
HAL Id: tel-00113908
https://theses.hal.science/tel-00113908

Submitted on 14 Nov 2006

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Nanocristaux semiconducteurs: des sources de lumière
pour l’optique et la biologie

Maxime Dahan

To cite this version:
Maxime Dahan. Nanocristaux semiconducteurs: des sources de lumière pour l’optique et la biologie.
Biophysique [physics.bio-ph]. Université Pierre et Marie Curie - Paris VI, 2005. �tel-00113908�

https://theses.hal.science/tel-00113908
https://hal.archives-ouvertes.fr


Nanocristaux semiconducteurs : 
des sources de lumière pour l'optique et la biologie

Laboratoire Kastler Brossel

Habilitation à diriger des recherches 
de l'Université Paris VI  Pierre et Marie Curie

présentée par

Maxime Dahan

Sujet  :

Soutenue le 2 novembre 2005 
devant le jury composé de :

M. Moungi BAWENDI
M. Daniel CHOQUET
M. Jean-Francois JOANNY
M. Jean-Louis MARTIN
M. Alain PROCHIANTZ
M. Vahid SANDOGHDAR

Membre invité
Rapporteur
Rapporteur

Membre invité
Membre invité
Membre invité



Table des matières1 Introdu
tion 32 Photophysique de nano
ristaux individuels 82.1 Intermitten
e de la �uores
en
e et vols de Lévy . . . . . . . . . . . . . . . 82.2 Dégroupement de la �uores
en
e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 132.3 Mesure de l'orientation d'un nano
ristal . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 142.4 Mesure des taux de re
ombinaison radiatif et non-radiatif d'un nano
ristalunique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 163 Solubilisation et fon
tionnalisation des nano
ristaux 183.1 Enjeux et di�
ultés . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 183.2 Solubilisation ave
 des polymères amphiphiles . . . . . . . . . . . . . . . . 203.3 Vers des sondes séle
tives et fon
tionnellement a
tives. . . . . . . . . . . . 224 Dynamique 
ellulaire à l'é
helle de la molé
ule unique 244.1 Suivi de molé
ules individuelles en milieu vivant ave
 des nano
ristauxsemi
ondu
teurs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 244.2 Di�usion membranaire du ré
epteur de la gly
ine. . . . . . . . . . . . . . . 324.3 Dynamique du ré
epteur du GABA dans le 
�ne de 
roissan
e . . . . . . . 404.4 Vers un suivi en molé
ule unique du mouvement intra
ellulaire de détermi-nants de la division asymétrique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 455 Con
lusion 50A Autres travaux 59A.1 Travail de do
torat : e�ets quantiques dans des gaz de 
ésium ultrafroids . 59A.2 Mesure de distan
e en molé
ule unique par tranfert d'énergie . . . . . . . . 60A.3 Etude optique de la dynamique des intera
tions ADN-Protéine . . . . . . . 62B Liste 
omplète des produ
tions et a
tivités s
ienti�ques 65C Curri
ulum Vitae 71



1 Introdu
tionLes nano
ristaux semi
ondu
teurs (NCs) sont une illustration des progrès spe
ta
u-laires réalisés dans la synthèse de nanomatériaux. Au 
ours des années 1990, plusieurslaboratoires ont mis au point des te
hniques de synthèse 
olloïdale de nanoparti
ules per-mettant d'obtenir des é
hantillons de grande qualité, tant par leurs propriétés optiquesque par leur monodispersité en taille [1, 2, 3, 4℄. Ces objets 
omposées de quelques 
en-taines à quelques dizaines de milliers d'atomes représentent l'équivalent en solution desboîtes quantiques auto-organisées réalisées en épitaxie par jet molé
ulaire et étudiées parles physi
iens du solide depuis la �n des années 80 [5℄. Grâ
e à un 
ont�le pré
is de leurtaille à l'é
helle nanométrique, les boites quantiques 
olloïdales permettent d'explorer lamodi�
ation des propriétés physiques (optiques, éle
triques, stru
turales,. . . ) lorsque l'onpasse progressivement de l'é
helle atomique à 
elle du matériau massif [6℄.Le 
hangement des propriétés d'émission des nano
ristaux semi
ondu
teurs en fon
tionde leur taille est 
ertainement l'une des manifestations les plus spe
ta
ulaires des e�etsquantiques à l'é
helle nanomètrique dans 
es systèmes. A 
ause du 
on�nement quantiquedes paires éle
tron-trou dans la stru
ture, la longueur d'onde d'émission 
orrespondantà leur re
ombinaison radiative se dé
ale vers les basses énergies lorsqu'on augmente lataille du nano
ristal. Dans le 
as du séléniure de 
admium très fréquemment utilisé, il estpossible de varier ainsi le pi
 d'émission de 480 nm à 650 nm, passant 
ontinument dubleu au rouge, lorsque le diamètre de la parti
ule 
roît de 2 à 10 nm. A�n en d'augmenterle rendement quantique, les nano
ristaux sont le plus souvent re
ouverts de quelques
ou
hes atomiques d'un semi
ondu
teur de plus grand gap. En servant de barrière depotentiel, 
ette 
oquille empê
he les porteurs de 
harge de venir se piéger à la surfa
e.Elle réduit ainsi les pro
essus de re
ombinaison non radiative et permet d'obtenir desé
hantillons dont le rendement de �uores
en
e dépasse 50 %. Pour les nanoparti
ulesde CdSe dont l'énergie de re
ombinaison varie entre 1.9 et 2.6 eV suivant la taille, lematériau prote
teur le plus souvent utilisé est le sulfure de zin
 dont le gap dans le massifest 3.8 eV. Les résultats présentés dans 
e manus
ript ont ainsi été obtenus ave
 desé
hantillons de nano
ristaux 
÷ur-
oquille de CdSe/ZnS. L'ensemble des te
hniques desynthèse permet don
 de préparer des 
hromophores inorganiques brillants, de longueurd'onde ajustable, sus
eptibles d'être modi�és 
himiquement et pouvant être in
orporésdans des environnements variés.
A B

Fig. 1 � A) Stru
ture d'un nano
ristal de CdSe visualisé en mi
ros
opie éle
troniqueà transmission (
li
hé A. Kadavani
h, laboratoire de P. Alivisatos, UC Berkeley), B)E
hantillons de nano
ristaux de CdSe/ZnS de taille 
roissante.



1 INTRODUCTION 4De manière fortuite, le développement des méthodes de synthèse de nanoparti
ules se-mi
ondu
tri
es a 
oin
idé ave
 l'avénement d'un autre domaine de re
her
he : la déte
tionoptique de molé
ules individuelles. Initié par les travaux de W.E. Moerner et M. Orrit àla �n des années 80 [7, 8℄, 
e 
hamp de re
her
he a 
onnu depuis un essor 
onsidérable.Les expérien
es, qui portaient initialement sur la spe
tros
opie de molé
ules à basse tem-pérature, ont évolué progressivement vers des mesures à température ambiante puis desappli
ations à l'étude de systèmes biologiques [9, 10℄. L'un des attraits des expérien
es demolé
ules uniques est de pouvoir sonder des propriétés qui sont habituellement moyennéesdans les mesures d'ensemble. Les variations des grandeurs physiques, qu'elles résultentd'inhomogénéités au sein de l'é
hantillon ou de �u
tuations dynamiques sto
hastiques,deviennent alors a

essibles.Les nano
ristaux semi
ondu
teurs, en tant que nouvelle 
lasse d'émetteur �uores
ent,sont naturellement devenus objet d'étude en molé
ule unique, notamment dans le la-boratoire de M. Bawendi au MIT [11℄. Réalisée à l'é
helle d'une seule nanoparti
ule,la spe
tros
opie optique des nano
ristaux a révélé des phénomènes insoupçonnés tels quel'intermitten
e de �uores
en
e [12℄ ou la di�usion spe
trale [13℄ et a mis en avant le r�le del'environnement du nano
ristal sur les modi�
ations de ses propriétés de �uores
en
e. Demanière générale, 
es expérien
es ont renfor
é l'image des NCs 
omme des quasi-atomestout en soulignant les intera
tions dynamiques auxquelles ils sont soumis.Initialement, la synthèse et l'étude des propriétés optiques des NCs étaient en partiemotivées par leur utilisation à la pla
e des molé
ules organiques dans des dispositifsoptiques ou optoéletroniques. Dans 
e but, la possibilité de les manipuler dans des solvantset de les in
orporer dans de multiples environnements (polymères, gel,. . . ) est un avantagepar rapport aux boites épitaxiées qui sont préparées dans une matri
e solide. Au nombredes dispositifs ré
ents, on peut ainsi 
iter la réalisation de diodes éle
trolumines
entes[14, 15℄, de 
apteurs solaires [16℄, l'observation de l'émission laser à température ambianteet 
ryogénique [17, 18℄ ou l'in
orporation de nano
ristaux dans des 
ristaux photoniques[19℄.En 1998, les équipes de P. Alivisatos (UC Berkeley) et S. Nie (Indiana University) ontfait émerger un 
hamp nouveau d'appli
ations en démontrant qu'en plus de leur intérêtfondamental, les nano
ristaux semi
ondu
teurs pouvaient être utilisés 
omme sondes pourla biologie [20, 21℄. Leurs propriétés optiques, intermédiaires entre 
elles du 
ristal massif et
elles d'atomes individuels, en font des objets très favorables pour le marquage �uores
entpour les raisons suivantes :
• A la di�éren
e des �uorophores organiques, le spe
tre d'absorption des NCs est trèslarge permettant d'ex
iter optiquement la nanoparti
ule très au-dessus du gap etde �ltrer e�
a
ement l'émission de l'ex
itation.
• Le spe
tre d'émission est au 
ontraire étroit et symétrique, sans les dé
alages versle rouge dus aux niveaux vibrationnels dans les molé
ules organiques.
• La photostabilité des nano
ristaux semi
ondu
teurs est bien supérieure à 
elle des�uorophores organiques.L'ensemble de 
es 
ara
téristiques rend possible la déte
tion multi
ouleur ave
 une
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Fig. 2 � Spe
tres d'émission (traits pleins) et d'absorption (en pointillé) : A) de deuxé
hantillons de nano
ristaux de CdSe/ZnS : (i) de diamètre 2.2 nm et d'émission à 500nm (en vert), (ii) de diamètre 5.0 nm et d'émission à 620 nm (en rouge), B) de deux
olorants organiques.seule sour
e d'ex
itation et sans e�et de photoblan
hiement, ouvrant des perspe
tivesnouvelles pour explorer les propriétés d'é
hantillons biologiques ave
 une grande sensibi-lité. Si quelques années ont été né
essaires pour que les promesses annon
ées 
ommen
entà se réaliser, les utilisations des NCs en biologie sont aujourd'hui en plein essor [22, 23, 24℄,que 
ela soit pour améliorer les performan
es de te
hniques pré-existantes ou pour déve-lopper des appli
ations entièrement nouvelles. Les appli
ations à la biologie 
ellulaire sontparti
ulièrement intéressantes dans la mesure où : (i) l'imagerie est identi�ée 
omme unenjeu important pour le développement de la biologie 
ellulaire [25℄, (ii) 
e sont pour lessystèmes 
ellulaires que les propriétés des NCs sont le plus nettement supérieures à 
ellesdes marqueurs organiques traditionnels.Mon travail dans 
e domaine de re
her
he a 
ommen
é �n 1997 lors d'un séjour post-do
toral au Lawren
e Berkeley National Laboratory dans l'équipe de S. Weiss où j'ainotamment été initié aux méthodes de synthèse inorganique. A mon retour en Fran
e,je me suis orienté vers une appli
ation nouvelle : l'utilisation des nano
ristaux semi
on-du
teurs pour l'étude en molé
ule unique de la dynamique 
ellulaire. En tirant partie deste
hniques d'imagerie ultrasensible et en béné�
iant de la photostabilité des NCs, le butétait de suivre le mouvement de molé
ules biologiques dans des 
ellules vivantes ave
 unegrande sensibilité. Comme il est dis
uté dans 
e manus
ript, 
ette appro
he a pu êtrevalidée expérimentalement, au moins dans le 
as de la dynamique de protéines membra-naires. L'imagerie de nano
ristaux individuels en milieu vivant est désormais réalisable etpermet l'observation des mouvements à une é
helle molé
ulaire pendant des durées sanspré
édent. Les NCs rendent aujourd'hui possibles des expérien
es en biologie 
ellulairequi n'auraient sans doute pas été envisageables sans l'usage de 
es nanomatériaux.De manière générale, la mise au point des appli
ations des nano
ristaux en opto-éle
tronique ou en biologie met en jeu un ensemble varié de domaines de re
her
he allantde la 
himie inorganique à la biologie 
ellulaire en passant par l'optique ou la physique des
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olloïdes. La �gure 3 résumer les problèmes s
ienti�ques qui apparaissent et leurs liensré
iproques. De manière naturelle, la synthèse de nouvelles nanoparti
ules soulève desquestions sur leurs propriétés optiques et éventuellement leur in
orporation dans des dis-positifs optiques ou opto-éle
troniques. De même, les 
onditions de synthèse a�e
tent lesméthodes de solubilisation et fon
tionnalisation qui elles-même déterminent les mesuresde biologie 
ellulaire qui peuvent être envisagées. Dans le 
as des expérien
es de suivi demolé
ules uniques, nous verrons que 
ela débou
he en plus sur des questions di�
iles detraitement et d'analyse d'images.
Synthèse des 
nanoparticules

Solubilisation 
et fonctionnalisation

Imagerie cellulaire 
et suivi de molécules 

uniques

 Analyse et traitement
 d'images

Etude des propriétés 
optiques 

Dispositifs optiques et
 opto-électroniques

Fig. 3 � Ensemble de questions mises en jeu dans l'étude et les appli
ations des nano-
ristaux semi
ondu
teurs. Les liens thématiques naturels sont indiqués par les �è
hes entraits pleins tandis que les �è
hes en pointillé désignent des relations �transversales�.Il pourrait être tentant d'aborder 
ha
une des questions de manière autonome. L'undes buts de 
e mémoire est 
ependant d'illustrer à quel point les enjeux sont souventreliés entre eux et qu'il est plus fru
tueux de 
onserver une appro
he globale. Au 
oursdes dernières années, j'ai pu 
onstater à plusieurs reprises dans quelle mesure la 
om-préhension détaillée des propriétés optiques à l'é
helle du NC individuel était importantepour la mise au point de méthode e�
a
e d'imagerie 
ellulaire, 
ombien la nature exa
tedes groupes fon
tionnels pouvait in�uer sur l'analyse de la dynamique des molé
ules ou
omment la 
ara
térisation 
olloïdales des NCs pouvait être a�e
tée par leurs propriétésphotophysiques.La démar
he suivie a don
 
onsisté à aborder plusieurs aspe
ts en parallèle : (i) l'étudedes propriétés optiques des NCs, (ii) leur 
ara
térisation physi
o-
himique, (iii) l'analysede la dynamique de mé
anismes 
ellulaires. Faute de pla
e et de moyen appropriés, peud'e�orts ont été 
onsa
ré à la synthèse des nanoparti
ules. Il s'agit pourtant d'un domaine
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onnait de développements spe
ta
ulaires. En 
hangeant la nature ou l'ingéniérie desmatériaux, il est possible d'explorer d'autres gammes de longueurs d'onde d'émission,notamment dans le pro
he infra-rouge (800-1200 nm) [26, 27℄ pour lequel il existe peu demarqueurs organiques et qui permet d'imager plus profondément dans les tissus.Des progrès tout aussi spe
ta
ulaires ont eu lieu sur le 
ontr�le de forme des nano-objets. Au 
ours des dernières années, on a vu tour à tour apparaitre des nanobatonnetssemi
ondu
teurs [28℄, des tétrapodes [29℄, des nano�ls [30℄, des nanosphères 
reuses [31℄ou des nanomatériaux hybrides or-semi
ondu
teur [32℄. L'intérêt pour la biologie a étésuggéré dans 
ertains 
as, 
omme par exemple pour les mesures d'orientation ave
 desnanobatonnets [33℄ ou la déte
tion éle
trique de virus ave
 des nano�ls [30℄. Dans biend'autres 
as, la possibilité et l'utilité d'intégrer 
es nanoparti
ules dans des expérien
essur systèmes biologiques sont aujourd'hui plus hypothétiques. Ces nano-objets restentpourtant un sujet de fas
ination qui laisse une grande part à l'imagination.L'essentiel du travail dé
rit dans 
e mémoire a été mené au sein de l'équipe �Optiqueet Biologie� du Laboratoire Kastler Brossel. Cette équipe, que j'anime ave
 Pierre Des-biolles, a été 
réée à l'automne 2000 autour d'un thème de re
her
he prin
ipal portant surla déte
tion optique de molé
ules individuelles, notamment pour la biologie. En plus del'étude des NCs et de leur appli
ations en milieu vivant, notre équipe étudie égalementdes méthodes de visualisation des intera
tions ADN-Protéines. Notre appro
he 
onsisteà étendre et à a

ro
her des molé
ules d'ADN a proximité d'une surfa
e en s'inspirantdes te
hniques de peignage molé
ulaire développées par V. Croquette et D. Bensimon àl'ENS. Ce projet, dont P. Desbiolles a plus spé
i�quement la 
harge, 
onsiste à visua-liser dire
tement le mouvement le long de la molé
ule d'ADN d'une protéine marquée,réalisant ainsi un �motility assay� similaire à 
eux obtenus ave
 des moteurs molé
ulaires(kinésine, myosine,. . . ) se déplaçant le long de mi
rotubules ou de �laments d'a
tine. Sou-lignons i
i que tous 
es projets, de nature pluridis
iplinaire, ont entrainé de nombreuses
ollaborations sans lesquelles il n'aurait pas été possible d'aboutir.Ce manus
ript est organisé de la manière suivante : dans les se
tion 2, 3 et 4, jeprésente su

essivement le travail réalisé sur la photophysique de nano
ristaux individuels,les pro
essus de solubilisation et fon
tionnalisation, l'imagerie en molé
ule unique de ladynamique 
ellulaire. Pour 
ha
une des parties, je me suis e�or
é de résumer les résultatsobtenus et d'indiquer des questions ouvertes et les dire
tions qui seront suivies dans unpro
he avenir. En annexe, je présente très su

intement d'autres travaux de re
her
he etnotamment un bref résumé de ma thèse de do
torat. Une liste 
omplète des produ
tionset a
tivités s
ienti�ques est également jointe.



2 Etude photophysique de nano
ristaux individuelsAu 
ours des années 90, de multiples expérien
es ont démontré que l'étude de molé
ules�uores
entes à l'é
helle de l'objet unique révélait des pro
essus photophysiques nouveauxtels que des �u
tuations spontanées d'intensité, de position spe
trale ou de durée devie des émetteurs [7, 8℄. De par leur nature aléatoire, 
es �u
tuations sont rapidementmoyennées dans des mesures d'ensemble et restent ainsi 
a
hées dans des expérien
es
onventionnelles. Tant d'un point de vue fondamental que du point de vue des appli
ationsen biologie, il est essentiel de 
omprendre les 
ara
téristiques des sondes �uores
entesutilisées a�n de distinguer ultérieurement les e�ets liés à leurs propriétés intrinsèques de
eux liés aux molé
ules auxquelles on souhaite les atta
her.Pour 
es raisons, nous nous sommes intéréssés à plusieurs propriétés de l'émissionde NCs semi
ondu
teurs individuels et nous présentons i
i les résultats obtenus sur lesaspe
ts suivants : (i) l'intermitten
e de la �uores
en
e, (ii) le dégroupement de photonsde �uores
en
e, (iii) la mesure de l'orientation de nano
ristaux individuels, (iv) l'étuderésolue en temps de la re
ombinaison radiative et non radiative. De nombreux aspe
ts de
es expérien
es sont dé
rits plus en détail dans la thèse de X. Brokmann [34℄. Comme ilest expliqué dans le manus
ript, 
es mesures ont souvent eu des impli
ations importantespour les expérien
es en 
ours de suivi de protéines individuelles en milieu vivant et ontégalement suggéré de nouvelles expérien
e sur des molé
ules biologiques.2.1 Intermitten
e de la �uores
en
e et vols de LévyObservé individuellement, un nano
ristal est un objet �uores
ent intermittent [12℄ :l'intensité émise alterne de manière aléatoire entre des phases d'allumage et d'extin
tionpour lesquelles on 
olle
te un très faible nombre de photons (�g. 4a). Cette intermitten
e(également appelé 
lignotement) est un phénomène re
urrent dans l'étude d'émetteurs�uores
ents et a été observé dans une large gamme de systèmes : protéines �uores
entes[35℄, �uorophores organiques [36℄, agrégats métalliques [37℄, polymères �uores
ents [38℄,nanotubes de 
arbone [39℄, nano
ristaux de CdTe [40℄, de InAs [41℄, de Si [42℄. . . A uneé
helle mi
ros
opique, l'origine de l'intermitten
e n'est pas entièrement élu
idée et dépendsans doute de la nature du système étudié. Avant d'en dis
uter brièvement les 
ausespossibles dans le 
as des NCs, nous présentons l'appro
he développée en 
ollaborationave
 J.-P. Bou
haud (CEA) pour dé
rire les propriétés statistiques du 
lignotement [49℄.Du fait de leur photostabilité, il est possible d'observer des nano
ristaux individuelspendant des durées atteignant ou dépassant plusieurs dizaines de minutes. Les distri-butions Pon et Poff des durées des phases d'allumage et d'extin
tion peuvent ainsi êtremesurées pré
isément. Il s'avère que 
es distributions 
orrespondent à des lois de puis-san
e 1/t1+µ ave
 des exposants µ < 1 (�g. 4b et 4
) [40, 43, 44℄. De telles lois, souventappelées �statistiques de Lévy� ou lois �larges�, ont des propriétés parti
ulières telles quel'absen
e de valeur moyenne 〈t〉. Elles di�èrent ainsi des lois �étroites� pour lesquelles 〈t〉est dé�nie. Ces statistiques anormales ont été largement étudiées au LKB dans le groupe�Atomes Ultra-froids� par C. Cohen-Tannoudji pour dé
rire les propriétés du refroidisse-
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Fig. 4 � a) Intermitten
e de la �uores
en
e d'un nano
ristal unique, b) densité de proba-bilité Pon, 
) densité de probabilité Poff .ment subre
ul [45℄. Au 
ours de ma thèse, j'avais parti
ipé à 
e travail [46℄ et été ainsisensibilisé aux 
ara
téristiques inhabituelles des pro
essus de Lévy.Dans le 
as des nano
ristaux, nous avons développé une des
ription purement statis-tique de la �uores
en
e formellement semblable à 
elle de mar
hes aléatoires ou de phéno-mènes de persisten
e en physique statistique [45, 48℄. Un nano
ristal est dé
rit 
omme unsystème à deux états, allumé (�on�) ou éteint (�o��), dont on 
her
he à analyser les �u
-tuations temporelles. A partir de 
haque mesure de l'intensité d'un nano
ristal individuel,on déduit une séquen
e temporelle :
{τ (1)

on , τ
(1)
off , τ (2)

on , τ
(2)
off , ..., τ (n)

on , τ
(n)
off } (1)
orrespondant aux durées su

essives des périodes �on� et �o��. Les exposants µon et µoffdes lois de puissan
e que nous avons ainsi déterminées valent respe
tivement 0.58 (0.17)and 0.48 (0.15), en a

ord ave
 des mesures pré
édentes [40, 43, 44℄.Notre analyse porte sur les propriétés statistiques de 
es séquen
es et fait appel àla théorie statistique du renouvellement. Cette théorie est fréquemment employée pourdé
rire par exemple les phénomènes de panne de 
omposants et dépend de la statistiquetemporelle des pro
essus étudiés [47℄. Initialement développée pour des lois étroites, elle aété ré
emment étendue au 
as des lois larges [48℄ pour lequel les prédi
tions sont largementmodi�ées.D'un point de vue expérimental, notons tout de suite que l'on dispose i
i de traje
-toires individuelles, enregistrées pour un grand nombre de nanoparti
ules, qui peuventêtre ultérieurement moyennées pour �re
onstruire� les valeurs d'ensemble. Dans les me-sures ave
 de nano
ristaux, il est ainsi possible de tester dire
tement le lien, 
entral dansla notion d'ergodi
ité, entre moyenne temporelle et moyenne d'ensemble. Ce
i di�ère desexpérien
es de refroidissement laser pour lesquelles les mesures portent simultanément surun grand nombre d'atomes.
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Fig. 5 � a) �Devil's stair
ase� ; b) Densité de probabilité s(t) pour qu'un NC bas
ule d'unétat �on� a un état �o�� après avoir passé un temps t dans l'état éteint.Cara
téristique fondamentale des lois largesConsidèrons un é
hantillon {τi}1≤i≤n de n variables aléatoires indépendantes prove-nant d'une distribution statistique f(τ). Si f est une loi étroite, la plus grande valeur del'é
hantillon τmax s'é
arte peu de la valeur moyenne 〈τ〉. Par exemple, pour la loi expo-nentielle ae−aτ (de moyenne 1/a), τmax est de l'ordre de log(n)/a. A 
ontrario, pour uneloi de puissan
e tµ0/t
1+µ (µ < 1), τmax est de l'ordre de Θ(n) =

∑n
1 τi la somme de toutesles variables aléatoires. La somme Θ(n) peut être évaluée au moyen du théorème 
entralelimite généralisé qui stipule que la variable réduite Θ(n)/t0n

1/µ est distribuée suivant uneloi de Lévy de paramètre µ [45℄. Ainsi, au lieu de varier 
omme n, Θ 
roît plus rapidementen n1/µ.Le fait que τmax soit 
omparable à Θ peut être observé expérimentalement en traçant
Θ(n) en fon
tion de n. Ce
i fait apparaître une �gure désignée parfois par le terme d' �es-
alier du diable� (en anglais �devil's stair
ase�) : 
haque dé
ro
hement brusque 
orrespondà un évènement dont la durée est 
omparable à la durée totale (�g. 5a). Cette 
ara
té-ristique essentielle des lois larges permet d'appréhender qualitativement bon nombre deleurs propriétés. Puisque l'évènement dominant a une durée de l'ordre de la durée totalede l'expérien
e, 
ela signi�e que :

• les propriétés statistiques du pro
essus temporel vont évoluer au 
ours du temps et
ela même si la loi génératri
e est stationnaire. Il apparait ainsi de manière impli
itel'idée de vieillissement statistique dans la dynamique du système.
• il n'existe pas d'é
helle de temps typique sur laquelle e�e
tuer une moyenne tempo-relle que l'on pourrait 
omparer à une moyenne d'ensemble. La question de l'ergodi
itédu système se pose don
 naturellement.Vieillissement statistiquePour illustrer le phénomène de vieillissement statistique, on 
onsidère s(t) la densité deprobabilité qu'un NC bas
ule d'un état éteint à un état allumé après avoir passé le temps

t dans un état éteint. Dans le 
as d'une loi étroite, s(t) est 
onstante et égale à 1/ < t >.Pour une loi large, la situation 
hange radi
alement : s(t) dé
roit ave
 le temps 
omme
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illumination

continue

dans le noir

Fig. 6 � a) Fra
tion Φ(t) de NCs dans l'état �on� à l'instant t. La 
ourbe plein 
orrespond àune dé
roissan
e en 1/t0.13 ; b) Sous illumination 
ontinue, la �uores
en
e de l'é
hantillondiminue progressivement. Lorsque 
elui-
i est laissé dans le noir, la �uores
en
e (sondéependant 100 ms toutes les minutes) revient à son niveau initial.
tµoff−1 [45℄. En d'autres termes, s(t) dépend du temps préalablement passé dans l'étatnoir. Nous avons testé expérimentalement 
ette prédi
tion et trouvé un bon a

ord entrela dé
roissan
e expérimentale en t−0.5 et la valeur attendue d'après notre déterminationde µoff (�g. 5b).Evolution de l'intensité de �uores
en
e d'un ensemble de nano
ristauxL'e�et de vieillissement statistique a des 
onséquen
es importantes sur l'interprétationde grandeurs aussi élémentaires que l'intensité I(t) émise par un ensemble de nano
ristaux.Pour illustrer 
ela, on 
onsidère Φ(t) la fra
tion de NCs dans l'état �on� à l'instant t. Sion fait l'hypothèse que tous les nano
ristaux émettent ave
 la même intensité, Φ(t) estsimplement proportionnel à I(t).Dans le 
as de lois étroites, le système est à l'équilibre à tout instant. Φ(t) ne dépendpas de t et est égal à 〈τon〉 / (〈τon〉 + 〈τoff〉). Dans le 
as de lois larges, Φ(t) dépend destemps Θon(n) =

∑n
1 τ i

on et Θoff(n) =
∑n

1 τ i
off passés respe
tivement dans les états �on�et �o�� et don
 des valeurs relatives des exposants µon et µoff . Ainsi, pour µon > µoff , letemps passé dans l'état éteint augmente plus rapidement ave
 le nombre d'allumage n.

Θoff va ainsi �nir par dominer et l'intensité de �uores
en
e va dé
roitre. On montre pluspré
isément que Φ(t) varie 
omme t−(µon−µoff) [45℄.Nous avons testé 
ette prédi
tion expérimentalement et mesuré une dé
roissan
e en
t−0.13 en a

ord ave
 les mesures des exposants µon et µoff (�g ; 6a). Nous avons égalementobservé que 
ette dé
roissan
e est réversible : après une illumination 
ontinue pendant10 minutes, si on éteint le laser et on laisse l'é
hantillon dans le noir pendant 10-15 mi-nutes, on ré
upère le niveau initial de la �uores
en
e (�g ; 6b). Ce résultat importantindique qu'un dé
roissan
e de la �uores
en
e n'a pas né
essairement 
omme origine unpro
essus irréversible tel que la photodestru
tion, mais peut avoir pour 
ause des �u
-tuations temporelles entre deux états. Des observations ré
entes suggèrent qu'un tel e�etpuisse également jouer un r�le dans le photoblan
hiement d'autres émetteurs �uores
ents(�uorophores, GFP,. . . ) [50, 51, 52℄.
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Ψ
(i)
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Fig. 7 � a) Exemple pour 8 traje
toires de la variation temporelle de Ψi

on(t), la fra
tionpassée dans l'état �on� entre 0 et t, b) E
art quadratique σr(t) de la distribution des
Ψi

on(t) relatif à la valeur moyenne (σr(t) est 
al
ulé à partir de 230 traje
toires). La
ourbe en pointillé 
orrespond à la dé
roissan
e de σr(t) attendue lorsque l'intermitten
eest gouvernée par des lois étroites.Non-ergodi
itéPour illustrer la di�éren
e entre moyenne temporelle et moyenne d'ensemble, nousavons 
omparé la fra
tion Ψ(t) de NCs dans l'état allumé à l'instant t à Ψi
on(t), la fra
-tion du temps passé dans l'état dans l'état allumé entre 0 et t pour le ieme NC. Onobserve expérimentalement que les valeurs Ψi

on(t) ne 
onvergent pas vers Ψ(t) (�g ; 7a).Au 
ontraire, elles �u
tuent largement, ave
 un é
art quadratique de l'ordre de l'unité(�g ; 7b). Moyenne temporelle et moyenne d'ensemble ne 
oin
ident don
 pas, fournissantune manifestation expli
ite de la non-ergo
ité du système.Origine de l'intermitten
eSi la nature des mé
anismes d'intermitten
e des nano
ristaux n'est pas en
ore entière-ment 
omprise, plusieurs aspe
ts sont 
ependant bien établis. Il a été ainsi démontré parplusieurs méthodes que le passage d'un état �on� à un état �o�� 
orrespond à une ionisa-tion du nano
ristal [53, 54℄. Cette ionisation a lieu par transfert tunnel de l'éle
tron (oudu trou) vers un état piège a

epteur à la surfa
e de la parti
ule. Dans 
e mé
anisme, ladistribution en loi de puissan
e des durées �on� provient de re
on�gurations dynamiquesde l'environnement de la nanoparti
ule [34℄. La neutralisation ultérieure du NC résultede la réinje
tion, par e�et tunnel résonnant, d'un éle
tron par un piège donneur ave
 untaux de 
ouplage k ∝ e−d/λ (λ est la longueur tunnel du porteur dans le piège). Si onfait l'hypothèse que la densité de probabilité de distan
e tunnel d varie exponentiellement
e−d/δ, alors la durée des états �o�� est distribuée suivant une loi de puissan
e 1/τ 1+µ ave

µ = λ/δ.
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Fig. 8 � L'intermitten
e résulte de passages entre un état neutre (�on�) et un état ionisé(�o��).Pour autant que 
ette dis
ussion soit 
ompatible ave
 
ertaines observations expéri-mentales, de nombreux points restent à pré
iser. Il n'est notamment pas 
lair de savoirpourquoi les exposants mesurés sont presque toujours de l'ordre de 1/2, quelque soitl'é
hantillon utilisé ou l'équipe ayant réalisé les expérien
es. On ne peut don
 ex
lure qu'unmé
anisme plus �universel� explique les 
ara
téristiques de l'intermitten
e de la �uores-
en
e, indépendamment des détails mi
ros
opiques du système. Une étude expérimentaleplus approfondie né
essiterait de sonder pré
isément l'environnement des nanoparti
ulesa�n d'en 
orréler les propriétés ave
 la �uores
en
e mesurée mais 
e
i reste en pratiquedi�
ile à réaliser. Un autre point qui n'est pas dé
rit par 
e modèle d'ionisation 
on
ernel'apparition de tron
ature dans la distribution des durées �on� : lorsqu'on augmente l'in-tensité d'ex
itation, la distribution Pon tend à dé
roître plus vite qu'une loi de puissan
eau temps long (> 1-10 s) [34℄, sans toutefois 
orrespondre à une loi exponentielle.Signalons pour terminer qu'un papier ré
ent [55℄ a montré qu'il était possible de di-minuer, sinon d'éliminer, les phénomènes de s
intillement in vitro en rajoutant en so-lution une haute 
on
entration (10 à 100 mM) d'un agent rédu
teur tel que le beta-mer
aptoéthanol ou le dithiothreitol (DTT) dont l'e�et serait de remplir les pièges éle
-troniques en surfa
e de la parti
ule et de réduire ainsi les possibilités d'ionisation photoin-duite. Le groupe de S. Xie à Harvard a également indiqué avoir observé une suppressiondu s
intillement pour des NCs dans des 
ompartiments endosomaux de 
ellules vivantes,peut être due à une forte 
on
entration lo
ale de 
ystéine ou d'histidine.2.2 Dégroupement de la �uores
en
eNotre équipe, de manière 
on
omittante à d'autres groupes [56, 57℄, a e�e
tué des me-sures de dégroupement de la �uores
en
e sur des nano
ristaux uniques. Le grand nombrede photons qui peut être 
olle
té permet d'obtenir des données ave
 un très bon signal surbruit. Nous avons d'abord e�e
tué 
es mesures en ex
itation 
ontinue et observé un �anti-bun
hing� dépassant 99 % à température ambiante (�g. 9a) [58℄. A la di�éren
e des boitesquantiques épitaxiées, il n'y a pas d'émission bi-ex
itonique, 
e qui évite notamment deséle
tionner spe
tralement les photons1. Les nano
ristaux sont ainsi de bons 
andidats1Une étude ré
ente du groupe de M. Bawendi (MIT) a montré que pour des nanoparti
ules de rayon
R ∼ 5nm (émettant à 655 nm), il est possible d'observer l'émission de l'état à trois ex
itons [59℄. Pour
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es de photons uniques, notamment importantes pour la 
ryp-tographie quantique. La poursuite de 
ette étude a été réalisée ave
 J.-P. Hermier (équipe�Optique Quantique� du LKB) en étendant 
es mesures à une ex
itation pulsée [62, 63℄.Grâ
e à une 
ara
térisation pré
ise du taux de 
olle
tion de la �uores
en
e, il a été notam-ment démontré que la probabilité de déte
tion d'un photon par pulse d'ex
itation atteint3 % dans le 
as des nano
ristaux semi
ondu
teurs, 
omparable ou supérieure aux 
as desautres sour
es de photons uniques (atomes, �uorophores organiques, boites quantiquesépitaxiées, 
entres 
olorés du diamant,. . . ).La mesure de la fon
tion d'auto
orrélation g(2)(t), dont le dégroupement de photons(g(2)(t) < 1) est la 
ara
téristique à temps 
ourts (t ≤ 100 ns), fait aussi apparaître desphénomènes de groupement de photons (g(2)(t) > 1) à temps longs (de la µs à plusieursdizaines de minutes). Ces phénomènes de groupement sont dire
tement liés au s
intille-ment et aux statistiques de Lévy qui le gouvernent. Nous avons pu mesurer la fon
tionde 
orrélation d'un nano
ristal unique sur presque 12 ordres de grandeurs, donnant uneimage 
omplète des �u
tuations de l'émetteur (�g. 9b). Nous avons également mis enéviden
e la non-stationnarité de la fon
tion d'auto
orrélation mais sans en faire une des-
ription quantitative [58℄. Plusieurs études théoriques ont été menées depuis sur 
e sujet[61℄ et fournissent aujourd'hui une des
ription analytique des propriétés de la fon
tiond'auto
orrelation temporelle dans le 
as de lois larges.
0

200

400

600

800

-100 0 100 200 300
Délai t (ns) 

N
o

m
b

re
 d

e
 c

o
in

c
id

e
n

c
e

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

 t (s)

g
2
(τ

)

10
-9

10
0

10
-3

10 10
3-6

A B

Fig. 9 � Fon
tion de 
orrélation de l'intensité de �uores
en
e d'un nano
ristal individuel.A) Dégroupement de photons en ex
itation 
ontinue. B) g(2)(t) sur 12 ordres de grandeurs.2.3 Mesure de l'orientation d'un nano
ristalA�n de 
ara
tériser la 
olle
tion de la �uores
en
e de nano
ristaux déposés sur deslamelles de verre, nous nous sommes intéressés à leurs propriétés d'émission au voisinaged'une interfa
e diéle
trique et notamment les modi�
ations du diagramme de rayonne-ment. Ces résultats qui sont un prolongement de 
eux obtenus pour des �uorophores oudes parti
ules plus petites, telles que 
elles utilisées dans nos expérien
es, 
e pro
essus tri-ex
itonique estmasqué par les e�ets de re
ombinaison non radiative Auger dont le taux varie en 1/R3 [60℄.
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tement intervenir le dip�le d'émission des nano
ristaux etson orientation à l'interfa
e. Dans le 
as des nanoparti
ules de CdSe, 
e dip�le est dit�2D dégénéré�, 
orrespondant au fait les niveaux ex
itoniques émetteurs sont dégénérés etont un moment 
inétique ±~ le long du � `
-axis� de leur stru
ture 
ristalline héxagonale[34, 66℄.La détermination expérimentale de 
ette orientation a fait l'objet de plusieurs étudespar des mesures de polarisation de la �uores
en
e [67, 68℄. Nous avons utilisé i
i uneméthode d'imagerie [69, 70℄ pour déterminer le diagramme de rayonnement 
omplet dela nanoparti
ule et a

èder à son orientation tridimensionnelle (�g. 10a et b) [71℄. Cetteméthode 
onsiste à dépla
er l'obje
tif, initialement en position fo
alisée, vers l'é
hantillond'une distan
e de 0.5 à 1 µm. L'image défo
alisée que l'on obtient re�ète le diagramme derayonnement du dipole et son anisotropie permet de déterminer l'orientation 3D du NC.La te
hnique d'imagerie défo
alisée est expérimentalement plus simple que les mesuresde polarisation et ne né
essite pas la 
orre
tion déli
ate des e�ets de dépolarisation de lalumière dans l'obje
tif de grande ouverture numérique. Elle peut être également 
ombinéeaisément ave
 les montages optiques pour la déte
tion d'objets biologiques, ouvrant ainsila voie à des mesures nouvelles de suivi orientationnel in vitro ou in vivo. A titre dedémonstration, nous avons déterminé l'orientation d'un ré
epteur de la gly
ine marquéave
 un NC unique (voir se
tion 4 pour plus de détails). Au 
ours du temps, on peutrepérer les orientations su

essives de la sonde, suggérant que le ré
epteur ne tourne pasvite dans la membrane (�g. 10
). Notons également qu'à position de l'obje
tif �xée, lamesure du rayon de la ta
he défo
alisée permet un suivi axial de la position de l'émetteur.On dispose don
 d'une méthode de suivi à six dimensions d'une sonde �uores
ente.A son détriment, 
ette te
hnique d'imagerie : (i) n'est pas très rapide (temps d'a
-quisition ∼ 50-100 ms), d'autant plus que le signal est réparti sur plusieurs pixels de la
améra, (ii) ne fon
tionne pas pour des é
hantillons trop denses pour lesquels les �guresdéfo
alisées peuvent se 
hevau
her. Par ailleurs, elle requiert un obje
tif de grande qualité,sans aberration sphérique.
A CB

Fig. 10 � A,B : l'analyse de l'anisotropie de l'image défo
alisée du NC permet la déter-mination de l'orientation tridimensionnelle (indiquée par l'axe en pointillé) de la nano-parti
ule. C : 
hangement de l'orientation (indiquée par la �è
he) d'un NC atta
hé à unré
epteur gly
ine à des temps su

essifs (de gau
he à droite et de haut en bas : 0, 4.25,5.25, 14, 16.5 et 21.5 s).
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ombinaison radiatif et non-radiatifd'un nano
ristal uniqueLa présen
e d'une interfa
e diéle
trique ne modi�e pas seulement le diagramme derayonnement d'un émetteur mais aussi son taux de re
ombinaison radiative kr. Nousavons tiré partie de 
et e�et pour mettre au point une méthode de détermination del'e�
a
ité quantique d'un nano
ristal à l'é
helle de l'objet individuel [72℄. Pour 
ela, unnano
ristal est déposé sur une lamelle de mi
ros
ope et re
ouvert d'une �ne 
ou
he dePMMA d'épaisseur 
onnue (d = 45± 3 nm) et d'indi
e (nPMMA=1.49) semblable à 
elui duverre. La parti
ule se trouve alors à la distan
e d d'une interfa
e air/verre. Pour modi�erles propriétés d'émission radiative, on rajoute une 
ou
he épaisse (>200 µm) de PDMS(nPDMS=1.45). D'un point de vue optique, l'e�et de 
ette 
ou
he est de dépla
er l'interfa
eà l'in�ni, de telle sorte que le NC se trouve alors dans un milieu d'indi
e ∼ 1.5 (�g. 11a).
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to microscopeFig. 11 � a : dép�t d'une goutte épaisse de PDMS ; b : dé
lin de �uores
en
e d'un nano-
ristal unique avant (trait plein) et après (pointillé) le dép�t de la goutte.Du fait de la 
ou
he prote
tri
e de PMMA, le taux de re
ombinaison non-radiative
knr est in
hangé lorsqu'on ajoute la goutte de PDMS. A 
ontrario, kr est modi�ée d'unfa
teur α = krad(d)/k∞

rad qui peut être 
al
ulée numériquement. α dépend non seulementde la distan
e d à l'interfa
e mais également de l'orientation du nano
ristal qui est obtenueexpérimentalement par la méthode d'imagerie détaillée 
i-dessus. Ce fa
teur se traduit parun 
hangement β = k(d)/k∞ du taux de dé
roissan
e de la photolumines
en
e k = kr+knr.L'expérien
e 
onsiste à déterminer β en mesurant k pour un même nano
ristal avant etaprès le dép�t de la 
ou
he de PDMS (�g. 11b et 12). Ainsi, à partir des mesures su

essivesde :
βk∞ = αk∞

r + knr (2)
k∞ = k∞

r + knr (3)on déduit la valeur absolue des taux de re
ombinaison radiative et non radiative (
al
ulésdans le milieu in�ni) ainsi que l'e�
a
ité quantique Q = kr/(kr + knr) :
k∞

r = k∞(β − 1)/(α − 1) (4)
k∞

nr = k∞(α − β)/(α − 1) (5)
Q = (β − 1)/(α − 1) (6)Les résultats de nos expérien
es indiquent que la taux de dé
roissan
e de l'état ex
itévarie d'un fa
teur β entre 0.8 et 1 lorsqu'on rajoute la goutte. En 
orrélant la mesure de
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Fig. 12 � Mesure de β en fon
tion de l'orientation du NC repérée par δ l'angle entre l'axeoptique et le 
-axis.
β à la valeur de α 
orrespondant à l'orientation de la nanoparti
ule, on en déduit que ladurée de vie radiative 1/kr est égale à 17 ± 2 ns. Les nano
ristaux dans leur état allumé�on� ont de plus une e�
a
ité quantique χ de 0.98 (±0.1) (�g. 12). Cette valeur est bienplus grande que 
elle obtenue par des mesures en volume pour lesquelles χ est de l'ordre de0.3-0.5. Cette di�éren
e est sans doute due au fait que les déterminations 
onventionnellesde χ ne font pas la distin
tion entre les parti
ules éteintes et allumées et sous-estimentdon
 le rendement quantique. Cette observation illustre le r�le des expérien
es en molé
uleunique pour interpréter des mesures d'ensemble.



3 Solubilisation et fon
tionnalisation des nano
ristaux3.1 Enjeux et di�
ultésLes te
hniques de synthèse de nano
ristaux semi
ondu
teurs de CdSe/ZnS permettentaujourd'hui d'obtenir des é
hantillons de grande qualité (faible dispersion de taille, e�
a-
ité quantique de �uores
en
e élevée). Néanmoins, 
es é
hantillons sont préparés dans dessolvents organiques (tel que du butanol ou du toluene) in
ompatibles ave
 leur usage enmilieu aqueux. La solubilisation et la fon
tionnalisation des nanoparti
ules est don
 unequestion 
ru
iale pour les appli
ations des NCs. De manière générale, le problème 
onsisteà modi�er la surfa
e des parti
ules ave
 des molé
ules qui vont : (i) assurer la dispersiondans un milieu de pH et 
on
entration saline appropriés pour les é
hantillons biologiquesin vitro et in vivo, (ii) maintenir les propriétés optiques des NCs et notamment leur ren-dement de �uores
en
e, (iii) permettre la fon
tionnalisation ultérieure ave
 des molé
ulesbiologiques (protéines, a
ides nu
léiques,. . . ).Les premiers travaux sur les appli
ations biologiques des NCs [20, 21℄ avaient utilisédes méthodes de solubilisation qui se sont avérées di�
iles à reproduire ou peu adap-tées aux expérien
es. Pendant plusieurs années, les re
her
hes sur les utilisations des NCsen biologie ont été grandement a�e
tées par la né
essité de mettre au point des te
h-niques e�
a
es de solubilisation et il a fallu attendre presque 5 ans pour qu'émergentdes méthodes �ables et reprodu
tibles. De manière su

inte, on peut distinguer plusieursappro
hes permettant en prin
ipe de résoudre le problème :
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Fig. 13 � Méthodes de solubilisation des nanoparti
ules : a) re
ouvertes de molé
ules deTOPO en milieu organique, b) après é
hange de ligands de surfa
e par un a
ide mer
ap-toal
anoïque, 
) re
ouvertes par une 
oquille de sili
e sur laquelle se trouve des groupesréa
tifs, d) enrobées par une mi
elle de phospholipides, e) reouvertes par des polymèresamphiphiles.
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hange de ligands : 
ela 
onsiste à rempla
er à la surfa
e des NCs les molé
ules detrio
tylphosphine (TOPO), qui assurent la solubilité en milieu organique, par des ligandsbifon
tionnels, pouvant s'a

ro
her d'un 
oté aux nanoparti
ules (souvent par l'intermé-diaire de groupes sulfhydriles) et possédant de l'autre des groupes hydrophiles. C'est uneappro
he que nous avons poursuivie, notamment ave
 l'aide d'I. Nabiev (Université deReims). En gre�ant en surfa
e des ligands tels que des a
ides mer
aptal
anoique [21, 73℄ou la 
ystéine [74℄, on peut obtenir des nanoparti
ules solubles dans un milieu aqueuxet fon
tionnalisables (�g. 14). Leur stabilité à long terme n'est 
ependant pas très bonne
ar les ligands ont tendan
e à se déta
her de la surfa
e. De plus, nous n'avons jamais puobtenir des marquages su�samment spé
i�ques pour réaliser des expérien
es de suivi demolé
ules.
a b

Fig. 14 � Migration de nanoparti
ules solubilisées au laboratoire ave
 de la 
ystéine dansun gel d'agarose (1%, TBE). a) dépla
ement au 
ours du temps pour un même é
han-tillon, b) dépla
ement pour plusieurs é
hantillons 
orrespondant à di�érentes 
ouleursd'émission.Ré
emment, le groupe de S. Weiss (UCLA) a développé une méthode de solubilisa-tion et de fon
tionnalisation des NCs basées sur un é
hange des ligands TOPO par despeptides [75℄. Dans 
e 
as, l'a

ro
hage des peptides se fait grâ
e à une séquen
e adhé-sive 
ontenant six 
ystéines. Pour plusieurs raisons dis
utées 
i-dessous, il s'agit d'uneappro
he extrêmement prometteuse ouvrant la voie à de multiples développements.Coquille de sili
e : les molé
ules de TOPO sont rempla
és par des mer
aptosilanesque l'on fait ensuite réagir entre elles de manière à réaliser une 
oquille de verre autourde la nanoparti
ule semi
ondu
tri
e [20℄. Cette méthode est séduisante mais le 
ontr�lepré
is de la 
ou
he de sili
e s'avère déli
at à mettre en ÷uvre.Molé
ules amphiphiles : 
'est aujourd'hui la méthode la plus utilisée pour solubilisere�
a
ement des NCs semi
ondu
teurs. Dans 
ette appro
he, les molé
ules de TOPO nesont pas rempla
ées mais interagissent ave
 la partie hydrophobe de molé
ules amphi-philes dont la partie hydrophile est exposée vers le solvent aqueux. Deux publi
ationsont quasi-simultanément démontré l'intérêt de 
ette appro
he : (i) en utilisant des lipidesfon
tionnalisés ave
 du PEG pour réaliser une mi
elle autour des NCs [76℄, (ii) en utilisantun polymère amphiphile qui vient réaliser une 
oquille �souple� autour des nanoparti
ules[77℄. Les nanoparti
ules solubilisées de la sorte sont stables en milieu aqueux et peuventêtre fon
tionnalisés au moyen de groupes réa
tifs (
arboxyles ou amines) présents en sur-fa
e. Les produits 
ommer
iaux qui sont arrivés sur le mar
hé à la �n de l'année 2002



3 SOLUBILISATION ET FONCTIONNALISATION DES NANOCRISTAUX 20[78℄ utilisent par exemple des polymères amphiphiles 
omme traitement de surfa
e desnanoparti
ules. C'est grâ
e à de tels é
hantillons que nous avons pu mener ave
 su

ès lespremières expérien
es de suivi de protéines individuelles en 
ellule vivante (
f. se
tion 4).Ave
 l'apparition des premières nanoparti
ules 
ommer
iales, nous nous sommes posésla question de la né
essité et/ou de l'intérêt de 
ontinuer des travaux sur la solubilisationde nanoparti
ules. Nous avons �nalement dé
idé de poursuivre 
es études pour les raisonssuivantes :
• Peu d'informations sont disponibles sur les groupes 
himiques présents à la surfa
edes nano
ristaux 
ommer
iaux. Ce
i est un problème potentiel pour des études dansdes milieux 
omplexes tels que des 
ellules vivantes ou des tissus pour lesquelles ilpeut y avoir un grand nombre d'intera
tions parasites.
• Le rayon hydrodynamique des nano
ristaux 
ommer
iaux atteint ou dépasse 15 nm,bien plus grand que la taille du 
÷ur inorganique (3-5 nm). Ce sont don
 des ob-jets assez gros, 
e qui est un in
onvénient pour l'étude de 
ompartiments 
ellulairesrestreints ou des mesures intra
ellulaires.
• Il est di�
ile de 
ontr�ler pré
isément la st÷
hiométrie des 
ouplages entre NCs
ommer
iaux et molé
ules biologiques.
• De nombreux types de nanoparti
ules variant par leur géomètrie (nano�l, nanoba-ton, nanoétoile) ou leur 
omposition 
himique ne sont pas disponibles sous formefon
tionnalisée alors qu'elles sont sus
eptibles d'avoir des appli
ations parti
ulières.
• Les groupes fon
tionnels disponibles (streptavidine, protéine A, anti
orps se
on-daires,. . . ) sont limités et ne 
ouvrent qu'une petite partie des appli
ations possibles.
• De manière générale, la 
apa
ité de 
ontr�ler �nement les propriétés en solution desondes telles que les NCs nous semble être une des 
lés essentielles dans les dévelop-pements de 
e domaine de re
her
he.3.2 Solubilisation ave
 des polymères amphiphilesEn 
ollaboration ave
 C. Tribet (ESPCI), nous avons utilisé un polymère amphiphilequ'il avait pré
édemment synthétisé pour la solubilisation de protéines membranaires[79, 80℄. Ce polymère 
onsiste en une 
haine polya
rylique (5000 MW) sur laquelle des
haines o
tyles latérales ont été gré�ées (�g.15). La partie hydrophobe (les 
haines o
tyl)du polymère s'a

ro
he aux molé
ules de TOPO en surfa
e des NCs tandis les groupes
arboxyles sont exposés au solvant. Ce polymère semble assez pro
he de 
elui utilisé dansles produits 
ommer
iaux [77℄ même si très peu d'information est disponible à 
e sujet.La solubilisation se fait en mélangeant dans du 
hloroforme les NCs et le polymère, enévaporant le solvant organique puis en resuspendant dans un tampon aqueux.Nous nous sommes atta
hés à 
ara
tériser pré
isément les propriétés 
olloïdales de 
esnanoparti
ules en milieu aqueux à l'aide de di�érentes méthodes (di�usion de lumière,éle
trophorèse en 
apillaire, FPLC, mi
ros
opie éle
tronique,. . . ) [81℄. Après enrobagepar le polymère, les mesures de di�usion de lumière indiquent que le rayon hydrodyna-mique Rh des NCs est de 11 à 14 nm, indépendemment de la taille des nanoparti
ulessemi
ondu
tri
es (�g. 16a). Cette valeur de Rh est pro
he de 
elle mesurée dans le 
as de
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Fig. 15 � Stru
ture du polymère amphiphile.NCs solubilisés ave
 un autre polymère, le poly(malei
 anhydride alt-1-tetrade
ene) [82℄.Des mesures d'ultra
entrifugation sur gradient de su
rose nous ont 
on�rmé que 
e rayonhydrodynamique était bien du à l'en
apsulation d'un seul NC et non pas 
elle d'un petitagrégat (�g. 16
). Compte tenu de la taille du 
÷ur de CdSe/Zns (rayon ∼ 2 − 3 nm,mesuré en mi
ros
opie éle
tronique) et de la 
ou
he de TOPO (∼ 1 nm), l'épaisseur dela 
oquille de polymère hydraté est don
 de l'ordre de 7 à 10 nm, bien supérieure à lavaleur de 3-4 nm mesurée pour des mi
elles de polymères dans l'eau. Comme attendus, lesNCs re
ouverts du polymère polya
rylique sont des objets fortement 
hargés à pH neutre.La mobilité, mesurée en éle
trophorèse en 
apillaire, est de l'ordre de -30 105 
m2/V/s,ave
 une bonne monodispersité (�g. 16b) et peu de variation suivant la taille du 
oeurinorganique. Cette valeur 
orrespond à 
elle de mi
elles de polymères en solution.
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Fig. 16 � Cara
térisation des propriétés 
olloïdales d'un é
hantillon de NCs solubilisésave
 le polymère amphiphile. a) Mesure du rayon hydrodynamique Rh en di�usion élas-tique de la lumière. b) Mesure de la mobilité par éle
trophorèse en 
apillaire. 
) Ultra
en-trifugation à 100000 g sur gradient de su
rose. Le sens de migration est indiqué par la�ê
he.L'ensemble des 
ara
térisations 
olloïdales indique que l'on peut obtenir par 
ette me-thode d'enrobage des parti
ules stables en milieu aqueux ave
 un très bon rendement.A l'avenir, 
es préparations pourront être 
omplètées au moyen d'un polymère gre�é enplus ave
 des 
haines de polyethylènegly
ol (PEG) dans le but de réduire les intera
tionsnon spé
i�ques ave
 les milieux 
ellulaires. Ces nanoparti
ules bien 
ontr�lées nous serontutiles pour de nombreuses mesures tant in vitro qu'in vivo mais nous savons déjà qu'elles
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ertains in
onvénients : du fait de la 
oquille de polymère en surfa
e, le rayonhydrodynamique des NCs solubilisés est au moins égal à 11-12 nm. Pour des é
hantillons
ommer
iaux fon
tionnalisés ave
 de la streptavidine, Rh est en
ore supérieur, de l'ordrede 15 nm [83℄. Comme nous le dis
utons à la se
tion 4, 
es tailles peuvent être une limiteimportante pour a

éder à des 
ompartiments 
ellulaires restreints (par exemple la fentesynaptique) ou di�user dans des milieux denses (tel que le 
ytoplasme).3.3 Vers des sondes séle
tives et fon
tionnellement a
tives.Ave
 le développement de multiples te
hniques pour la solubilisation et la fon
tion-nalisation des nano
ristaux, il devient apparent qu'il n'existe sans doute pas de solutionidéale, adaptée à tous les types d'expérien
es possibles (immuno�uores
en
e, hybridationin situ, 
ytométrie de �ux, pu
es à ADN, imagerie du petit animal. . . ). Qu'elles soientsolubilisées ave
 des polymères amphiphiles [77, 81, 82℄, des mi
elles de phospholipides[76℄, des peptides [75℄ ou des ligands de surfa
e [73℄, les nanoparti
ules ont des propriétésoptiques (rendement quantique, durée de vie radiative,. . . ), 
olloïdales (rayon hydrody-namique, 
harge de surfa
e,. . . ) ou 
himiques di�érentes. Suivant les problèmes abordéset les mesures réalisées, il est vraisemblable que 
ertaines appro
hes sont préférables àd'autres.
domaine
adhésif

espaceur
hydrophile

séquence 
fonctionnelleFig. 17 � Prin
ipe de la solubilisation ave
 des peptides : une séquen
e peptidique 
om-posé d'un domaine adhésif, d'un espa
eur hydrophile et d'une séquen
e fon
tionnelle esta

ro
hée à la surfa
e du nano
ristal.Nous travaillons depuis quelques mois ave
 V. Mar
hi-Artzner et M. Baudy-Flo
'h(SESO, Rennes) sur un autre type de solubilisation, basées sur le gre�age de 
hainespeptidiques [75℄. Cette appro
he présente de nombreux avantages : (i) le rayon hydrody-namique des parti
ules est plus petit (Rh ∼ 7− 8 nm) ; (ii) la 
himie des peptides est trèsvariée et o�re de nombreuses possibilités ; (iii) il est possible d'in
orporer des séquen
espeptidiques fon
tionnelles dès la phase de solubilisation. Il s'agit là d'une voie parti
ulière-ment intéressante dont on peut attendre de nombreux développements à l'avenir. Commepremière étape, nous développons a
tuellement une te
hnique de marquage des séquen
espolyhystidines ave
 des nano
ristaux, 
omplémentaire de 
e qu'il est possible de réaliserave
 des marqueurs organiques [84℄. Pour 
ela, on utilise une séquen
e peptidique terminéepar une amino a
ide arti�
iel (aza-β3-asp) sus
eptible de se lier aux his-tag en présen
e
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ette appro
he est fru
tueuse, elle permettra notamment de marquer desprotéines ave
 une petite sonde, sans né
essiter un anti
orps.



4 Dynamique 
ellulaire à l'é
helle de la molé
ule uniqueNous 
ommençons par présenter dans la se
tion 4.1 les te
hniques d'imagerie de nano-
ristaux en milieu vivant et du suivi de molé
ules individuelles avant d'en dis
uter leursappli
ations dans les se
tions 4.2, 4.3 et 4.4.4.1 Suivi de molé
ules individuelles en milieu vivant ave
 desnano
ristaux semi
ondu
teursDepuis la �n des années 80, plusieurs laboratoires, dont 
eux de M. Sheetz, A. Ku-sumi et K. Ja
obson, ont 
ontribué au développement des te
hniques dites de suivi departi
ule unique. Dans 
es expérien
es, les molé
ules sont repérées dans la membrane aumoyen de nanoparti
ules d'or de 40 nm ou d'une bille de latex de 0.5 à 1 µm que l'onobserve en mi
ros
opie à 
ontraste interférentiel. Ces te
hniques ont permis d'obtenir denombreux résultats sur la dynamique dans la membrane [86℄. Elles ont notamment révéléune grande diversité de 
omportements membranaires des protéines et des lipides (di�u-sion brownienne, anomale ou 
on�née, mouvements dirigés,...) et amené à des révisionsdu modèle de �mosaique �uide� introduit par Singer et Ni
olson [88℄. D'un point de vueexpérimental, l'utilisation de marqueurs bien plus gros que les protéines étudiées soulève
ependant 
ertaines di�
ultés, tel que le 
ontr�le de la st÷
hiomètrie du 
ouplage ou desphénomènes d'agrégation des protéines induits par la sonde.Ave
 le développement dans les années 90 des études en �uores
en
e de molé
ulesbiologiques individuelles in vitro [9℄, il dévenait tentant d'étendre les méthodes de suivide parti
ule au 
as de petites sondes. Par rapport à la déte
tion d'une molé
ule en solution,la ta
he est a priori rendue plus 
omplexe par la présen
e d'un environnement 
ellulaireauto�uores
ent. Des premières expérien
es ont néanmoins démontré qu'il était possiblede déte
ter une molé
ule marquée par une sonde unique, que 
ela soit un �uorophore[89, 90, 91℄ ou une protéine �uores
ente [92℄. Ces mesures étaient néanmoins limitées parun rapport signal sur bruit assez faible et surtout par le temps de photodestru
tion de lasonde (10 − 500 ms pour la GFP, 1 − 10 s pour les �uorophores organiques) 
e qui étaitl'une des motivations prin
ipales pour l'utilisation de nano
ristaux semi
ondu
teurs.Le tableau 1 rassemble un ensemble de paramètres liés aux di�érentes sondes et à leurintérêt pour l'étude de molé
ules uniques en milieu vivant. Nous avons distingué i
i : (i) lataille de la sonde, sus
eptible d'induire une gêne stérique, (ii) les 
ara
téristiques optiquestelles que la photostabilité et la �brillan
e� 
orrespondant à la valeur du 
oe�
ient d'ex-tin
tion (en M−1.l.
m−1), (iii) la st÷
hiomètrie du 
ouplage, 
'est à dire la 
apa
ité de
ibler spé
i�quement une et une seule molé
ule. Ce 
hoix de paramètres, en partie arbi-traire, se 
on
entre sur les 
ritères importants pour l'imagerie de la dynamique 
ellulaire.A 
e titre il ne prend pas en 
ompte d'autres aspe
ts tel que, par exemple, la possibilité demanipuler les billes de latex pour appliquer ainsi des for
es ou/et en 
ontr�ler la position.Les premières expérien
es de suivi de molé
ules uniques ave
 des nano
ristaux ont étéréalisées sur le ré
epteur de la gly
ine. Nous en présentons i
i les méthodes de marquageet de déte
tion et réservons pour la se
tion 4.2 la dis
ussion des questions de biologie et
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e st÷
hiomètrie�uorophore organique +++ + + ++(
y3, 
y5,. . . ) [89, 90, 91℄ 1 nm 1-10 s ǫ ∼ 105protéine �uores
ente ++ - + +++(GFP, YFP,. . . ) [92℄ 2-4 nm 10-500 ms ǫ ∼ 104nano
ristal + ++ ++ +/++semi
ondu
teur [93℄ 10-30 nm > 20 mn ǫ ∼ 106nanoparti
ule - +++ ++ +métallique [86℄ ≥ 40 nm lumière di�uséebille latex [86℄ - +++ +++ -> 500 nm lumière di�uséeTab. 1 � Propriétés de di�érentes sondes pour les mesures de molé
ules uniques en milieuvivant.de biophysique liées à la dynamique membranaire du ré
epteur.Les ré
epteurs ont été marqués en utilisant une 
onstru
tion molé
ulaire 
onsistant enun anti
orps mono
lonal spé
i�que de la sous-unité α1, un fragment Fab anti-mouse bio-tinilé et un NC 
ommer
ial fon
tionnalisé ave
 de la streptavidine (QD605sav) (�g. 18).En réduisant prgressivement la densité du marquage, on visualise alors des nano
ristauxindividuels dans la membrane 
ellulaire. La déte
tion est réalisée au moyen d'un mi
ro-s
ope en épi�uores
en
e 
onventionnel équipé d'un obje
tif de grande ouverture numé-rique (Olympus, 60X, NA 1.45) et d'une 
améra CCD (Mi
romax EBFT ou CoolSnap ES,Roper S
ienti�
) (�g. 19). Les nanoparti
ules individuelles sont identi�ées par le s
intille-ment de leur �uores
en
e. Ce 
ritère n'est pas entièrement satisfaisant 
ar le s
intillementva persister pour un petit nombre de NCs agrégés qui ne seront don
 pas immédiatementdistinguable d'une nanoparti
ule unique. Un 
ritère plus absolu 
onsisterait à mesurerle dégroupement de la �uores
en
e mais 
e
i reste très di�
ilement réalisable pour desobjets en mouvement.Pour un émetteur �uores
ent non saturé, le nombre Γ de photons émis par unité detemps varie 
omme :
Γ = αχ

λσ

hc
I (7)où λ est la longueur d'onde d'ex
itation, σ la se
tion e�
a
e d'absorbtion2, I l'intensitéd'ex
itation par unité de surfa
e, χ le rendement quantique de �uores
en
e et α l'e�
a
itéde 
olle
tion. Pour un temps d'intégration t, le signal S 
olle
té est égal à Γt. Le bruit

B, lui, résulte de plusieurs pro
essus indépendants : (i) le bruit de photon du signal, (ii)le bruit de fond du à l'auto�uores
en
e du milieu 
ellulaire ou à de la lumière di�uséeparasite, (iii) le bruit de le
ture de la 
améra, (iv) le bruit d'obs
urité du déte
teur. D'un2qui est équivalente au 
oe�
ient d'extin
tion : ǫ = (NA/2303)σ où NA est le nombre d'Avogadro et
σ est exprimé en 
m2.
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Fig. 18 � Marquage du ré
epteur gly
ine : a) les ré
epteurs sont marqués par un nano-
ristal par l'intermédiaire d'un anti
orps. b) Grâ
e à leur petite taille, les nano
ristauxpermettent de suivre le mouvement des ré
epteurs à l'intérieur de la fente synaptique(épaisseur 40 nm). 
) Superposition d'une image en transmission d'un neurone et del'image en �uores
en
e des ré
epteurs (rouge), situés essentiellement le long des dendrites(barre d'é
helle : 20 µm). d) Ré
epteurs de la gly
ine marqués ave
 des NCs (rouge) dé-té
tés sur le 
ompartiment somato-dendritique identi�é par la protéine MAP-2 (en vert).

Fig. 19 � Montage pour l'imagerie de ré
epteurs de la gly
ine marqués ave
 des nano
ris-taux.



4 DYNAMIQUE CELLULAIRE À L'ÉCHELLE DE LA MOLÉCULE UNIQUE 27point de vue général, le rapport signal à bruit est dé�ni par :
S

B
=

Γt
√

∑

i σ
2
i

(8)où les σi 
orrespondent aux é
arts quadratiques des �u
tuations pour les di�érents pro-
essus de bruit.Dans le 
as des ré
epteurs de la gly
ine marqués ave
 des nano
ristaux, la situationest parti
ulièrement favorable pour deux raisons prin
ipales : (i) l'auto�uores
en
e dansles dendrites est faible et les quelques sour
es d'auto�uores
en
e tendent de plus à êtrerapidement photodétruites, (ii) le signal est important 
ar le 
oe�
ient d'extin
tion desNCs est élevé (ǫ ∼ 106, 
omparé à environ 105 pour des �uorophores à la même longueurd'onde). Si l'on dispose d'une 
améra de bonne qualité, pour laquelle le bruit de le
ture estfaible et le bruit noir négligeable dès que l'on utilise des temps d'a
quisition su�samment
ourts (typiquement inférieurs à la se
onde), on atteint alors la limite de déte
tion dusystème optique pour laquelle le rapport S/B, déterminé par le bruit de photon, est égalà √
S.

Fig. 20 � Visualisation en 3D du signal de �uores
en
e de ré
epteurs de la gly
ine indi-viduels marqués par des nano
ristaux.En pratique, la valeur élevée du 
oe�
ient d'extin
tion a plusieurs 
onséquen
es. Enpremier lieu, les expérien
es peuvent être réalisées en ex
itant les sondes �uores
entes ave
une lampe à mer
ure au lieu d'un laser. Ce
i est une simpli�
ation à la fois instrumentaleet pour la prise de données 
ar la lampe permet d'avoir un pro�l spatial d'ex
itationuniforme sur des zones de ∼ 200x200 µm2 tandis qu'ave
 un laser, on est le plus souventsouvent restreint à des zones de ∼ 30x30 µm2 pour lesquelles on a à la fois un pro�ld'ex
itation transverse gaussien et des e�ets de spe
kle. Par ailleurs, l'observation denano
ristaux individuels est aisément réalisable à l'÷il, 
e qui fa
ilite la mise au point dumi
ros
ope.



4 DYNAMIQUE CELLULAIRE À L'ÉCHELLE DE LA MOLÉCULE UNIQUE 28En terme de dynamique temporelle, les enregistrements des mouvement de ré
epteursont été réalisés pendant des durées totales allant jusqu'à plusieurs dizaines de minutes[93℄, ave
 des résolutions temporelles variant entre quelques millise
ondes et une se
onde.Pour un temps 
ara
téristique d'a
quisition des images de 75 ms, le rapport signal àbruit est de l'ordre de 50, 
e qui permet de lo
aliser les ré
epteurs ave
 une pré
isiond'environ 10 nm [94℄, 
omparable à 
e qui est obtenu ave
 des billes et environ quatre foisplus petite que 
e qui est réalisé ave
 un �uorophore en 
ellule vivante. En optimisant
ertains paramètres de l'expérien
e (longueur d'onde d'ex
itation, �ltre optique, tempsd'intégration,. . . ) il nous semble tout à fait réalisable d'atteindre in vivo la résolution dunanomètre tel que 
ela a été démontré ré
emment in vitro [95℄.Nos résultats, qui ouvrent la voie à de nombreuses expérien
es, sont une illustrationdu r�le que peuvent jouer les nanomatériaux dans la déte
tion et l'imagerie biologique.Gra
e à l'avan
ée te
hnologique que représentent les nano
ristaux, la dynamique de nom-breux pro
essus biologiques peut maintenant être étudiée à une é
helle molé
ulaire. Cesexpérien
es ne né
essitent pas une instrumentation très avan
ée et peuvent être réaliséesave
 des mi
ros
opes de �uores
en
e standard, disponibles dans de nombreux laboratoires.Nous terminons 
ette se
tion en dis
utant quelques aspe
ts te
hniques supplémentairesde l'imagerie en milieu vivant ave
 des nano
ristaux.Imagerie en mi
ros
opie éle
troniqueLes nano
ristaux sont des parti
ules présentant un 
ontraste en mi
ros
opie éle
tro-nique, 
e qui est fréquemment utilisé pour 
ara
tériser la taille et la stru
ture des é
han-tillons après synthèse organique mais n'avait jamais été exploité dans des milieux biolo-giques. Les nanoparti
ules de CdSe/ZnS o�rent toutefois un 
ontraste moins grand queles parti
ules d'or et leur déte
tion dans des 
ellules n'est pas aussi aisée que lorsqu'ellessont isolées sur des grilles de 
arbone. Nous avons été amené à re
ourir à une méthoded'ampli
ation argentique 
onsistant faire 
roître une 
ou
he d'argent de 10-20 nm sur lesnano
ristaux, augmentant ainsi largement le 
ontraste. Nous avons pu de la sorte ob-server des ré
epteurs dans di�érents domaines membranaires (�g. 21) et 
onforter nosobservations de vidéomi
ros
opie.Ces méthodes, rendues notamment possibles grâ
e au savoir-faire de P. Rostaing dansle laboratoire d'A. Triller, sont un apport te
hnique important qui devrait trouver denombreuses appli
ations en biologie 
ellulaire. Gra
e à une seule et même sonde, on peutenregistrer la dynamique par des mesures optiques de �uores
en
e et repérer en mi
ro-s
opie éle
tronique la lo
alisation ultrastru
turale des molé
ules marquées.Suivi automatique d'objetsDe manière générale, le suivi d'objets est un problème 
entral dans les expérien
esde dynamique 
ellulaire en vidéomi
ros
opie. De nombreuses méthodes sont développéespour fa
iliter l'analyse des mouvements à l'é
helle de molé
ules, vési
ules ou de 
ellulesentières. Dès les premiers résultats expérimentaux sur le suivi de protéines membranaires
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Fig. 21 � Images en mi
ros
opie éle
tronique à transmission de ré
epteurs : A) extra-synpatiques, B) en bord de synapses, C) à l'intérieur d'une synapse. Images de nanopar-ti
ules déposées sur une grille de 
arbone avant (D) et après (E) ampli�
ation argentique.ave
 des nano
ristaux, il est apparu que le traitement des données posait des problèmes
omplexes et que l'analyse des traje
toires était un enjeu très important.En pratique, dans nos expérien
es de suivi de molé
ules, on a

umule des séquen
es de500 à 1000 images et l'on 
her
he à ré
onstruire les traje
toire des objets (en général entre5 et 20) qui sont simultanément présents dans le 
hamp. Dans le 
as des nano
ristaux,le signal a la parti
ularité de s
intiller de telle sorte que les molé
ules peuvent tempo-rairement disparaître et réapparaitre. Il est don
 né
essaire de développer des méthodesprenant en 
ompte 
es spé
i�
ités.
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Fig. 22 � A : pro�l d'un point �uores
ent. B : Exemples de suivi de traje
toires en tenant
ompte du s
intillement des sondes.Ces di�
ultés nous ont amené à 
ollaborer ave
 L. Cohen (Ceremade, Université Dau-phine), un spé
ialiste des questions de traitement d'images. Stéphane Bonneau, un étu-diant en thèse au Cérémade passant plusieurs jours par semaine dans notre équipe, aimplémenté une méthode de re
onstru
tion de traje
toire [96℄. L'analyse peut être dé-
omposée en deux étapes : (i) une phase de déte
tion et de segmentation dans laquelle onrepère les molé
ules, (ii) une phase d'asso
iation où l'on ra

orde les points entre eux. Dufait du bon rapport signal à bruit, la phase de déte
tion ne né
essite pas de te
hniques par-ti
ulières. On analyse les données plan par plan et, pour 
ha
un d'eux, les points lumineux
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alisés en les 
omparant par 
orrélation à une image référen
e 
orres-pondant à la réponse impulsionnelle du mi
ros
ope (�g. 22a). Les traje
toires sont alorsre
onstruites par une hypothèse de plus pro
he voisin. Lors d'un évènement d'extin
tion,on suppose de plus que la parti
ule suit une traje
toire brownienne jusqu'au rallumagedu nano
ristal (�g. 22b). A 
ause de l'hétérogénéité des mouvements, le 
oe�
ient dedi�usion D ne peut être estimé à l'avan
e mais est déduit de la partie antérieure de latraje
toire. Cette appro
he est assez rapide et peut potentiellement fon
tionner en tempsréel. Elle présente néanmoins l'in
onvénient de né
essiter des hypothèses sur la nature dumouvement (di�usif, 
on�né, dirigé,. . . ) et ne prend pas bien en 
ompte les �u
tuationsd'intensité 
ara
téristiques des mesures de molé
ules uniques.Plus ré
emment, nous avons été amené à 
onsidérer une nouvelle méthode basée surl'utilisation de �
hemins minimaux�, introduits par L. Cohen pour d'autres appli
ations[97℄. Nous n'en présentons i
i que le prin
ipe général (�g. 23). Dans 
ette appro
he,une séquen
e d'images n'est pas analysée image par image mais est traitée de manièreglobale 
omme un espa
e tridimensionnel (2D + temps) au sein duquel 
haque traje
toire
orrespond à une ligne [98℄. L'algorithme se dé
ompose en deux parties : dans une premièrephase, on déte
te (après �ltrage et seuillage) un ensemble de points. L'asso
iation de 
espoints est réalisée par une méthode variationnelle 
on
eptuellement analogue au 
al
ul parle prin
ipe de Fermat des traje
toires des rayons lumineux dans un milieu d'indi
e optiquevariable. Dans notre 
as, on relie les points en 
al
ulant les géodésiques qui les rejoignentdans une métrique déterminée par l'intensité lumineuse. En pratique, on détermine les
hemins C qui minimisent l'intégrale :
E(C) =

∫

C

{

w + P (C(s))
}

ds (9)où s représente l'abs
isse 
urviligne, w un paramètre de régularisation et P (x, y, z) =
1/(1 + I(x, y, z)) un potentiel qui prend sa valeur minimale lorsque l'intensité de l'image
I est élevée.L'algorithme, plus 
omplexe que 
elui de re
onstru
tion plan par plan, a été implé-menté et son fon
tionnement validé. Il est a
tuellement testé sur des �lms synthétiques etdes données expérimentales. Signalons déjà que dans 
ette appro
he : (i) les hypothèsesrequises sur la dynamique des molé
ules sont plus souples, (ii) la méthode tient 
omptedes variations d'amplitude du signal de la sonde 
e qui est important dans le 
as des NCsdont les �u
tuations d'intensité sont déterminés par des lois de Lévy (se
tion 2), (iii) onest moins sensible au problème des fausses déte
tions que dans une appro
he image parimage.Imagerie par fenêtre temporelleLes données présentées i
i ne sont pas dire
tement reliées aux expérien
es de suivi demolé
ules uniques et ont été prises au 
ours de mon séjour post-do
toral. Elles illustrentnéanmoins un aspe
t intéressant de l'imagerie biologique ave
 des nano
ristaux qui n'aen
ore été que rarement mis à pro�t. Comme indiqué dans la se
tion 2.4, les nano
ristaux
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Fig. 23 � Re
onstru
tion des traje
toires ave
 des 
hemins minimaux. a) Données simuléespour des traje
toires 1D. b) Points déte
tés. 
) Traje
toires re
onstruites. d) Traje
toiresobtenues ave
 des données expérimentales.ont des durées de vie radiative de l'ordre 20 ns, bien plus longue que 
elle des �uorophores(∼1-5 ns) ou que 
elle des signaux d'auto�uores
en
e 
ellulaire (∼1-5 ns). Il est don
 pos-sible de réaliser simplement une imagerie ave
 fenêtre temporelle, en ne 
onservant queles photons déte
tés après un 
ertain délai et s'a�ran
hissant de nombreuses sour
es debruit. Cette possibilité est illustré dans la �g. 24 sur une mesure de nano
ristaux in
or-porés par endo
ytose dans des 
ellules COS [99℄ : en appliquant une fenêtre temporelleà la déte
tion, on élimine l'intégralité du bruit de fond. A son détriment, l'imagerie denano
ristaux par fenêtre temporelle en milieu vivant né
essite un équipement important(laser en impulsion, pulse pi
ker, . . . ) et ne permet pas des a
quisitions rapides. Il s'agitnéanmoins d'une te
hnique intéressante pour la déte
tion dans des milieux optiquementtrès bruités tels que les tissus ou les petits animaux.
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Fig. 24 � Imagerie ave
 fenêtre temporelle ave
 des nano
ristaux. a) image d'une 
elluleCOS 
ontenant des nano
ristaux in
orporés par endo
ytose. b) image après séle
tion desphotons déte
tés dans une fenêtre temporelle (30 à 60 ns après l'ex
itation). Les graphesen insert 
orrespondent au signal le long de la ligne en blan
.4.2 Di�usion membranaire du ré
epteur de la gly
ine.Nous avons démarré l'étude de la dynamique de ré
epteurs aux neurotransmetteursà l'automne 2000 dans le 
adre d'une 
ollaboration a
tive entre notre équipe et le labo-ratoire de Biologie Cellulaire de la Synapse Normale et Pathologique d'Antoine Triller(Département de Biologie de l'ENS, Inserm UR497). Le travail a porté plus pré
isémentsur la di�usion dans la membrane neuronale du ré
epteur de la gly
ine qui, ave
 le ré
ep-teur du GABA (Gamma Amino Butyri
 A
id), est responsable de l'inhibition synaptiquedes motoneurones dans la m÷lle épinière [100℄. Après avoir été inséré dans la membrane,
e ré
epteur-
anal di�use dans le plan de 
elle-
i et peut se lo
aliser en fa
e des 
onta
tssynaptiques par un mé
anisme de di�usion-
apture (�g. 25). Il est alors stabilisé parune protéine d'an
rage (géphyrine) et il s'établit un équilibre dynamique entre la formelibre et la forme stabilisée [101℄. Notre but initial était de d'étudier 
et équilibre ainsique les mé
anismes qui le 
ontr�lent, en pré
isant notamment le r�le de l'environnementmembranaire et de la géphyrine.Des expérien
es menées pré
édemment en 
ollaboration entre les laboratoires de D.Choquet et A. Triller avaient déjà porté sur la dynamique du ré
epteur gly
ine visualiséau moyen d'une bille de latex de 0.5 µm [102℄. Elles avaient permis de mettre en éviden
e
ertains aspe
ts de la dynamique membranaire mais sou�raient de plusieurs limitations :(i) les mesures 
on
ernaient le mouvement d'un ré
epteur transfe
té et non pas du ré
ep-teur endogène, (ii) les billes s'a

ro
hent à un grand nombre de ré
epteur et il est di�
iled'a

èder à la dynamique individuelle, (iii) du fait de taille des billes, il n'est pas possibled'a

èder à l'intérieur de la fente synaptique dont l'épaisseur est de l'ordre de 40 nm.Pour toutes 
es raisons, l'utilisation de nano
ristaux semi
ondu
teurs apparaissait
omme une solution prometteuse, sus
eptible de surmonter 
es limitations. Pendant long-temps la prin
ipale di�
ulté a été d'obtenir des marquages spé
i�ques ave
 les NCs 
e
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Fig. 25 � Dynamique du ré
epteur gly
ine : dans la membrane neuronale le ré
epteuralterne entre des états extrasynpatiques et synaptiques pour lesquels il est stabilisé par lagéphyrine, elle-même liée aux mi
rotubules. Le ré
epteur peut également transiter entre le
ytoplasme et la membrane par des voies d'endo
ytose/exo
ytose.qui nous a amené à réaliser également des mesures ave
 des �uorophores idividuels (Cy3).Depuis la �n de l'année 2002, nous sommes 
apables de suivre en molé
ule unique le mou-vement de ré
epteurs endogènes marqués ave
 des nano
ristaux. Les premières mesuresont été réalisées par Sabine Lévi (
her
heuse dans le laboratoire d'A.Triller) et moi-même.Le fait que des membres des deux laboratoires aient dire
tement travaillé ensemble a étéun élément dé
isif dans le su

ès des expérien
es.Résultats obtenusLes expérien
es sur le suivi du ré
epteur gly
ine nous ont permis d'obtenir des résul-tats importants au-delà de la seule mise au point des te
hniques d'imagerie de nano
ris-taux individuels en milieu vivant. L'observation la plus nette dès les premières mesures aété la grande diversité des 
omportements des ré
epteurs. En enregistrant des séquen
esd'images de 30 s à 1 mn sur des 
hamps de vue 
ontenant de 10 à 20 ré
epteurs en géné-ral, on 
onstate que 
ertains ré
epteurs sont relativement immobiles tandis que d'autresexplorent de larges zones dans la membrane. L'enregistrement des mouvements dans lamembrane pendant de telles durées nous a permis de visualiser des évènements impor-tants tels que des entrées ou des sorties de synapse. Comme illustré dans la �g. 26, unré
epteur peut par di�usion atteindre une zone synaptique où il interagit vraisemblable-ment ave
 la géphyrine et est stabilisé. Nous avons également observé le pro
essus inversepour lequel le ré
epteur semble se déta
her de la protéine d'an
rage et quitte la synapse.De telles mesures fournissent une preuve très dire
te de l'équilibre membranaire entreré
epteurs endogènes synaptiques et extra-synaptiques . Il est à noter que 
es pro
essusd'entrée/sortie ont lieu sur des é
helles de temps de plusieurs dizaines de se
ondes et sontdon
 di�
iles à appréhender ave
 des sondes moins stables.A�n de 
ara
tériser quantitativement le mouvement des protéines, nous avons analyséles traje
toires en fon
tion de la lo
alisation membranaire ave
 la fon
tion de dépla
ementquadratique moyen ρ(t) pour 
haque traje
toire (x(i∆t), y(i∆t))i (ave
 ∆t la durée d'a
-
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Fig. 26 � Images extraites d'un �lm montrant le mouvement d'un ré
epteur dans la mem-brane. Le spot vert (indiqué par la �ê
he) 
orrespond à la �uores
en
e d'un nano
ristalunique tandis que les synapses sont repérés à l'aide d'un autre marqueur (FM4-64, rouge).Les 
hi�res 
orrespondent au temps d'a
quisition (en se
onde). On observe i
i un exempled'entrée d'un ré
epteur dans une synapse.quisition par image) [86, 87℄. Cet outil, très 
ouramment utilisé pour traiter les donnéesen suivi de molé
ule ou de parti
ule unique, 
onsiste à déterminer :
ρ(n∆t) =

1

N − n

N−n
∑

i=1

[

(x((i + n)∆t) − x(i∆t))2 + (y((i + n)∆t) − y(i∆t))2] (10)pour n variant entre 0 et N , le nombre de points total dans la traje
toire. La dépenden
etemporelle de ρ(t) est une indi
ation de la nature du mouvement (table 2). L'ajustementde la pente à l'origine de ρ(t) permet toutefois de déterminer la valeur du 
oe�
ient dedi�usion instantanée D, indépendamment de la nature du mouvement aux é
helles detemps plus longues. En pratique 
et ajustement est réalisé sur les 4 ou 5 premiers pointsde la 
ourbe.
ρ(t) mouvement
4Dt di�usion brownienne

4Dtα (α < 1) di�usion anomale
4Dt + v2t2 dirigé ave
 di�usion

L2(1 − e−4Dt/L2

) 
on�néTab. 2 � Nature du mouvement en fon
tion de la dépenden
e temporelle de ρ(t).Dans un premier temps, nous avons analysé la dynamique sur des traje
toires assez
ourtes, pour lesquelles on n'observe pas de 
hangements de domaines membranaires. La�gure 27a 
ontient les résultats sur les distributions des 
oe�
ients de di�usion, dans les
ompartiments synaptiques ou extrasynaptiques3. On observe un dé
alage signi�
atif entreles deux distributions ave
 des valeurs médianes respe
tives de 1.8 10−3 et 3.6 10−2 µm2.s−13Nous avions initialement 
onsidéré un troisième domaine membranaire, le 
ompartiment périsynap-
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epteurs synaptiques et extrasynaptiques. Les distributions font 
ependantapparaître une grande hétérogénéité de 
omportements et s'étendent sur plusieurs ordresde grandeur. A titre de 
omparaison, Les mesures réalisées par S. Lévi sur la di�usionmembranaire de la protéine NCAM (qui n'interagit pas ave
 les protéines de l'é
ha�audagesynaptique) donnent des résultats bien plus homogènes ave
 des 
oe�
ients de di�usionde l'ordre de 10−1µm2.s−1. Ce
i suggère fortement que la dispersion des mesures dans le
as du ré
epteur gly
ine re�ète des intera
tions ave
 d'autres 
omposants membranairesou sous-membranaires.La mesure des 
oe�
ient de di�usion instantanée a été 
omplété par la 
ara
térisationdes mouvements sur des é
helles de temps plus longues. Pour 
ela, les 
ourbes de dépla-
ements quadratiques sont moyennés entre elles, laissant apparaître deux 
omportementsdistin
ts. A l'extérieur de la synapse, les ré
epteurs ont un 
omportement essentiellementbrownien (�g. 27b) tandis qu'à l'intérieur de la synapse, ils di�usent (plus lentement) etsont 
on�nés dans une zone d'extension ∼ 150-200 nm, 
ompatible ave
 la taille d'unbouton synaptique (�g. 27
).
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1Fig. 27 � a) Distributions 
umulatives des 
oe�
ients de di�usion pour les ré
epteursdans l'état extra-synaptique (en bleu) et synaptique (en rouge). Dépla
ement quadratiquemoyen moyenné sur des traje
toires : b) extrasynaptiques et 
) synaptiques.Nous avons également 
her
hé à obtenir une preuve dire
te que les ré
epteurs marqués,en dépit de la 
onstru
tion molé
ulaire anti
orps/fragment Fab/NC, pouvaient a

éder àl'intérieur de la fente synaptique. La réponse la plus 
onvain
ante a été fournie par lesmesures de mi
ros
opie éle
tronique (�g. 21) : après ampli�
ation argentique des NCs,les ré
epteurs marqués ont pu être lo
alisés dans di�érents domaines membranaires etnotamment dans la synapse. Par ailleurs, nous avons souhaité nous assurer que le mouve-ment des ré
epteurs n'était pas in�uen
é par la sonde à laquelle ils sont liés. Pour 
ela, lesmesures de di�usion de ré
epteurs ont été 
omparées dans le 
as d'un marquage : (i) ave
les NCs, (ii) ave
 un anti
orps primaire 
ouplé à un 
olorant Cy3, (iii) ave
 un fragmentFab de l'anti
orps marqué ave
 un 
olorant. Nous n'avons pas obtenu de di�éren
es signi-�
atives dans les distributions de 
oe�
ient de di�usion [93℄. A l'extérieur de la synapse,tique, 
onsistant en une zone de 400 nm autour de la synapse (identi�ée par le marqueur FM) [93℄. Ladé�nition de 
e 
ompartiment était justi�é par l'observation de 
omportement dynamique di�érent de
eux observés dans la synapse. Néanmoins, a�n de ne pas rajouter une 
omplexité trop grande dansl'analyse de la di�usion membranaire, 
'est une distin
tion que nous avons (au moins provisoirement)é
arté. Dans la suite de 
e manus
ript, seuls des domaines synaptiques et extra-synaptiques sont pris en
ompte.
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e résultat n'est pas très surprenant 
ar il est 
onnu que la vis
osité de la membrane, bienplus grande que 
elle du milieu extra
ellulaire, détermine le 
oe�
ient de di�usion mesurétant que la sonde a une taille inférieure au mi
ron4. Dans le 
as du 
ompartiment synap-tique, il est surement plus étonnant que la taille de la sonde n'a�e
te pas le mouvementtant la fente synaptique est un espa
e dense en protéines5. Il est possible que les valeursmesurées ne représentent qu'une borne inférieure pour les 
oe�
ients de di�usion.

Fig. 28 � Dynamique de ré
epteurs gly
ine sur une durée de 20 minutes. L'ensemble dela séquen
e (1200 images) est superposée, ave
 les ré
epteurs en vert et les marqueurssynaptiques en rouge. Trois exemples de 
omportement sont illustrées : (*) un ré
epteurextrasynaptique explore une grande zone dans la membrane, (**) un ré
epteur reste 
on�-née dans une synapse, (***) un ré
epteur entre et sort d'une zone ynaptique.Ce travail sur le ré
epteur gly
ine a été 
omplété par une des
ription qualitative de ladynamique d'équilibre du ré
epteur. Pour 
ela, on ne se fo
alise plus sur les propriétés dedi�usion lo
ale mais sur la lo
alisation du ré
epteur. L'a
quisition des séquen
es d'imagesa été réalisée en �time-lapse�, au rythme d'une image de 75 ms toutes les se
ondes pen-dant 20 à 40 minutes, a�n d'éviter une illumination en 
ontinue des 
ellules. Ces données
on�rment les observations faites pré
édemment à haute 
aden
e d'a
quisition : les ré
ep-teurs restent en mouvement dans la membrane et é
hangent entre di�érents domaines.Une étude un peu plus quantitative ne nous a pas permis de déterminer les temps de rési-den
e mais suggère que dans nos 
onditions d'expérien
es, les populations des ré
epteursdans les di�érents 
ompartiments membranaires sont à l'équilibre [93℄.4Pour un système ré
epteur-sonde, le 
oe�
ient de di�usion D vaut à kT/γ où le 
oe�
ient de fri
tion
γ est égal à γm + γsonde ave
 γm la fri
tion dans la membrane et γsonde la fri
tion de la sonde dans lemilieu extra
ellulaire (de vis
osité η). Pour un objet sphérique de rayon a, γsonde = 6πηa est négligeabledevant γm ∼ 10−8kg/s lorsque a ≤ 1µm.5Dans le 
as de la synapse ex
itatri
e, il a d'ailleurs été observé un e�et de ralentissement de ladi�usion des ré
epteurs AMPA du à la taille du NC [105℄.
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Fig. 29 � S
héma de la dynamique membranaire. a) Equilibre entre deux états synaptique
S et extrasynaptique E. b) Valeur du potentiel d'intera
tion U en fon
tion de la lo
alisationmembranaire.Perspe
tivesLes travaux menés tant sur les ré
epteurs inhibiteurs gly
ine [93, 102℄ et GABA (C.S
hweizer, travail en 
ours) que les ré
epteurs ex
itateurs AMPA et NMDA [103, 104, 105℄pointent tous vers une des
ription 
omparable de la dynamique membranaire des ré
ep-teurs aux neurotransmetteurs (�g. 25) : les ré
epteurs interagissent de manière temporaireave
 des protéines d'an
rage au niveau de la synapse et transitent entre des états synap-tiques S et extrasynaptiques E. Dans 
ette des
ription, l'a

umulation des ré
epteurs àla synapse, observable dans les expérien
es d'immuno�uores
en
e 
onventionnelles, ré-sulte d'un équilibre entre les deux populations qui est sus
eptible d'être dépla
é lors desmé
anismes de plasti
ité.De manière s
hématique, 
e 
omportement peut être dé
rit 
omme 
elui d'un système àdeux états E et S (�g. 29). Ces états sont 
ara
térisé par un 
oe�
ient de di�usion DE et
DS dépendant de la 
omposition de la membrane dans 
ha
un des domaines. De plus, dansl'état synaptique, on peut 
onsidérer qu'il existe un potentiel −U0 (U0 > 0) traduisant lesintera
tions du ré
epteur ave
 les protéines d'an
rage. Dans 
ette des
ription, un ré
epteurextrasynaptique di�use dans la membrane et peut alétoirement �tomber� dans un puitde potentiel synaptique. Nos expérien
es suggèrent que la valeur de U0 n'est pas trèsgrande devant kT et don
 qu'un ré
epteur peut ressortir du puit par a
tivation thermique.L'équilibre entre les états E et S est gouverné par des 
onstantes 
inétiques k+ et k− quisont a priori fon
tion de DE, DS, U0 ainsi que de paramètres tels que la taille des domainessynaptiques et la 
on
entration de synapses dans la membrane.De nombreuses questions restent à aborder pour pré
iser ou amender 
ette des
ription,é
lair
ir le r�le de l'équilibre et l'intégrer dans une des
ription plus 
omplète des modi�-
ations dynamiques de l'organisation membranaire neuronale. Nous dis
utons 
i-dessousplusieurs mesures, 
ertaines en 
ours et 
ertaines à plus long terme, qui nous semblentimportantes dans 
ette perspe
tive.Cara
térisation de l'équilibre membranaire dans les neurones. Dans la des-
ription de l'équilibre membranaire, la dynamique des ré
epteurs n'est pas seulementdéterminée par les pro
essus de di�usion mais également par les temps de résiden
e dans
haque 
ompartiment (synaptique ou extrasynaptique) dont il est don
 essentiel de me-surer les distributions. Ces mesures, qui ne peuvent être faites ave
 des �uorophores or-



4 DYNAMIQUE CELLULAIRE À L'ÉCHELLE DE LA MOLÉCULE UNIQUE 38ganiques pour lesquels la photostabilité est trop limitée, ont eté réalisées dans le 
as desré
epteurs AMPA marqués ave
 des billes de latex [103℄. Toutefois, à 
ause de la taillede la sonde, il est di�
ile dans 
ette situation d'obtenir la distribution des temps à lasynapse. Le 
as des ré
epteurs marqués ave
 des NCs semblent don
 plus favorables et
ette l'analyse des temps de résiden
e 1/k− est a
tuellement en 
ours pour les ré
ep-teurs de la gly
ine et du GABA (C. Charrier, M.V. Ehrensperger, C. S
hweizer). Notonsqu'il subsiste toutefois des di�
ultés : (i) on ne peut ex
lure des e�ets de gênes stériquesdans la synapse (notamment dans le 
as des synapses ex
itatri
es [105℄, (ii) les e�ets des
intillement 
ompliquent l'identi�
ation des temps de résiden
e dans 
ha
un des états.Etude de l'intera
tion ré
epteur-géphyrine dans des systèmes modèle. Pourpré
iser la nature des intera
tions entre les ré
epteurs gly
ine et la géphryine et éviterles e�ets de gêne stérique dans la fente synaptique, nous proposons d'utiliser pour mo-dèle des 
ellules COS ou des neurones jeunes (2-4 DIV, avant la formation de synapses)transfe
tées séle
tivement ave
 des plasmides 
odant pour le ré
epteur (ave
 un tag my
)et la géphyrine (marquée GFP). Cette appro
he a été employée pré
édemment dans desexpérien
es utilisant des billes de latex de 500 nm 
omme marqueurs [102℄. Là en
ore, ledéveloppement des te
hniques utilisant des NCs, permettant des mesures à la fois pluslongues et plus pro
hes de la molé
ule unique, justi�e de reprendre 
es études pour ex-traire des informations nouvelles. La dynamique membranaire du ré
epteur pourra être
omparée dans trois situations : (i) en l'absen
e de la géphryine, (ii) lorsque le ré
epteurne dispose pas de la bou
le d'intera
tion ave
 la géphryine, (iii) lorsque 
ette bou
le estprésente. Dans 
ha
une de 
es situations, on peut a

éder aux paramètres les paramètresde di�usion tant latérale que rotationnelle (
f. 
i-dessous) de ré
epteurs individuels etsurtout à la dynamique d'entrée-sortie des ré
epteurs dans les agrégats de géphyrine.Comme il a été démontré ré
emment pour l'étude in-vitro de la myosin [95℄, l'utilisationde �uorophores individuels dans des 
onditions de rapport signal sur bruit élevé permetd'atteindre des résolutions spatiales de l'ordre du nanomètre. Les NCs, qui sont des sondesparti
ulièrement brillantes, sont ainsi très prometteurs pour étendre 
es mesures de granderésolution à des systèmes vivants. Nous analyserons ainsi le mouvement des ré
epteursdans les agrégats de géphyrine a�n de pré
iser leur organisation et, éventuellement, demettre dire
tement en éviden
e la stru
ture en réseau héxamérique de la géphyrine tellequ'elle a été postulée par des données de 
ristallographie et de bio
himie [106℄.Etude des paramètres 
ontr�lant la di�usion Les expérien
es de suivi de ré-
epteurs individuels ont révélé une grande variété de 
omportement en terme de di�usionmembranaire. Les mesures des 
oe�
ients de di�usion des ré
epteurs indiquent une largehétérogénéité tant dans les domaines synaptique qu'extrasynaptique, ave
 des valeurs quis'étendent sur plusieurs ordres de grandeurs (entre 10−4 et 10−1µm2s−1). L'analyse pré
isede la dynamique des ré
epteurs né
essite don
 de déterminer les divers fa
teurs impliquésdans les pro
essus de di�usion et de distinguer les r�les respe
tifs de la vis
osité membra-naire, des intera
tions ave
 les protéines d'é
hafaudages (notamment la géphyrine) et del'a
tivité neuronale.
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ellule, la vis
osité membranaire apparente γ est essentiellement déterminéepar l'organisation et la 
omposition lo
ale de la membrane [86, 107, 108, 109℄. Celle-
iest souvent dé
rite 
omme 
omposée de domaines séparés par des barrières déterminéespar le 
ytosquelette sous-membranaire auquel des protéines peuvent se lier. La di�usionbrownienne d'une molé
ule (lipide ou protéine) est ainsi a�e
tée par les intera
tions ave

es obsta
les [107℄, 
e qui est rendu 
ompte par la mesure du 
oe�
ient de di�usionlatérale D, égal à kT/γ.Nous proposons d'utiliser 
omme protéine sonde de la membrane des variants de laprotéine N-CAM (Neural Cell Adhesion Mole
ule) transfe
tés dans des neurones. Les va-riants de 
ette protéine ont un segment C-terminal intra
ellulaire très 
ourt qui ne gènepas sa di�usion et qui n'interagit pas ave
 la géphyrine. Des mesures préliminaires ontmontré que, pour 
ette molé
ule, les 
oe�
ients de di�usion sont plus élevés et beau-
oup moins dispersés que pour les ré
epteurs. Il est également possible de générer desN-CAM re
ombinantes en modi�ant la partie C-terminale a�n d'en varier la taille etl'en
ombrement stérique ou d'y gre�er des sites d'intera
tion du ré
epteur ave
 la géphy-rine. Ces 
onstru
tions vont permettre de distinguer les intera
tions ave
 des obsta
lesmembranaires de 
elles ave
 les 
omposants sous-membranaires. Ces mesures pourrontêtre 
omplétées par des expérien
es utilisant des lipides fon
tionnalisés (DOPE-biotin ouDOPE-�uores
ein) insérés dans la membrane et révelés par des NCs (
ouplés à de lastreptavidine ou des anti
orps anti-�uores
éine). En plus de fournir une sonde naturellede la membrane, l'utilisation de lipides permettra d'obtenir une des
ription de la vis
o-sité dans di�érentes parties de la 
ellule (dendrites, somas, axones) indépendamment del'expression lo
ale d'une protéine parti
ulière.A 
e jour, l'utilisation des NCs a été restreinte à une sonde de position de la molé
ulemarquée et l'usage du dip�le du NC 
omme marqueur angulaire n'a pas été en
ore envi-sagé. Nous proposons ainsi d'utiliser les te
hniques d'imagerie défo
alisée dé
rite 
i-dessuspour suivre l'orientation d'une protéine membranaire. Jusqu'à présent, nous n'avons 
onsi-déré 
omme paramètre pertinent que le 
oe�
ient de di�usion latérale D. En réalité, 
eparamètre ne distingue pas les intera
tions répulsives (de type stérique) et les intera
-tions attra
tives (de type a�ne), 
es deux types d'intera
tion 
ontribuant à augmenterla vis
osité apparente. La mesure de la di�usion rotationnelle pourrait permettre, elle, debien disséquer les di�érentes 
omposantes de la di�usion et de distinguer les intera
tionsstériques, qui n'a�e
te pas la di�usion rotationnelle rapide des ré
epteurs, des intera
tionsa�nes (telles que 
elles ave
 la géphyrine) pour lesquelles la rotation du ré
epteur devraitêtre bloquée. Par ailleurs, le 
oe�
ient de di�usion rotationnelle Dr varie 
omme 1/a2 où
a est le rayon de l'objet qui di�use dans la membrane. A la di�éren
e de la di�usion laté-rale pour laquelle D varie en 1/ log(a), la mesure de Dr pourrait permettre de distinguerle 
omportement d'un ré
epteur individuel de 
elui d'un agrégat.Réponse à des perturbations lo
ales ou globales. A�n de 
omprendre pluspré
isément le r�le fon
tionnel des mé
anismes de di�usion latérale, il est important dedéterminer les paramètres qui régulent l'équilibre membranaire dé
rit 
i-dessus. Dans le
as de 
ellules nerveuses, un paramètre naturel est 
elui de l'a
tivité nerveuse. Dans le 
as
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epteurs de la gly
ine, des expérien
es, réalisées prin
ipalement par S. Lévi (BCS,ENS Biologie), montrent ainsi que les 
ara
téristiques de di�usion des ré
epteurs extrasy-naptiques sont signi�
ativement modi�ées par l'a
tivité ex
itatri
e mais pas par l'a
tivitéinhibitri
e [110℄. En présen
e de drogues bloquant l'a
tivité des ré
epteurs AMPA etNMDA (APV et CNQX) ou de 
hélatant du 
al
ium, on observe une augmentation des
oe�
ients de di�usion des ré
epteurs, qu'ils soient synaptiques ou extrasynaptiques. Cesexpérien
es suggèrent que l'entrée de 
al
ium, induit par la dépolarisation de la membrane,entraine une augmentation de la vis
osité membranaire, en a

ord ave
 des observationsantérieures pour les ré
epteurs AMPA [103℄.Le mé
anisme pré
is qui mène de l'entrée de 
al
ium au 
hangement de di�usion n'estpas aujourd'hui 
onnu mais il fait vraisemblablement intervenir une régulation du 
y-tosquelette. La question se pose don
 de savoir 
omment les modi�
ations des réseauxd'a
tine ou de mi
rotubules a�e
tent la mobilité des ré
epteurs. Ce
i est d'autant plusimportant dans le 
as du ré
epteur gly
ine pour lequel on sait que la géphyrine inter-agit dire
tement ave
 les mi
rotubules. Des mesures sont a
tuellement réalisées par C.Charrier (BCS, ENS Biologie) et 
onsistent à modi�er le 
ytosquelette par des moyenspharma
ologiques (latrun
ulin A et no
odazole).Dans les expérien
es indiquées 
i-dessus, les perturbations de l'a
tivité ou du 
ytosque-lette sont réalisées de manière globale en rajoutant une drogue dans le milieu de 
ulture.La distributions du paramêtre d'intéret (i
i le 
oe�
ient de di�usion) est 
omparée à lasituation 
ontr�le mais sur des 
ellules di�érentes. Compte tenu de la grande hétérogé-néité des mouvements de ré
epteurs, il n'est pas toujours aisé d'analyser les modi�
ationsobservées. Lorsque les 
onditions le permettent, il semble beau
oup plus favorable d'utili-ser des perturbations lo
ales au moyen par exemple de mi
ropipettes ou de réa
tifs 
agés.L'observation des mêmes molé
ule avant et après perturabation o�rent un 
ontr�le in-terne qui fa
ilitent l'interprétation. L'intérêt de 
et appro
he �lo
ale� a été démontré dansdes expérien
es de dé
ageage de 
al
ium [103℄ et plus ré
emment dans des proto
oles depotentation en éle
trophysiologie (D. Choquet, 
ommuni
ation privée).4.3 Dynamique du ré
epteur du GABA dans le 
�ne de 
roissan
eDurant le développement neuronal, la 
roissan
e des axones est pré
isément réguléea�n d'établir un réseau fon
tionnel. La partie distale de l'axone, le 
�ne de 
roissan
e, estainsi 
apable de déte
ter des gradients de signaux 
himiques. Ce
i fait intervenir un grandnombre de signaux 
himiques, tels que la nétrine, le BDNF ou des neurotransmetteurs(GABA, glutamate ou a
étyl
holine) [111, 112℄. Les mé
anismes molé
ulaires et les voiesde signalisation menant de l'a
tivation du ré
epteur aux modi�
ations du 
ytosqueletteet au guidage axonal ont été a
tivement étudiés 
es dernières années mais de nombreusesquestions restent ouvertes. En parti
ulier, les mé
anismes permettant la déte
tion pré
ise(et éventuellement l'ampli�
ation) d'un faible gradient spatial ne sont pas 
onnus. Ilnous a don
 semblé intéressant d'utiliser les méthodes de suivi de molé
ules uniquespour étudier les pro
essus de 
hemotaxie dans le 
�ne de 
roissan
e et les réorganisations
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iées6. Nous nous sommes 
on
entrés sur le 
as du GABA,qui n'est pas le signal 
hémoattra
tant le plus fréquemment étudié mais pour lequel nousdisposions d'anti
orps bien 
ara
térisés. Nous dé
rivons i
i les résultats préliminaires de
es expérien
es.Dynamique membranaire des re
epteurs du GABA. Nous avons d'abord analyséen détail le mouvement des ré
epteurs GABAA marqués ave
 des nano
ristaux (�g. 30a)dans la partie 
entrale du 
�ne de 
roissan
e de neurones spinaux entre 3 et 6 DIV. Lesrésultats obtenus di�érent de 
eux mesurés dans la membrane somato-dendritique. Enplus d'un 
omportement di�usif (D = 0.26 µm2.s−1), on observe un mouvement dirigéave
 une vitesse de l'ordre de 0.3 µm.s−1, 
omparable à la vitesse d'élongation des mi-
rotubules (MTs) dans le 
�ne de 
roissan
e (�g. 30
) [113℄. Pour 
on�rmer le r�le desMTs, nous les avons dépolymérisé ave
 du no
odazole 
e qui a pour e�et de supprimerla 
omposante dirigée du mouvement (�g. 30d) sans modi�er les paramètres de di�usiondans la membrane (D = 0.22 µm2.s−1).L'observation pré
ise des traje
toires suggérent toutefois que les ré
epteurs ne sontanimés d'un mouvement dirigé que par intermitten
e. Pour étudier quantitativement pré-
isément 
e phénomène, il faut analyser lo
alement les traje
toires et non plus globalementpar le seul 
al
ul du dépla
ement quadratique moyen ρ(t). En nous inspirant des mesuresd'indi
e de 
on�nement [114℄, nous avons dé�ni un indi
e de 
orrélation de vitesse norma-lisé g(t) = ~v(t).~v(t + 1) (où le temps t 
orrespond au numéro de l'image et ~v est la vitesseinstantanée normalisée) qui a une valeur pro
he de 1 lors des phases de mouvements diri-gés et tombe à 0 pour une di�usion brownienne [115℄. Ave
 un seuil approprié, on identi�eainsi les phases d'entrainement du ré
epteur. Cette appro
he nous a permis de montrerqu'il existe une intera
tion transitoire entre les ré
epteurs GABA et la 
omposante MTdu 
ytosquelette, ave
 un temps d'a

ro
hage moyen de 4 se
ondes (�g. 31).Redistribution membranaire durant le guidage axonal. Pour 
omprendre le r�lefon
tionnel de 
es intera
tions dans les mé
anismes de guidage, nous avons 
ombiné lesmesures de suivi de molé
ules uniques ave
 l'appli
ation d'un gradient extérieur de GABA.Ce gradient est réalisé en relarguant du GABA suivant une méthode dite de �guidan
eassay� développée dans le laboratoire de M.-M. Poo [116℄. L'extrémité d'une mi
ropipetteest positionnée à environ 50 µm du 
�ne de 
roissan
e, ave
 un angle de 45�ou 90�parrapport à la dire
tion de l'axone. La pipette éje
te à une fréquen
e de 1-2 Hz quelquespi
olitres d'une solution de GABA à 10 mM de telle sorte qu'au niveau du 
�ne de 
rois-san
e la 
on
entration moyenne C est environ 10 µm ave
 un gradient ∇C ≃ 0.1 µM/µm.Sur une durée de 30 à 60 minutes, on observe la rédire
tion et la 
roissan
e de l'axone endire
tion de la sour
e de GABA (�g. 32), en a

ord ave
 des résultats ré
ents identi�ant leGABA (au même titre que le glutamate) 
omme un neurotransmetteur 
hémoattra
tant[117℄.6A notre 
onnaissan
e, une seule étude en molé
ule unique a été publiée sur la dynamique membranairedurant un pro
essus de 
hémotaxie. Elle porte sur la 
inétique d'atta
hement de l'AMP 
y
lique à desré
epteurs membranaires 
ouplés aux protéines G dans des amibes Di
tyostelium dis
oideum [90℄.
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Fig. 30 � a) Exemples de traje
toires dans un 
�ne de 
roissan
e. b) Marquage du 
y-tosquelette (�laments d'a
tine en rouge et mi
rotubules en vert). 
) Dépla
ement quadra-tique moyen 
orrespondant à une vitesse v = 0.28 µm.s−1 et un 
oe�
ient de di�usion
D = 0.26 µm2.s−1. d) En présen
e de no
odazole qui dépolymérise les mi
rotubules, lemouvement est purement di�usif (D = 0.22 µm2.s−1).Pour étudier la dynamique membranaire des ré
epteurs en présen
e du gradient, nousavons 
hoisi d'observer des 
�nes de 
roissan
e plus adhérents que 
eux de la �gure 32.Ces 
�nes, plus étalés sur la surfa
e, ont une taille typique de 5 à 10 µm (�g.30a) de tellesorte que le gradient ∇C induit une di�éren
e de 
on
entration de 5 à 10 % de la valeurmoyenne C entre le 
oté pro
he de la pipette et 
elui qui est opposé. Sur une durée de30 minutes, ils ne tournent pas et permettent de mesurer la dynamique des ré
epteurssans que le mouvement de la 
ellule ne modi�e l'orientation et la valeur du gradientextérieur. Les expérien
es sont réalisées dans un mode �time-lapse� pour lequel une imagede �uores
en
e de 75 ms est prise 
haque se
onde pendant une durée de 20 minutes.Le résultat prin
ipal de nos expérien
es est l'observation d'une redistribution latéraledes ré
epteurs vers la sour
e de GABA. Au bout de 20 minutes, les ré
epteurs, qui sonttoujours animés d'un mouvement brownien rapide dans la membrane, sont préférentielle-ment lo
alisés du 
oté du 
�ne qui est pro
he de la pipette. Pour quanti�er 
et e�et, nousavons déterminé pour 
haque image la position de tous les ré
epteurs à la surfa
e du 
�nede 
roissan
e et tra
é la position de leur bary
entre en fon
tion du temps (�g. 33a). Ledé
alage moyen a lieu ave
 une é
helle de temps 
ara
téristique d'une dizaine de minuteset peut être ajusté par une 
ourbe tn/(tn0 + tn) ave
 n ≃ 5.A�n d'intepréter 
es observations, nous rappelons de manière s
hématique la 
as
adede signalisation asso
iée au GABA dans le 
�ne de 
roissan
e [118℄ : (i) l'a
tivation desré
epteurs GABAA dé
len
he un e�ux d'ion Cl− et une dépolarisation de la membrane(le GABA ne devient hyperpolarisant qu'à un stade ultérieur du developpement neuro-nal), (ii) la dépolarisation de la membrane entraine un in�ux de 
al
ium par les 
anaux
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Fig. 31 � a) Exemple de traje
toire d'un ré
epteur GABAA dans le 
�ne de 
roissan
e. Lesparties en rouge et en bleu 
orrespondent respe
tivement à des phases dirigée et di�usive.Ces phases sont identi�ées gra
e au 
al
ul de l'indi
e de 
orrélation de vitesse (�gure eninsert) ave
 un seuil de 0.6. b) Histogramme des durées des phases de mouvement dirigé.La 
ourbe rouge (en pointillé) est un ajustement exponentiel ave
 un temps moyen de 4 s.
) Dépla
ement quadratique moyen 
al
ulé sur les phases de mouvement di�usif identi�éesave
 l'indi
e de 
orrélation.
al
iques de type-L dépendent du potentiel, (iii) le 
al
ium dé
len
he une 
haine de signa-lisation aboutissant à l' a
tivation des Rho-GTPases (Rho, Ra
, Cd
42) qui 
ontr�lent ladynamique du 
ytosquelette.Pour pré
iser les paramètres qui in�uent sur la redistribution des ré
epteurs, nousavons réalisé les expérien
es sur la lo
alisation membranaire des ré
epteurs en présen
ede drogues : (i) de la gabazine, un antagoniste spé
i�que des ré
epteurs GABAA, (ii)duBapta-AM, un 
hélatant du 
al
ium, (iii) du no
odazole. Dans 
ha
un des 
as, le pro
essusde redistribution dans la membrane est aboli (�g. 33b,
 et d). Dans le 
as de la gabazine,
ela indique en parti
ulier que la redistribution n'est pas la 
onséquen
e indire
te del'a
tivation des ré
epteurs métabotropiques GABAB.L'ensemble de 
es mesures ainsi que l'analyse des intera
tions ré
epteur-MT nous aamené à 
onsidérer le modèle suivant pour le mé
anisme de redistribution latérale dans le
�ne de 
roissan
e. Avant l'appli
ation du gradient, il n'existe pas de dire
tion privilégiéeet les ré
epteurs sont distribués de manière homogène dans la membrane. Lorsqu'on ap-plique un faible gradient, il y a une légère asymétrie dans d'a
tivation des ré
epteurs quia pour e�et d'a
tiver asymétriquement les RhoGTPases et de favoriser la 
roissan
e oula stabilisation des MTs du 
oté de la mi
ropipette. Les ré
epteurs, qui di�usent dans lamembrane et interagissent transitoirement ave
 les MTs, sont alors entrainés préférentielle-ment vers 
e même 
oté, ave
 pour 
onséquen
e de renfor
er leur a
tivation asymétrique.Il s'agit don
 d'un mé
anisme auto-
atalytique de redistribution des ré
epteurs 
ontri-buant à l'ampli�
ation de la déte
tion du gradient extérieur (�g. 34). L'e�et des droguesest 
ohérent ave
 
e modèle de relo
alisation, dans la mesure où la gabazine, le Bapta etle no
odazole bloquent respe
tivement les étapes a, b et 
 du mé
anisme (�g. 34).
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Fig. 32 � Réorientation de la 
roissan
e axonale en présen
e d'un gradient de GABA.A) Image initiale. B) Image après 40 minutes. C) Distribution 
umulative des angles Θde déviation après 60 minutes. La 
ourbe en rouge est un ajustement gaussien (valeurmoyenne 〈Θ〉 = 17.4�, é
art quadratique σ = 36.1�).Nous avons dé
rit un pro
essus de 
ontr�le et de modi�
ation dynamique de la lo
ali-sation de protéines dans une membrane. Ce mé
anisme, qui résulte d'un 
ompromis entredes �u
tuations browniennes tendant à homogénéiser la distribution de protéine et desintera
tions spé
i�ques ave
 le 
ytosquelette, o�re une possibilité d'adaptation rapide àla déte
tion d'un gradient extérieur. Plusieurs points restent toutefois à approfondir pourpré
iser notre des
ription. En parti
ulier :
• nous 
her
hons à 
on�rmer dire
tement le pro
essus d'ampli�
ation de déte
tion dugradient par des mesures d'imagerie 
al
ique.
• le modèle fait impli
itement l'hypothèse qu'il y a une réponse linéaire en termed'a
tivation des ré
epteurs. Il est don
 né
essaire de faire varier C par rapport àla 
onstante d'a�nité du ré
epteur GABAA (de l'ordre de quelques µM), 
e quipermettra d'aborder des questions liées aux mé
anismes d'adaptation dans la réponse
hémota
tique [119℄.
• il est né
essaire de pré
iser le lien entre l'a
tivation des ré
epteurs GABAA et ladynamique du 
ytosquelette, et notamment de déterminer les partenaires impliquéesdans les intera
tions entre ré
epteurs et MTs.Des e�ets de réorganisation assymétrique de la membrane ont déjà été observé dans les
�nes de 
roissan
e. Des expérien
es ré
entes ont montré que les radeaux lipidiques dansle 
�ne de 
roissan
e peuvent servir au re
rutement de ré
epteurs spé
i�quement asso
iésaux voies de signalisation de la nétrin, du BDNF ou de la Sémaphorine3A et qu'ils sont dis-tribués assymétriquement en présen
e d'un gradient d'une de 
es substan
es [120℄. Mêmesi le mé
anisme de relo
alisation n'est pas expliqué, il pourrait s'agir d'un autre pro
essusservant à l'ampli�
ation du gradient extérieur. A 
e titre, il serait intéressant de 
om-parer les propriétés dynamiques de réorganisation membranaire induit par les di�érents
hémoattra
tants. Notre dis
ussion s'est jusqu'à présent limitée aux e�ets 
hémota
tiquesdans le 
�ne de 
roissan
e. Dans la mesure où les voies de signalisation y présentent dessimilarités ave
 
elles d'autres systèmes (
omme par exemple Dy
tostelium dis
oideum
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Fig. 33 � Redistribution spatiale des ré
epteurs en présen
e d'un gradient mesurée parl'évolution de la position de leur bary
entre par rapport à la position initale. a) Données(•, en bleu) en présen
e d'un gradient de GABA. La 
ourbe en rouge est un ajustementpar la 
ourbe atn/(tn0 +tn) (a = 3.6µm, t0 = 10.1±0.3 mn et n = 4.9±0.4). Les données envert (x) 
orrespondent à la situation 
ontr�le sans GABA. Redistribution en présen
e d'ungradient de GABA et de : b) Gabazine (10 µM), 
) Bapta-AM (30 µM), d) No
odazole(10 µM).[111℄), les pro
essus qui sont observés dans le 
�ne de 
roissan
e sont sus
eptibles d'avoirune validité plus générale.4.4 Vers un suivi en molé
ule unique du mouvement intra
ellu-laire de déterminants de la division asymétriqueLe développement des méthodes de vidéo-mi
ros
opie 
ombiné à l'usage de protéines�uores
entes a ouvert des perspe
tives importantes pour l'étude de la dynamique dans la
ellule [25℄. La plupart des expérien
es portent néanmoins sur les propriétés d'organelles oud'agrégats et le suivi du mouvement intra
ellulaire à l'é
helle d'une molé
ule intra
ellulaireindividuelle reste un enjeu important.Il existe un faible nombre de publi
ation sur 
e sujet, souvent dans des 
as très par-ti
uliers ou à titre de démonstration. Plusieurs travaux ont porté sur l'observation demolé
ules dans le noyau 
ar 
'est un 
ompartiment bien moins auto�uores
ent que le
ytosol [121, 122℄. Une méthode de suivi des ARN messagers a également été mis aupoint en utilisant 
omme sonde �uores
ente la protéine MS2 (marquée GFP) qui vient selier spé
i�quement aux ARNm [123℄. Il faut également signaler la mi
ros
opie de spe
klequi 
onsiste à mi
roinje
ter des petites quantités de tubuline ou d'a
tine �uores
entes de
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gradient

extérieur de GABA

stabilisation asymétrique 
des MTs 

activation asymétrique 
des récepteurs

redistribution des
récepteurs

a

b

cFig. 34 � Modèle pour la redistribution asymétrique des ré
epteurs. La partie en pointillé
orrespond à une bou
le d'ampli�
ation pour la le
ture du gradient.manière à visualiser la dynamique du 
ytosquelette [124, 125℄.Depuis l'été 2004, nous 
ollaborons ave
 Y. Bellai
he (Institut Curie) sur l'étude enmolé
ules uniques du mouvement de déterminants 
ellulaires de la division asymétrique.Alors que la plupart des divisions donnent naissan
e à deux 
ellules identiques, la divisionasymétrique permet de produire deux 
ellules distin
tes. L'exemple le plus 
lassique dedivision asymétrique est 
elui de la 
ellule sou
he qui donne naissan
e à une nouvelle 
el-lule sou
he et à une 
ellule se di�éren
iant. La détermination de deux 
ellules distin
teslors d'une division repose sur la ségrégation asymétrique d'un déterminant 
ellulaire dansune seule des 
ellules-�lles. Notre but est développer des méthodes d'imagerie permettantde suivre le mouvement de 
es déterminants et d'étudier les mé
anismes molé
ulaires quiassurent leur ségrégation. Au delà du 
as de la division 
ellulaire asymétrique, les te
h-niques qui sont développées devraient trouver des appli
ations dans di�érents domainesde la biologie 
ellulaire.Dynamique de déterminants 
ellulaires de la division asymétriqueLes divisions asymétriques génèrent des 
ellules d'identités di�érentes 
hez les orga-nismes uni
ellulaire et multi
ellulaire. L'a
quisition d'une identité 
ellulaire di�érente au
ours de la mitose né
essite l'établissement d'une polarité 
ellulaire. Cette polarité semanifeste par la lo
alisation asymétrique de déterminants 
ellulaires et une orientationparti
ulière du fuseau mitotique (�g.35). La division asymétrique est don
 un modèled'étude des mé
anismes de polarisation 
ellulaire et d'orientation du fuseau mitotique.Les études réalisées sur les invertébrés ont montré que l'a
quisition d'une polarité 
el-lulaire au 
ours de la division asymétrique dépend de molé
ules 
onservées au 
ours del'évolution.La 
ompréhension générale des mé
anismes de polarisation 
ellulaire né
essite l'iden-ti�
ation des a
teurs impliqués dans la polarisation 
ellulaire. Elle a aussi grandementbéné�
ié des méthodologies d'imagerie GFP a�n de déterminer le 
heminement des mo-lé
ules au sein de la 
ellules lors de leur transit depuis une position non polarisée verspolarisée [126, 127℄. Ces te
hniques ont néanmoins des limites et ne permettent pas de
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Fig. 35 � Dynamique d'un déterminant 
ellulaire (en rouge) au 
ours de la division asy-métrique dans les neuroblastes : A. Durant la prophase, B. durant la prometaphase, C.mouvement au 
ortex basal durant la metaphase et l'anaphase.répondre de manière dire
te au question suivantes : Quel est le 
heminement exa
t dudéterminant au sein de la 
ellule pour atteindre le 
ortex ? Quel est le mouvement dudéterminant une fois lo
alisé asymétriquement ? Que 
e passe-t-il lorsque le déterminantentre dans une zone où il ne doit pas être lo
alisé asymétriquement ? Pour répondre à
es questions, il est né
essaire de suivre le mouvement du déterminant non pas de façonglobale mais en 
ara
térisant son dépla
ement à l'é
helle de la molé
ule unique.Pour réaliser 
es obje
tifs nous avons 
hoisi un modèle simple : la 
ulture de neuro-blastes de Drosophile. Nous proposons de suivre la lo
alisation dynamique de Mirandadurant la division 
elllaire asymétrique. Il est 
onnu que Miranda, initialement lo
aliséedans la région api
ale durant la prophase, se relo
alise au 
ortex basal à la prométaphaseet y reste durant la métaphase et l'anaphase [128℄. Par ailleurs, Miranda est déte
tée surl'aster api
al du fuseau mitotique. Grâ
e au suivi de molé
ules uniques, nous 
her
heronsà répondre aux questions suivantes : quel est le mouvement de Miranda durant sa relo
ali-sation au 
ortex (�g. 35A) ? En parti
ulier, est 
e que les molé
ules api
ales sont vraimenttransférées au 
ortex basal et quelle est la 
ontribution des molé
ules situées sur l'asterapi
al (�g. 35B) ? Quel est le mouvement de Miranda, une fois relo
alisée au 
ortex et quese passe t-il lorsqu'elle atteint la frontière entre les 
ortex basal et api
al (�g. 35C) ? Enétudiant pré
isément la nature des mouvements près de 
ette frontière, nous étudieronsl'existen
e éventuelle d'une barrière de di�usion ou de mé
anismes de re
y
lage.Ces études seront 
omparées à des mesures sur des neuroblastes mutantes lgl (lethal-giant-larvae) pour lequel Miranda n'est pas lo
alisée basalement mais enri
hie sur le fuseaumitotique [129℄. Nous 
her
herons notamment à déterminer à quelle étape lgl est né
es-saire pour la lo
alisation asymétrique. En�n nous étudierons le lien entre Miranda et lesmoteurs molé
ulaires. Miranda interagit dire
tement ave
 la Myosin VI qui fait partied'un 
omplexe 
ontenant aussi la Myosin II [130℄. En utilisant des myosin-GFP, nous
her
herons à déterminer la 
ontribution de 
es moteurs aux dépla
ements de Mirandaen 
omparant les 
ara
téristiques de leur mouvement (vitesse, lo
alisation,. . . ) à 
elui deMiranda.
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ytoplasmiquesLes expérien
es dé
rites 
i-dessus sont un prolongement des te
hniques de suivi de pro-téines membranaires [93℄. Elles posent 
ependant de nombreuses di�
ultés nouvelles liées :(i) au marquage spé
i�que des protéines 
ibles ave
 des NCs, (ii) la né
essité d'introduiteles sondes dans le 
ytoplasme, (iii) à la nature tri-dimensionelle du mouvement, (iv) àl'environement optiquement bruité. Je présente 
i-dessous les voies que nous poursuivonsdepuis quelques mois pour surmonter 
es di�
ultés.Marquage et inje
tion des protéines. A la di�éren
e des expérien
es sur la dy-namique membranaire pour lesquelles la 
ible molé
ulaire (le ré
epteur) est fa
ilementa

essible, il n'est pas aisé i
i de marquer les molé
ules endogènes. Nous avons opté pourune stratégie 
onsistant à 
loner la protéine puis à la 
onjuguer dire
tement à un NC parune liaison 
ovalente ou une paire biotin-streptavidin.La protéine re
ombinante que nous avons préparé 
onsiste en un domaine GST pourla puri�
ation, de la GFP qui fournit un 
ontr�le sur la lo
alisation des protéines dans la
ellule, le sous-domaine a
tif de Pon puis d'un site biotin. Nous avons exprimé et puri�é
ette protéine et nous nous sommes assurés de sa solubilité. Un élément essentiel pourles expérien
es de suivi intra
ellulaire est de réaliser des 
omplexes protéine-NC dans unest÷
himoétrie 1 :1 et de parfaitement les puri�er les 
omplexes des NCs non 
onjugués. Ils'agit a priori d'une 
ontrainte di�
ile pour les raisons suivantes : (i) la méthode la plussimple pour obtenir au plus une protéine par NC 
onsiste à réaliser le 
ouplage ave
 unlarge ex
ès de NC, (ii) du fait de la taille et du poids molé
ulaire des NCs, il est di�
ilede séparer un NC seul d'un 
omplexe NC-Protéine.Il est né
essaire de rajouter une étape de puri�
ation par a�nité de la 
onstru
tion.Dans 
e but, il nous a semblé intéressant de réaliser le 
ouplage dire
tement sur unsupport d'a�nité. Pour 
ela, les protéines sont immobilisées sur des billes de glutathionepar l'intermédiaire du tag GST. En utilisant une 
on
entration surfa
ique des protéinessur les billes su�samment faibles, il est possible d'atteindre un régime où la distan
emoyenne entre protéine est largement supérieure à la taille d'un NC. Dans 
e 
as, il estpossible d'ajouter une quantité équimolaire de NCs streptavidinées avant de faire l'élution.Les premiers résultats semblent valider le prin
ipe de 
ette méthode. Si 
es résultats se
on�rment, 
ela fournira une appro
he très générale pour la réalisation de 
onstru
tionprotéine-NC de st÷
himoétrie 1 :1, qui est un enjeu important pour les expérien
es desuivi de molé
ules uniques qu'elles soient membranaires ou 
ytoplasmiques.Une fois la 
onstru
tion NC-Protéine puri�ée, il est ensuite né
essaire de l'introduiredans le 
ytoplasme a�n de suivre ses dépla
ements lors d'un pro
esses 
ellulaire (dansnotre 
as, la division 
ellulaire). Plusieurs appro
hes telles que l'éle
troporation, la trans-fe
tion ou la mi
roinje
tion sont envisageables. La mi
roinje
tion semble pour l'instant laméthode la plus favorable pour obtenir des nanoparti
ules bien dispersées [131℄. Le rayonhydrodynamique des NCs sera sans doute un paramêtre 
ritique pour 
es expérien
es. Desétudes en FRAP ave
 des molé
ules �uores
entes de Dextran de longueur variable ont ene�et montré que les 
oe�
ients de di�usion dans le 
ytoplasme ne varient pas simplement
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omme l'inverse de la taille des molé
ules mais 
hutent rapidement au-delà d'une taillede l'ordre de 20 à 30 nm [132℄.Instrumentation optique. A�n d'observer un NC unique à l'intérieur de la 
elluleave
 un bon rapport signal sur bruit, il est essentiel de réduire autant que possible l'au-to�uores
en
e du milieu. Si 
ette auto�uores
en
e n'est pas très génante dans le 
as dedendrites ou de 
�nes de 
roissan
e, éloignés du soma, elle est plus 
ritique pour la dé-te
tion de molé
ules 
ytoplasmiques. Dans 
e 
as, la molé
ule d'intérêt est sus
eptiblepar exemple de se trouver à proximité d'organelles très auto�uores
ents tels que des mi-to
hondries. Une première solution 
onsiste à utiliser des sour
es qui émettent dans lerouge. Il est par exemple possible d'utiliser des NCs émettant autour de 650 nm et quisont fa
ilement ex
itables ave
 un laser HeNe à 633 nm. Cette séle
tion spe
trale peutêtre également 
ombinée ave
 une instrumentation optique appropriée.La méthode la plus répandue pour réduire le bruit de fond et ne 
olle
ter que le signalprovenant d'une se
tion optique 
ontenant la protéine que l'on souhaite observer 
onsisteà utiliser un mi
ros
ope 
onfo
al à balayage. Malheureusement, les te
hniques de balayagesont très peu adaptées aux mesures ultrasensibles de type �molé
ule unique� 
ar le pointfo
al du laser ne passe qu'une toute petite fra
tion de la durée totale d'a
quisition sur lasonde �uores
ente et l'on a

umule rarement assez de photons pour sortir du bruit.Il est don
 né
essaire d'utiliser une ex
itation et une déte
tion en 
hamp large pourlaquelle les photons émis par la sonde �uores
ente sont a

umulés pendant toute la duréed'a
quisition de l'image. L'in
onvénient de telles mesures en épi�uores
en
e est que lesphotons parasites provenant des plans hors fo
us réduisent souvent la sensibilité. Poursurmonter 
ette limitation, nous nous sommes orientés vers une méthode d'imagerie parillumination stru
turée 
onsistant à introduire une modulation latérale dans l'ex
itationen projetant sur l'é
hantillon l'image d'une grille [133℄. En prenant trois images 
orres-pondant su

essivement à un dé
alage de 0, 2π/3 et 4π/3 de la phase de la modulation, ondémodule le signal de �uores
en
e et seuls les photons provenant des plans optiques pourlesquels l'amplitude de modulation est importante sont 
onservés7. La résolution axiale,qui dépend de l'obje
tif utilisé, est inférieure au mi
ron pour des obje
tifs à immersionstandards, semblable à 
e qui est obtenue en mi
ros
opie 
onfo
ale (�g. 36). Un avantageimportant de 
ette méthode est de pouvoir faire l'image de 
hamp large en des temps
ourts. A titre d'exemple, notre but est d'aboutir à un instrument permettant d'imager àune 
aden
e de ∼ 10 Hz une molé
ule unique se déplaçant dans une zone de taille 50x50
µm2.

7Une autre appro
he serait d'utiliser des algorithmes de dé
onvolution. La 
omparaison pré
ise desimages obtenues en illumination stru
turée et en dé
onvolution n'a pas été réalisée à notre 
onnaissan
e.
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a b c

Fig. 36 � Mi
ros
opie à illumination stru
turée. a) Image en épi�uores
en
e d'une 
el-lule Hela �xée dont les mi
rotubules sont marqués en immuno�uores
en
e. b) Image dela se
tion optique obtenue en mi
ros
opie à illumination stru
turée. 
) Amplitude de lamodulation de l'ex
itation optique en fon
tion de la défo
alisation pour trois obje
tifs àimmersion. Les lignes pleines 
orrespondent à un ajustement par la 
ourbe théorique [133℄.La résolution axiale, dé�nie 
omme la largeur totale à mi-hauteur, est respe
tivement égaleà 1, 0.54 et 1.1 µm pour les obje
tifs (60X, NA = 1.2), (60X, NA = 1.45) et (100X, NA= 1.4).5 Con
lusionPar rapport aux expérien
es de molé
ules uniques in vitro sus
eptibles de fournirdes informations très pré
ises sur les propriétés mé
aniques, bio
himiques, 
onformation-nelles. . . d'une enzyme ou d'un moteur molé
ulaire, les mesures in vivo se limitent jusqu'àprésent à la mobilité des molé
ules dans le milieu 
ellulaire. L'expérien
e montre que 
esont des mesures qu'il n'est pas toujours fa
ile d'interpréter. Comprendre pré
isément lanature des informations qui peuvent être obtenues en molé
ule unique sur la dynamique
ellulaire reste ainsi une question importante. Plusieurs points peuvent d'ores et déjà êtresoulignés :
• Dans les mesures en 
ellule, la molé
ule que l'on observe reste a priori soumise auxintera
tions qui régulent sa dynamique. Le marqueur ne sert qu'à l'�isoler� optique-ment parmi une large population.
• Quel que soit le pro
essus 
ellulaire étudié, la dynamique d'une molé
ule dépendsouvent d'un ensemble de paramètres 
ellulaires. D'un point de vue expérimental,
ela signi�e qu'il devient de plus en plus important de 
ombiner simultanénementplusieurs mesures (par ex. a
tivité éle
trique, a
tivité 
al
ique,. . . ) ave
 des mesuresde mobilité.
• Un pro
essus 
ellulaire est rarement, sinon jamais, 
ontr�lé par la réponse d'une seulemolé
ule. Il est don
 essentiel de 
omprendre 
omment la dynamique d'un ensemblede molé
ules (par exemple, une 
ertaine 
lasse de ré
epteurs) peut être analysée àtravers les informations fournies par l'enregistrement d'une sous-population d'entreelles.
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• Les méthodes de molé
ules uniques sont parti
ulièrement adaptées pour étudier les�u
tuations autour d'une situation d'équilibre, di�
iles ou impossibles à appréhen-der par des mesures en volume. La détermination in vivo des 
onstantes temporellesqui gouvernent 
es �u
tuations est ainsi un enjeu important, sa
hant que le fon
tion-nement d'assemblages molé
ulaires 
omplexes fait souvent intervenir des é
helles detemps variées allant de la millise
onde à plusieurs jours.Sur tous 
es aspe
ts, les expérien
es dé
rites dans la se
tion 4 illustrent l'apport desNCs 
omme sondes �uores
entes. Gra
e à la photostabilité et la �brillan
e� de 
es na-noparti
ules, les mesures de suivi de molé
ules peuvent être réalisées sur de longues du-rées ave
 un bon rapport signal sur bruit. Il devient surtout possible de 
ombiner 
esmesures ave
 la détermination d'autres paramètres 
ellulaires (a
tivité 
al
ique, a
tivitééle
trique. . . ) et/ou ave
 des perturbations extérieures 
ontr�lées (photodé
ageage, ap-pli
ations par mi
ropipette. . . ). A terme, les expérien
es de suivi pourront être étenduesà plusieurs espè
es, simultanément marquées ave
 des NCs de di�érentes 
ouleurs, a�nrendre 
ompte de la dynamique de di�érents a
teurs molé
ulaires au 
ours d'un mêmepro
essus 
ellulaire. Un élément essentiel pour la mise au point de 
es outils réside tou-tefois dans la maîtrise pré
ise des 
ara
téristiques physiques, 
himiques et bio
himiquesdes sondes. C'est à 
ette 
ondition qu'il sera possible de poursuivre le développement desméthodes d'imagerie ultrasensible et de les étendre à des milieux plus 
omplexes (tissus,tran
hes, petits organismes. . . ).
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ANNEXES



A Autres travauxA.1 Travail de do
torat : e�ets quantiques dans des gaz de 
ésiumultrafroidsMon travail de do
torat a eu lieu sous la dire
tion de C. Cohen-Tannoudji au seinde l'équipe �Refroidissement d'atomes� du Laboratoire Kastler Brossel (E
ole normalesupérieure) et a porté sur l'étude du transport et de la relaxation d'atomes de 
ésiumultrafroids.La première partie de ma thèse a été 
onsa
ré à l'étude et à l'utilisation de mé
anismesde refroidissement par laser dit subre
ul dans l'équipe de C. Salomon. Ces te
hniquesde refroidissement permettent de préparer des nuages d'atomes dont la distribution enimpulsions a une largeur δp inférieure à ~k (k = 2π/λ, où λ est la longueur d'onde dela transition atomique), 
'est à dire telle que les atomes sont délo
alisés sur une distan
e
h/δp plus grande que λ. En utilisant 
ette propriété, il nous a été possible d'observer lesos
illations de Blo
h des atomes ultrafroids dans le potentiel optique de période λ/2 d'uneonde lumineuse stationnaire (�g. 37). Soumis à une for
e 
onstante, la vitesse atomique,au lieu de 
roître linéairement, os
ille du fait des ré�exions de Bragg su

essives de l'ondeatomique délo
alisée sur la stru
ture périodique. Cet e�et, analogue à 
elui prédit pour lemouvement des éle
trons 
ristallins sous l'e�et d'un 
hamp éle
trique, est très di�
ilementobservé dans un 
ristal 
ar le temps d'évolution 
ohérente y est souvent bien plus 
ourt quela période d'os
illation. Des expérien
es analogues à la notre ont permis ultérieurement laréalisation à Yale d'un 
oupleur de sortie pour un laser à atome pulsé et, au laboratoireKastler Brossel, la mesure à haute résolution de ~/M pour des atomes de rubidium.
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Fig. 37 � Os
illations de Blo
h d'atomes de 
ésium dans un potentiel optique : a) distri-butions en impulsion en fon
tion du temps (τB est la période de Blo
h), b) évolution dela vitesse moyenne.La deuxième partie de ma thèse de do
torat a porté sur le refroidissement évaporatifd'atomes dans un piège magnétique dont l'équipe d'E. Cornell avait montré en juillet 1995qu'il permettait d'observer la 
ondensation de Bose-Einstein d'atomes de rubidium. Sousla dire
tion de J. Dalibard, nous avons alors tenté de réaliser 
es expérien
es de 
onden-sation ave
 des atomes de 
ésium. Le résultat prin
ipal de 
es études a été l'observation



A AUTRES TRAVAUX 60inattendue d'une résonan
e de di�usion pour les 
ollisons élastiques en onde s entre atomesde 
ésium (�g. 38. Cette résonan
e a pour origine l'existen
e dans le potentiel d'intera
tiond'un état, lié ou virtuel, très pro
he du 
ontinuum. Ce
i a des impli
ations importantespour la 
ondensation du 
ésium, signi�ant notamment l'impossibilité d'atteindre le régimedégénéré par refroidissement dans un piège purement magnétique.
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Fig. 38 � Evolution du paramètre 1/nv̄τR (où n est la densité du nuage d'atomes,
v = 4

√

kBT/πM , M la masse d'un atome de 
ésium et τR le temps de relaxation versl'équilibre) en fon
tion de la température T = E/3kB dans le piège magnétique. 1/nv̄τRest 
onstant lorsque la se
tion e�
a
e de di�usion en onde s est 
onstante et varie en
1/T (
ourbe en traits pleins) dans le 
as d'une résonan
e de di�usion.Référen
es prin
ipales :J. Rei
hel, F. Bardou, M. Dahan, E. Peik, S. Rand, C. Salomon and C. Cohen-Tannoudji, �Raman
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h Os
illations of Atoms in anOpti
al Potential�, Phys. Rev. Lett. 76, 4508 (1996).M. Arndt, M. Dahan, D. Guery-Odelin, M. W. Reynolds, J. Dalibard, �Observation of a zero-energy resonan
e in Cs-Cs 
ollisions�, Phys. Rev. Lett. 79, 625 (1997).E. Peik, M. Dahan, I. Bou
houle, Y. Castin and C. Salomon, �Blo
h Os
illations, adiabati
 rapidpassage and monokineti
 atomi
 beams�, Phys. Rev. A 55, 2989 (1997).A.2 Mesure de distan
e en molé
ule unique par tranfert d'énergieA l'issue de ma thèse de do
torat, j'ai souhaité 
hanger de thématique de re
her
he et je mesuis orienté vers un sujet nouveau : l'étude optique de molé
ules biologiques uniques. Lorsquej'ai démarré mon travail post-do
toral à la �n de 1997, 
e domaine de re
her
he en était en
oreà ses débuts. Après de nombreuses années 
onsa
rées à l'étude de molé
ules uniques à bassetempérature et après les premières expérien
es à température ambiante, les di�érents laboratoires
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Fig. 39 � E�
a
ité du transfert d'énergie de Forster mesuré à l'é
helle de molé
ulesindividuellesdans le monde débutaient tout juste des mesures sur des molé
ules biologiques. Au sein del'équipe de D. Chemla et S. Weiss à Berkeley, j'ai ainsi été initié aux te
hniques de déte
tion en�uores
en
e d'objets individuels et été sensibilisé aux problématiques biologiques auxquelles 
este
hniques étaient sus
eptibles d'être appliquées.Le premier projet sur lequel j'ai travaillé a porté sur la mesure de distan
e par le transfertd'énergie de Forster. Cette te
hnique 
onsiste à utiliser deux �uorophores 
hoisis de telle façonà 
e que le spe
tre d'émission de l'un (le donneur) re
ouvre le spe
tre d'absorption de l'autre(l'a

epteur) (�g. 39a). Lorsqu'on ex
ite optiquement le donneur, 
elui-
i peut transférer sonénergie à l'a

epteur qui, lui, se désex
ite radiativement. Le 
ouplage entre les deux molé
ules,de type dipole-dipole, dé
roît très vite ave
 la distan
e R qui les sépare, de telle manière quel'e�
a
ité du transfert E varie 
omme 1/(1+(R/R0)
6) où R0 ∼ 5 nm. En mesurant la �uores
en
edes deux molé
ules, on dispose alors d'un vernier spe
tros
opique permettant de mesurer desdistan
es à une é
helle qui est 
elle de nombreuses molé
ules biologiques (Protéines, ADN,. . . ).La première expérien
e que j'ai réalisée ave
 A. Deniz a 
onsisté à montrer que l'on pouvaite�e
tivement mesurer des distan
es à l'é
helle de molé
ules individuelles. Pour 
ela, nous avonsutilisé une série de molé
ules d'ADN doublement marquées pour lesquelles on varie la distan
eentre le donneur et l'a

epteur (�g. 39b). Nous avons ainsi mesuré la dépenden
e spatiale de E enfon
tion de R (�g. 39
) et 
on�rmé le potentiel de 
ette appro
he pour l'étude des 
onformationsmolé
ulaires. Cette te
hnique a ensuite été utilisée à pour étudier le repliement de la protéineCI2 (
himotrypsin inhibitor 2) et mesurer la transition entre les états replié et dénaturé.Référen
es :A. Deniz∗, M. Dahan∗, J. Grunwell, T. Ha, D. Chemla, S. Weiss, P. S
hultz, �Single-pair FRETon freely di�using mole
ules : observation of Forster distan
e dependan
e and subpopulations�,Pro
. Natl. A
ad. S
i. USA 36, 3670 (1999). (∗ : 
ontributed equally)M. Dahan∗, A. Deniz∗, T. Ha, D. Chemla, P. S
hultz, S. Weiss, �Ratiometri
 measurement andidenti�
ation of single di�using mole
ules�, Chemi
al Physi
s 247, 85 (1999).(∗ : 
ontributedequally)A. Deniz, T. Lauren
e, G. Beligere, M. Dahan, A. Martin, D. Chemla, P. Dawson, P. S
hultzand S. Weiss, �Single-mole
ule protein folding : Di�usion �uores
en
e resonan
e energy transferstudies of the denaturation of 
hymotrypsin inhibitor 2�, Pro
. Natl. A
ad. S
i. USA 97, 5179-5184 (2000).



A AUTRES TRAVAUX 62A. Deniz, T. Lauren
e, M. Dahan, D. Chemla, P. S
hultz, S. Weiss, �Ratiometri
 single-mole
ulestudies of freely di�using mole
ules�, Annu. Rev. Phys. Chem. 52, 233-53 (2001).A.3 Etude optique de la dynamique des intera
tions ADN-ProtéineCe projet a démarré en 2001 dans notre équipe. Pierre Desbiolles en est plus parti
ulièrementresponsable mais je mentionne i
i 
ertains résultats dans la mesure où j'ai été amené à parti
iper,tant sur la partie de déte
tion optique que sur les questions de marquage des protéines oud'analyse des données.L'étude des intera
tions ADN-Protéine à l'é
helle de la molé
ule unique 
onnaît un intérêt
roissant depuis plusieurs années. Dans la plupart de 
es expérien
es, les molé
ules d'ADN sontmanipulées et étirées au moyen de pin
es optiques, de pin
es magnétiques ou de mi
ropipettes.On mesure alors les for
es exer
ées par des protéines (enzymes par exemple) sur l'ADN et 
etteappro
he s'est révélée très fru
tueuse. Cependant, une limite de 
es te
hniques est qu'il estdi�
ile de les 
ombiner ave
 une mesure en �uores
en
e permettant d'observer dire
tement lemouvement de la protéine le long de la molé
ule d'ADN.Notre démar
he, en 
ollaboration ave
 J.F. Allemand du groupe de V. Croquette et D. Ben-simon (LPS, ENS), a 
onsisté à atta
her une molé
ule d'ADN par ses extrémités à une surfa
ede verre, tout en empê
hant qu'elle ne vienne se 
oller à la surfa
e [135℄. Une fois a

ro
hée à lasurfa
e par ses extrémités, la molé
ule est soumis à des �u
tuations thermiques dues aux inter-a
tions ave
 le milieu liquide qui l'entoure. En utilisant un marqueur �uores
ent, nous avons puvisualiser 
es �u
tuations ave
 une résolution temporelle de 20 ms (�g. 40). Nous avons utiliséun modèle de "bille et ressort" pour les dé
rire quantitativement. Cette appro
he, fréquem-ment employée en physique des polymères, 
onsiste à dé
rire la molé
ule 
omme une série debilles 
onne
tées par des ressorts. En dé
omposant alors le mouvement sur les modes normaux
NXp(t) =

∑N
n=1 xn(t) sin(npπ/N) (où xn(t) désigne la position transverse de la neme bille), onmontre alors que la fon
tion d'auto
orrélation de < Xp(t)Xp(0) > dé
roit exponentiellement ave
une amplitude < X2

p > et un temps de 
orrélation τp donnés par < X2
p >∼ 1

p2 et τp ∼ 1
p2

L2

f(R/L)où R est la distan
e entre les extrémités, L la longueur de la molé
ule. f est une fon
tion quitraduit le 
omportement élastique non-linéaire de la 
haine et dont l'expression dans le modèledu ver vaut : f
(

R
L

)

= 2
3 + L

6R

(

1
(1−R/L)2

− 1
). Expérimentalement, nous avons analysé le mouve-ment d'environ 45 molé
ules et déterminé pour 
ha
une d'entre elles les amplitudes < X2

p > ettemps de 
orrélation τp pour les modes 1, 2 et 3 (�g. 40). Nos données sont en bon a

ord ave
un modèle de �bille et ressort� prenant en 
ompte le 
omportement élastique non-linéaire de lamolé
ule d'ADN.Les expérien
es a
tuellement en 
ours ont pour but de visualiser le mouvement d'une en-zyme marquée ave
 un �uorophore ou un nano
ristal se déplaçant le long de l'ADN. Nous nous
on
entrons plus spé
ialement sur le 
as des enzymes de restri
tion (E
orV et E
orI) a�n d'étu-dier les mé
anismes de re
onnaissan
e des sites d'a
tivité. Des mesures de 
inétique menées pardes biologistes et des bio
himistes ont montré qu'une di�usion à trois dimensions de 
es enzymesne peut expliquer l'e�
a
ité ave
 laquelle elles trouvent 
e site spé
i�que [136℄. Il semble que,dans un premier temps, les enzymes se �xent à la molé
ule d'ADN de manière non spé
i�que,en un lieu qui peut être éloigné de plusieurs milliers de paires de bases du site d'a
tivité. Dif-férents pro
essus assurent alors une di�usion linéaire le long de l'ADN, stratégie beau
oup pluse�
a
e qu'une di�usion tridimensionnelle. Pour trouver leur site d'a
tivité, les enzymes peuvent



A AUTRES TRAVAUX 63
5 µm

t (ms)

<
X

p
(t

)X
p

(0
)>

 (
n

o
rm

a
lis

é
)

0 100 400200 300
-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0.4 0.6 0.8 1.0
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Extension relative R/L

τ 1
/L

2  
(m

s/
µm

2 )

A

C

B

Fig. 40 � A) Flu
tuations thermiques d'une molé
ule d'ADN atta
hée par ses extrémités.Elle �nit par 
asser sous l'e�et du photoblan
himent et se rétra
te vers ses points d'a

ro-
hage. B) Détermination expérimentale de < Xp(0)Xp(t) > pour p = 1(¥), p = 2(N) et
p = 3(◦). La ligne 
ontinue est un ajustement exponentiel de la dé
roissan
e du mode 1.C) • : τ1/L

2 en fon
tion R/L. La ligne 
ontinue est la prédi
tion en 1/f(R/L) du modèle.
Fig. 41 � Mé
anismes de di�usion linéaire le long d'une molé
ule d'ADN. (a) l'enzymeglisse le long d'un sillon de la molé
ule, dans un mouvement héli
oïdal (�sliding�), (b)dépla
ement par su

essions d'intera
tions non spé
i�ques (�hopping�), (
) passage d'unerégion à l'autre sur un ADN replié (�intersegment transfer�).glisser rapidement le long d'un sillon de l'ADN, dans un mouvement héli
oïdal (�sliding�) ou sedépla
er parallèlement à la molé
ule tout en demeurant à sa proximité immédiate (�hopping�).D'autres pro
essus font intervenir le passage d'une zone de l'ADN à une autre, lorsque la mo-lé
ule est repliée (�intersegment transfer�). La visualisation par mi
ros
opie de �uores
en
e de
es mé
anismes permettrait de tran
her entre les di�érents pro
essus avan
és par les biologistespour rendre 
ompte des résultats des mesures 
inétiques e�e
tuées sur 
es enzymes. D'autresparamètres, di�
iles à estimer à partir de 
es mesures d'ensemble, deviennent a

essibles. Onpeut 
iter par exemple le 
oe�
ient de di�usion des enzymes sur l'ADN, l'éventuelle existen
e depauses lors du dépla
ement, la statistique de la durée de 
es pauses, la manière dont 
es pauseset leur durée dépendent de la séquen
e, ou en
ore la statistique des longueurs d'ADN exploréeslors de la di�usion linéaire.Ma 
ontribution à 
e projet 
onsiste avant tout à appliquer les te
hniques de solubilisationet de fon
tionnalisation des NCs pour marquer les protéines dont on souhaite suivre l'a
tivité le
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 P. Desbiolles l'instrumentation optique et l'analyse d'imagesné
essaire à 
es expérien
es.Référen
e :A. Crut, D. Lasne, J.F. Allemand, M. Dahan, P. Desbiolles, �Transverse �u
tuations of singleDNA mole
ules atta
hed at both extremities to a surfa
e�, Phys. Rev. E 67, 051910 (2003).
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omplète des produ
tions et a
tivités s
ienti-�ques1) Revues à 
omité de le
ture1. P. Bouyer, P. Lemonde, M. Dahan, A. Mi
haud, C. Salomon and J. Dalibard, �An atomtrap relying on opti
al pumping�, Europhysi
s Letters 27, 569 (1994).2. M. Voos, C. Delalande, M. Dahan, J. Wainstain, A. Titkov, A. Halimaoui, "Ex
itationspe
tros
opy of the visible photolumines
en
e of porous sili
on", Solid State Comm. 94,651 (1995).3. J. Rei
hel, F. Bardou, M. Dahan, E. Peik, S. Rand, C. Salomon and C. Cohen-Tannoudji,�Raman 
ooling below 3 nK : New Approa
h inspired by Lévy �ight statisti
s�, Phys. Rev.Lett. 75, 4575 (1995).4. M. Dahan, E. Peik, J. Rei
hel, Y. Castin and C. Salomon, �Blo
h Os
illations of Atoms inan Opti
al Potential �, Phys. Rev. Lett. 76, 4508 (1996).5. M. Arndt, M. Dahan, D. Guery-Odelin, M. W. Reynolds, J. Dalibard, �Observation of azero-energy resonan
e in Cs-Cs 
ollisions�, Phys. Rev. Lett. 79, 625 (1997).6. E. Peik, M. Dahan, I. Bou
houle, Y. Castin and C. Salomon, �Blo
h Os
illations, adiabati
rapid passage and monokineti
 atomi
 beams�, Phys. Rev. A 55, 2989 (1997).7. E. Peik, M. Dahan, I. Bou
houle, Y. Castin and C. Salomon, �Blo
h Os
illations and ana

elerator for 
old atoms�, Appl. Phys. B, 65, 685-692 (1997).8. M. Dahan, E. Peik, I. Bou
houle, Y. Castin and C. Salomon,�Quantum transport with 
oldatoms�, Ann. Phys. Fr 23, C1-111 (1998).9. A. Deniz, M. Dahan, J. Grunwell, T. Ha, D. Chemla, S. Weiss, P. S
hultz, �Single-pairFRET on freely di�using mole
ules : observation of Forster distan
e dependan
e and sub-populations�, Pro
. Natl. A
ad. S
i. USA 36, 3670 (1999).10. M. Dahan, A. Deniz, T. Ha, D. Chemla, P. S
hultz, S. Weiss, �Ratiometri
 measurementand identi�
ation of single di�using mole
ules�, Chemi
al Physi
s 247, 85 (1999).11. A. Deniz, T. Lauren
e, G. Beligere, M. Dahan, A. Martin, D. Chemla, P. Dawson, P.S
hultz and S. Weiss, �Single-mole
ule protein folding : Di�usion �uores
en
e resonan
eenergy transfer studies of the denaturation of 
hymotrypsin inhibitor 2 �, Pro
. Natl. A
ad.S
i. USA 97, 5179-5184 (2000).12. M. Dahan, T. Lauren
e, F. Pinaud, D. Chemla, A.P. Alivisatos, M. Sauer, S. Weiss, �Time-gated biologi
al imaging using 
olloïdal quantum dots �, Opt. Lett. 26, 825 (2001).13. A. Deniz, T. Lauren
e, M. Dahan, D. Chemla, P. S
hultz, S. Weiss, �Ratiometri
 single-mole
ule studies of freely di�using mole
ules �, Annu. Rev. Phys. Chem. 52, 233-53 (2001).14. G. Messin, J.P. Hermier, E. Gia
obino, P. Desbiolles et M. Dahan, �Bun
hing and An-tibun
hing in the �uores
en
e of individual semi
ondu
tor nano
rystals�, Opt. Lett. 26,1891 (2001).15. X. Mi
halet, F. Pinaud, T. La
oste, M. Dahan, M. Bru
hez, A.P. Alivisatos, S. Weiss, "Properties of Fluores
ent Semi
ondu
tor Nano
rystals and their Appli
ations to Biologi
alLabelling", Single Mole
ule 4, 261-276 (2001).
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haud, et M. Dahan, �Sta-tisti
al Aging and Non-ergodi
ity in the �uores
en
e of single nano
rystals�, Phys. Rev.Lett. 90, 120601-1 (2003).17. A. Crut, D. Lasne, J.F. Allemand, M. Dahan, P. Desbiolles,�Transverse �u
tuations ofsingle DNA mole
ules atta
hed at both extremities to a surfa
e�, Phys. Rev. E 67, 051910(2003).18. M. Dahan, S. Lévi, C. Lu

ardini, P. Rostaing, B. Riveau and A. Triller, �Di�usion dyna-mi
s of gly
ine re
eptors revealed by single quantum dot tra
king� S
ien
e 302, 442 (2003).19. S. Lévi, M. Dahan and A. Triller, �Imaging Single Re
eptors with Quantum Dots�, to appearin �Imaging in Neuros
ien
e and Development : A laboratory manual.� edited by RafaelYuste and Arthur Konnerth.20. S. Bonneau, L. Cohen, and M. Dahan, �A multiple target approa
h for single quantum dottra
king�, Pro
eedings of the 2004 IEEE International Symposium on Biologi
al Imaging,p. 664.21. X. Brokmann, E. Gia
obino, M. Dahan et J.P. Hermier, �Highly e�
ient triggered sour
eof single photons emitted by CdSe/ZnS nano
rystals�, Appl. Phys. Lett. 85, 712 (2004).22. X. Brokmann, L. Coolen, M. Dahan et J.P. Hermier, �Measurement of the radiative andnon-radiative de
ay rates of single CdSe nano
rystals through a 
ontrolled modi�
ation oftheir spontaneous emission�, Phys. Rev. Lett. 93, 107403 (2004).23. X. Brokmann, G. Messin, P. Desbiolles, E. Gia
obino, M. Dahan and J.P. Hermier, �Col-loidal CdSe/ZnS quantum dots as single photon sour
es�, New Journal of Physi
s 6, 99(2004).24. X. Brokmann, M.V. Ehrenseperger, J.P. Hermier, A. Triller and M. Dahan, �Orientationalimaging and tra
king of single CdSe quantum dots by defo
used mi
ros
opy�, Chem. Phys.Lett. 406, 210 (2005).25. X. Brokmann, J.P. Hermier, P. Desbiolles et M. Dahan, �Des nanosour
es de lumière pourl'optique et la biologie�, à paraître dans Images de la Physique 2005.26. S. Bonneau, M. Dahan and L. Cohen, �Single quantum dot tra
king based on per
eptualgrouping using minimal paths in a spatio-temporal volume� (soumis pour publi
ation àIEEE Transa
tion on Image Pro
essing, spe
ial issue on Mole
ular and Cellular Imaging).27. X. Brokmann, L. Coolen, J.P. Hermier et M. Dahan, �Emission properties of semi
ondu
torquantum dots 
lose to a diele
tri
 interfa
e�, (soumis pour publi
ation).28. S. Lévi, M. Ehrensperger, B. Riveau, M. Dahan et A. Triller, �Ex
itatory synapti
 a
tivity
ontrols membrane di�usion of inhibitory gly
ine re
eptor� (soumis pour publi
ation).29. C. Lu

ardini, V. Mar
hi-Artzner, C. Tribet et M. Dahan, Properties of amphipol-
oatedquantum dots and their intera
tions with unilamellar vesi
les, en préparation.30. M. Dahan, From analog to digital : exploring 
ell dynami
s with single quantum dots, enpréparation.2) Conféren
es invitées dans des 
ongrès1. Septembre 1999 : Conféren
e de la so
iété Européenne de Biologie, Gar
hing (Allemagne).2. O
tobre 2000 : Journée du GDR nanostru
tures.



B LISTE COMPLÈTE DES PRODUCTIONS ET ACTIVITÉS SCIENTIFIQUES 673. Mars 2001 : Journée du GDR Imagerie linéaire et non-linéaire.4. Avril 2002 : 
onféren
e invitée dans le 
adre du symposium de la fondation des Treilles.5. Avril 2002 : 
onféren
e invitée au workshop CNRS-UC Santa Barbara (Paris).6. Mai 2002 : 
onféren
e invitée au Colloque OptDiag (Paris).7. Juin 2002 : 
onféren
e invitée à la Journée Imagerie de la Montagne Ste Geneviève.8. Aout 2002 : 
onféren
e invitée aux Journées de la Matière Condensée (Marseille).9. 22 O
tobre 2002 : 
onféren
e invitée à la session �Optique et Biote
hnologies� au 
ongrèsOPTO2002.10. 20 Mars 2003 : 
onféren
e invitée, 
ongrès de la so
iété suisse de Physique à Bale.11. 22 Mai 2003 : séminaire invité, journées s
ienti�ques de l'UFR Jean Ro
he à Marseille.12. 23 Septembre 2003 : séminaire invité, 9ème 
onféren
e �Single Mole
ule Dete
tion� (Berlin).13. 8 Novembre 2003 : séminaire invité aux journées Inserm �R�le des 
ontraintes mé
aniquesen biologie� (Montpellier).14. 26 Juillet 2004 : 
onféren
e invitée, 
ongrès international d'Histo
himie (San Diego).15. 24 Août 2004 : 
onféren
e invitée, symposium �Single Mole
ule Biophysi
s� de l'Ameri
anChemi
al So
iety Meeting (Philadelphie).16. 17-20 Janvier 2005 : 
onféren
e invitée, �Conferen
e on Mole
ular Nano-Ma
hines� (LesHou
hes).17. 5-7 Février 2005 : 
onféren
e invitée �Annual workshop on single mole
ules� (Linz).18. 27-30 Avril 2005 : Robert Feulgen Le
ture, Histo
hemistry So
iety Meeting (Amsterdam).19. 20 Mai 2005 : 
onféren
e invitée, so
iété française de Neuros
ien
e (Lille).20. 21-23 Septembre 2005 : orateur invité, 11ème 
onféren
e �Single Mole
ule Dete
tion� (Ber-lin).21. 28 Septembre 2005 : orateur invité, session �Les nanos
ien
es au 
oeur des te
hnologies
onvergentes�, Mesure-Expo (Paris).22. 22-25 Novembre 2005 : orateur invité, 
olloque �Nano-Objets aux Interfa
es 2005� (Mont-pellier).23. 29 Novembre-2 Dé
embre 2005 : orateur invité, MRS Fall meeting (Boston).24. 8-9 Dé
embre 2005 : orateur invité, symposium �Advan
ed Te
hnologies in Biologi
al Ima-ging� (Helsinki).25. 8-10 Janvier 2006 : orateur invité, 
onféren
e �Nanos
ien
e with Nano
rystals� (Grenoble).3) Publi
ations dans des revues sans 
omité de le
ture1. M. Dahan et C. Salomon, �Les os
illations de Blo
h�, Pour la S
ien
e (Juillet 1999).2. M. Dahan, S. Lévi et A. Triller, �Des nano
ristaux pour explorer la dynamique des 
ellulesnerveuses�, Universalia 2004, p. 306.



B LISTE COMPLÈTE DES PRODUCTIONS ET ACTIVITÉS SCIENTIFIQUES 684) Séminaires, workshops1. Séminaire au Laboratoire Kastler Brossel (14 mars 2000).2. Séminaire au laboratoire de M.P. Pileni (avril 2000).3. Seminaire au GPS à Jussieu (19 juin 2000).4. Séminaire au Collège de Fran
e (10 o
tobre 2000).5. Séminaire aux journées du département de Biologie de l'E
ole normale (30-31 Janvier2001).6. Séminaire au Laboratoire de Physique des Lasers à Lille (2 Février 2001).7. Séminaire au Laboratoire de Physique des Lasers à Villetaneuse (29 Mars 2002).8. Séminaire Matière Molle et Biologie à Paris 7 (3 mai 2002).9. 25 O
tobre 2002 : séminaire au laboratoire de Photophysique Molé
ulaire à Orsay10. 31 Janvier 2003 : séminaire au laboratoire LDFC à Strasbourg.11. 05 Février 2003 : séminaire au laboratoire LPN à Mar
oussis12. 26 Mars 2003 : séminaire à l'Institut Curie.13. 22 Mai 2003 : séminaire invité aux journées s
ienti�ques de l'UFR Jean Ro
he à Marseille14. 17 Juin 2003 : séminaire invité à l'é
ole supérieur de physique de Marseille.15. 21 Novembre 2003 : séminaire au département de Physique à l'université d'Urbana-Champaign16. 25 Novembre 2003 : séminaire dans le laboratoire de M. Bawendi au MIT.17. 8 Janvier 2004 : séminaire général du département de Physique à l'ENS.18. Février 2004 : présentation orale au Biophysi
al So
iety Meeting, Baltimore.19. 5 mars 2004 : séminaire au laboratoire de physique des lasers à Villetaneuse.20. 26 mai 2004 : séminaire invité à l'université de Rennes.21. 17 juin 2004 : séminaire invité à l'université de Leiden.22. 18 juin 2004 : séminaire à l'université de Delft.23. 24 septembre 2004 : exposé à la journée �Nanos
ien
es et Biote
hnologies� de l'Asso
iationde la Montagne Ste Geneviève.24. 9 Novembre 2004 : séminaire au Magistère Inter-universitaire de Physique à l'ENS.25. 12 Novembre 2004 : séminaire au National Institute for Medi
al Resear
h à Londres.26. 26 Novembre 2004 : séminaire à la journée �Dynamique membranaire� du GDR.27. 3 Février 2005 : séminaire au laboratoire �Optique et Bios
ien
es� à l'E
ole Polyte
hnique.5) Enseignement et di�usion de l'information s
ienti�que
• Enseignement au Magistère de Biologie (3 h/an) dans le 
adre de l'option de physique (en2004).
• Enseignement au DEA �Interfa
e Physique Biologie� (mastère M2 de Paris 7) (3 h/an àpartir de l'année universitaire 2004-2005).
• Enseignement au mastère M1 de Paris 7 (4 h/an à partir de l'année universitaire 2004-2005).
• Enseignement au mastère M1 de Paris 6 (6 h/an à partir de l'année universitaire 2004-2005).
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adrement, animation et administration de la re
her
heEn
adrement de thèses
• En
adrement de la thèse de Mar
 Humbert (septembre 2001-septembre 2002, a
tuellementprofesseur en 
lasse préparatoire).
• Co-en
adrement de la thèse de Xavier Brokmann (soutenue en novembre 2004, a
tuellementen séjour post-do
toral au MIT).
• En
adrement de la thèse de Marie-Virginie Ehrensperger (depuis septembre 2003).
• En
adrement de la thèse de Cédri
 Bouzigues (depuis septembre 2003).
• Co-en
adrement de la thèse de Stéphane Bonneau (depuis septembre 2003).En
adrement de stages en 2ème et 3ème 
y
le
• stage du magistère interuniversitaire de Physique de 2éme année d'Olivier Rivoire (Juillet2000) : déte
tion de la di�usion de molé
ules individuelles.
• stage de DEA (Physique Quantique) de Mar
 Humbert (Janvier-Juin 2001) : di�usion deré
epteurs membranaires individuels.
• stage de 3ème année de l'ESPCI de Romain Le
aque (Avril-Juin 2001) : 
ouplage de sondes�uores
entes à des biomolé
ules.
• stage du magistère interuniversitaire de Physique de Yann Mi
hel (Cursus Mixte) (Février-Juin 2002) : étude théorique et numérique de la di�usion de ré
epteurs à la surfa
e mem-branaire.
• stage de DEA (Analyse et Traitement d'Images) de Stéphane Bonneau (Mars-Septembre2003) : suivi automatique de nano
ristaux individuels.
• stage de DEA (Modélisation et Instrumentation en Physique) de Makrina Anastassiadou(Mars-Juin 2004) : Développement d'un mi
ros
ope à illumination stru
turée pour l'ima-gerie biologique.
• visite de Massimo Galimberti (Université de Floren
e) dans le 
adre du programme euro-péen �Marie Curie training site� (mars-juillet 2004).
• visite de Camilla Lu

ardini (Université de Gênes) dans le 
adre du programme européen�Marie Curie training site� (novembre 2002- novembre 2003).
• visite de Mar
el Lewenbergen (Université de Delft) (novembre 2004-Janvier 2005).
• stage de maitrise de Garan
e Mine (Université Paris 11) (avril-juin 2005).Animation s
ienti�que
• Co-organisation ave
 S. Balibar en 2000-2001 du séminaire général du département dePhysique de l'ENS.
• Organisation ave
 V. Croquette et M. Orrit de la session �Etude Biophysique en Molé
ulesUniques� du 
ongrès 2001 de la SFP (9-13 Juillet, Strasbourg).
• Organisation depuis septembre 2001 d'un séminaire de biophysique au sein du départementde Physique de l'ENS.
• Co-organisation des journées de prospe
tives du laboratoire Kastler Brossel (mai 2003).
• Organisation ave
 L. Cognet (CNRS, Bordeaux) d'une session prédo
torale de l'E
ole desHou
hes sur le thème �Optique et Biologie� (31 Août-12 Septembre 2003).
• Membre du 
omité d'organisation de l'é
ole d'été du GDR Mi
ros
opie Fon
tionelle enBiologie ayant lieu du 12 au 17 septembre 2004.
• Organisation de l'é
ole Bioimage sur �Visualizing, manipulating and modeling single mole-
ules� (Paris, 11-22 Juillet 2005).
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• Membre du 
omité s
ienti�que pour la partie �biophotoni
s� de la 
onféren
e CLEO/EQEC(Muni
h, 2005).
• Membre du 
omité d'organisation de la session Single Mole
ule SPIE Meeting (San Jose,2006).
• Rapporteur de la thèse de R. Vierberk (Université de Leiden - dire
teur : M. Orrit).Administration de la Re
her
he
• Membre du 
onseil du Laboratoire Kastler Brossel (depuis Mars 2002).
• Membre du 
onseil du département de Physique de l'E
ole normale supérieure (depuis Juin2002).
• Membre suppléant de la 
ommission Hygiène et Sé
urité à l'E
ole normale supérieure (de-puis Mars 2002).
• Membre suppléant de la 
ommission de re
rutement du département de Biologie (de Mars2001 à Juin 2004).
• Membre suppléant de la 
ommission de re
rutement à l'université Paris 13 (à partir deseptembre 2004).
• Membre du bureau du 
omité NanoBio au sein du Centre de Compéten
e en Nanos
ien
esde l'Ile de Fran
e.



C Curri
ulum VitaeMaxime DahanNationalité française, 33 ans.Chargé de re
her
he de 1ère 
lasse, CNRSLaboratoire Kastler BrosselDépartement de physique de l'é
ole normale supérieure24 rue Lhomond 75231 Paris Cedex 05email : maxime.dahan�lkb.ens.fr
• O
tobre 2002 : Nomination au grade de CR1.
• O
tobre 2000 : Création ave
 P. Desbiolles de l'équipe �Optique et Biologie� au laboratoireKastler Brossel.
• Dé
embre 1999 : prise de fon
tion au laboratoire Kastler Brossel.
• Juillet 1999 : Admission au 
on
ours CR2 du CNRS en se
tion 04.
• Novembre 1997- Dé
embre 1999 : Stage post-do
toral dans le groupe des professeurs DanielChemla et Shimon Weiss (Lawren
e Berkeley National Laboratory, Berkeley, Etats-Unis).Sujet : Déte
tion optique de molé
ules biologiques individuelles.
• Septembre 1994- O
tobre 1997 : Thèse de Do
torat de l'Université Paris VI sous la dire
tionde C. Cohen-Tannoudji (Professeur au Collège de Fran
e), soutenue le 2 o
tobre 1997 ave
 lamention Très Honorable et les féli
itations du jury. Sujet : Transport et relaxation d'atomesde 
ésium : Os
illations de Blo
h et Résonan
e de Di�usion.
• O
tobre 1993- Juin 1994 : DEA de Physique Quantique (rang : 1, mention Très Bien).
• 1990 - 1993 : Elève à l'E
ole Polyte
hnique. Rang de sortie : 16. Membre du Corps desIngénieurs de l'Armement option Re
her
he.


