Growth Factor Receptor.
WT signifie Wild Type.des récepteurs de surface ayant une activité tyrosine kinase (RTK) 21,

21. Receptor Tyrosine Kinase.
qui participent à des voies de signalisation régulant la croissance, la

différenciation, le métabolisme, l’apoptose, ainsi que l’adhésion et la

migration. Un aspect crucial des cancers est la dérégulation de cette

voie de signalisation, qui est associée à la progression des tumeurs [329,

330]. Cette stimulation est croisée (crosstalk) avec des corécepteurs tels

que les intégrines, dont on a déjà présenté le rôle dans l’adhésion cellu-

laire – chapitre 1. Ainsi, le crosstalk intégrines–EGFR favorise la pro-

gression et l’agressivité des tumeurs, et contribue de plus à la résistance

aux traitements, que ce soit à la chimiothérapie, à la radiothérapie ou

aux thérapies ciblées [331]. EGFR est également présent dans l’en-

vironnement immédiat des clusters d’intégrines au sein des plaques

d’adhésion focale.

Après avoir développé des échantillons pour l’imagerie NEF com-

patibles avec l’exigence de micropatterning, nous avons donc entrepris

d’étudier les récepteurs EGFR sur ces cellules U87-EGFR-WT à l’aide

d’un marquage très spécifique. Ce marquage est en effet réalisé bio-

chimiquement, à l’aide d’un aptamère conjugué à l’Alexa Fluor 647,

aussi fourni par Laurence Choulier (LPB). Les aptamères sont des

acides nucléiques que l’on peut considérer comme des anticorps de
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synthèse, se liant à leur cible 22 avec une sélectivité et une spécificité 22. Sans interférer avec leur fonction

biologique, ou très marginalement.remarquable [332]. Le marquage utilisé pour cette étude est employé

sur des cellules déjà adhérées. Le protocole est le suivant : un aliquot

de 10 µL de solution d’aptamères fluorescents à 5 µM est chauffé 5 min

à 95°C pour ouvrir l’aptamère. Cet aliquot est ensuite transféré sur un

lit de glace durant 10 min, puis dilué dans 190 µL de solution tampon

de PBS cationique pour obtenir une concentration finale de 250 nM.

Ce mélange est laissé 5 min à température ambiante, puis ajouté sur

les cellules déjà adhérées pendant 30 min dans l’incubateur à 37°C (5 %

CO2). Les lamelles sont ensuite rincées 3 fois à température ambiante

avec la solution tampon et laissées 5 à 10 min dans l’incubateur avant

l’observation TIRF à 37°C. Afin d’éviter la désorption de l’aptamère,

l’observation doit se faire dans le PBS cationique et non dans un milieu

de culture. Les lamelles utilisées sont des surfaces microstructurées de

QDs sur lesquelles le ligand His-RGD est déposé spécifiquement après

une première étape de passivation avec du PLL-g-PEG.

6.2.2 Résultats de l’étude NEFI

6.2.2.1 Adsorption de l’aptamère sur les microstructures

Nos premières observations ont révélé que l’aptamère fluorescent,

s’il marquait les cellules U87-EGFR-WT de façon homogène – Fi-

gure 6.5 (d) – avait aussi tendance à s’adsorber de façon non-désirée

sur les boites quantiques – Figure 6.5 (c). Cela crée un bruit de fond

rendant invisible le signal FRET associé aux accepteurs présents à la

surface des cellules – Figure 6.5 (b).

20 μm

(a) IDD TIRF

20 μm

(b) IDA TIRF

20 μm

(c) IAA TIRF

20 μm

(d) IAA Épifluorescence

20 μm

(e) Diascopie LB

Figure 6.5 – Cellules U87-

EGFR-WT marquées par

l’aptamère fluorescent, sur

micro-motif de QDs[His-

RGD]+PLL-g-PEG.

Moyennes de 25 acquisitions

de 0,2 s

Irradiance à 458 nm : 0,3 W/cm2

Irradiance à 633 nm : 14,3 W/cm2

IDD : 1000-2000 coups/px

IDA : 200-250 coups/px

IAA : 1000-1400 coups/px

Une expérience très simple m’a permis de confirmer l’adsorption de

l’aptamère sur les QDs. Pour cela, j’ai simplement incubé des micro-

motifs de QDs[His-RGD] avec la solution d’aptamère fluorescent. J’ai

ainsi pu enregistrer des images très similaires à celles présentées dans
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le chapitre précédent 23 où j’ai pu constater un signal FRET impor- 23. Voir Figure 5.20.

tant corrélé à un quenching des QDs. Le signal important mesuré à

458 nm dans la fenêtre de détection du FRET – Figure 6.5 (b) –

empêche toute possibilité de détection fine de EGFR dans les points

focaux d’adhésion. Cette situation a rendu indispensable une passiva-

tion supplémentaire des surfaces avant l’adhésion des cellules et l’in-

cubation de l’aptamère fluorescent.

6.2.2.2 Étude de la passivation des microstructures vis-à-vis de l’aptamère

Nous avons expérimenté des méthodes variées pour tenter de mini-

miser l’adsorption de l’aptamère. J’ai réalisé ces expériences sur des

surfaces de QDs homogènes, en l’absence de cellules. Au vu de la

spécificité de l’adsorption de l’aptamère sur les QDs, notre première

stratégie a été de réaliser l’incubation de l’aptamère en l’accompa-

gnant d’un agent chélatant 24 comme l’imidazole, de façon à créer une 24. Voir section 5.1.1.1.

compétition entre eux. La présence d’imidazole à 10 mM n’a pas pro-

duit d’amélioration – Figure 6.6 (b).

Figure 6.6 – Compilation des

premiers tests de minimisation

de l’adsorption de l’aptamère

fluroescent.

Dans chaque situation, une image

moyennée de 25 acquisitions est

obtenue pour chaque configuration

d’imagerie. La moyenne des valeurs

de coups/px, accompagné de son

écart-type, est extraite d’une aire de

50 µm de côté au centre de l’image.

Les valeurs sont ensuite normalisées

par le signal IDD pour écarter le

biais issus de différences de densités

surfaciques de QDs.
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Figure 6.7 – Comparaison de

l’évolution temporelle de la pho-

toluminescence des QDs sous

illumination continue, avec et

sans passivation à la BSA 1 %.

Irradiance : 0,15 W/cm2

tacq = 50 ms.

Un rinçage des surfaces après coup, avec de l’imidazole à 1 M, n’a

pas été plus probant – Figure 6.6 (c). Les résultats présentés en par-

tie 5.3.2.2 nous ont aussi suggéré une passivation plus directe, en re-

couvrant les QDs par de la BSA, dont nous avions vu précédemment

qu’elle empêchait l’adsorption du ligand de surface Im-AF647. De plus,

comme le montre la Figure 6.7, l’ajout de BSA ne modifie pas l’allure

du comportement photoluminescent des surfaces de QDs[His-RGD].

Cependant, la diminution de l’adsorption de l’aptamère reste peu pro-

noncée ici – Figure 6.6 (d). Cette stratégie peut cependant être com-

binée avec notre première approche : nous avons obtenu des premiers

résultats intéressants en combinant passivation des surfaces de QDs via

la BSA et mise en compétition de l’adsorption par l’ajout d’un agent

chélatant à la solution d’aptamère, ici avec de l’EDTA à 100 mM.

Ces résultats restent malgré tout encore insuffisants – Figure 6.6 (e).

Il faut aussi prendre en compte qu’en situation réelle, une partie des

aptamères fluorescents marque effectivement le récepteur EGFR des

cellules, ce qui diminue la population susceptible de s’adsorber sur

les QDs. Si les surfaces de boites quantiques ont été préalablement
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passivées à la BSA, la présence de cellules permet de retrouver des

résultats d’adsorption de l’aptamère identiques à la situation BSA +

EDTA 100 mM – Figure 6.6 (f).

Cependant, une molécule comme la BSA est relativement grande par

rapport à un aptamère, et n’est donc a priori pas la meilleure candidate

pour la passivation de la surface des QDs. Nous avons donc évalué si

nous obtenions de meilleurs résultats en employant de l’ARN de trans-

fert (ARNt) issu de levure 25, recommandé par Laurence Choulier. Ce 25. AM7119, Thermo Fisher.

composé est généralement utilisé à une concentration de 100 µg/mL.

Tout comme pour la BSA, l’incubation est faite sur 1 h. Le rinçage

des lamelles est réalisé avec la solution de tampon PBS cationique.

Les résultats de ces expériences sont synthétisés sur la Figure 6.8.

Dans chaque cas, 2 lamelles ont été préparées, la première servant de

contrôle (texte normal et couleur hachurée) et la seconde correspon-

dant à la concentration testée pour l’occasion (texte affiché en gras et

couleur pleine). Par exemple, dans notre 1ère expérience, le cas d’un

dépôt d’ARNt à une faible concentration de 20 µg/mL est comparé

au cas sans ARNt – Figure 6.8 (a).

Figure 6.8 – Compilation

des tests de minimisation de

l’adsorption de l’aptamère fluo-

rescent via une passivation à

l’ARNt.

Les valeurs sont obtenues selon

la même procédure qu’en Figure 6.6.

Seule une des 2 références IDD

servant à la normalisation est affichée

pour chaque expérience (a)-(d), afin

d’éviter la redondance d’information.

Dans notre 2e expérience, ce dépôt à faible concentration de 20 µg/mL

est reproduit, et sert de contrôle pour la comparaison avec un dépôt

à une concentration importante de 200 µg/mL – Figure 6.8 (b) – où

la lamelle est de plus conservée dans l’incubateur à 37°C. Nous avons

ensuite souhaité évaluer l’effet d’une préparation de l’ARNt suivant le

modèle de l’aptamère, avec l’ajout d’une étape de chauffe à 95°C, que

l’on compare à la même concentration de dépôt sans chauffe préalable

– Figure 6.8 (c). Enfin, nous avons testé une haute concentration de

500 µg/mL, comparée à 200 µg/mL, sans chauffe avant le dépôt ou

pendant – Figure 6.8 (d). Comme le montre la Figure 6.8 dans son

ensemble, les différentes conditions testées n’ont permis au maximum

qu’une division par environ 10 de l’adsorption de l’aptamère, ce qui

reste insuffisant même en prenant en compte la captation de l’aptamère

par les cellules lorsqu’elles sont présentes – cf. Figure 6.6. De fait, dans

la situation ayant produit les meilleurs résultats, l’adsorption de l’ap-

tamère sur les QDs en présence de cellules reste suffisamment impor-

tante pour donner lieu à un bruit de fond empêchant d’enregistrer un

signal FRET attribuable aux récepteurs EGFR.
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20 μm

Figure 6.9 – Illustration du

phénomène d’internalisation de

l’aptamère.

Cellule U87-EGFR-WT sur micro-

motif de QDs[His-RGD]+PLL-g-PEG

passivé à la BSA 1 %. Illumination à

633 nm en épifluorescence.

Enfin, la Figure 6.9 met en lumière la propension de ces cellules

à rapidement internaliser l’aptamère, ce qui se traduit par l’appari-

tion de signaux associés à des vésicules rendant vite le marquage non-

homogène. Pour ces différentes raisons, nous avons préférer abandon-

ner l’utilisation de ces cellules pour nos expériences de démonstrations

NEFI.

6.3 Perspectives

Malgré les résultats décevants présentés dans la partie précédente,

plusieurs résultats permettent de penser que l’imagerie NEF peut conti-

nuer de se développer comme espéré dans le but de contribuer à l’étude

de l’adhésion cellulaire.

6.3.1 FRET sur cellules vivantes par marquage membranaire

À l’image des toutes premières observations faites à la fin des années

2000 par l’équipe [5], j’ai choisi d’observer les zones d’adhérence cel-

lulaire en marquant simplement la membrane plasmique à l’aide de

la DiD 26. Cette approche est très restrictive, car seules les zones où 26. D7757, Invitrogen.

la membrane est très proche du substrat pourront être observées. Ces

zones de contact proche entre la cellule et le substrat sont peu nom-

breuses et très dynamiques 27. L’avantage du marquage avec la DiD 27. La méthode de va-TIRF développée

dans l’équipe permet de les obser-
ver [74].

est que l’on peut observer les cellules à 37°C dans un milieu de culture

sans générer de quenching de la fluorescence de l’accepteur, et ainsi

conserver les cellules dans de bonnes conditions.

6.3.1.1 Cellules RPE-1

Sur le temps de ce projet doctoral, nous avons eu accès à d’autres

lignées cellulaires que les U87-EGFR-WT, comme par exemple les

RPE-1 28. Ces dernières sont marquées au niveau de leur membrane 28. Leur dénomination exacte est
hTERT RPE-1. Il s’agit de cellules

humaines épithéliales des pigments de

la rétine.

avec de la DiD, selon le protocole suivant. Une solution mère de DiD

à 4,7·10−4 M diluée dans le DMSO a été initialement préparée. Après

avoir décollé les cellules avec de la Trypsine-EDTA 0,05 %, une solution

d’environ 300000 cellules/mL a été préparée dans un tube contenant

un milieu de culture 29 non-fluorescent à 458 nm. Un volume de 5 µL 29. DMEMgtp-2, Evrogen.
Complémenté par :
Hepes à 10 mM

L-glutamine à 2 mM

1 % de SVF

de solution mère de DiD est ajouté afin d’obtenir une concentration fi-

nale d’environ 2 µM. Après une agitation très douce, le tube est incubé

à 37°C + 5 % de CO2 pendant 5 min. Le tube est ensuite centrifugé

3 fois à 1500 RPM pendant 5 min de façon à éliminer la DiD non

marquée. À chaque centrifugation, les cellules sont re-diluées dans le

milieu non-fluorescent. À l’issue de ces étapes de centrifugations, une

partie des cellules sont directement déposées sur le substrat et laissées

30 min à 1 h dans l’incubateur, avant d’être observées en TIRF. Dans

l’exemple montré ici, la surface microstructurée de QDs n’est pas pas-

sivée à l’aide du PLL-g-PEG, ce qui conduit à une adhésion cellulaire

non restreinte aux micro-motifs de QDs. L’intérêt était de pouvoir
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observer des cellules à cheval sur des motifs, ce qui rend l’exemple

particulièrement démonstratif. J’ai ainsi pu mettre en évidence un si-

gnal FRET issu de l’adhésion partielle d’une cellule, visible sur l’image

FRET – Figure 6.10 (b) – et parfaitement corrélée à un quenching des

QDs – Figure 6.10 (a). L’efficacité E du FRET, calculée à partir du

quenching 30 des QDs, était ainsi de 0,49 ± 0,10, ce qui signifie que la 30. Voir Éq. (2.2.11).

membrane est très proche du substrat.

(a) IDD (b) IDA (c) IAA

(a-b) L’irradiance à 458 nm est de 0,3 W/cm2, contre (c) 1 W/cm2 à 633 nm. Les images sont toutes issues de la

moyenne de 25 acquisitions de 0,5 s. Barre d’échelle : 10 µm

Figure 6.10 – Démonstration

de la possibilité d’obtenir du si-

gnal FRET sur une cellule RPE-

1 en adhésion.

L’absence d’émission IDA de la DiD en dehors du micro-motif est

une preuve extrêmement forte du transfert d’énergie non-radiatif entre

les QDs et la DiD.

6.3.1.2 Cellules WPMY-1

Nous avons aussi réalisé des expériences préliminaires avec des cel-

lules WPMY-1 31. Ces cellules ont une dynamique d’adhésion lente. Le 31. Cellules humaines épithéliales du

tissu conjonctif de la prostate (myo-
fibroblastes).

marquage à la DiD est réalisé de la même manière que dans le cas des

cellules RPE-1. Les surfaces de QDs utilisées sont cette fois homogènes.

(a) IDD (b) IDA (c) IAA

(a-b) L’irradiance à 458 nm est de 0,9 W/cm2, contre (c) 0,6 W/cm2 à 633 nm. Les images sont toutes issues de la

moyenne de 25 acquisitions de 0,2 s. Barre d’échelle : 10 µm

Figure 6.11 – Démonstration

de la possibilité d’obtenir du

signal FRET sur une cellule

WPMY-1 en adhésion.

Dans ce cas, un signal de FRET corrélé à un quenching des boites
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quantiques est une nouvelle fois observable, comme le montre la Fi-

gure 6.11. À partir de ce quenching, l’efficacité du FRET calculée pour

les points 1 et 2 était respectivement de 26,3 ± 1,9 et 27,3 ± 1,6 %.

La taille de la zone émettant un signal FRET est ici très réduite, ce

qui montre que la cellule est essentiellement hors de portée du FRET.

6.3.2 Super-résolution latérale par clignotement de l’accepteur

L’imagerie NEF offre naturellement une grande sélection axiale défi-

nie par la portée du transfert d’énergie non-radiatif, typiquement 10

à 20 nm. Cependant, la résolution latérale du système imageur reste li-

mitée par diffraction. Ainsi, nous nous sommes intéressés aux différentes

méthodes de super-résolution potentiellement combinables avec l’ima-

gerie NEF.

6.3.2.1 Principes des méthodes de super-résolution

Le terme générique de ”microscopie de super-résolution” regroupe

un ensemble de techniques de microscopie optique ayant pour but

d’augmenter la résolution du système d’imagerie au-delà de la limite

de diffraction – section 2.3.1.2 – valant typiquement ∼ 250 nm dans le

visible. Ces techniques sont très variées, comme en témoigne l’article

de revue de 2020 par Jacquemet et al. [333]. Chacune présente des

avantages et des inconvénients, que l’on peut classer selon différents

critères : résolution XYZ ; résolution temporelle ; versatilité ; fidélité 32 ; 32. Capacité de l’image super-résolue

à reproduire la distribution des
molécules à imager.

compatibilité avec l’imagerie multicolore ; avec l’épaisseur des échantil-

lons 33 ; et, évidemment, capacité à étudier les cellules vivantes. 33. Susceptibilité aux artefacts produits
par diffusion.L’imagerie NEF s’inscrit dans ce programme de recherche et s’avère

de plus complémentaire avec les techniques de super-résolution basées

sur l’analyse des fluctuations de l’émission, notées FB-SRM 34. La va- 34. Fluctuation-Based Super-Resolu-
tion Microscopy.riation de l’émission des fluorophores sous excitation continue 35 peut

35. Dont nous avons introduit les bases
théoriques en section 2.1.2.2 pour

les molécules organiques classiques, et
en 3.1.2.2 pour les boites quantiques.

en effet être utilisée pour reconstruire numériquement une image de

résolution latérale inférieure à la limite de diffraction. Le profil d’intérêt

relatif des imageries NEF et FB-SRM est synthétisé en Figure 6.12,

l’imagerie classique en épi-fluorescence servant de référence.

Il existe principalement 2 méthodes FB-SRM existantes 36, notées 36. Respectivement :
Super-resolution Optical Fluctuation

Imaging

Super-Resolution Radial Fluctuations

SOFI [334] et SRRF [335]. Elles demandent typiquement d’acquérir

consécutivement quelques dizaines d’images, jusqu’à quelques centaines

selon les échantillons. Cela limite légèrement leur résolution temporelle,

mais celle-ci reste bien supérieure à ce qui peut être obtenu avec des

techniques comme le PALM ou (d)STORM, où le nombre d’images à

acquérir est typiquement de plusieurs milliers. En tant que méthodes

purement numériques, elles sont intrinsèquement versatiles et utili-

sables dans de très nombreuses configurations expérimentales [336].

Par contre, il est nécessaire de pré-tester les réglages algorithmiques

de manière à optimiser les résultats. En comparaison avec les tech-

niques de super-résolution basées sur la détection de molécules uniques,

les méthodes FB-SRM ne demandent pas des irradiations très impor-

tantes, notamment lorsqu’elles sont utilisées avec des émetteurs très
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fluctuants, comme des protéines fluorescentes photo-commutables [337].

Cela les rend plus adaptées aux études sur cellules vivantes.

Figure 6.12 – Cartogra-

phie comparée des techniques

d’imagerie par épifluorescence ;

FB-SRM ; NEFI.

Les évaluations pour les méthodes

épifluorescence et FB-SRM sont

extraites de [333] et simplifiées à 3

niveaux pour mettre en avant les

performances relatives. Les scores

de l’imagerie NEF sont attribués

par nos soins, en cohérence avec les

aspects retenus dans la publication de

Jacquemet et al. La bordure du cercle

correspond à de bonnes performances

relatives pour le critère considéré.

Le centre du cercle correspond à de

mauvaises performances relatives.

La qualité des reconstructions dépend de la densité des émetteurs,

ce qui rend particulièrement puissante la combinaison de ces méthodes

avec les dispositifs offrant une grande sélection axiale, comme par

exemple le TIRF ou l’imagerie NEF, beaucoup moins sujets aux ar-

tefacts produits par diffusion dans les échantillons épais. Notons que

les images générées par SOFI ou SRRF dépendent plus des fluctua-

tions d’intensité que de l’intensité elle-même. Ainsi, l’intensité des

pixels de ces reconstructions traduit surtout une confiance sur la lo-

calisation : la présence d’émetteurs non-fluctuants limitera d’ailleurs

nécessairement la fidélité de l’image obtenue de l’échantillon. Ces 2

méthodes de FB-SRM sont parfaitement compatibles avec l’imagerie

multi-couleurs. Leur limite la plus importante réside dans la résolution

axiale Z : ces algorithmes ne permettent tout simplement pas de traiter

directement cette dimension 37. Or, il s’agit précisément du domaine de 37. On doit alors recourir à des mon-

tages à multiples plans d’imagerie.prédilection de l’imagerie NEF. La méthode SRRF, la plus récente des

deux, dispose d’une implémentation sous la forme d’un plug-in nommé

NanoJ-SRRF [338] sur le logiciel libre Fiji (version étendue d’Image-

J), ce qui la rend très facilement utilisable. De plus, selon les réglages

choisis, elle permet de réaliser un traitement algorithmique semblable

à celui opéré par SOFI [339]. C’est donc cette méthode que nous avons

choisie pour réaliser nos premiers tests.

6.3.2.2 L’algorithme SRRF

Figure 6.13 – Illustration de

la création des matrices de sous-

pixels par l’algorithme SRRF.

Adapté de [336].

La première étape de l’algorithme consiste à diviser chaque pixel

d’une image – symbolisés par les lignes larges en Figure 6.13 – en une

matrice de sous-pixels. Le nombre de sous-pixels créés est défini par

le 1er paramètre entrant Rm (Radiality Magnification). Chaque sous-

pixel se voit attribuer une probabilité de contenir un émetteur. Le

calcul de cette probabilité repose en premier lieu sur une analyse spa-

tiale, illustrée en Figure 6.14 (a). Pour chaque sous-pixel, des vecteurs

représentant les gradients d’intensité sont mesurés pour un disque de

sous-pixels voisins – les flèches indiquant la direction de l’augmentation



144 microstructuration 2d de boites quantiques

d’intensité. L’aire du champ circulaire évalué est définie par le rayon

de l’anneau de circonférence, noté Rr (Ring Radius) – 2e paramètre

en entrée.

Figure 6.14 – Schéma du

procédé SRRF. Adapté de [335]

(a) Processus d’analyse tempo-

relle : une PSF sous illumination

grand-champ devient une cartogra-

phie des radialités en établissant le

degré de convergence des vecteurs

de gradient d’intensité pour chaque

sous-pixel de l’image artificielle.

(b) L’acquisition d’un stack d’images

permet de préciser la position des

émetteurs par l’analyse de l’évolution

des radialités.

Le 3e et dernier paramètre est le nombre de points de calculs défini

sur la circonférence de cet anneau – on le note Ar (Axes in Ring).

Le degré de convergence des vecteurs de gradient est nommé radia-

lité. Comme le montre la Figure 6.13, plus les sous-pixels sont proches

de la ”vraie” position de l’émetteur, plus leur radialité sera forte. On

passe donc d’une PSF limitée par diffraction à une carte de probabi-

lités de présence. Cette cartographie est effectuée pour chaque image

de l’empilement (stack) analysé. L’analyse temporelle – Figure 6.14 (b)

– complète ce premier niveau d’analyse à partir de l’évolution de la ra-

dialité. La fluctuation temporelle permet en effet d’évaluer à quel degré

le sous-pixel est effectivement centré sur l’émetteur, ce qui peut per-

mettre, sur l’image finale issue du stack, de résoudre 2 fluorophores là

où l’imagerie limitée par diffraction ne permettait aucune distinction.

6.3.2.3 Étude préliminaire sur une surface de QDs à faible densité surfacique

Pour évaluer la possibilité de combiner l’imagerie NEF et méthode

SRRF, nous avons réalisé une expérience ”modèle” sur le même prin-

cipe que notre expérience démonstrative de FRET sur microstruc-

tures. Cette fois-ci, des lamelles homogènes sont réalisées, où l’on di-

minue la densité de boites quantiques fonctionnalisées. Même avec des

QDs[MPA] s’adsorbant rapidement sur la lamelle, il suffit de diminuer

la concentration de la solution de QDs à 2 nM et de limiter le temps

d’incubation à 30 s. Le reste du protocole de fonctionnalisation reste

identique. Le ligand fluorescent Im-AF647 est incubé via une solution

à 1 µM sur ces lamelles 38 durant 10 min puis rincé au tampon Hepes. 38. Sans pré-passivation avec du PLL-g-

PEG.La Figure 6.15 donne l’allure typique des surfaces ainsi obtenues.



applications à l’étude de l’adhésion cellulaire 145

(a) IDD (b) IDA (c) IAA

(a-b) L’irradiance à 458 nm est de 14,1 W/cm2, contre (c) 1 W/cm2 à 633 nm. IAA = 175 ± 11 coups/px, soit 6 %

de variation par rapport à la moyenne. Les images, dont le contraste est ajusté, sont toutes issues de la moyenne de

25 acquisitions de 0,1 s. Barre d’échelle : 10 µm

Figure 6.15 – Signal détecté

dans chacune des configurations

en TIRF.

La puissance utilisée pour enregistrer les images IDD et IDA –

Figure 6.15 (a) et (b) – est plus élevée que dans nos expériences

précédentes. Cette configuration a été déterminée empiriquement afin

d’obtenir un début de clignotement dans la fenêtre de détection de

l’accepteur tout en conservant des durées d’acquisition relativement

réduites. Il est alors possible de déterminer le niveau des différents

bruits de fond 39. 39. Toutes les valeurs données ici ont

fait l’objet d’une correction par le

bruit d’obscurité de la caméra à
0,1 s de temps d’acquisition, soit

100 coups/px.

La valeur moyenne de IAA vaut ici 175± 11 coups/px et le coefficient

de correction δDE pour cette irradiance laser vaut au maximum 0,18.

Cela conduit à estimer une contribution maximum de δDEIAA = 31± 2

coups/px pour l’excitation directe de l’accepteur. Ce type de bruit de

fond est homogène sur l’image IDA – Figure 6.15 (b) – puisque le dépôt

de Im-AF647 est plus ou moins homogène sur l’ensemble de la surface –

Figure 6.15 (c). Le coefficient de correction αBT ne dépend pas de l’ir-

radiance d’excitation, et vaut donc toujours 0,0018 ± 0,0006. Le signal

mesuré IDD sur la Figure 6.15 (a) vaut entre 1000 et 2000 coups/px, in-

diquant que la contribution du signal de débordement spectral αBT IDD

des QDs lors d’une observation dans la fenêtre de l’accepteur ne dépasse

pas 2 à 5 coups/px.

Le bruit de fond enregistré sur l’image IDA vaut en moyenne 30 à 50

coups/px, ce qui correspond aux contributions dues au débordement

spectral des QDs et à l’excitation directe de l’accepteur. Autrement

dit, les spots brillants observés sur la fenêtre de détection de l’accep-

teur – et qui clignotent au cours du temps – correspondent à du FRET.

Ce signal I corr
DA , après correction des différents bruits, vaut typique-

ment 30 à 60 coups/px au minimum. Autrement dit, même dans une

configuration expérimentale aussi défavorable, nous pouvons détecter

un clignotement de l’accepteur issu du FRET. Pour tester différents

réglages de l’algorithme SRRF, nous avons acquis 1000 images succes-

sives puis sélectionné une zone d’intérêt d’environ 10 µm de côté. La

Figure 6.16 donne un aperçu de l’évolution temporelle du signal avant

traitement.
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(a) (b) (c) (d)

L’irradiance à 458 nm est de 14,1 W/cm2, le temps d’acquisition par image est de 0,1 s. Barre d’échelle : 2 µm.

Figure 6.16 – Exemple

d’évolution du signal IDA pour

quelques images d’un stack.

Le signal de nos accepteurs est très bruité. Dans ce cas, il est re-

commandé d’ajouter un poids relatif aux gradients d’intensité calculés

à partir de la largeur à mi-hauteur de notre PSF (∼ 250 nm). Ce

paramètre supplémentaire a donc été fixé à 2,5 dans le plug-in NanoJ-

SRRF. Il s’articule avec l’aire du champ de gradients, qui doit être

suffisamment grande pour éviter l’apparition d’artefacts sur l’image

finale. La valeur de Rr a donc été laissée à 1, sa valeur par défaut.

Dans ces conditions, il était inutile de chercher un très grand gain en

résolution. La valeur de Rm maximum testée était donc de 5, ce qui

correspond à une résolution maximum atteignable de 40 à 50 nm. À

l’inverse, nous avons systématiquement maximisé le nombre de points

considérés pour le calcul de radialité, soit Ar = 8, de manière à maxi-

miser le contraste 40. Les Figures 6.17 (a) à (c) présentent les images 40. Dans le cas des images employées

pour ces tests, l’augmentation de
temps de calcul causée était margi-

nale, le temps total de traitement

par stack d’images ne dépassant pas
1 min.

résultantes du calcul SRRF, pour différents nombres d’images prises

en compte dans l’analyse. On peut comparer ces résultats à l’image ob-

tenue en moyennant 25 images, assimilable à ce qui aurait été obtenu

pour une seule acquisition NEFI standard – Figure 6.17 (d).

(a) SRRF - 100 images (b) SRRF - 500 images (c) SRRF - 1000 images (d) Moyenne de 25 images

Figure 6.17 – Comparaison

des images obtenues par analyse

SRRF selon le nombre d’images

prises en compte dans le cal-

cul, et acquisition NEFI clas-

sique (moyenne de 25 images).

Barre d’échelle : 2 µm

On constate un gain évident en résolution, même en ne prenant en

compte que 100 images pour le calcul. Cela nous permet d’envisager

des expositions relativement courtes (10 s) en situation réelle sur des

cellules. Cependant, cet exemple nous permet aussi d’illustrer la limite

principale de cette méthode : l’absence de fluctuation des émetteurs

conduit à leur disparition sur l’image SRRF, comme on peut le voir

pour le signal central présent sur toutes les images de la Figure 6.16

et sur la Figure 6.17 (d) 41. 41. Aucun spot n’est associé à ce si-
gnal FRET sur les images SRRF – Fi-

gure 6.17 (a-c).
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6.4 Conclusions sur l’application aux études d’adhésion

cellulaire

Dans ce dernier chapitre, j’ai eu l’occasion de mettre à l’épreuve

l’imagerie NEF dans des situations réelles d’imagerie cellulaire. Le li-

gand de surface His-RGD, introduit durant le chapitre 5, a pu être

efficacement utilisé pour promouvoir l’adhésion spécifique de cellules

sur nos microstructures de QDs. Cela a été l’occasion de montrer l’im-

portance du design des micro-motifs, les cellules U87-EGFR-WT uti-

lisées montrant des difficultés à bien s’étaler, en comparaison avec ce

que nous avions pu observer sur des surfaces homogènes. Cela n’est

pas la seule difficulté relevée : le choix d’une monocouche de QDs

sans matrice d’immobilisation – jouant le rôle de couche protectrice

– s’est révélé à double tranchant. Si cela permet effectivement une

bioconjugaison directe de nos donneurs FRET, cela les rend aussi ex-

posés à des phénomènes d’adsorption indésirables. Notre premier choix

de marquage cellulaire, employant un aptamère conjugué à un accep-

teur FRET, a ainsi permis de mettre en évidence cette limitation.

Un moyen de contourner ces problèmes serait de recourir à un mar-

quage en amont, comme nous avons pu le montrer avec des cellules

RPE-1 et WPMY-1 marquées à la DiD avant leur incubation sur nos

surfaces. Enfin, nous avons présenté des résultats préliminaires encou-

rageants quant au potentiel de combinaison de l’imagerie NEF avec les

méthodes de super-résolution basées sur le traitement numérique des

fluctuations d’émission, nous permettant d’envisager de futures études

plus poussées sur la localisation et la dynamique des points focaux

d’adhésion.





Conclusion

Conclusion générale

Mon projet doctoral a consisté à poursuivre le développement de

l’imagerie NEF, méthode de nanoscopie l’étude de l’adhésion cellulaire

basée sur le transfert d’énergie non-radiatif de type Förster (FRET).

Pour cela, j’ai sélectionné dans la littérature les travaux de FRET

quantitatif les plus pertinents et monté un dispositif TIRF qui a servi

de technique usuelle d’observation pour tous mes travaux.

Une part non-négligeable de mon travail a consisté à développer nos

capacités d’utilisation des boites quantiques. Cela m’a demandé d’ap-

profondir mes connaissances de leurs propriétés photo-physiques et chi-

miques, mais aussi l’apprentissage de la synthèse de QDs cœurs/coquil-

les de type CdSe/CdS/CdZnS/ZnS. La reproductibilité de ces synthèses

a été étudiée, ainsi que les propriétés de photoluminescence des QDs

obtenus. J’ai également mis en œuvre plusieurs protocoles d’échange

des ligands de surfaces des QDs, afin de les solubiliser dans différents

milieux.

Cette mâıtrise de bout en bout m’a permis de reprendre la méthode

de fonctionnalisation utilisée par l’équipe et d’en réaliser une caractéri-

sation plus approfondie. J’ai ainsi pu mettre au point un protocole

permettant d’obtenir des monocouches de QDs homogènes à grande

échelle et de densité surfacique contrôlée. Un résultat particulièrement

intéressant est la possibilité d’obtenir des densités surfaciques élevées

(⩾ 3000 QDs/µm2) en 20 min seulement lorsque l’on utilise le MPA

comme ligands de surface, contre 24 h avec les ligands TOP utilisés

précédemment. J’ai aussi pu montrer que la photoluminescence enre-

gistrée de ces monocouches n’augmente pas linéairement avec la densité

surfacique de QDs, mais suit un modèle de saturation où la photo-

luminescence progresse faiblement passé un seuil d’environ 150 QDs

dans un spot limité par diffraction. Enfin, j’ai montré qu’à l’aide d’un

échange de ligand adapté – ici, le His-RGD – après fonctionnalisation

des QDs sur le verre, il était possible de stabiliser l’émission de nos

QDs sur le domaine de faibles irradiances ⩽ 1 W/cm2.

La méthode de fonctionnalisation bottom-up a en outre été enrichie

par une microstructuration top-down réalisée par photolithographie

dans le proche UV, en utilisant le dispositif PRIMO d’Alvéole, initia-

lement conçu pour le micropatterning de cellules. Cet outil repose sur

l’utilisation d’un dispositif numérique à micro-miroirs (DMD). Nous

pouvons dorénavant créer aisément des monocouches de QDs de n’im-

porte quelle forme, avec une résolution de l’ordre de 2 µm. Les travaux

d’amélioration de notre procédé devraient à ce titre viser l’élimination

complète du phénomène d’agrégation des QDs au bord des motifs,
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constaté lors de l’utilisation de QDs[MPA] en milieu aqueux.

Dans le but de biofonctionnaliser les monocouches de QDs avec

un ligand de surface capable de se lier aux intégrines (His-RGD), j’ai

montré la nécessité de passiver la surface en verre avec des PEG,

à l’aide d’un ligand fluorescent (Im-AF647) s’adsorbant sur les QDs

de la même manière. Cette passivation permet de déposer les ligands

spécifiquement sur les QDs, par chélation, ce qui ouvre la voie à di-

verses applications dans le champ des bio-détecteurs. Nous en avons

profité pour réaliser une étude FRET par voie spectrale et par ima-

gerie. Le ligand Im-AF647 est en effet fluorescent par la présence

d’Alexa Fluor 647, qui joue le rôle d’accepteur FRET. Cette expérience

m’a permis de comparer diverses méthodes de calcul de l’efficacité du

FRET mais aussi et surtout de démontrer la pertinence de la sélection

spectrale réalisée sur le dispositif TIRF. Dans la fenêtre de détection

de l’accepteur, et sous le régime d’irradiance adéquat, nous sommes

capables d’obtenir un signal issu à 99 % du FRET, ce qui simplifie

considérablement l’analyse des signaux.

La dernière partie de ma thèse a consisté à explorer les possibilités

d’utiliser mes substrats pour l’étude de l’adhésion cellulaire. Après

vérification de la capacité du ligand His-RGD à promouvoir l’adhésion

cellulaire, j’ai pu démontrer la possibilité de micropatterner des cel-

lules à l’aide de nos micro-motifs de QDs. Si nous avons pu obtenir des

premiers résultats prometteurs en FRET sur cellules en adhésion, nos

expériences ont surtout permis d’identifier la nécessité de bien opti-

miser et contrôler le marquage cellulaire avec l’accepteur, afin d’éviter

que ce dernier ne s’adsorbe sur les QDs. Les travaux ultérieurs devront

donc impérativement utiliser des méthodes où le marquage est réalisé

avant dépôt des cellules sur les microstructures. Enfin, nous avons

également obtenu des résultats préliminaires portant sur la combinai-

son de l’imagerie NEF avec les techniques de super-résolution latérale

par traitement numérique des fluctuations d’émission, qui demandent

à être développés.

Perspectives d’optimisation écologique

Principes de ”chimie verte” et ”nanosciences soutenables”

Tout travail de recherche devrait se préoccuper des conditions de sa

compatibilité avec les enjeux socio-écologiques, a fortiori s’il souhaite

ajouter une nouvelle couche matérielle à des techniques déjà existantes,

comme c’est le cas de cette thèse. Les nanosciences, dans leur ensemble,

tendent en pratique à fermer les yeux sur ces aspects, ou à les reléguer

à un champ de recherche connexe. La discussion entre approches de

soutenabilité faible et soutenabilité forte n’est donc même pas encore

d’actualité. Pourtant, de nombreux cadres de travail existent depuis

longtemps. En ce qui concerne la fabrication et la fonctionnalisation,

qui relèvent souvent de processus chimiques, le cadrage qualitatif de

la ”chimie verte” a été posé – avec de nombreuses variantes – depuis

le début des années 1990, et plusieurs estimateurs plus quantitatifs
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ont été proposées pour les nanosciences. On peut par exemple citer le

facteur d’économie atomique AE, le E-Factor, et diverses métriques

basées sur l’énergie ou le flux de matière consommé [340]. Des feuilles

de route spécifiques pour des démarches de ”nanosciences soutenables”

ont aussi pu être élaborées [341].

Cela étant dit, la meilleure base pour l’évaluation d’un procédé reste

l’analyse de cycle de vie 1, ou ACV, méthode qui permet de donner une 1. Telle que définie par les normes :

ISO 14 040 et ISO 14 044.estimation quantitative et multifactorielle des impacts environnemen-

taux. Comme le notait en 2012 une revue de l’emploi de l’ACV dans

les nanosciences, plus de la moitié des (rares) études existantes se li-

mitaient à l’analyse des flux d’énergie et de matières, sans prendre en

compte les enjeux nanospécifiques de toxicité ou de fin de vie [342].

Lorsque ces éléments étaient présents, il n’y avait généralement pas

d’évaluations quantitatives. En effet, une ACV approfondie nécessite

que les éléments spécifiques aux nanoparticules soient effectivement

compilés dans les bases de données sur le cycle de vie, ce qui se

révèle d’une grande complexité tant ces éléments peuvent varier se-

lon les matériaux, les géométries des nanoparticules, etc. Entre-temps,

plusieurs outils plus qualitatifs ont été proposés (USE-tox, CalTOX,

QSAR), mais ces derniers sont plus adaptés aux matériaux bulk. Plu-

sieurs autres outils pertinents, comme les évaluations des risques, pa-

rallèles à l’ACV, ne doivent par ailleurs pas être écartés [342].

Contrairement à certains préjugés, il est cependant tout à fait pos-

sible de réaliser l’ACV de méthodes dont la maturité est celle du

développement en laboratoire, à condition de définir adéquatement

l’unité fonctionnelle étudiée 2. Par exemple, les différents procédés de 2. D’après l’ISO 14 040 (2006) :
Performance quantifiée d’un système

de produits destinée à être utilisée

comme unité de référence dans une
analyse de cycle de vie. L’unité fonc-

tionnelle définit la quantification des

fonctions identifiées (caractéristiques
de performance) du produit. L’objectif
premier d’une unité fonctionnelle est
de fournir une référence à laquelle les

intrants et les extrants sont liés. Cette

référence est nécessaire pour assurer la
comparabilité des résultats d’une ana-

lyse du cycle de vie.

synthèse de nanoparticules d’argent, de TiO2 ou de Fe3O4, ont fait

l’objet d’analyses de cycle de vie comparées [340]. C’est aussi le cas

de la synthèse historique des cœurs de QDs CdSe [343], et cela s’est

développé jusqu’à plusieurs de leurs applications [344, 345].

Ébauche d’Analyse de Cycle de Vie comparée

Cette préoccupation a été présente tout au long du travail de cette

thèse. Le travail d’analyse du cycle de vie étant en cours, je me conten-

terais ici de présenter les stratégies mises en œuvre aux différentes

étapes de notre procédé de microstructuration des QDs, et les premières

estimations en termes de flux de matière que l’on peut en tirer. L’unité

fonctionnelle choisie a ici été la réalisation de 5 lamelles de QDs mi-

crostructurées, car cela correspond au nombre classique de lamelles

réalisées d’un coup, en raison du nombre de places du bac Hallen-

dahl utilisé pour les incubations. La synthèse de QDs elle-même est

prise comme un entrant fixé, car je n’ai pas eu l’occasion de tester

des alternatives 3. Cela permet par ailleurs de raisonner au niveau du 3. Une comparaison globale des 4
grandes catégories d’émetteurs pour

l’imagerie et la bio-détection a été faite
par Himmelstoß et al. [346]. Une étude
comparée des synthèses existantes de

nanocristaux semi-conducteurs a été
faite par Reiss et al. [347], même si

cela ne relève pas de l’ACV.

procédé de microstructuration lui-même, qui est l’apport principal de

mon travail.

En ce qui concerne l’étape de nettoyage et d’activation, j’ai men-

tionné durant le chapitre 4 que l’usage d’un Piranha et d’un Plasma-Air

donnait des résultats comparables. Cela est vrai pour les QDs[MPA]
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uniquement, où l’on peut facilement obtenir des densités surfaciques

élevées. Avec des QDs[TOP], pour un même temps d’incubation de

24 h, la densité surfacique obtenue avec une étape d’activation initiale

au Plasma-Air est 30 % inférieure – évaluation par imagerie TIRF du

nb de coups/px moyen obtenu pour des lamelles préparées en même

temps. Ce problème ne se pose plus avec les QDs[MPA], ce qui permet

de supprimer totalement du processus la consommation d’acide sulfu-

rique et d’eau oxygénée au profit d’environ 25 mL d’éthanol à 70 %

– auquel il faudra ajouter, dans le cadre de l’ACV, la consommation

électrique du bain d’ultrasons et de l’exposition au Plasma-Air.

J’ai montré dans ce même chapitre 4 que, pour l’étape de fonction-

nalisation bottom-up, la monocouche d’accrochage à l’aide de silanes

pouvait indifféremment se faire à l’aide de MPTMS solubles dans le

toluène anhydre ou de MPTES solubles dans un mélange d’éthanol à

95 % et d’eau à 5 %. Cette dernière option devrait 4, à volume utilisé 4. Sauf surprise concernant l’impact de

fabrication des MPTES par rapport à
celle des MPTMS.

constant, mener à une nette baisse des impacts de cette étape lors-

qu’évalués dans le cadre d’une ACV. Cependant, à l’heure actuelle,

nous ne pouvons pas utiliser les MPTES pour obtenir des surfaces mi-

crostructurées en raison de la forte solubilité de la résine S1813 G2 dans

l’éthanol. Une alternative intéressante pourrait être de réaliser l’étape

de photolithographie à l’aide de PMMA associé à un photo-initiateur

sensible dans l’UV 5. Dans le cas d’une couche de PMMA d’épaisseur 5. Par exemple l’Irgacure 651, comme

montré par Carbaugh et al. [348].supérieure à 1 µm, on constate en effet une résistance à l’éthanol com-

patible avec notre incubation d’une nuit des MPTES dans le mélange

éthanol/eau. De plus, le PMMA lui-même peut être solubilisé dans un

solvant alternatif au toluène, l’éthyle de lactate, non-toxique et issu de

sources renouvelables [349].

Enfin, la substitution des QDs[TOP] par les QDs[MPA] est très pro-

bablement 6 une amélioration sous plusieurs aspects. Dans le cas des 6. Sous réserve que les impacts du
processus de fabrication du MPA ne

soient pas significativement supérieurs

à ceux de la fabrication des composés
TOP et TOPO.

QDs[TOP], la réalisation de l’unité fonctionnelle choisie, avec notre

matériel de laboratoire, nécessite environ 25 mL d’une solution à 1 µM,

soit 25 nmol. Seule une faible proportion des QDs s’adsorbe effective-

ment sur les surfaces, une majorité est donc gâchée. Une manière de

minimiser cela est de coller les lamelles par paires avec de la S1813 G2,

car on ne souhaite microstructurer qu’une seule des faces de nos la-

melles de verre 7. On multiplie ainsi le nombre de lamelles préparées 7. Cette étape s’insère entre l’étape de
développement de la résine et l’étape

de réactivation au Plasma-Air. Elle

permet de plus de ne pas avoir à
nettoyer l’arrière des lamelles après
l’étape d’adsorbtion des QDs.

par 2 pour les mêmes quantités consommées, i.e. on divise les quantités

consommées par 2 pour notre unité fonctionnelle. Cependant, l’uti-

lisation de QDs[MPA] permet des économies bien plus importantes.

Premièrement, on supprime l’utilisation de toluène comme solvant, au

profit d’un tampon aqueux avec NaHCO3 à 0,1 M. Deuxièmement, l’in-

cubation des QDs[MPA] se fait hors bôıte à gant : nous les incubons

donc individuellement avec environ 100 à 150 µL de solution à 1 µM par

lamelle, soit 0,75 nmol effectivement nécessaires au total. Autrement

dit, pour notre unité fonctionnelle de 5 lamelles réalisées, l’utilisation

des QDs[MPA] permet de diviser la quantité de QDs consommés par

15 à 30, par rapport aux QDs[TOP], selon que l’on considère ou non la

possibilité de coller les lamelles par paires dans le protocole utilisant

les QDs[TOP].
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Ces différents éléments prometteurs, pour être confirmés, devront

être confrontés aux impacts associés tout au long du cycle de vie

(de la fabrication des consommables jusqu’à leur élimination et traite-

ment comme déchets), de manière aussi exhaustive que possible, pour

conclure sur les gains réels de ces différentes stratégies alternatives.

De plus, il faut ajouter à ce type d’analyse une évaluation de la cri-

ticité des différents matériaux mis en œuvre [350]. Cette notion en-

globe la question des impacts environnementaux, pour aussi prendre

en compte les enjeux de disponibilité des ressources et susceptibilité

aux risques d’approvisionnement. À titre d’exemple, un écueil fréquent

de la recherche sur les boites quantiques est de considérer les QDs à

cœurs InP comme plus ”verts” que les CdSe, sur la base de la toxicité

inférieure des cœurs InP. Or, cette qualification implique de mettre de

côté (a) le fait que l’utilisation d’indium est considérée comme ayant

plus d’impact sur le changement climatique et (b) que l’indium est un

matériau considéré significativement plus critique – résultats qui sont

consistants à travers l’ensemble de la littérature concernée [351-353].

Il sera donc nécessaire, pour produire une évaluation rigoureuse de nos

efforts d’optimisation écologique, de considérer tous ces aspects.
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pour décoder la mécanotransduction. Theses. Université Grenoble Alpes, 2018 (cf. p. 37).
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