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RESUME: Au cours de ce travail, la génération de seconohbaique optique des molécules
biologiques a été étudiée. Cette technique optigurelinéaire posséde un caractére cohérent
qui permet d’accéder aux propriétés de symétrienumécules dont la taille est tres inférieure
aux longueurs d’onde optiques visibles utilisédtgperpolarisabilité quadratique des acides
aminés aromatiques a été mesurée en solution fi@sidh non linéaire. L’hyperpolarisabilité
des acides aminés non aromatiques a été obtenoeuwiére indirecte grace a des mesures
effectuées sur le collagéne, une protéine ne cantepas d’acide aminé aromatique. Le
collagene posséde en fait une tres forte réponsdéimenire et fait 'objet d’études intenses en
microscopie optique non linéaire. Par un modelesdmmation cohérente des champs
harmoniques réémis, l'origine de la tres fortecgitité non linéaire de cette protéine, liée a sa
grande rigidité et & son organisation spatialeriptethélice, a pu étre obtenue. En parallele,
I'étude de plusieurs petits peptides synthétiguess@dant de un a quatre tryptophanes a
permis de comprendre la construction de la répopsque non linéaire de ces objets a partir
de motifs répétés. Par ailleurs, pour apporteridiegmations supplémentaires sur les nano
systémes, un nouveau montage expérimental a étélopgé. La grande sensibilité du
montage a permis notamment d’atteindre la sen@kdliune seule particule dans le volume
sondé et de mettre en place un systéme de carhograp trois dimensions par diffusion
Hyper Rayleigh. La démonstration a été réalisée dea nanoparticules métalliques uniques
d’argent piégées dans une matrice de gélatine.

MOTS-CLES: Hyperpolarisabilité, optique non linégipeptides membranaires, acides
aminés, nanoparticule unique, diffusion hyper Rigyedipole, quadripdle, centrosymétrie.

Second Harmonic Generation of biomolecules : fromraino acids to proteins

RESUME: This thesis presents an experimental study of sebammonic generation of
biological molecules. The coherent nature of thiscpss allows obtaining the symmetries of
molecules whose size is less than the wavelengid. ('he hyperpolarizabilities of aromatic
amino acids were measured in solution and the pgeizability of non-aromatic amino
acids was measured indirectly through measurenmentke collagen molecule. Thus, all the
building blocks of proteins are characterized. Agntime biological molecules, collagen has a
very strong non-linear response despite the absaeihbarmonophore. A model of coherent
summation of the fields reissued to understand dhgin of the very high non-linear
efficiency from the rigidity and the spatial arr@ngent of amino acids in triple helix. In the
same way, the study of several peptides with onéowto tryptophans has enabled us to
quantify the importance of conformation and theigoenvironment of proteins in the non-
linear response. To provide additional informatmm nano systems, a new setup has been
developed, combining two beams of excitation. Thius,dipole and quadrupole radiation are
differentiated to obtain the symmetry of molecidatangements. Finally, the great sensitivity
of the setup allows mapping in three dimension#) Wie Hyper Rayleigh scattering, singles
metal nanopatrticles catch in a gelatin matrix.

KEYWORDS: Hyperpolarisability, non linear optic, mbranic peptide, amino acids, single
nanoparticule, Hyper Rayleigh Scattering, dipoledyipole, centrosymetry.
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Introduction

Ces derniéres décennies, le développement desidaeBnphysiques ont permis
d’explorer une part de plus en plus importante donde biologique. Ainsi, cette thése
s’inscrit dans le cadre général de l'utilisationldptique pour les sciences du vivant. Parmi
les techniques optiques non linéaires ayant déjd dajet d’'un tel intérét, on peut citer la
fluorescence a deux photons ou la génération dmddtarmonique, essentiellement utilisées
jusqu’a présent comme outils d’imagerie afin deuxitcaliser les éléments constitutifs des
cellules et de mieux comprendre leur fonction. be&thodes d’'imagerie non linéaire sont
devenues un outil pertinent en imagerie biologigneraison notamment d’'une meilleure
localisation des sondes non linéaires et par casdgd’'une résolution accrue des images
obtenues. En effet, en raison de la dépendanceirdensité du signal a la fréquence
harmonique avec le carré de l'intensité de I'omuadente, le processus de conversion, c'est-
a-dire de deux photons a la fréquence fondameatalen photon a la fréquence harmonique,
n'est effectué efficacement que dans un volumeirédu’espace. En microscopie confocale,
ce volume peut étre ramené a environ ijavec I'utilisation d’objectif de forte ouverture
numérique ce qui autorise une imagerie optiquéntedsionnelle lorsque le volume sondé est
déplacé dans I'échantillon. Par rapport a la flaoemce a deux photons, la génération de
second harmonique permet d’obtenir des informatsumd’arrangement spatial sub-longueur
d’onde des sondes non linéaires. En effet, la géioérde second harmonique est interdite
dans les milieux possédant un centre d'inversiomaerend ce processus extrémement
sensible aux symétries. La grande spécificité desles utilisées en génération de seconde
harmonique permet également d’obtenir de fortsrestds, utiles en imagerie. Ces travaux
ont permis I'avénement de nouveaux outils pouritdolgie, en particulier la microscopie
confocale couplée SHG-TPEF (génération de seconddmique et fluorescence excitée a
deux photons simultanement) et se sont particutiers focalisés sur I'imagerie optique non

linéaire des tissus.

En imagerie SHG, le processus d’émission est unegsus cohérent ou l'intensité a
I'échelle moléculaire dépend de la densité moléailau carré. L'intensité non linéaire est

également trées sensible a l'organisation des biéouds dans le volume. Ainsi



I'nétérogénéité de I'organisation des sondes an des protéines rend la relation entre
I'intensité du signal et le nombre de sondes extréent complexe. La microscopie SHG ne
permet donc pas a I'heure actuelle d’apporter ddermations quantitatives sur les
concentrations moléculaires. De plus, le manqudahmées quantitatives sur la réponse non
linéaire des sondes rencontrées rend l'interpaitaties données difficiles. Par le passé, la
diffusion Hyper Rayleigh, processus SHG incohérangégalement été utilisée pour I'étude
des protéines mais la relation entre leur structtiléintensité du signal non linéaire mesurée
s’est avérée complexe. A ce jour, il existe pewtils de diagnostique optique permettant de
suivre les modifications conformationelles des @iras en solution liquide ou insérées dans

les membranes.

Nous proposons de poursuivre ces efforts en propaosm pas une nouvelle technique
d’'imagerie mais plutét un outil de diagnostiquen mavasif, pour I'étude de la conformation
des protéines en milieu liquide ou insérées damkmbranes. Dans ce travail de thése, deux
lignes directrices sont explorées. (1) la relagore les sondes non linéaires, endogenes ou
exogenes, et le signal non linéaire afin de défesrbriques élémentaires responsables de la
génération de second harmonique. (2) la relatidre éa structure spatiale des sondes au sein

des arrangements et l'intensité du signal.

La premiére partie sur la relation sonde—signaldésieloppée en trois chapitres. Le
chapitre | pose les bases théoriques de la diffuslgper Rayleigh qui est la technique
choisie pour obtenir les informations nécessairesiécouplant l'intensité du signal et les
orientations des sondes, contrairement a la miopiecSHG ou a la SHG aux interfaces. Le
montage expérimental de diffusion Hyper Rayleigirnettant des mesures ultra sensibles,

est ensuite décrit en détail.

Dans le chapitre I, une large étude des molécstesles en optique non linéaire est
menée. Tout d’'abord, un panel de molécules de &gathqui ont pour but dans un futur
proche d’étre greffées sur des molécules biologigest caractérisé. Ces molécules dont
I'efficacité non linéaire est forte permettront m@rquer de maniére spécifique des protéines
dont la réponse non linéaire est trop faible pdre @étectée. Ensuite, un effort particulier a
été fait pour mesurer l'efficacité non linéaire desstituants élémentaires des protéines : les
acides aminés. Notre attention s’est particuliergnygortée sur les trois acides aminés

aromatiques, le tryptophane, la tyrosine et la pladainine. Enfin, aprés avoir caractérisé les
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Introduction

principales sondes non linéaires présentes damsdésines, I'étude d’'un peptide synthétique,
riche en tryptophane, a été menée a l'interfacendmbranes biomimétiques. Cette étude a
démontré la nécessité de connaitre précisémenficéiefté non linéaire des briques

élémentaires.

La sensibilité de I'expérience est d’'une grandedrtance car les signaux mesurés sur
les molécules biologiques peuvent étre faiblesevpiarfois indétectables. Le chapitre Il
développe les expériences mises en jeu pour cassrtérécisément la sensibilité du
montage. Des nano particules d’argent de 80 nm idméalre, dont les caractéristiques
optiques sont bien connues, ont servi d’objetsgeat déterminer les seuils de détectabilités.
Ainsi, une seule nano particule présente dans leme sondé par le laser incident est
nécessaire pour contribuer a une augmentationfis@ive du signal non linéaire. Grace a
ces résultats, la perspective d’étudier des objeigues en diffusion Hyper Rayleigh est bien
réelle puisque des cartographies préliminaires@n tlimensions de nano particules ont été

obtenues.

Dans une deuxieme partie, la relation entre lacgira spatiale des sondes et I'intensité
non linéaire est établie et étudiée. Déterminecdaformation d’'un objet biologique telle
gu’une protéine est primordiale et peu de techriquan invasives en sont capables en milieu
liquide. Pour cela, la théorie de la diffusion HyRayleigh des assemblages moléculaires est
développée dans le chapitre IV. L'approximationotijre électrique développée dans le
chapitre | n'est plus suffisante et les termes @néren compte la taille des assemblages
doivent étre pris en compte. L'importance de I'mgament moléculaire sur le signal non
linéaire est démontrée sur des assemblages cemibsyues sphériques telles que les
micelles et sur des systemes ou les orientatiossragécules ne sont pas corrélées, comme

les solvants.

Parmi les protéines dont la structure est bien genke collagene de type | posséde une
tres forte efficacité non linéaire malgré I'absedeeforts harmonophores. Dans le chapitre V,
il est démontré que sa structure atypique en titiglce joue un réle prépondérant dans la
construction du signal non linéaire. De plus, dessumes en polarisation ont permis
d’attribuer I'origine du dipdle non linéaire au eau de la liaison peptidique et de déterminer

son orientation au sein de la molécule.
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Ainsi, la structure des objets a une grande impogadans l'intensité mesurée et le
dernier chapitre est donc consacré a I'étude déehisité Hyper Rayleigh en fonction de la
symétrie de I'arrangement des sondes. Dans cetohdpmst démontré que la combinaison de
plusieurs directions de propagation et de polaosatlu faisceau incident, permet de
déterminer la symétrie de I'objet étudié avec urende précision. Ces résultats théoriques
sont prouvés expérimentalement sur des systentesggrdse a la mise en place d’'un nouveau

montage mélant deux directions d’excitation.
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Chapitre 1: Diffusion Hyper Rayleigh : Théorie et

systeme expérimental

1.1 Introduction

Le processus de génération de second harmoniquayace anglaiSecond Harmonic
Generation SHG) est un processus optique au cours duquel dkatons incidents a la
frequence fondamentale sont convertis en un seatiopha la fréequence harmonique. Il est
usuel de distinguer le processus incohérent duepsus cohérent. Dans le premier cas, les
sources non linéaires participant au processusodeecsion forment ensemble une source
incohérente d’'une onde harmonique. Les phasesairioh des ondes élémentaires produites
par les sources non linéaires sont aléatoires.r@eepsus porte le nom de diffusion hyper
Rayleigh ou diffusion harmonique de lumiere (acraeyanglaisHarmonic Light Scattering,
HLS, ouHyper Rayleigh ScatteringdRS). Le terme de génération de second harmormisue
réservé au processus cohérent pour lequel unéoretdd phase non aléatoire existe entre les
ondes élémentaires. Nous verrons au cours de eailtque la séparation entre les deux
processus est parfois plus délicate que ne leelgssaitre la régle énoncée ci-dessus. Du
point de vue de lintensité harmonique produite, dahérence ou non de la source
macroscopique, c'est-a-dire de I'ensemble des ssunon linéaires élémentaires, conduit a
une dépendance linéaire ou quadratique en fondilonombre de sources élémentaires. Les
conséquences sur la détectabilité de cette inéesasitt donc grandement tributaire du nombre
de sources élémentaires impliquées, le cas cohéoeduisant a de fortes intensités dans le
cas d’'un grand nombre de sources élémentairesnieéseCe dernier cas correspond par
exemple au cas du processus SHG macroscopique '@uerencontre couramment en
physique des lasers pour doubler une longueur é¢'@wéc une efficacité proche de l'unité.
Dans ce travail de thése, nous nous intéresserondt @u cas d’ensembles restreints de
sources élémentaires non linéaires. En plus desctsspohérents et incohérents, un second
point essentiel pour la discussion du processus 8st@a symétrie de I'arrangement spatial
des sources élémentaires. Un exemple maintenamtdéierit dans la littérature est celui des

nano particules métalliques d’or ou d’argent sghérs de quelques nanometres de diamétre.



Les études tant expérimentales que théoriquesroetfet clairement montré que la symétrie
sphérique parfaite de ces objets constitués, de, gdar un matériau dont la structure
cristalline est centrosymeétrique conduit a deseegle sélection qui interdisent une réponse
purement dipolaire électrique. Toute déviation teceentrosymétrie conduit inexorablement
a la brisure de la symétrie et des régles de sd@tegtii lui sont attachées. La combinaison de
ces deux points fondamentaux, la cohérence etriétsie, permet au final d’apporter des
informations fines sur la structure et I'organisatides nano systémes a des échelles bien
inférieures aux longueurs d’onde optiques utilis€xs remarque ainsi toute la pertinence de
ces études si I'on se souvient du critére de Rglylsiipulant qu’il est impossible de résoudre
des détails spatiaux dont la taille est bien iefiéme & environ la moitié de la longueur d’onde
d’excitation. Le processus de génération de sebamchonique permet de passer outre cette
contrainte et d’apporter des informations sur lactire et I'organisation d’objets dont la

taille est 10 a 100 fois inférieure aux longuedonde utilisées.

Quelque soit le degré de cohérence du processesvebSHG ou HRS, l'intensité a la
frequence harmonique dépend de la section effichcerocessus et de lintensité a la
fréquence fondamentale au carré puisque le progasgulique deux photons de fréquence

fondamentale. Ainsi :

120 = g2() ©f (1-1)

mais il conviendra de distinguer la section effea processus cohéreaty, de celle du

2w

processus incohéremt; ;s puisque la dépendance linéaire ou quadratique laveembre de

sources élémentaires se trouve précisément rajatéecette quantité. La section efficace du
processus de conversion est usuellement trés fdinds le cas incohérent. En effet nous
estimons par exemple l'intensité HRS produite pae gellule d’eau pure a 100 photons/s
pour une intensité d’excitation de notre sourceerasoir 1.3.1) de 1§ photons/s a la

fréquence fondamentale. Cependant, si la sourcegeaun seuil de dommage suffisamment
élevé, une source laser plus intense permettrafitehir un plus grand nombre de photons

harmoniques.
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Chapitrel : Diffusion Hyper Rayleigh : Théorie gs&me Expérimental

La premiére observation de diffusion non linéairété réalisée par R.W. Terhuee
coll. des 1965 sur des solutions liquides telle queaulietadu quartz fondu [1]. Plusieurs autres
expériences ont par la suite été menées par diffilde second harmonique dans les liquides
[2]. Ces mesures ont permis en particulier de mettr évidence des modes de vibrations non
additifs dans les liquides. Parallelement au dépdment de la diffusion non linéaire, la
diffusion hyper Raman a également connu un gratéiéh Ce processus hyper Raman est au
processus hyper Rayleigh ce qu’est le processusaRam processus linéaire de diffusion
Rayleigh. Cependant, le passage au régime nonirknézodifie les regles de sélections
autorisant I'excitation de modes non visibles dfudion Raman linéaire [3]. Par ailleurs, la
faible section efficace de la diffusion Hyper Ragte a motivé le développement de la
technique de génération de second harmonique eduat champ électrique (acronyme
anglaisElectric Field Induced Second HarmonieFISH) [4, 5]. En effet, I'application d’'un
champ électrique statique important, pouvant atteiplusieurs kV/cm, rompt l'isotropie du
fluide et oriente les molécules. Le processus daeversion de fréquence devient alors
cohérent et l'intensité mesurée est importante.e@éant, cette technique ne permet pas de
mesurer le moment dipolaire et I'hyperpolarisadilidu second ordre de maniere
indépendante. De plus, de fortes restrictions $iquppnt a l'utilisation de la méthode. En
particulier, les molécules doivent posséder dess faroments dipolaires et ne pas étre
ioniques pour eviter toute électrolyse ou phénomaiggatoire. Malgré tout, l'utilisation de
lasers impulsionnels ayant de fortes puissancésscegnsi que des détections plus sensibles
ont permis ces derniéres années d’obtenir des eslihyperpolarisabilités quadratiques
faibles par HRS sur des composés organiques tré&svau des nanoparticules métalliques.
La résolution en polarisation des mesures d’hygar@abilités a apporté des informations
sur la géométrie des molécules [6] ainsi que sgetanétrie d’assemblages moléculaires [7].
L’étude spectrale des largeurs de raies hyper Regnyfeurnit quant a elle des informations
sur les modes de réorientation moléculaire de biégeence par diffusion quasi-élastique
[8]. Du point de vue de l'appareillage expériménthfférentes géométries accessibles par
systéme goniométrique avec des angles d’excitatiaie collection variables ont été mises au
point afin d’obtenir un maximum d’informations ses composés moléculaires. En effet, la
configuration traditionnelle avec la direction dellection faisant un angle droit avec la
direction de I'excitation ne permet d’obtenir qu'nambre réduit de parametres alors qu'il a
été demontré que six invariants sont en fait adoless Seule une expérience plus complete

ou différentes géomeétries sont explorées peut pgeend’accéder a tous ces invariants et
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donc d’apporter toute l'information [9]. Ces demai® années, les expériences de diffusion
non linéaire SHG ou HRS ont porté sur des objets gros que les petites molécules
traditionnellement la cible de ces études danstEecde I'ingénierie moléculaire. Ainsi des
protéines [10, 11], des liposomes [12-14], des haise[15, 16] ont fait I'objet d’études
similaires ainsi que les nano objets métalliquibsgeue les particules d'or et argent [17-21]
et des alliages métalliques [22]. Dans ce chapiiays reviendrons sur les principaux

éléments de la théorie HRS ainsi que sur le sysexpérimental.

1.2 Geénération de second harmonique

1.2.1 Principes

Dans le modele du dipdle oscillant, I'émission duwnde électromagnétique est due a
I'oscillation d’'un dipdle électrique. Ce dipble pegtre excité par un champ incident. En
optique non linéaire, ce dipdle dépend alors nnéairement du champ électrique incident.
D’'un point de vue macroscopique, les quantités esmppiques sont moyennées sur un
volume grand devant les tailles microscopiquesaté@ristiques mais petit devant la longueur
d’onde. On introduit alors la polarisation et leseeptibilités pour formuler ce processus par :

P=P +P, =¢,(Y"E+y? :EE+..) (1-2)

avec £,la permittivité diélectrique du videy™ le tenseur de susceptibilité d’ordre 2 a 9

composantes ef® le tenseur de susceptibilité d’ordre 3 & 27 coraptes. Le tenseur de

susceptibilité quadratique contient plus de compiesa que le tenseur de susceptibilité
linéaire et par conséquent est potentiellement pltlee en information. Les tenseurs de
susceptibilité décrivant des milieux matériels, teas invariants par les mémes

transformations qui laissent invariant le milieutémeel. Ainsi, un milieu centrosymétrique

reste invariant par une inversion par rapport aéiginoe du repére. Si nous considérons la
transformation géométrigue de symétrie centralepdint de coordonnéesx,y,2, nous

obtenons le point de coordonnées-{/,-2. Lorsque cette méme transformation est appliquée

a la polarisation non linéairg,_, nous obtenons :
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Chapitrel : Diffusion Hyper Rayleigh : Théorie gs&me Expérimental

~Pu =& X?(-E)(-E) =g, xPEE =P, (1-3)

en utilisant le fait que la susceptibilité du milieeste inchangée par la transformation car le

milieu est centrosymétrique et un vecteur est foam en son opposé. La seule solution a
cette équation esfy® = .OLe processus de génération de seconde harmoeisuear

conséquent interdit dans tout milieu possédantamtre d’inversion. Les liquides ou les gaz
tombent ainsi dans cette catégorie. Nous allonsoagiendant que cette régle peut étre brisée.
En particulier, la régle (1-3) interdit I'existendéun processus cohérent mais ne stipule en
rien qu'un processus incohérent est interdit. Rideuas, la regle (1-3) est établie pour un
processus dipolaire électrique. L'introduction amtcibutions dues aux ordres multipolaires
plus élevés permet d’aller au-dela de cette réwtmicAjoutons enfin que cette régle (1-3) a
été a l'origine du développement des études déacas entre milieux centrosymétriques par
génération de second harmonique en raison de tareuge cette centrosymeétrie précisément
a l'interface. Tous les types d’interfaces ont étdsidérés dans le passé, des interfaces
gaz/solide, gaz/liquide, liquide/solide ou mémadwgtolide et liquide/liquide. L'application
aux surfaces biomimétiques reconstituées a l'iaterfair-eau ou en liposomes par exemple

sera discutée par la suite.

Afin d’aller au-dela des informations relatives aguantités macroscopigues comme le
tenseur de susceptibilité et ses éléments, I'amgrgparametres microscopiques pertinents est
réalisé par le passage des quantités macroscopagyxesguantités microscopiques par une
moyenne sur un volume de longueur caractéristiger inférieure a la longueur d'onde. En
particulier, ce passage implique des hypothésdsipdortes dont nous ne ferons pas I'étude
exhaustive. Nous admettrons simplement le passagesimple superposition en tenant
compte éventuellement d'un champ électromagnétidqaeal différent du champ

électromagnétique macroscopique appliqué. Le passmsj donc réduit a lI'expression

N<B> =£,¢® en incorporant les facteurs de champ locaux dhypdrpolarisabilité@. Le

symbole< > indique ici I'opération de moyenne sur les oriéintes des différentes sources

élémentaires auxquelles est attaché [I'hyperpolaitiga La géométrie du montage
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expérimental permettra alors un accés a des gresxdiuns le repére du laboratoire et la
relation de passage permettra le retour aux grasaeicroscopiques.

Le systeme expérimental le plus commun en diffusigper Rayleigh est un montage
ou les directions d’excitation et de collection tfam angle de 90°, comme schématisé ci-

dessous.

Cellule

Figure 1-1 : schéma du montage expérimental. Lscésiu fondamental est polarisé

suivant I'angley . Le faisceau harmonique est détecté a 90° du foedsal.

En considérant la géométrie du systeme expérirhdioteré en Figure 1-1, le champ
électromagnétique incident s’écrit, sous la formene onde plane monochromatique de

fréquence fondamentale, selon :

E(F', @) = E, (X cosy+Ysinye?)e (1-4)

ou yest I'angle de polarisation de I'onde plane incideet 0 est la phase relative entre les

composantes du champ selon les axeset Y. La direction de propagation de l'onde
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Chapitrel : Diffusion Hyper Rayleigh : Théorie gs&me Expérimental

incidente est ici selon 'ax@z La détection est réalisée selon la directiynet fait un angle

de 90° avec la direction d’excitation. Le choixaig angle est motivé essentiellement par des
raisons pratiques de construction du montage expétal, le faisceau fondamental
naturellement rejeté de la direction de collectiseyle la partie diffusée linéairement étant
présente. Cette configuration a 90° permet aussitdhir plus d’information qu’a 0° ou 180°,
comme nous le verrons dans les chapitres suivargigue les contributions multipolaires sont
introduites. Toutefois, le choix de fixer I'angle dollection ne nous permettra pas de récolter
toute l'information disponible. En effet, il faudirgour cela un systeme goniométrique qui

permettrait de faire varier I'angle de collecti@3].

L’onde incidente induit sur le composé cible préstamns la cellule un dipdle total dont

I'expression est :

r):[lo-'-aéloc-'-B:E EIoc+"' (1'5)

loc

ou [, est le dipble permanent et les termes suivantsi@ueloppement en puissance du

champ électrique loc&__, effectivement présent au niveau du dipdle. Darmsabre de cette

loc !
thése, nous nous intéresserons exclusivement dledipduit a la fréquence harmonique
puisqu’il est la source de I'onde élémentaire &ckéquence. En combinant les relations (1-

4) et (1-5), nous obtenons I'expression du dipdkefaéquence harmonique :

(" 2) = EZB, (XX cog y + (XY +YX) € sinycosy + VY sin® ye??)e? ™=@ (1.6)

ou [S’L est le tenseur d’hyperpolarisabilité microscopigiaas le référentiel du laboratoire,
comme l'indique l'indicel. Le champ électromagnétique harmonique détedtée ashamp
émis par le dipble harmoniqup(r',2e. . be champ émis par un dipble rayonnant est bien
connu [24]. La configuration expérimentale nouscelalans I'hypothése de ce que I'on
appelle la zone lointaine de radiation ou la taileactéristique du dipdle est tres petite devant
la longueur d’onde qui elle-méme est tres petiteadela distance de collection. Dans ce cas,

le champ radié est :

25



E(F,F' 2w) =

(zmzwjz[(ﬁ x B(F 260 h]L (1-7)

F-r

en posank =2an*“/c, la norme du vecteur d’onde a la fréquence harqmmétﬁ =7/r la

direction de propagation de I'onde harmonique. €€etlation est valide dans le cas ou il
n'existe pas de diffusion multiple, c’est-a-direndale cas de milieux trés diffusants, ni
d’interactions entre la diffusion a la fréquencadamentale et la diffusion a la fréquence

harmonique. A partir des relations (1-6) et (1A0us obtenons le champ diffusé par le dipdle

non linéaire pour la configuration expérimentaleiste, c'est-a-dire poun=Y :

~ P>'< eiK\r—r'\ .
E(F,F'2w) =| P, [EZK? 7] e?k (1-8)
, r—=r
IDz
avec

P>'< ﬂL,XXX cos’ yt ZeiJﬂL,xxv COSySiny"' emﬂL,xw sin Yy
R |= 0 (1-9)
P, B zxx cos’ y+ Zeidﬁl_,zxv cosysiny + ezmﬁl_,zw sin® y

Pour le tenseLﬁL, le premier indice correspond a la direction danap électrique émis alors

que les deux derniers indices correspondent actihns du champ électrique d’excitation.
Comme les deux champs d’excitation sont indiscdesalla permutation des deux derniers
indices est autorisée. Cette relation (1-8), dgmbe dans I'approximation du champ lointain

avea'<<r , donne:

iK|7]

E(F.r 20) =| B [E2K2E—e @)

w

i
Z
=i

(1-10)
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Chapitrel : Diffusion Hyper Rayleigh : Théorie gsg&me Expérimental

Dans l'approximation dipolaire électrique, les sms élémentaires positionnées Ensont
contenues dans un volume de longueur caractémstiggn inférieure a la longueur d’onde.

Ainsi, nous pouvons développer I'exponentielle d@n0) :

e = 14i(2k - K).F + (1-11)

et dans le cas limite ne conserver que le prengend. Nous obtenons alors le champ
rayonné dans I'approximation dipolaire électrigee,champ lointain, pour une source située
en r'. Ce champ est alors indépendant de la positiodadsource, considérée ainsi a

I'origine :

<3

eiK\r‘\

E(F,F 2w) =| R, |E2K? (1-12)

-

r

NG

L'intensité totale radiée a la fréquengeest alors immeédiat. Toutefois, il est intéressant
d’observer le probléme du point de vue des impaoksicourtes. En effet, pour les impulsions
de l'ordre de 180 fs, comme celles utilisées dansravail, la largeur spectrale est de 6 nm
environ. Il est donc possible de construire uneomép a la fréquence harmonique par une
contribution de somme de fréquence de la formed] +(w-9). Plusieurs problémes
apparaissent immédiatement, comme celui portanesuegles de permutations d’indice qui
ne sont plus les mémes que celles utilisées plus ba traitement plus complet nécessiterait

le retour aux champ<E(F,i’,t Yans le domaine temporel. L’intensiﬂ%(f,f’,u d la

fréquencev prend alors I'expression [25, 26] :

£,C

| (F,r',0) = v

j E(F,F t)E (F,F,t)e’dr (1-13)

Dans le cadre des développements théoriques dawaltnous avons fait I’hypothése d’'une
onde fondamentale monochromatique. Par suiteghisité a la frequence harmonique s’écrit

simplement :
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EC =, S
——E(F,7" 2w)E (7, ,20) (1-14)

n

| (F,F' 20) =

Notons enfin, que nous pouvons simplement assitiilgensité | (r',r",2a ) avec l'intensité
| (r2a) a ce stade des développements puisque lintensggurée ne dépend pas de la

position de la source, celle-ci étant ici replaad®rigine.

1.2.2 Diffusion Hyper Rayleigh

Aux problémes de largeur spectrale associée a Héedcourte des impulsions laser
utilisées, nous devons ajouter I'évolution dantetaps de 'orientation du dipdle élémentaire
dans la solution liquide par un processus de ddfué a I'agitation thermique. Il faut donc
prendre en compte ces différentes orientations igdlel au cours du temps. L'intensité
harmonique dépend alors d’'une intégrale sur laeddiénpulsion de I'orientation du dipdle,

et peut prendre la forme simple suivante :

(7.7 20) = S5 (E(F.F 20)E (77" 20)). (1-15)

2w

ou < >T représente la moyenne temporelle. En effet, pbabjets sans interaction, ce qui est

le cas pour les solutions liquides tres diluées mues utiliserons, nous pouvons appliquer le
principe d’ergodicité. Ce principe établit une égliénce entre les orientations d’un dipble au
cours du temps et les orientations de tous ledalpun instarit Ce principe est applicable
au milieu centrosymétrique dans lequel un tres dynaombre de diplles élémentaires est
présent. L'intensité de diffusion Hyper Rayleiglsulte alors de la sommation incohérente
des champs élémentaires émis par les sources dlmen ou d'apres le principe
d’ergodicité, de la moyenne sur le temps de lanmépad’'un seul dipéle multipliée par le

nombre de dipbles concernés. Nous exprimerons eattg intensité par la relation suivante
ou le symbole< > représente la moyenne temporelle sur toutes lentations explorées par

I'un des dipdles élémentaires :

| s 200) = 225 N(E(F.F' 20)E" (7, ' 20) (1-16)
n
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L'intensité HRS en fonction de I'intensité fondarteda se met alors sous la forme suivante :

871)* ey, &,

I HRS(r'Zw) = r2/14

N(BEN & (1-17)

Par commodité, nous introduirons par la suite lastante G' = (8m)*cny,,, &, /r’A*,
I'intensité | , du champ fondamental incident, le nomiitede dipdles élémentaires associés
au nombre de molécules, €B7)= (/B2 )+ (Bl le module de hyperpolarisabilité

quadratique moyennée sur toutes les orientatiaeegpar une molécule en tenant compte de
la configuration expérimentale choisie. Dans naxgpérience, la polarisation de l'onde
fondamentale incidente orientée verticalement spoad a la directio®x et la polarisation

harmonique verticale ou horizontale respectivenaemt direction®Ox et Oz Enfin, A est la
longueur d’onde fondamentalgla permittivité du vide etn®” lindice optique a la

fréequence harmonique.

Nous pouvons donc maintenant donner une expresséona section efficace de

diffusion harmonique totale en intégrant sur téegpace :

ks = Ours(19)° = ATG'NB*(1°)° (1-18)

Cette section efficace ne sera bien entendu peectéon efficace mesurée car seule une partie
de l'intensité harmonique est détectée en raisdiadgle solide fini de la collection. De plus,
expérimentalement la section efficace de diffustoyper Rayleigh n’est pas toujours
accessible en raison des pertes dans les diffémestisiments optiques et des rendements
instrumentaux non idéaux. Il faut aussi tenir cammtes processus de diffusion et
d’absorption dans la solution. En effet les photausx fréquences fondamentale et
harmonique peuvent notamment étre absorbés dueanttiajet dans la solution liquide,
indépendamment du processus de génération de sdtammdonique. L'intensité HRS

mesurée doit donc étre corrigée par un facteuespandant a la loi de Beer-Lambert :

— E~(2A,+
| rs = | s "E® ™) (1-19)
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ou A, et A, sont respectivement les absorbances de la solatiariréequence fondamentale

et a la frequence harmonique. Celle-ci pourra emiqodier étre obtenue par une mesure
indépendante d’absorption linéaire plutét que parajustement de la courbe (1-19) aux
résultats expérimentaux. Enfin, les problemes deunes absolues des hyperpolarisabilités
quadratiques seront résolus par la mesure d'ureleale référence, le plus souvent ne

contenant que le solvant pur.

1.2.3 Diffusion Hyper Rayleigh résolue en polarisat  ion

La mesure de l'intensité HRS résolue en polansapiermet d’accéder aux éléments du
tenseur d’hyperpolarisabilité quadratique. Le patnen obtenu est appelé coefficient de
dépolarisation et permet d’accéder a la symétrieamposé moléculaire considéré. En effet,
a partir des équations (1-8) et (1-15), nous pos\alrtenir les intensités HRS obtenues pour
les deux types de polarisations, verticale et botale, du champ électromagnétique

harmonique en fonction de I'angje de polarisation incident:

I \I-/IRS =GNI (i( <ﬁL,XXXﬁ:,XXX>COS4 y+ <4ﬁL,xxvﬂi,xxv + ZﬁL,XXXﬁ:,XYY 00525> cos’ VSin2 4

+ <,8L,xvvﬁz,xvv>5in4 4 )
(1-20)

ks =G NI 3;( <ﬁL,ZXXIBE,ZXX>COS4 y+ <4ﬁL,ZXYﬁE,ZXY + 28 px Bl 00525> cos’ ysin® y

+ <ﬁL,ZYYﬂI:ZYY> S|n4 y )
(1-21)

Dans la configuration expérimentale que nous audilsée, la polarisation incidente est
toujours linéaire et le termeos2d est égal a 1. L'intensité HRS s’écrit donc dmnigre
générale :

I r

Irs =@ cos' y+b' cos ysin® y+c' sin'y (1-22)

ou ' est I'angle de polarisation du champ harmoniquausNavons en effef =0° pour la

polarisation verticale selon la directi@x et ' =90° pour la polarisation horizontale selon
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'axe Oz A l'aide des relations (1-20) et (1-21), nous ewmuns pour les différents

coefficients :
2" = GNIZ(B_ sox By xxx ) (1-23)
b" = GNIZ(4B, xx By xxr + 2B s Brsorv) (1-24)
¢’ = GNIZ( By xrBr xvv) (1-25)
a" = GNIZ(B Bl oxx ) (1-26)
b" = GNIZ(4B, v Bl 2xv + 2B, 2xx By 2vv) (1-27)
c" = GNIZ( BB 2vv) (1-28)

L’intensité HRS polarisée selon la direction V ound dépend donc que de trois
parametres. Ces trois parametres conduisent gopontaentre les différentes composantes du
tenseur d’hyperpolarisabilité quadratique d’une reeuélémentaire. Dans le cadre de
I'approximation dipolaire électrique et pour uneigsion incohérente, il existe de plus des

relations particuliéres entre ces trois paramggéps

Figure 1-2 : configuration lorsque la polarisatiale détection (bleue) est verticale
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En prenant la relation (1-22) pour le das 0° avecy =45°, nous obtenons :

. 1 1 1
(Iirs)” =2 ! +va +ZCV (1-29)

Par ailleurs, la décomposition du dipble émette@éméntaire orienté dans le repere du

laboratoire a 45° en fonction des dip6les élémesgai 0° et 90°, voir Figure 1-2, conduit & :

P :%po +% P (1-30)
La nature incohérente du processus de diffusios peumet alors d’écrire :

PL = RE+ RS (1-31)
et donc par conséquent :

2(15zs)” = (Iirs)” + (1irs)” (1-32)
Nous obtenons finalement :

a’ +c’ :%(a" +bY +¢") soita’ +c¢" =b’ (1-33)

Ce raisonnement étant également vrai pour une td#telsorizontale, nous obtenons donc

aussi :

a” +c" =p" (1-34)

Cependant, dans le cas horizontal, il existe égahtmne seconde relation liant les
coefficients entre eux. Sur la Figure ci-dessdagcitation du dipdle par un champ électrique

fondamental contenu dans le plan P2 alors quedmptharmonique détecté est contenu dans
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le plan P1 indique que quelque soit I'orientatianathamp excitateur dans ce plan, les méme

effets seront produits. Ainsi :

(15re)" = (i)™ = (1 52e)" (1-35)

HRS HRS

En combinant cette équation avec I'équation préuedd-34) :

Figure 1-3 : configuration lorsque la polarisatiaie détection est horizontale

nous obtenons simplement :

2a" =2c" =p" (1-36)

De la méme maniere, nous pouvons trouver une galatntre les coefficients de l'intensité

polarisée en V et en H, voir Figure 1-4. En effebus remarquons I'équivalence de la
configuration telle que I'excitation est dans laplP1 et la détection dans le plan P2 avec
celle pour laquelle I'excitation est dans le pléhe® la détection dans le plan P1. Ainsi, nous

écrivons :

¢’ =a" (1-37)
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Figure 1-4 : équivalence entre une excitation \oate et une détection horizontale, et

une excitation horizontale et une détection veléica

Dans le cadre de I'approximation dipolaire, I'iné@d HRS se met finalement sous la

forme :
| es =@" coS y+c’sin’ y (1-38)
| s =CY (2-39)

L’intensité HRS ne dépend donc que de deux paras@idépendants’ et ¢ et l'intensité

HRS polarisée selon la direction H ne dépend pakkadgley . Puisque le plus souvent les

mesures sont réalisées pour une intensité harmeraduitraire, un seul parametie, est

utile, établi comme le rapport de dépolarisation :

D =;_\\// _ <,3|_,><YY,3|_,><YY> (1-40)

<ﬂL,XXXﬂ:,XXX>

Ce rapport de dépolarisation est un paramétre addiimenel qui dépend des valeurs du
tenseur d’hyperpolarisabilité quadratique. Ceswaleles éléments du tenseur sont la somme
sur toutes les orientations des éléments du temgeuit dans le référentiel microscopique. Ce
parametred renseigne sur la symétrie a I'’échelle microscopides sources non linéaires, le

plus souvent formées par des composés molécubgpedés aussi harmonophores.
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1.2.4 Passage du référentiel macroscopique au référ  entiel
microscopique : la matrice d’Euler

Les valeurs des composantes du tenseur d’hypeigaidditeé dans le référentiel du
laboratoire dépendent des composantes du tensesitelegférentiel du composé. Pour passer
du référentiel du composé au référentiel du lalingtla prise en compte de I'orientation de
la source dans l'espace est nécessaire. Pour rdéfiei orientation, trois angles habituels
d’Euler sont nécessaires. Dans la conventiextz en utilisant les angles d’Euler, nous

pouvons définir une matrice de transpositib@,¢,¢/ qui permet le passage du référentiel

microscopiquenic (rouge) au référentiel du laboratoirénoir), voir Figure (1-5).

Figure 1-5 : angles d’Euler dans la convention z:-XNoir) référentiel macroscopiqt

(Rouge) référentiel microscopique.

—singsiny +cosfcospcosy —singcogy —cosfdcospsing  sindcosp
T(6,0,¢0) =| cospsing +cosfsingcogy  cospcogy —cosdsingcoxy  singdsing ((1-41)
—sindcosy sindsing cosfd

Le passage aux éléments du tenseur dans le réétmduniaboratoire comme transformés des

éléments du tenseur dans le référentiel microscepmar les trois rotations d’Euler définies

par les trois angles est réalisé selon la regleasts :
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Brix = 2T (6.8.9)T)(6.8.40)T (6.8.40) B (1-42)

i,j.k

Par conséquent, le rapport de dépolarisatibns’exprime en fonction des différentes
composantes du tenseur d’hyperpolarisabilité dengférentiel microscopique. D’aprés la
relation (1-40), toutes les orientations pouvan¢ @rises par la source élémentaire doivent

étre moyennées en intégrant des angles d’Euldesudomaine de variation.

1.2.5 Exemple : les molécules planes

L’application au cas d’'une molécule de géométrienpl permet de bien mettre en
évidence le principe de transformation. Une telleoléoule posséde un tenseur
d’hyperpolarisabilité quadratique dominé par exesmr deux composantes microscopiques

indépendantes si sa symétrie €sf. Ces deux éléments non nuls et indépendants kost a
B,,, et B,.. [28]. Le calcul du coefficient de dépolarisatiomup ce composé est trés simple si

de plus nous admettons que seule la compos@ntest non nulle. Ainsi :

=GNI 2<ﬂ|_,xxxﬁ|:xxx>

GNI J‘”TZTZT BorsTx T Ty Bro 22, SINE &gty (1-43)
T

GNI2
Brd

=GNI 2<,3|_ XYY,BC XYY>

= O (TN T SRy (a4
%%Zé’,;

GNI 2
‘ﬁm zzz‘

Et nous obtenons le coefficient de dépolarisation :
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D=S - _02 (1-45)
a

Cette valeur du rapport de dépolarisation est dassociée a la symétrie d’'une molécule
linéaire ou seule une composante microscopique eosetir est dominante [7].
Expérimentalement, ce cas est rencontré pour laécutd de iodure de 4-(4-
dihexadecylaminostyryl)-N-methylpyridinium ou Di&ir Figure 1-6.

X
— AN e g
y4

Figure 1-6 : Formule développée du iodure de 4-f#egadecylaminostyryl)-N-

methylpyridinium (Dia)

Le Dia possede un groupe important d’électromelocalisés sur les deux cycles, liés par la
double liaison C=C selon une direction proche dditaction Oz sur laquelle se trouve le
groupe accepteur pyridinium chargé positivemeid groupe donneur amine. La composante
du tenseur d’hyperpolarisabilité quadratique gédoemine est donc la composarg, selon

ce méme axe, les composantes impliquant une diregérpendiculaire étant bien moins
importants. Expérimentalement, le rapport de démsaiaon mesuré est égabé= 0.22 + 0.03

en accord avec ces principes généraux sur la gteuétectronique, voir Figure (1-7).
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Figure 1-7 : Intensité résolue en polarisation dialLes coefficients normalisés par

rapport ac™ sont :a¥ = 453, b¥ = 557,¢' =103 eta" =101,b" =198,c" =1.

Le méme travail peut étre réalisé pour obtenir dpport de dépolarisation d'une
molécule octupolaire telle que le Cristal Violet6[129], voir Figure 1-8. Ce composé

moléculaire posséde la symétbg, avec deux €léments non nys,, et S, et égaux [28].

Ainsi, pour les coefficients de l'intensité harmagqune :

=GNl 2<,8|_,xxxﬁ|:xxx>

GNl J-'[I(TZTZT ﬂmZZZ+TZTXT ﬂmzxx)(TszT ﬂmzzz+TZTxT ﬂmZXX)Sinmwwlﬂ
Z=8ﬂ27r
Y=0-2m
4GN|2
‘ﬂmzzz
(1-46)

= GNI 2<ﬁ|_,XYYﬁIi,XYY>

GN' Tz Z9 XT X T ZT Z D* Z7 X H
IIJ(T T T ﬁmzzz+TXTYTY :Bm,zxx)(TXTYTY :Bm,zzz+T T T ﬁm zxx)Slnajaj(‘dl//l/’
ZLS S
Y=0-2m

8.GNI?
S o
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(1-47)
et le rapport de dépolarisation est alors :
)
D=—== 1-48
a’ 3 ( )

Ce rapport de dépolarisation, pour les moléculgsidenant au groupe de symétrig,C

varie entre 0.2 et 0.66 si I'on considere la seeatmmposantes

ZXX

en plus de la composante
B,,,- Ces deux valeurs extrémes correspondent ainsaside la molécule linéaire dont seule

la composantes

zzzZ

domine et a une molécule octupolaire ou les demxposantes sont

égales, respectivement.

Figure 1-8 : molécule de Cristal Violet

Pour une molécule sans symétrie particuliére, l@@gdisation conduit a exprimer le
rapport de dépolarisation en fonction de tous léménts du tenseur microscopique [27].
Ainsi :

Z iii 105218n| IBUI 1052 ijj 105I¢J¢kﬁljj ﬁlkk Z ijk

D= i#] i#] |¢J¢k (1_49)
- zlgm Bsgﬂm lgljj Bsgﬂuj 35”th¢k :BuJ ﬂlkk l;klguk

Nous observons que la mesure du rapport de dépatian est un outil simple,

nécessitant la mesure indépendante de deux irdenk@rmoniques correspondant aux
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paramétresa’ et ¢’ . La mesure de ce rapport de dépolarisation pefimsement d’obtenir
immédiatement un rapport entre deux éléments indigrgs du tenseur microscopique, pour
des symétries simples. Pour les géométries pl®as des composés moléculaires étudiés,
il est bien souvent difficile voire impossible déterminer tous les éléments dominant du

tenseur d’hyperpolarisabilité.

1.3 Montage expérimental

1.3.1 Laser et optique

Pour réaliser les expériences de diffusion Hypeyldtgh, nous avons utilisé comme
source laser un oscillateur femtoseconde Titandigd@oherent Mira 900) cadencé a 76
MHz pompé par un laser continu d’'une puissanceWlea®32 nm (Coherent Verdi 5W). En
sortie d’oscillateur, la puissance moyenne est @& r@W. La longueur d’'onde optimale est
centrée autour de 790 nm avec une largeur a ntehiade 6 nm environ pour des impulsions

dont la durée déterminée par la largeur spectatldesl’'ordre de 180 femtosecondes.

®

| | | | | | | |
770 775 780 785 790 795 800 805
longueur d'onde (nm)

Figure 1-9 : spectre du faisceau laser a la sodgel’'oscillateur Ti :Sa

L'utilisation de ce type de source est motivée phlusieurs raisons. Tout d’abord,
comme établi précédemment, la diffusion hyper Rghledépend quadratiqguement de
I'intensité d’excitation. Il est donc nécessairawdir une intensité créte la plus importante
possible. Notre source laser délivre ainsi unegaumse créte de I'ordre de 60 kW. Ensuite, il
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faut également que I'énergie absorbée par le syssain la plus faible possible afin de ne pas
détruire les composés présents dans les cellulesprowvoquer des échauffements
dommageables au bon déroulement de I'expérienceohfiguration utilisée permet d’avoir
seulement 10 nJ par impulsion femtoseconde envik@anpolarisation du faisceau laser
incident est linéaire et contrdlée par une lameidemde montée sur une platine de rotation
contrdlée par ordinateur. Ensuite, le plus proabssible de la cellule, un filtre rouge est placé
pour bloquer tout résidu issu du laser de pompe augssi et surtout la fréequence harmonique
produit par la lame demi-onde qui est constituéer partie d'une lame de quartz cristalline
et, dans une moindre mesure, par les miroirs eedte des optiques placés sur le chemin
optique. Un hacheur optique (Stanford ResearcheByst SR540) permet de réaliser un
comptage de photons a portes dans le but d’élimenetremps réel les bruits parasites. Ce
hacheur mécanique est constitué d'une roue defdgadnt et laissant passer alternativement

le faisceau laser a une fréquence d’environ 130 Hz.

Le faisceau laser a la frequence fondamentale restite focalisé par un objectif de
microscope (Melles Griot, NA 0.32¢16) dans une cellule de quartz suprasil transparent
400 nm de dimension 1 cid 1 cm ou 5 mmx 5 mm selon les expériences. Pour limiter la
réabsorption, le faisceau laser est focalisé asi plache de la face de sortie de la cellule sans
que les parois de celle-ci génent le signal diffl®@sque les produits sont rares, la cellule de
petites dimensions permet d’utiliser moins de vauthe solution, seulement 500 uL environ,
contre 3 mL pour la grande cellule. Au niveau dedHule, aprés le passage par le hacheur
optique et les différents éléments optiques, |lagance du laser est de seulement 280 mW
environ. La puissance moyenne dans la cellule iast 85 % plus faible que la puissance
moyenne en sortie du laser. Notons cependant checheeur optique, par nature, possede une

transmission de 50 % a lui seul.
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Figure 1-10 : schéma du montage expérimental

lentille

lentille

Cellule

L’intensité émise a 90° est récoltée par une lentibnvergente (Melles Griot, NA 0.5,

focale 25 mm, diamétre 25 mm) située a une distdogeoint focal dans la cellule égale a la

distance focale afin d’obtenir un faisceau parall€our sélectionner la polarisation verticale

ou horizontale de I'intensité harmonique, une lalami-onde dans une monture tournante et

un cube polariseur sont disposés sur le chemiguptiCes deux composants sont placés dans
cet ordre afin que lintensité mesurée par le détecait toujours la méme polarisation. En
effet, le monochromateur posséde une réponse dapede la polarisation sur le spectre

visible et en particulier autour de 400 nm ou noéaliserons les mesures. Juste avant le

monochromateur, un filtre bleu supprime la fréqeefomdamentale diffusée et une deuxieme

lentille convergente de focale 25 mm focalise lésd@au sur la fente d’entrée du

monochromateur.
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1.3.2 Systéeme de détection

Le monochromateur (Acton, SP 150) utilise un réddasé a 500 nm gravé de 1200
traits/mm possédant une résolution atteignant @nleh efficace sur une plage spectrale
s’étendant de 350 nm a 850 nm environ. Il permefiltnage des photons a la fréquence
harmonigque avant la détection par le photomuttgtéur (Hamamatsu, R643-02). Celui-ci
convertit les photons en impulsions de courant squit ensuite pré-amplifiés avant d’étre

comptées par un compteur de photon (Stanford Ras&ystems, SR400).

ov
Discriminent

Signal en sortie du
photomultiplicateur

\
-—

130 Hz 3.5ms 3.5ms

— G—

|

I
I
|
|
: Portes
I
I
I

|
|
i
|
i Signal traité
|
|
|
|
|

Figure 1-11 : principe du comptage de photons aysteme de portes

Le compteur de photons recoit une série de pulsesspondant aux photons de signal
ou de bruit. Le compteur de photons étant synchéoavec le hacheur optique, I'ouverture de
portes sur deux voies indépendantes réalise un tege@ deux voies, 'une pour le signal
total (quand la porte du hacheur est ouverte, $erlgproduit des photons de signal a la
fréquence harmonique en plus du bruit) et 'autrarge bruit uniquement (quand la porte du
hacheur est fermée, seuls les photons de bruitceomptés), voir Figure 1-11. Il suffit ensuite
de soustraire le comptage de la premiére et dedansle voie pour obtenir le signal vrai. Il

faut cependant étre attentif car les deux meswresont pas simultanées et le niveau de bruit
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peut étre différent entre deux ouvertures de pdaehacheur. C’est pour cela qu'il est

préférable de prendre la moyenne des deux voiasnsgrand ensemble de tirs laser.

Le photomultiplicateur convertit les photons empuisions de courant électrique mais
il existe toujours des impulsions parasites. Afiate sdrs que le pulse de courant détecté
provient bien d’'un photon, un seuil est fixé ausdssduquel toute impulsion est attribuée au
comptage d’'un photon. En dessous, le comptagettebué a un évenement de bruit. Le but
de cette opération est de supprimer toutes lesribatibns photoniques, thermiques ou
électriqgues qui peuvent contribuer au bruit. L'étage fixation de ce seuil doit donc étre
réalisée avec précautions pour ne pas placer letsgu haut et considérer comme étant du
bruit des photons associés au signal. Le photoptigkiteur peut étre utilisé avec plusieurs
tensions d’amplification différentes, plus la tamsist élevée et plus le signal est amplifié. |l
faut cependant faire attention a bien rester deséirhites de linéarité du photomultiplicateur
afin d'éviter toute distorsion du signal. C'est pguoi le photomultiplicateur n’a pas été
utilisé au dela de 2100 V. Pour différentes valedes tension du photomultiplicateur,
l'intensité HRS de I'eau pure en termes de couppli#ons a été enregistrée en fonction de

plusieurs seuils de détection, voir Figure 1-12.

_. 90009 __pm:1800V
g —— PM: 1900 V
= 4000 — PM : 2000 V
n —— PM: 2100V
o4
T 3000 —
o
2 2000
Q
= Signal+Bruit

1000 —

-40 -35 -30 -25 -20 -15 -10
Discriminent (mV)

Figure 1-12 : intensité HRS mesurée pour difféerenedeurs du photomultiplicateur en

fonction du discriminant.

Lorsque le seuil, encore appelé discriminant, esthe de zéro, le signal est trés

important car tous les coups comptés sont assauaiégnal, y compris le bruit. En revanche,
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lorsque le discriminant augmente, le signal tewlisparaitre car de moins en moins de coups
sont associés aux photons de signal. On noteran ecifi que le signal de sortie du
photomultiplicateur étant négatif, le discriminaggt aussi négatif. Pour déterminer avec
précision la valeur du seuil, les courbes de laufeigl-12 sont dérivées afin d’obtenir la
répartition des impulsions en fonction de leur msig¢ en mV. Ainsi, pour la tension
d’alimentation du photomultiplicateur fixée a 1890 nous obtenons deux distributions,
I'une due au bruit et l'autre due au signal. P@paser sans ambiguité ces deux distributions,
le choix a été fait de placer le seuil a -11mV. ghinoutes les contributions de bruit sont

rejetées, voir Figure 1-13.

Distribution des pulses

| | | | | | |
-40 -35 -30 -25 -20 -15 -10
Discriminent (mV)
Figure 1-13 : répartition des impulsions de courantfonction de leurs intensités pour
une valeur de I'alimentation du photomultiplicateder 1800 V. Le seuil est placé a -11mV,
limite entre la contribution de signal et de br(droite verticale noire).En pointille,

ajustement par deux gaussiennes.

En déterminant le seuil de détection et la largeummporelle des portes, le montage
expérimental a été optimisé pour obtenir le rapgayhal sur bruit maximum. Cette étude
préalable a été tres utile pour la suite, notammeand les niveaux de signaux ont été tres
faibles. La configuration choisie permet égalem#at/oir un niveau de bruit trés faible et

d’atteindre un signal parasite de seulement quslgtetons par seconde.
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1.3.3 Mesure de spectre d’absorption UV-Visible

Les solutions nécessitent une caractérisation pactomeétrie d’absorption afin de
pouvoir déterminer le caractére résonant ou nolfegpérience. Pour cela, nous avons utilisé
un systeme commercial (Ocean Optics, SD 2000)olacse lumineuse est une lampe blanche
au Deutérium-Tungsténe et Halogéne (Ocean opti@sMINI) couvrant un spectre large
bande de 250 a 800 nm. Le faisceau lumineux essrirg jusqu’a la cellule par une fibre
optique large bande (Ocean optics, CUV-UV) et trswda cellule qui est identique aux
cellules des mesures HRS. La lumiéere transmisgeesttée par une seconde fibre identique a
la premiére et la lumiere est analysée par un gpaétre a barrettes CCD (Ocean optics USB

2000). Pour obtenir le spectre d’absorbance du oségmoléculaire, I'intensité, transmise
par le solvant pur ainsi que lintensit¢ mesurée lorsque la lampe est éteinte sont aussi

enregistrées. Les spectres d’absorbance sont enshienus en utilisant la relation bien

connue suivante :

szlog(l—lbj
o=l (1-50)

le coefficient d’absorption de la solution étardralextrait par la loi de Beer-Lambert :

A, =o,Cl (1-51)

ou o, est la section efficace d’extinction de la solntia la fréquencew, C est la

concentration en mol/L de la solutionledst la longueur du chemin optique dans la solution
traversée. De cette maniére, l'intensité HRS estigge de I'absorption aux longueurs

d’ondes fondamentale et harmonique, cf. 1.2.2.
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1.4 Principe de la mesure
1.4.1 Spectre HRS

Pour obtenir une information sur lintensité HRSuml’ échantillon, des mesures
préalables sont nécessaires afin de s’assurerdgite de la réponse mesurée. Pour cela,
nous avons enregistré a chaque fois des spectims ae la fréquence double de la fréquence
fondamentale, la fréquence fondamentale étant S la voie A du compteur, nous

enregistrons donc le signal plus le fond alorsgjurda voie B seul le fond est enregistré.

L 300
70000 —
L 250
=
S 65000
Ie) L 200
+ !
o 60000 — o E]
c | i
= =3
7 =
7 55000 — =
' L 100
o
. - [l - —rr - ‘\S 1l . —= . --FJ - ’
50000 g =y = T = .
45000 — L 5
I I I I
385 395 400

390
longueur d'onde (nm)

Figure 1-14 : spectre HRS d’un peptide contemantryptophane. Temps
d’acquisition par point : 60s.

Cette maniere de procéder est nécessaire pouuBasgle le processus observé est bien un
processus de conversion de 2 photons fondamentadxphoton harmonique. Par ailleurs,
sur la Figure 1-14, nous observons clairement Boapectre de la raie HRS un fond spectral
non nul large bande correspondant a une intengtélubrescence, ou luminescence de
maniére plus générale. On attribue cette contobutiu signal mesuré a des processus de
fluorescence a 3 photons au moins en excitatiosqoei le spectre s’étend a des énergies

supérieures a I'énergie de deux photons. Aux éegligiérieures a I'énergie de deux photons,
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les contributions de fluorescence a 2 photons staju a celles a trois photons et plus. Pour
extraire l'intensité HRS, le spectre est modélia¢ pne droite en fonction de la longueur
d’onde représentant la fluorescence, ou la lumemese, et une fonction de profil gaussien
correspondant a la contribution HRS, voir relat{@s2). Le spectre est ainsi ajusté et les

différents parametres extraits, voir Figure 1-14.

/‘_/‘o)z

1(A)=a+bl+] " o (1-52)

Cette opération de superposition est valide cas maimettons que les processus de doublage
de fréguence et de fluorescence sont indépendAitsi, la hauteur de la raie du profil
gaussien correspond uniquement au nombre de phgiav&nant de ce processus non
linéaire et détermine l'intensité relative HRS. hwesure absolue de I'hyperpolarisabilité
quadratique nécessite une référence. Deux métlsomesouramment utilisées : la référence

interne et la référence externe.

1.4.2 Référence externe

La méthode de la référence externe [6] consistermaliser la mesure relative par la
mesure d’'une référence dont I'hyperpolarisabilitédyatique et la concentration sont bien

connues. Dans ce cas, nous pouvons écrire :

| composé <NSUBSZC + Ncﬁ5>e‘(/-\§m+2/-\f,)

IEEéSSrence: <N3rﬂ§r + Nrﬁr2>e—(A£u+2Ai,) = a+bNC<ﬂcz> (1-53)
avec
a= <N25‘"ﬂ52‘3> - g (Mu+2A)H (A +2Ay)
<NSr:BSr + Nr:Br > (1_54)
et
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e_(A§w+2At%)+(A£w+2%)
b= 5 5 (1-55)
<NSrﬁSr + Nr:Br >

en n‘oubliant pas que tout signal HRS mesuré congprene contribution des composés
moléculaires présents en solution et une contobuiue au solvant. Ainsi, dans les relations

(1-53) a (1-55)S désigne le solvant le composé et la référence. Comme les absorbances

sont connues, I'obtention de la seule inconb(ﬁf> nécessite la détermination de la pente et

de l'ordonné a l'origine de la droite obtenue pduntibns successives du composé d’intérét.
Plusieurs composés moléculaires de référence énutiitsés par le passé mais le plus
frequemment utilisée reste la para-nitroaniline ApNolubilisée dans le méthanol avec une
concentration de 0.1 M [30]. Toutefois, cette réfie n'est pas adaptée pour une longueur
d’'onde fondamentale de 800 nm environ en raisordadproximité de la résonance a la

longueur d’onde harmonique. Cette référence efditle plus souvent utilisée a 1064 nm.

1.4.3 Référence interne

La méthode de la référence interne [6] consistaigaalle a utiliser le solvant comme

référence connue.

| composé_ <Nsﬁs2 + Ncﬁcz>

ot = e H2K) = o + N (B (1-56)
Ie™ (Ngf2) \2)
avec
a' = (Hu2h) (1-57)
et
| g2
b="— (1-58)
(Nsf32)
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La difficulté de cette méthode réside dans I'obtenti’une intensité suffisamment forte pour
le solvant pur qui sert de mesure de référencerdue expérimentale sur cette mesure doit
donc a tout prix étre minimisée. C’est en parti@rpcela que la méthode de la référence
externe est souvent préférée afin de mesurer desasités fortes dans tous les cas. En
revanche, la méthode de la référence interne ped&&rbrme avantage de s’affranchir des
fortes erreurs expérimentales qui surviennent lardgs solvants changent entre le composé
d’intérét et la référence. En particulier, des jgoies de focalisation différente dans la cellule
a cause de lindice optique des liquides, les grolgls d’alignement également dus aux
différences d’indice optique, les problemes dus auxtiples manipulations de cellule,...
peuvent constituer un handicap. Pour cela, dansxigériences que nous avons effectuées, la
méthode de la référence interne sur I'eau ou désmrsis connus et référencés dans la
littérature a été utilisée. Notons ici que la gersensibilité du montage expérimental nous

permet de mesurer une intensité relativement iraptet y compris pour les solvants purs.

1.4.4 Sensibilité des mesures

La précision de la mesure de lintensité HRS déigar le solvant pur doit étre
optimale. De plus, la précision des mesures, deigrergénérale, conditionne aussi la
sensibilité des expériences effectuées. En padicyblus la mesure sur lintensité de la
référence sera précise et plus les faibles augmt@madu signal provenant des composés
présents pourront étre mesurées. En régime de agmpte photons, l'intensité mesurée est
proportionnelle au nombre de photons détectéspore de photons détectés dépendant lui-
méme directement du temps d’acquisition, de la eomation des composés moléculaires et
de leur efficacité en optique non linéaire. La @m®n de la mesure dépend elle de la racine
carrée du nombre de photons mesuré. Par exempleppe solution d’eau pure, environ 100
photons sont détectés par seconde. Si I'acquisitior 1 seconde, alors I'erreur est de = 10
photons, ce qui correspond & une erreur relativeOd#. Ici, I'erreur utilisée correspond a la
déviation standard de la distribution de probabilientrée sur la valeur moyenne de la
mesure. Le rapport signal sur bruit croit donc camila racine du nombre de photons
mesureés. L'erreur relative diminue parallélemenhoe I'inverse de la racine du nombre de
photons mesurés. Pour pouvoir déceler la préseénoecdmposé moléculaire en solution de
maniéere certaine, ici au sens d’'une déviation stahdl faut donc que le nombre de photons

harmoniques correspondant a la contribution du as®@pmmoléculaire soit supérieur a une
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déviation standard obtenue sur la mesure du solgant Dans I'exemple précédent, la
contribution du composé moléculaire doit atteintifephotons par seconde au moins. Il est
finalement possible de fixer une limite de sengéda nos mesures qui dépend de la déviation

standard de la mesure sur le solvant. Nous pouwomailer ce seuil de sensibilité par :

(NC'BCZ )seuil = %(Nsﬂ:) (1'59)

ou lindice c est utilisé pour le composé moléculaire et I'iedsqoour le solvant. Il est ainsi
possible, a partir du temps d’acquisition, de déieer la sensibilité de I'expérience pour un

solvant particulier.

Temps Photons détectés | Erreur relative Sensibilité seuil Hyperpolarisabilité
d’acquisition pour I'eau, N=55 M (esu2M/L) accessible pour une
A= 05610%esu concentration de 10mM
1ls 100 10% 1.7E-60 13 E-3%esu
10 s 1000 3% 5.4E*61 7 E-%0esu
30s 3000 1.8% 3.1E%1 5.5 E-%%esu
30000s | 3000000 0.5% 8.6E-62 1 E=%su

Tableau 1 : sensibilités en fonction des tempsaiiestion sur le solvant pur.

Les ordres de grandeur des hyperpolarisabilitégrgtigues données dans le Tableau 1 sont
des valeurs minimales. En effet, il existe d’ausearces d’erreur telles que les fluctuations
du laser ou la détermination des concentrations abesposés moléculaires, sources qui

contribuent toutes a 'augmentation de I'erreuatigk.

1.5 Conclusions

La diffusion Hyper Rayleigh est une technique tiéke pour obtenir de I'information
sur les composés moléculaires. La théorie dévelpp@s ce chapitre constitue la base des
développements présentés dans les chapitres suieameffet, pour I'étude de systémes plus
complexes tels que des ensembles de molécules sunaleoparticules métalliques, le

formalisme doit étre développé pour prendre en dertgs effets de tailles non négligeables
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devant la longueur d’onde des nanosystémes. Leipendu montage expérimental décrit
dans ce chapitre est le méme que lors des prensigp&siences qui ont été rapportées dans la
littérature. Cependant, les progres de linstruragon, tels que les lasers a impulsions
courtes stables ou les détecteurs tres sensiloiepeamis d’obtenir des mesures plus précises
d’hyperpolarisabilités quadratiques faibles. Daedravail, nous avons entrepris d’améliorer
le montage expérimental afin d’atteindre la meiesensibilité accessible. L'optimisation de
tous les éléments constituant le montage expérahemtpermis de gagner un facteur
significatif sur le nombre de photons harmoniquésecdeés, par exemple dans le cas des
solvants purs. Combinés a des méthodes de mesomeglies impliquant une étude
statistique des taux de comptage, nous verroncesig@rogres dans I'appareillage nous ont

permis d’atteindre la sensibilité ultime sur ceres catégories de nanosystemes.
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Chapitre 2: Diffusion Hyper Rayleigh et Génération de

Second Harmonique de Biomolécules

2.1 HRS de biomolécules
2.1.1 Introduction

Avec le développement des techniques physiqueslpsistiences du vivant, I'optique
de maniere générale et I'optique non linéaire daiéma plus particuliere font I'objet d’'un
grand intérét. Ces derniéres années, la fluorescmmeux photons et la génération de second
harmonique par exemple mais aussi la microscopieoiigeme harmonique ont été utilisées
comme outils d'imagerie afin de mieux localiseramtent les éléments constitutifs d’'une
cellule ou d'un tissu et d’en déterminer leur femetou pathologie [1]. En parallele, le
développement des sondes optiques non linéairdsigpapécifiques d’un tissu ou d'un
domaine comme la membrane cellulaire, a permis ajen par 'une ou l'autre de ces
techniques les systémes biologiques avec une gragstgution. L'un des atouts de ces
méthodes non linéaires réside dans la dépendandéntinsité du signal mesuré a la
fréequence harmonique avec le carré de l'intengt€ahde incidente. En effet, les processus
multi-photoniques de conversion ne peuvent étreafés que dans un volume réduit de
I'espace ou la densité d’énergie est suffisantesiia cadre général, la génération de second
harmonique est devenue un outil important parmiecpanoplie disponible car la réponse
observée est fortement liée a I'organisation desces moléculaires élémentaires dans les
tissus. Un cas d’école est ainsi I'observationrdembranes par SHG en raison de I'asymétrie
des forces intermoléculaires y régnant. A causefategs hydrophiles et hydrophobes, une
organisation préférentielle des molécules sondssagt comme sources élémentaires permet
une localisation différenciée par rapport au mil@aoplasmique de la cellule, milieu non
organisé du point de vue de l'orientation molécgeld2]. Nous constatons ainsi que pour un
impact fort dans les milieux de l'imagerie des mik biologiques, il est impératif de
combiner aux techniques optiques non linéaires coenaissance poussée des sondes
moléculaires employées. Pour I'imagerie SHG, laaci@risation est naturellement réalisée

par diffusion hyper Rayleigh pour déterminer I'effcité des sondes a travers leur



hyperpolarisabilité quadratique ainsi que leur géwim dominante par le coefficient de

dépolarisation [3, 4].

Dans ce chapitre, nous décrivons dans un premmepgeune étude de molécules de
synthése. Le but de cette étude a été de déteritigperpolarisabilité quadratique de ces
molécules dans le but de les utiliser ultérieuren@mme sondes moléculaires dans des
systemes biologiques. Ces résultats sont donc tansrpour guider le choix de I'une de ces
molécules au détriment d’autres en fonction de sgeExificités telles que I'énergie de ses
résonances ou la magnitude de son hyperpolarigabiladratique. Parallelement a I'étude de
ces molécules de synthése, nous avons mené poprefaiere fois une étude sur des
molécules naturelles en solution liquide : les esidminés. En effet, jusqu’a présent la
génération de second harmonique des acides amiaeaitnété effectuée que pour des
monocouches déposées en surface liquide [5] ougesiformes cristallisées [6]. Cependant,
ces molécules qui sont les briques élémentairesgpa#sines peuvent également servir de
sondes moléculaires avec I'avantage d’étre endegdependant, une détermination précise
de leur hyperpolarisabilité est requise et la cahension de la relation entre la réponse
optique non linéaire des objets biologiques comgdexomme les protéines, et la réponse de
leurs éléments constitutifs reste un grand chafleng diffusion Hyper Rayleigh permet
toutefois d’obtenir des informations sur les systentomplexes comme les assemblages
moléculaires tels que les micelles ou les liposofvipsAinsi, en nous basant sur ces travaux
antérieurs, nous avons étendu I'approche aux pEptatemiers pas vers I'étude des protéines
[8][[9-11]. Nous avons ainsi étudié la réponse tingaire de petits peptides synthétiques et

effectué une premiere étude sur des peptides ature

2.1.2 Molécules sondes exogenes

En I'absence d’'une réponse optique non linéairgnardes systémes biologiques visés,
la méthode pour obtenir un signal caractéristiqiabjdts tels que des peptides ou des
protéines est de greffer une sonde moléculaire thoméponse est elle bien connue. Ces
sondes exogenes doivent présenter lors de mesti®suse forte réponse non linéaire du
second ordre, c’est-a-dire une forte hyperpolaifis@lquadratique intrinseque. Ces fortes
valeurs d’hyperpolarisabilité sont obtenues avecrdelécules organiques ditepush-pull»

dans lesquelles un groupement donneur et un graameatcepteur encadrent un systeme
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électronique conjugué étendu [12]. Sous I'actioncHamp électrique intense a la fréquence
fondamentale, les électrons délocalisés sont mima@rvement et oscillent non seulement a la
frequence fondamentale d’excitation mais aussi fa@guences harmoniques en raison de
I'anharmonicité du potentiel dans lequel se meuvestélectrons du fait de la présence du
groupe donneur et du groupe accepteur. Il est omhspensable d’avoir des groupes donneur
et accepteur forts pour favoriser la dissymétrie paentiel ainsi qu’un grand nombre
d’électrons délocalisés. A cette propriéeté optiglidaut également ajouter une propriété
chimique afin de pouvoir greffer la sonde sur laleiqui ne possede priori pas de réponse
optique non linéaire. Nous avons participé a unttabail en mesurant les valeurs des
hyperpolarisabilités quadratiques de plusieurs oubds. Ces molécules ont été synthétisées
par I'équipe du Laboratoire de Chimie a I'Ecole Mate Supérieur de Lyon [13].

> Systéeme Tt >
conjugqué

Figure 2-1 : représentation schématique d’'un syst@omsh-pull linéaire. D est le

groupe donneur et A le groupe accepteur.

Il est usuel de synthétiser des molécules par fardibnt les membres varient par la
nature de leur groupe donneur, accepteur ou desiemtéme conjugué. Une famille est alors
caractérisée par le groupement contenant le sysié&eetrons délocalisés. Nous avons porté
notre attention sur 8 molécules en particulier. E@solécules ont été optimisées en vue d’'un
greffage sur des biomolécules et par conséqueldsesl sont peu solubles dans 'eau. Le
chloroforme a donc été privilégié comme solvantrpoes études HRS. Pour obtenir les
hyperpolarisabilités quadratiques absolues desaul@g sondes synthétisées, la méthode de

la référence interne a été utilisée avec pour valieul’hyperpolarisabilité quadratique du

chloroforme 8 = 026x10°%° esu [3]. Ces 8 molécules s’organisent en 4 famille
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Groupe fluorenyl - Tableau 2

Pour cette famille, le groupe fluorenyl, voir Teadle2 partie bleue de la molécule, est
encadré par le groupement nitro NQpartie rouge, agissant comme accepteur et un
groupement donneur variable, partie orange. Paudézix molécules de cette famille, nous
constatons une absorbance trés similaire tant equiceoncerne le maximum de la section
efficace que I'énergie pour laquelle le maximumadstint. L’hyperpolarisabilité quadratique
de ces deux composés est, aux erreurs expérimempias, la méme. Les groupes donneurs
dans ces deux molécules jouent donc de ce pointidain méme rble avec la méme force.
L’hyperpolarisabilité quadratique dépasse largengenentaine de 1¥ esu mais cette valeur
est probablement atteinte en raison d’'un caraetemmoins partiellement résonant & 400 nm,

longueur d’onde harmonique.

Og U
£ =164(2).10* esu

Masse moléculaire: 612.3 g/mol

Coefficient d’absorption a :
361 nm: 21240 cmt M1 00 |

: t+ t :
300 400 500 600 700 800
\/\/\/ O‘O NO,

longueur d'onde (nm)
B =162(2).10%esu

Absorbance

0.8
06—

04
Masse moléculaire: 530.7 g/mol
Coefficient d’absorption & :

364 nm : 25044 cm M1 001 | t - }
300 400 500 600 700 800

longueur d'onde (nm)

Absorbance

0.2

Tableau 2

Groupe Phényle - Tableau 3

Pour cette famille, c’est le groupe central conténa systeme électronique délocalisé
qui est modifié. Le motif de base reste cependantgroupement phényl. Ce systéme
délocalisé est encadré a chaque fois des mémegagralonneur et accepteur, respectivement
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Chapitre2 :Diffusion Hyper Rayleigh et Génératian Second Harmonique des Biomolécules

un groupe triazole et un groupe nitro. La taillesysteme conjugué change et, dans la mesure
ou celui-ci reste de dimension modeste, cet e#etait étre visible. Dans le premier cas, il
s’agit d'un groupement phényle simple alors quesdbn second cas une triple liaison
carbone-carbone est ajoutée. L'énergie de la résendans le second cas est légerement
décalée vers le rouge, en association avec I'aflovemt de cette partie riche en électrons
délocalisés. Les hyperpolarisabilités de ces deobécules sont en revanche bien inférieures
a celles de la famille précédente des fluorenylc&mparant les différents groupes accepteurs
et donneurs, nous constatons que la forte redudigdihyperpolarisabilité dans cette famille
des phényles est probablement associée a la dionnde |a taille du groupement délocalisé.
En effet, le groupement phényle est moins rich&lentrons délocalisés que le groupement
fluorenyl. Cette famille de molécules contenant gnmoupement phényle est donc peu

attrayante pour une application éventuelle.

SN

@NOZ

£ =249(1).10*esu

Masse moléculaire: 274.32 g/mol

Absorbance

Coefficient d’absorption a :

312 nm: 15000 cmt M1

0.0 1 | t t t +
300 400 500 600 700 800

longuer d'onde (nm)

}©7N02 M

[ =35.8(5).10*esu

Absorbance

Masse moléculaire: 298.34
Coefficient d’absorption a :
323 nm: 19233 cm1 M1

300 400 500 600 700 800
longueur d'onde (nm)

Tableau 3

Groupe G4Hi, - Tableau 4

Pour cette famille, le groupement conjugué compatéeix cycles dont l'un est
aromatique et les groupements donneur et accepteurgent. Si on ne considére que le

groupe accepteur, I'oxygéne dans le premier cagQi), dans le deuxiéme cas, nous
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remarguons que le spectre d’absorption est tréérelift. Le groupement (CNéplace en
effet de maniére importante la résonance versugaoCe groupe accepteur doit donc étre
efficace, tant en optique linéaire qu’en optiqua thoéaire car I'hyperpolarisabilité dans le
deuxieme cas est le double du premier cas. Pauss|l nous observons que la résonance est
localisée entre les longueurs d’onde correspond@lamte excitation fondamentale a 800 nm et
une émission harmonique a 400 nm. Cette configurast intéressante car lorsque la bande
d’absorption est localisée a une longueur d’ondérieure a 400 nm, la fluorescence excitée
par plus de deux photons est émise sur un speatye tHécalé par effet Stoke vers le rouge
par rapport a I'absorption qui peut s’ajouter agnal harmonique a 400 nm et venir ainsi
géner la réponse SHG. De maniere générale cepemdartiyperpolarisabilités sont tout a fait

comparables a celles obtenues pour la premiérdléaateis fluorenyl.

6]
PN
oG

0.4

Absorbance

£=114(2).10 % esu

0.2
Masse moléculaire: 377.5 g/Mol

i TR

Coefficient d’absorption a : 00|
300 400 500 600 700 800

. -1 ML
344 nm : 49533 cm* M longueur d'onde (nm)

/ CN
/\/\ 12F

[ =228(5).10"* esu

Masse moléculaire: 401.6 g/mol

Absorbance

Coefficient d’absorption a :

00 1 | |

521 nm : 35480 cmt M 300 400 500 600 700 800
325 nm: 15660 cmt M1 longueur d'onde (nm)

Tableau 4

Groupe G,H;NO - Tableau 5

Pour cette famille, le groupe délocalisé possedestnucture plus complexe. Le groupe
donneur est aussi le méme que le second membra f@enille précédente. Il s’agit d’'une
alkylamine a double chaine. Dans le premier cagiréipement accepteur est réduit a un

oxygene et la résonance principale se situe auxtaaless de 550 nm. Lorsque le groupe
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Chapitre2 :Diffusion Hyper Rayleigh et Génératian Second Harmonique des Biomolécules

accepteur est échangé pour le groupe §dnyésonance est a nouveau décalée vers le rouge,
atteignant 660 nm. L’hyperpolarisabilité de cetteonde molécule est également plus forte
que la premiere. Si on compare cette seconde nielécula deuxieme de la famille
précédente, il n'y a que le groupe conjugué quingka Pour cette famille,
I'nyperpolarisabilité est un peu plus faible avexe wuésonance plus loin dans le rouge qu'avec
la deuxiéme molécule de la famille précédente. pédrpolarisabilité est toutefois assez

proche alors que la résonance est nettement méaaék vers le rouge.

j_\ ’
N
N
\/\/ o
CN

£=101(2).10* esu

Absorbance

Masse moléculaire: 325.41g/mol
Coefficient d’absorption a :
552 nm : 34250 cmt M1 0.0 1 1 1 1 1

278 nm - 15767 e M- 300 400 500 600 700 800

longueur d'onde (nm)
o}
H
‘\—\ '
e MCN

CN CN

[ =208(7).10* esu

Absorbance

Masse moléculaire: 373.4 g/mol

Coefficient d’absorption a :

664 nm : 53684 cmt M1 X 1 1 !
300 400 500 600 700 800

378 nm : 7316 cmt ML longueur d'onde (nm)

Tableau 5

Cette étude des quatre familles de composés syqibét permet de tirer quelques
regles générales liees aux différents groupes dwmsnet accepteurs et au motif central
apportant les électrons délocalisés. Pour les g®umnneurs, il est toutefois difficile de
conclure sans ambiguité. Il semble que le groupedie ne soit pas forcément beaucoup plus
efficace que le groupement amine par exemple, Vaibbleau 5. Pour les groupements
accepteurs, il est de méme difficile de comparerdgférents groupements. Toutefois, il
semble assez net que le groupement di-cyano,(@&tale fortement la résonance principale
vers le rouge et que ce déplacement s’accompagneed augmentation de

I'hyperpolarisabilité¢ de la molécule, voir Tabled Pour les groupements conjugués
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centraux, les différents groupements étudiés org dffets du méme ordre. Seul le
groupement phényl conduit a des hyperpolarisabilfius faibles de prés d'un ordre de
grandeur. Nous constatons donc qu’il est possipée, la variabilité des trois éléments
constituants ces molécules push-pull, de modisr propriétés optiques linéaires et non

linéaires de ces molécules, les sections efficd@sorption et de HRS étant ici affectées.

Ces études montrent cependant que les combinaigdinsales pour les applications en
greffage sur biomolécules sont longues et diff&cild n’est en effet pas garanti que le
composeé obtenant les meilleurs scores du pointdedes propriétés optiques linéaires et non
linéaires soit aussi le plus simple a greffer soe biomolécule. Dans le cadre de cette
collaboration avec le Laboratoire de I'Ecole Noren&8lupérieure de Lyon, les chimistes ont
décidé de porter leur choix sur le deuxieme menderéa troisieme famille, voir Tableau 4,
en raison de sa bonne hyperpolarisabilité et dharede d’absorption localisée entre 400 et
800 nm, les deux longueurs d'onde fondamentale atndnique actuellement a notre
disposition. Dans le futur, ce composé moléculage greffé sur des objets biomoléculaires

comme des peptides et éventuellement sur une peotéi

2.1.3 Molécules sondes endogéenes

2.1.3.1 Acides aminés aromatiques

Les protéines, molécules synthétisées dans ladesllles organismes vivants, ont des
tailles tres variables, allant de quelques censadiatomes a plusieurs centaines de milliers
d’atomes. Ces protéines se caractérisent par tewgtisre qui est un enchainement répété de
brigues chimiques élémentaires constituées paradides aminés. En milieu naturel, les
acides aminés sont essentiellement au nombre dé da séquence des acides aminés d’'une

protéine constitue alors ce que I'on appelle laisége primaire de la protéine.
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Chapitre2 :Diffusion Hyper Rayleigh et GénératianSecond Harmonique des Biomolécules

Figure 2-2 : exemple de protéine : la phosphatdsalae, enchainement de 1230

acides aminés.

Les acides aminés sont de petites molécules tootesituées suivant le méme schéma
de principe a I'exception de la proline. Elles mmknt ainsi toutes une fonction amine, une
fonction acide et une chaine latérale. C’est agliine latérale qui confere a ces molécules
leurs propriétés chimiques particulieres. Ces awilatérales peuvent étre chargées ou

neutres, hydrophiles ou hydrophobes, a encombresté&mgue petit ou grand, ...

Figure 2-3 : représentation d’un acide aminé oudrrespond a la chaine latérale

Parmi les 20 acides aminés courant qui compossenpri@éines du vivant, seuls 3 ont une
chaine latérale possédant un cycle aromatique.tlGssacides aminés sont donc les bons
candidats pour une étude similaire a celle réajimees les sondes exogenes. En effet, ce cycle
aromatique peut constituer le groupement richelestréns délocalisés. |l est cependant clair
gue ce groupement n'est pas le plus efficace adades résultats précédents indiquant que le
groupement phényle ne favorisait pas les plus dohgperpolarisabilités. De méme, les
groupements donneur et accepteur ne sont pasncitedentifies comme tels. C’est pour

cette raison que les hyperpolarisabilités de cateaaminés sous forme moléculaires n'ont
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jamais fait I'objet d’étude préalable [5-6]. Leoig acides aminés retenus sont donc le
tryptophane (Trp ou W), la tyrosine (Tyr ou Y) atghénylalanine (Phe ou F), voir Figure 2-

4.

Figure 2-4 : les trois acides aminés aromatiquéstryptophane, la tyrosine et la

phénylalanine.

Ces trois acides aminés ont été solubilisés damsalations aqueuses dont le pH de 8.5

a été choisi proche du pH physiologique présens des cellules, avec une concentration en
sel de 150 mM.

Absorbance

Absorbance
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Figure 2-5 : Absorbance et fluorescence des troides aminés aromatiques [14].

Cependant, ces trois acides aminés sont natureaitelmyedrophobes a la vue de leur formule
chimique et il ne sera pas possible d'atteindrdodies concentrations en solution aqueuse.
Enfin, d’apres la Figure 2-5 et les spectres d’dtesace, les mesures effectuées avec une
longueur d’onde fondamentale de 800 nm et une lexngd’onde harmonique de 400 nm
seront réalisées dans des conditions hors résoranapii réduira d’autant la valeur des

hyperpolarisabilités mesurées.

Les valeurs des hyperpolarisabilités de ces troidea aminés ont été obtenues par la
méthode de la référence interne. De cette manigrensité HRS est enregistrée en fonction
de la concentration en acide aminé. La linéaritqgdaphe obtenu permet de s’assurer que
'augmentation du signal est bien due a l'augmeématie la concentration en soluté et
gu'aucun phénomeéne d’agrégation ou de détérioradiorcomposé n’a lieu. Des mesures
préliminaires de comparaison de solution d’eau ptirdeau tamponnée n’ont pas montré de
difféerence d’intensité HRS, aux erreurs expérimiestgres. Nous avons donc utilisé la
méthode de la référence interne avec pour le tampoyperpolarisabilité de 'eau comme
référence. Dans tous les cas, nous avons mesot@nkité HRS en enregistrant un spectre en
longueur d’onde autour du pic HRS afin de retigecontribution de fluorescence excitée a

plusieurs photons par la méthode de I'ajustemerritdédans le chapitre précédent.
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Figure 2-7 : spectre HRS de la tyrosine a une cotragion de 0.0028 mol/L.
acquisition par point : 100 secondes. Carrés pleipsints expérimentaux — ligne :

ajustement

On constate sur le spectre du Tryptophane, Figied?’il y a deux contributions distinctes.

En effet, la raie de diffusion hyper Rayleigh seutre sur un fond large bande de
fluorescence. Ce fond contribue en fait majoritaeat au signal total mesuré a la longueur
d’onde harmonique. En revanche, pour la tyrosingureé 2-7, ce fond de fluorescence est

largement minoritaire, ce qui favorise la précisidvm la mesure. En effet, en régime de
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Chapitre2 :Diffusion Hyper Rayleigh et Génératian Second Harmonique des Biomolécules

comptage de photons, la déviation standard assadi&enoyenne du nombre de photdxs

mesuré par unité de temps est égaléNa. Ainsi, plus le nombre de photons total mesuré est
grand, plus cette déviation standard I'est ausdgpendamment de I'origine des photons eux-
mémes. Pour le Tryptophane, le nombre de photoogepant du processus HRS est de
'ordre de grandeur de la déviation standard aésoé la moyenne du nombre total de
photons mesuré. Cette mesure nécessite donc dgs w@mtégration relativement longs.
Cependant, il n'est pas utile non plus de trop eatrer les composés ayant une forte
fluorescence car celle-ci masque les photons hdagues. Par ailleurs, pour la Phénylalanine,
aucune augmentation de lintensité totale mesur&e été observée, méme pour la
concentration la plus forte de 6 mM. Dans ce catsicodier, nous avons fixé la valeur
minimale de I'hyperpolarisabilité correspondantsawil de détectabilité. Ce seuil est fixé a
environ 5% de lintensité mesurée sur le solvant pour la concentration maximale de

soluté.

Tryptophane Tyrosine Phénylalanine

[ L0%esy 29.6 (4) 25.7 (3) <85

Tableau 6 : hyperpolarisabilité des 3 acides amiaésnatiques.

Les hyperpolarisabilités présentées dans le Tabbleaont relativement importantes
comptes tenus de la nature des molécules. On temsissi que les valeurs du Tryptophane et
de la Tyrosine sont du méme ordre de grandeur. Gonattendu, la valeur de la
Phénylalanine, déterminée comme étant inférieureseuil de détectabilité, est bien en-
dessous. Ces valeurs s’expliquent en grande paatida structure chimique de ces acides
aminés qui ne ressemble en rien a la structureoi®@posés push-pull» décrits ci-dessus.
La Tyrosine est constituée par un cycle benzénigueadré de part et d'autre par un
groupement hydroxyle et un atome de carbone peantet liaison a la chaine peptidique.
Les électrons délocalisés appartiennent donc &de aromatique dont nous avons vu par
ailleurs sa faible efficacité. Le groupe donneuradgrs formé par la chaine peptidique elle-
méme et le groupe accepteur est constitué paolggrhydroxyle. Cette vision simplifiée de
cet acide aminé montre bien gu'aucun des groupemanie donneur, ni I'accepteur ni le

groupement contenant les électrons délocaliséd pjgtimal. Pour la phénylalanine, nous
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constatons que le groupe accepteur a disparu ppontaa la Tyrosine. Ainsi, la dissymétrie
ressentie par les électrons délocalisés est mairis &t la valeur de I'hyperpolarisabilité
moins importante que dans le cas de la TyrosinBnHe Tryptophane présente une réponse
aussi importante que la Tyrosine. Cet acide amassgde en effet un groupe indole riche en
électrons délocalisés malgré des groupements domteaccepteur absents. La dissymétrie
est toutefois suffisante pour induire une hypenpsddilité aussi forte que celle de la

Tyrosine.

Nous avons comparé nos résultats expérimentauxs aéseltats théoriques issus de
simulations numériques effectuées sur les acideséanaromatiques [15] ainsi que sur les
groupement benzéne [16], indol [17, 18] et pherddl].[ Ces simulations conduisent a des
valeurs plus importantes pour les acides aminés pqpue les groupes isolés. La chaine
peptidique joue donc un réle majeur dans la disyisgdton du potentiel électronique ressenti
par les électrons délocalisés, induisant alorsrépense non linéaire quadratique suffisante

pour envisager des études sur sondes endogénes.

Trp indol Tyr phénol Phe toluéne

£(0) 00*esy | 1.00 0.86 1.24 1.01 0.34 0.30

Tableau 7 : Valeurs théoriques de I'hyperpolaridadistatique des acides aminés

aromatiques et des principaux groupements aromasiglans le vide [15].

Nous constatons cependant que les valeurs des pojpesabilités théoriques et
expérimentales sont tres différentes. Outre tows geoblemes de normalisation et de
références impliqgués au passage des valeurs théerigux valeurs expérimentales, ces
différences peuvent provenir d’'une variabilité &sse a I'environnement, les calculs étant
réalisés pour les molécules dans le vide. Il regseendant intéressant de noter que les valeurs
relatives des hyperpolarisabilités évoluent de aransimilaire pour les valeurs théoriques et
pour les valeurs expérimentales. En effet, la vath@orique de I'hyperpolarisabilité de la
phénylalanine est beaucoup moins importante que delTryptophane et de la Tyrosine qui

présentent des valeurs assez proches.
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2.1.3.2 Le tryptophane et son environnement

L’environnement d’un acide aminé dans une prot@eet étre tres différent de celui
rencontré lors d’'une dissolution en phase liquile. effet, les protéines présentent non
seulement des domaines hydrophiles ou hydropholsés aussi des interactions a courte
portée entre groupements voisins facilitant I'afifpar des structures secondaires ou méme
tertiaires. Ainsi, I'acide aminé pourra étre orienvers I'extérieur de la protéine, en contact
direct avec un milieu environnant qui pourra luimeétre aqueux ou hydrophobe dans le cas
d’insertion dans une membrane, ou bien orienté Vitgrieur de la protéine, protégé du
milieu extérieur mais au contact d’autres acidesampouvant présenter des groupements
hydrophobes ou chargés électriguement. Afin d’'a@podes €léments de réponse a cette
problématique, nous avons tenté de modifier I'emviiement proche des acides aminés. Le
choix de I'acide aminé s’est porté sur le Tryptaphaar il posséde intrinsequement une forte
réponse non linéaire quadratique ainsi qu’une fiiu@rescence excitée a plusieurs photons
qui dépend aussi de son environnement [19]. La i@renmodification effectuée a été de
changer I'environnement ionique de l'acide amin@sDnesures ont été réalisées dans de
'eau ultra pure a pH 7, de conductivité 18 MOhrhcemparer aux mesures en solution
tamponné a pH 8.5 et 150 mM de sel. Cette diffedetienvironnement ionique n’'a pas
apporté de difféerence sur les valeurs mesuréethyeelpolarisabilité du Tryptophane. Il est
probable que le Tryptophane ayant un caractéreopydbe, I'addition d’especes ioniques ne
perturbe pas la solvatation du groupement indolpagticulier. Ensuite, le Tryptophane a été
solubilisé avec une grande quantité de lysinesautre acide aminé servant le plus souvent
d’aide a la solubilisation en milieu aqueux darssdgntheses peptidiques. Nous verrons par la
suite le réle de ces lysines dans les petits peptsgnthétiques. La lysine est un acide aminé
dont la chaine latérale est constituée d’'une lorfpaéne carbonée se terminant par un groupe
amine, voir Figure 2-8. La chaine carbonée estr&atet présente un caractere plutdt
hydrophobe. Cette chaine peut donc avoir une &dfippur le groupe indole en milieu
aqueux , perturbant alors la distribution élecoei dans le groupement indole et par
conséquent affectant I'hyperpolarisabilité [20]hiperpolarisabilité de la lysine seule en
solution aqueuse n’a pas pu étre mesurée. Méme @ancentration atteignant 0.12 mol/L,

e

aucune intensité HRS associée a la lysine n'a éigctbe, indiquant une hyperpolarisabilité
inférieure & S =15x10"% esu. En présence du Tryptophane, nous avons @eseme

hyperpolarisabilité du Tryptophane diminuée d’uatéair 2 pour une concentration en lysine
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10 fois supérieure a celle du tryptophane, voirldal 8. Ajoutons que pour cette mesure,
nous avons considéré que la lysine ne possédelpgsedoolarisabilité propre.

Figure 2-8 : Lysine (Lys ou K)

Enfin, nous avons dissout le Tryptophane en pré&sefin composé ayant une forte
affinité pour le groupement indole, un sel d’argéhexiste en effet une tres grande affinité
de I'argent sous forme ionique pour le tryptophahson groupe indole riche en électrons en
particulier, qui a donné lieu a une abondanterdittée, tant en solution [21] qu'en phase
gazeuse [22, 23]. En solution, des complexes TrpeAo indique le nombre d’ions Agse
forment. Il semblerait qu’il soit difficile d'obténdes complexes = 1 de maniére certaine
mais des complexes entre un Tryptophane et deis pegtiégats d’argent sous une forme plus
ou moins réduite semblent relativement stables.sNvavons pu déterminer dans une étude
complete la stoechiométrie des complexes formése@ant, nous avons remarqué une forte

augmentation de I'’hyperpolarisabilité du Tryptophapres incorporation d’ions Ag

Trp (pH 8.5)| Trp(pH 7) |Trp—10Lys | Trp - Ag Lys

£ L0%esy 206(4) | 286(4) | 183(3) 64 (5) <15

Tableau 8 : Hyperpolarisabilité du Tryptophane palifférents environnements

Il apparait donc finalement, qu’en plus d’'une hyédgirisabilité de I'ordre de plusieurs
dizaines de 18 esu, le Tryptophane posséde une hyperpolarigabéjtant une forte
variabilité en fonction de son environnement. €gitopriété est déja connue en optique
linéaire et utilisée en biochimie [24]. Ces étudeasntrent de maniere trés claire que ce
comportement se reproduit aussi en optique norili@éCette observation pourrait avoir un
intérét dans le cadre d’'une utilisation du Tryptampé comme sonde de son environnement en

régime optique non linéaire.
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2.1.4 Peptides synthétiques

214.1 Tripeptide : Lysine — tryptophane - lysine (W1)

Avant de nous intéresser aux protéines, et en mad® la grande variabilité de
I'hyperpolarisabilité du Tryptophane, une étapeermtédiaire a été nécessaire. Le
Tryptophane a ainsi été incorporé dans des petipdiges, c'est-a-dire des enchainements
courts n'excédant pas 50 acides aminés. Pour urbmopius important d’acides amines, il
est usuel de parler de polypeptides. Ces peptidegette taille ont un grand réle dans le
fonctionnement des cellules mais nous porteron® radtention sur des peptides synthétiques
sans activité biologique. Le Tryptophane posséder& réponse non linéaire quadratique
suffisante ainsi qu’'une grande variabilité vis-a-Wle son environnement, notamment en
surface [20], nous avons porté notre effort surpis peptides contenant des Tryptophanes.
Plus particulierement, afin de mieux comprendre ro@mt Sse construit une réponse non
linéaire quadratique dans un enchainement d’acdesés, quatre petits peptides riches en
Tryptophane ont été synthétisés. Ces quatre psptimi@iennent de 1 a 4 Tryptophanes et des
Lysine uniquement. Afin d’assurer la stabilité clgoe et la solubilité de ces peptides en
phase aqueuse, l'incorporation de lysines est séoescar elles sont trés solubles. Nous
avons montré par ailleurs précédemment que I'hyparisabilité de la Lysine est trés faible.
La variabilité de la Lysine elle-méme n’a pas éiéd&e mais la structure chimique de cet
acide aminé ne comportant pas délectrons dél@slissoutient Iidée d'une
hyperpolarisabilité faible indépendamment de I'eonhement. Le premier peptide est un
enchainement de 3 acides aminés : deux lysinestegptophane, voir Figure 2-9.

o] O O
: : : OH

g

Figure 2-9 : tripeptide synthétique contenant IJptophane au centre et deux lysines.

Tout d’abord, une étude en fluorescence a été mafimede contréler le comportement
de ce peptide. La fluorescence du KWK ou W1 est idée par la fluorescence du
Tryptophane, voir Figure 2-10. La fluorescence payptide est toutefois beaucoup moins
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importante que celle du Tryptophane seul pour u@eenconcentration en Tryptophane.
Aucun décalage notable en longueur d'onde du spéetifluorescence du peptide par rapport

a celui du Tryptophane seul n’est observé cependant
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Figure 2-10 : Fluorescence du tryptophane seuletrgheptide K-W-K

La fluorescence du Tryptophane est toutefois compaowe dépendre de son environnement, le
maximum du spectre de fluorescence se déplacanediizaine de nanometres, de 355 nm
vers 345 nm, lorsque I'environnement devient hgtobe comme dans une insertion du

Tryptophane dans une membrane cellulaire par exe[@gl.

Ce tri-peptide a été étudié en diffusion HRS pamime méthode que précédemment
pour le Tryptophane seul. La concentration en depa été variée entre 20 mM et 50 mM.
Pour ce peptide, les solutions utilisées sont assezentrées car 'intensité reste tres faible.
La valeur de I'hyperpolarisabilité obtenue est Be= (54+ 2)10°° esu. Cette valeur est
étrangement faible par rapport au Tryptophane $&apte tenu de I'étude sur la variabilité
de cette hyperpolarisabilité, il est probable qiumyperpolarisabilité diminue a cause de
I'environnement du Tryptophane. La grande proxind&s Lysines est vraisemblablement
responsable d’'un environnement hydrophobe du TpyEoe a cause des chaines carbonées
saturées. Nous avons vu en effet que le Tryptopleamprésence d’une forte concentration en
lysines, voit son hyperpolarisabilité diminuer mésaas liaison covalente a travers la chaine

peptidigue. Comme les Lysines sont plus procheslgptophane dans le peptide, cette
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décroissance plus importante d’'un facteur 6 envieshassez logique. Afin d’affiner ces
observations, des simulations numériques de dynamapléculaire ont été menées dans le
but de connaitre les conformations de ce tri-peptiedn particulier pour observer les

interactions a courtes portées entre le Tryptopleates Lysines.

Figure 2-11 : trois conformations stables du triptie W1. Simulations de dynamique

moléculaire réalisées par Claire Loison, équipe $tbg-Chimie Théorique au LASIM.

Le tri-peptide possede trois conformations stal@essolution liquide. Deux de ces trois
conformations correspondent a une position du grongole du Tryptophane en regard de la
chaine carbonée saturée de l'une des deux Lysibhas.diminution importante de
I'hyperpolarisabilité du tri-peptide W1 par rapparicelle du Tryptophane seul semble donc

bien provenir de I'environnement hydrophobe proapporté par la Lysine.

2.1.4.2 Peptides riches en Tryptophanes

Nous avons poursuivi I'étude en augmentant le nender Tryptophanes dans des petits
peptides. Le nombre de Tryptophanes varie ains2 de4 mais des Lysines doivent étre

ajoutées pour assurer la stabilité de 'ensemblsoéution aqueuse, voir Figure 2-12 a 2-14.

O (0] 0] O
HZN\/U;N\/U;N\/U;N\/U\
H : H H OH

5B

Figure 2-12 : peptide W2
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Figure 2-13 : peptide W3
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Figure 2-14 : peptide W4

Ainsi, le peptide contenant 4 Tryptophanes possiedelysine centrale supplémentaire car la
séquence comportant 4 Tryptophanes a la suite pésssoluble. Comme pour le tri-peptide,
les spectres de fluorescence ont été effectués ldan®émes conditions de concentration.
Nous ne constatons tout d'abord aucun changemendpxtres pour les quatre peptides. Par
contre, 'augmentation de l'intensité maximale emdtion du nombre de Tryptophane
présents dans le peptide suit bien la loi linéatendue. La pente de cette droite est
cependant plus faible que prévu en considérantsimple addition des Tryptophanes. En
effet, l'intensité obtenue au maximum de fluoreseepour W1 n’est pas quatre fois plus
petite que l'intensité obtenue au maximum de flsoeace pour W4. Le rapport d’'intensité au

maximum pour ces deux spectres n’est que de 2.3.
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Figure 2-15 : Spectre de fluorescence des différpaptides pour une excitation a 290

nm.

Du point de vue de l'optigue non linéaire, la comstion de I'hyperpolarisabilité
quadratique des petits peptides riches en Tryptmshageut étre estimée selon deux
hypotheses, dans les deux cas le Tryptophane @iasidéré comme une source non linéaire
élémentaire. Dans la premiere hypothese, les Tpyatoes d’'un méme petit peptide sont des
sources élémentaires émettant des ondes harmordgquaisase indépendante aléatoire. Dans
ce cas, le processus est incohérent, ce qui peataigre si I'orientation des Tryptophanes est
totalement aléatoire malgré leur proximité. L'ird@d a la fréquence harmonique est alors
une fonction du nombre de Tryptophanes présents tampeptide et par suite, en tenant
compte d’'une superposition incohérente au niveau’atidition des ondes élémentaires
émises par chacun des peptides présents dansiteosptette intensité est aussi fonction du
nombre total de Tryptophanes présents en solubams la seconde hypothése, les ondes
harmoniques élémentaires émises par chacun desophgmes d’'un peptide s’ajoutent de
maniere cohérente, I'addition des ondes élémesta&ingises par chacun des peptides restant
elle incohérente. L'intensité est alors une fonttau produit entre le carré du nombre de
Tryptophanes présents dans le peptide et la caatienmt de peptides en solution. Dans le
premier cas, I'hyperpolarisabilité quadratique ws¢ fonction de la racine carrée du nombre

de Tryptophanes présents dans le peptide alordguog le second cas c’est une fonction
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directe du nombre de Tryptophanes. Ainsi par exempmans le cadre cohérent,
I'hyperpolarisabilité du peptide W2 doit étre égal@ fois celle du peptide W1. Dans le cas

incohérent, le rapport n'est plus qu@. Dans tous les cas, ces deux hypotheses sont
réalisées en négligeant les interactions des Tpypioes entre eux. Les mesures
d’hyperpolarisabilités de ces petits peptides ©chen Tryptophanes montrent un

comportement différent, voir Figure 2-16.

L’hyperpolarisabilité quadratique mesurée pour Ipstits peptides riches en
Tryptophanes augmente de maniere beaucoup plus ddc le nombre de Tryptophanes
présents dans la séquence que dans le cas du nootéeent, voir Tableau 8. Ce dernier
modele est par ailleurs celui qui conduit a la ploge hyperpolarisabilité. Ces résultats
expérimentaux sont donc en contradiction avec fédigtions théoriques ce qui nous conduit
a rejeter les hypothéses initiales. En particulieest probable que les interactions entre
Tryptophanes d’'un méme petit peptide ne puisserd éegligées. Ces résultats sont
intéressants a mettre en parallele avec les résuwtaenus pour la fluorescence. Pour la
fluorescence, l'intensité attendue pour le pepiidé est supérieure de 2,3 fois a celle du
peptide W1 alors que son hyperpolarisabilité est idis plus grande et donc I'intensité HRS
plus de 100 fois plus forte. L'effet observé enigye non linéaire est donc beaucoup plus
violent que l'effet observé en optique linéaire. @sultat démontre une nouvelle fois dans
guelle mesure la variabilité des parametres du tbplane vis-a-vis de son environnement

est importante ainsi que la plus grande sensiliiB®parameétres non linéaires.
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Figure 2-16 : Hyperpolarisabilité quadratiques dépeptides W n = 1...4 (carrés
noir). Construction cohérente de I'hyperpolarisatgéilen considérant W1 comme brique
élémentaire (ligne pointillée) ainsi que les vakeextrémes obtenues en tenant compte de

I'erreur expérimentale.

L’environnement des Tryptophanes dans les différgrgptides joue donc un role
prédominant. Cet environnement proche est occup&gpd.ysines qui solubilisent ces petits
peptides au caractére hydrophobe en raison duteegatydrophobe des Tryptophanes eux-
mémes. Ainsi, dans le peptide W1, la présence dgsings fait fortement chuter
I'hyperpolarisabilité effective du tryptophane. Noavions déja observé cette action des
Lysines non greffées au Tryptophane. Pour le pept, les deux Tryptophanes sont
encadrés pour deux lysines. Malgré linfluence dotlies Lysines et leur affinité pour les
tryptophanes, ces interactions dans le peptide &hs moins prédominantes a la différence
du W1, voir Figure 2-11, en raison de leur locditsaen position extréme. Les Tryptophanes
retrouvent donc un environnement moins perturbélgmiysines bien que des interactions
fortes entre les Tryptophanes puissent subsiditeen résulte ainsi une augmentation
importante de I'’hyperpolarisabilité de W2 par rap@ocelle de W1. Pour le peptide W3, les

mémes considérations sont valides, les Lysineg t#anes a I'écart des Tryptophanes. Leur
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environnement est donc fortement découvert et tl m®bable que les interactions
Tryptophane-Tryptophane dominent, si elles existBour les peptides W2, W3 et W4, les
simulations numériques ont cependant permis de neroqt’il n’existe pas de conformation
stable, contrairement au cas de W1 qui en posseelelés Tryptophanes explorent donc tout
I'espace des conformations a leur disposition. pérpolarisabilité calculée par Tryptophane
présent dans chaque petit peptide se stabilise\W8uet W4, indiquant que les Tryptophanes
auraient rapidement un environnement sensiblendentique. Notons toutefois, que pour des
raisons de solubilisation en milieu aqueux, il @ m¢cessaire de placer une lysine en position

centrale dans la séquence du peptide W4.

w1 W2 w3 W4
[ 10 esy 5.4 (2) 2212 | 4392 | 67.7(2
B (10_3095%b 5.4 11.05 14.6 16.9

Tableau 9 : Valeurs de I'hyperpolarisabilité degppédes et de I'hyperpolarisabilité par
Tryptophane présents dans le peptide.

L’intensité HRS des petits peptides riches en Tagpanes est donc une fonction du
nombre de Tryptophanes présents dans la séqueatte. fGnction n'est cependant pas une
droite. De plus, l'augmentation de I'hyperpolaridigd résultante avec ce nombre de
Tryptophanes est largement plus forte que celldifgr@ar un modele totalement cohérent de
sources non linéaires élémentaires indépendantesc Aes résultats précédents sur la
variabilité¢ de I'hyperpolarisabilité¢ du Tryptophangs-a-vis de son environnement, nos
résultats démontrent clairement que des changemdisvironnement, associés au
remplacement progressif des Lysines comme plushpreoisins par des tryptophanes, sont
responsables de la forte augmentation de I'hyparizalbilité de ces petits peptides riches en

Tryptophanes.
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2.1.5 Peptides membranaires

Apres I'étude de petits peptides synthétiques sde Tryptophanes, nous avons porté
notre attention sur des petits peptides naturelateoant un nombre similaire de
Tryptophanes, c’est-a-dire de un a quatre Tryptopba L’'étude a été circonscrite aux
peptides membranaires qui sont des petits peptglast une affinité importante pour les
couches lipidiques. Ces peptides membranaires g@ssen général des tryptophanes pour
des raisons d’hydrophobicité entre autres. Cepéngaur pouvoir dans un premier temps
faire des mesures en diffusion hyper Rayleigh dérdéterminer les hyperpolarisabilités, ces
peptides doivent d’abord étre solubilisés. Malhasegnent, la plupart d’entre eux ne sont pas
solubles dans l'eau. Ainsi, I'étude de ces petieptigles a été réalisée dans un solvant
différent, le Trifluoroéthanol (TFE). Nous avonssugé I'hyperpolarisabilité de trois peptides

naturels : la gramicidine, I'alaméthicine et la itiile.

FF

A _on
F

Figure 2-17 : trifluoroéthanol.

La gramicidine est un peptide hydrophobe dont tuséce est constituée de 15 acides
aminés dont quatre sont des Tryptophanes. En mit@wrel dans les membranes, la
gramicidine forme des tunnels permettant le pasdagecations au travers de la membrane

[25]. La séquence de la gramicidine est la suivante
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HCO-L-Val-Gly-L-Ala-D-Leu-L-Ala-D-Val-L-Val-D-Val-L-Trp -D-Leu-L-Trp -D-Leu-L-
Trp-D-Leu-L-Trp -NHCH,CH,OH

Figure 2-18 : dimeére de gramicidine et sa séquence

Il est immédiat de constater que ces 4 Tryptophaopsespacés de Leucines. Cependant, ce
petit peptide contient le méme nombre de Tryptopkague le peptide synthétique W4 et il
sera important de comparer son hyperpolarisallitelle de W4. L’hyperpolarisabilité du

TFE a été mesurée tout d'abord par référence extawvec l'eau. Une valeur de
[ =063x10" esu a été obtenue. De méme, afin de pouvoir desecomparaisons avec les

résultats précédents obtenus en solution aqueudeyptophane et la Tyrosine ont été aussi
solubilisés dans le TFE. Pour la Tyrosine, I'hymdapisabilité ne change presque pas puisque

sa valeur estf=(257+3)x10% esu dans le TFE. Pour le Tryptophane, il n'a

malheureusement pas été possible de réaliser larenear celui-ci n’est pas soluble dans ce

solvant. Il est fort probable que des agrégat®sadnt rendant la mesure impossible. Pour la
gramicidine dissoute dans le TFE, une hyperpolaitig de = (485+3)x10° esu est

mesurée.
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Figure 2-19 : Intensité HRS et fluorescence deréargcidine en fonction de la

concentration dans le TFE.

Nous remarquons que I'hyperpolarisabilité de lardcadine est plus faible que la valeur de
I'hyperpolarisabilité du petit peptide contenantryiptophanes, W4. Méme si le solvant est
différent, nous pouvons quand méme noter que Eogrdmicidine, les Tryptophanes sont
espacés par un acide aminé alors que dans le pepyitthétique les tryptophanes sont
proches voisins, deux a deux. Comme déja entreeaépgemment, cette proximité entre
Tryptophanes peut affecter la réponse non linéate modifier I'hyperpolarisabilité.

Néanmoins, d’autres parameétres sont susceptiblgederber le systéeme, conduisant a une
hyperpolarisabilité différente, par exemple lesuires secondaire ou tertiaire. Pour
poursuivre cette étude, il faudrait donc en palitciconnaitre les conformations accessibles

de ces peptides afin de déterminer I'environnementhe des Tryptophanes.

Nous avons ensuite étudié la mélittine, principamposant du venin d’abeille. Ce
peptide est composé de 26 acides aminés et intéoaigiment avec les membranes [26]. Ce
peptide forme en effet des pores a la surface @ashbranes cellulaires, conduisant a la mort
cellulaire [27]. La mélittine a déja fait I'objetadude en Génération de Second Harmonique
[28], mais dans le cadre d’étude en surface. L&tad volume n’a cependant pas pu étre

menée a bien en raison du manque de signal, mafgréconcentration maximale élevée.
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L'une des raisons pour cette absence de signdiéeati nombre de Tryptophanes présents
dans la séquence, réduit a un seul.

Gly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-LetPro-Ala-Leu-lle-Seffrp -lle-Lys-
Arg- Lys-Arg-GIn-GIn-NH2

Figure 2-20 : mélittine et sa séquence d’acidesnasi
L’alaméthicine est également un peptide membrarmgiieen s’associant par 4 ou 6

unités forme des canaux dans les membranes. Celgpegt contient pas de Tryptophane et
sans surprise aucun signal HRS n’a pu étre mesure.

Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-GIn-Aib-Val-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Glu-GIn-Phl

Figure 2-21 : alaméthicine et sa séquence d’acatesmés
De cette étude de petits peptides, nous pouvons clorclure que I'’hyperpolarisabilité
d’acides aminés incorporés dans la séquence a rpun@&surée pour la premiere fois.

Cependant, ces mesures restent difficiles comnmeoletrent les résultats infructueux sur la

mélittine et I'alaméthicine. Dans tous les caspnombre suffisant de Tryptophanes combiné
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a une solubilité suffisante sont nécessaire paginaire le seuil de sensibilité. Nos études
montrent aussi que seuls certains acides amingsaréoulier le Tryptophane et la Tyrosine,

sont de bons candidats comme sources non lined@esentaires endogenes. Il n’en reste pas
moins que I'environnement proche de ces acideseasrest susceptible de considérablement
modifier leur hyperpolarisabilité. De ce point deey le Tryptophane, trés sensible a son

environnement, est une excellente sonde endogene.

2.2 Génération de second harmonique du peptide W4
2.2.1 Introduction

La séquence d’'acides aminés constituée par unession de quelques Tryptophanes
se rencontre régulierement dans les protéineseilgsirDe telles protéines de trois ou quatre
tryptophanes séparés par une lysine ont ainsi deprigtés antimicrobiennes [20] ou
participent a la pénétration des virus au travess embranes [29, 30]. Les interactions de
ces séquences peptidiques riches en Tryptophareeses’ membranes cellulaires, favorisées
par le caractére hydrophobe des Tryptophanes,dsom d’'un trés grand intérét de maniere
générale. En collaboration avec I'équipe de biodsts Organisation et Dynamique des
Membranes Biologiques de I'Université Claude Bednayonl, des mesures de génération de
second harmonique sur des petits peptides richesyptophanes en interaction avec des

membranes ont été effectuées.

La génération de second harmonique (SHG) est uhaopitque supplémentaire adapté
pour I'imagerie en biologie et plus particuliererh&ncaractérisation des interfaces telles que
les membranes cellulaires. Le processus SHG estefé(at un processus cohérent,
correspondant a la conversion de deux photonsédgriénce fondamentale en un photon de
fréequence harmonique. L’intensité SHG dépend daradptiguement du nombre de sources
non linéaires élémentaires. Cette intensité noéalne est par conséquent trés sensible a
I'organisation des sondes a l'interface, contragatra la microscopie de fluorescence a deux
photons, qui est un processus non linéaire incohéf@l]. La génération de second
harmonique a été observée pour la premiére fois danquartz cristallin des 1962 par

Frankenet coll.[32] et peu de temps plus tard observée aussiraertaces par Bloembergen
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et coll. [33]. Cette technique SHG est rapidement devensai® une méthode classique de
caractérisation des surfaces et les premieres ierpés sur des objets biologiques ont été
menées par Freund des 1986 sur des tendons @taf\fin d’obtenir une quantification de
la réponse non linéaire des systémes biologiquesle et Vogel ont étudié des acides
aminés aromatiques adsorbés en surface [5, 35E%4.dipeptides synthétiques a base de
tryptophanes ont en particulier été étudiés et tdinalité clairement observée [38], mettant
ainsi en évidence la signature de la conformatierces sondes moléculaires dans le signal
SHG. Ces travaux ont été étendus a de plus grpssesnes comme la glucose oxydase ou le
cytochrome ¢ [39, 40]. Tous ces travaux ont perdhabtenir des informations, au moins
partielles, sur l'organisation de ces acides amigegsa conformation des protéines aux
interfaces [9, 10].

2.2.2 Montage expérimental

22.2.1 Le puits

Afin de pouvoir étudier les peptides en interacterec les couches lipidiques que
constituent les membranes, ces dernieres sont stft@es et qualifiées de membranes
biomimétiques. Pour reconstituer une telle memhréewe phospholipides sont déposés sur
une interface liquide, usuellement l'interface ead. La densité surfacique en lipides est
contrlée par une mesure de pression de surfatee @embrane est reconstituée dans un
puits en Teflon d’'une aire de 17 cm? et d'un voluto®l de 13 mL, voir Figure 2-22. Ce
systéme est préféré a une cuve de Langmuir caplleme du puits est beaucoup moins
important ce qui permet une utilisation moindre meduits chimiques ou biochimiques
souvent onéreux. Une fois cette membrane recoéstitie peptide est inséré dans le volume
sous la membrane grace a un trou dans le puitefonTafin de ne pas perturber la surface

par une insertion a travers de la couche lipidique.
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Figure 2-22 : Puits en Téflon d’une aire de 17 @né’un volume total de 13 mL.

Un agitateur magnétique homogénéise le volume deligion pour une obtention plus
rapide d’'un équilibre de la distribution volumigaee peptide ajoutée. L’agitation est arrétée
lorsque le laser irradie la surface car elle prodes vibrations qui perturbent I'alignement
des faisceaux. Le puits est rempli d’'une solutiqoneaise tris tamponnée a un pH de 8.5. La

concentration de la solution en peptide injectaes $a surface est de 5.7 mM.

2.2.2.2 Le montage optique

L’interface est sondée par un faisceau Laser feantosle de grande puissance créte
pour une intensité la plus grande possible a lguigace harmonique. Pour pouvoir mesurer
celle-ci avec une résolution en polarisation, umtage en incidence oblique est préféré, voir

Figure 2-23.
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Figure 2-23 : montage expérimental de Génératiosdeond Harmonique de surface

en incidence oblique.

La source Laser utilisée est un oscillateur fentosde Titane Saphir dont la longueur
d’'onde fondamentale a été fixée a 800 nm. Les isipo$s sont de l'ordre de 100
femtosecondes pour un taux de répétition de 80 Mldz polarisation du faisceau laser
incident est linéaire, contr6lée par une lame dentie montée sur une platine motorisée
pilotée par ordinateur. Un filtre rouge supprime f@gotons parasites provenant du laser de
pompe ainsi que d’'un fort signal de générationetmsd harmonique produit dans le quartz
formant la lame demi-onde. Le faisceau Laser easili®é sur la surface grace a une lentille
convergente de focale 10 cm et fait un angle dremvirO° par rapport a la verticale. Cet
angle d’incidence permet un optimum de I'inten§t8G produite sur une interface air-eau.
La puissance laser au niveau de la surface esvicden0.5 W. Le faisceau harmonique est
ensuite collecté par une autre lentille de distdacale égale a 10 cm. Un filtre bleu coupe la
réflexion spéculaire du faisceau rouge toujoursgméafin de ne pas avoir de phénomenes de
doublage de fréquence dans les éléments optiqisents) ceux-ci étant plutbt des éléments
optiques ne pouvant soutenir les puissances cétefréquence fondamentale. Pour pouvoir

sélectionner la polarisation du faisceau harmoniquee lame demi-onde et un cube
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polariseur sont placés devant la lentille qui fszale faisceau a I'entrée du spectrométre. Une
caméra CCD permet I'enregistrement du spectre idéetisité de second harmonique en

fonction de la longueur d’onde, voir Figure 2-24.

1800 —
1600 —
o
T 1400 —
w
1200 —

1000 —

I I I I
385 390 395 400
longueur d'onde (nm)
Figure 2-24 : spectre de seconde harmonique deefface air/eau, polarisation

incidente : 0°. Analyseur : 0°. 60 secondes d’asifjioin, puissance laser 0.5 W.

2.2.3 Théorie

Afin de calculer l'intensité du signal SHG réfléctd linterface, le modéle
communément appelé le modeéle de la feuille de igaldon [41] est utilisé. L'interface est
représentée par un feuillet de polarisation noédire homogeéne situé a I'interface entre deux
milieux isotropes linéaires, voir Figure 2-25. Lalgrisation non linéaire générée a la surface

est de la forme :

P(F 2w) = £,¥ : E(F,W)E(T,w)d(2) (2-1)

avec Jd(z ), fonction de Dirac indiquant que le feuille deg@dation non linéaire est située en

z = 0. E(F,w) est le champ électrique de I'onde incidente aeaivde I'interface. Ce modéle
permet d’introduire les propriétés linéaires duilfeu (milieu m) entre les deux phases
volumiques (milieuxt et2) a travers les coefficients de Fresnel de pasdagenilieuxl et2

au feuillet m. Ainsi, les différentes réflexions et réfractioaschaque passage des ondes

fondamentale et harmonique au travers du feuitdetlméaire sont prises en compte.
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Figure 2-25 : Modélisation de l'interface.

L’intensité obtenue avec ce modeéle est de la fauneante [42]:

2 2w
R el i

3 w
2£,C° Rey/g; ‘Jaé‘" cosg>®

(2-2)

avec .

A=a Xy Sin2ysinC
(3 X + 83X axx +@,X222) COS’ ycOST (2-3)

+a, X« SIN° ycosl

ou les coefficients,, a,,8;,a, eta; sont issus des angles d’incidence et des difféindises
optiques, voir Tableau 10. L’'angleest I'angle de polarisation de I'onde incidenterdque
y = 0 la polarisation incidente est dite p et loesgru= 90° la polarisation incidente est dite s.

L’angle I, angle de polarisation de I'onde harmonique, priemcaussi les valeurs de 0°

(polarisation P) ou 90° (polarisation S) selondepériences.
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coefficient Valeur si I’indic_e de _
I'eau est non dispersif

) 0.342

a, -0.384

a, 0.192

a, 0.322

a; 0.342

Tableau 10 : Valeurs des coefficients dans I'hypséhd’une interface air/eau non

dispersive

Les intensités harmoniques pour les polarisatisoglles P et S en fonction de la polarisation

de I'onde incidente s’expriment donc sous la forme

12 = K|aXxxz sin2y|2 (2-4)
. 2
129 = K|(@ X * BaXpox 84X z22) COS' Y + B X iy SINT (2-5)
90
135 45
L &{:’ A ol
225 315
270

Figure 2-26 : courbes SHG résolues en polarisatier’interface air/eau. Polarisation

P (carrés vides) - Polarisation S (carrés pleins).
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Pour l'interface air/eau pure, en I'absence deg@sipéce en surface, l'intensité SHG posséde
deux maxima pour une courbe polaire en polarisaBoat 4 maxima pour la courbe en
polarisation S. L’ajustement des courbes expériaiestpermet avec les formules (2-4) et (2-

5) de remonter aux différents éléments du tenselgudceptibilit§y , normalisés par rapport

au coefficient le plus important, voir Tableau 11.

Air/eau Air/eau*
Xzzz 1 1
Xoxx | 0.1740.01 0.16
Xxxz | 0.38£0.01 0.39

Tableau 11 : valeurs des éléments du tenseur deptisilité pour l'interface air/eau -
* [43]

2.2.4 W4 al'interface air/eau

2.24.1 Cinétique d’adsorption du peptide W4 a l'interface

Deux types de forces sont responsables de I'adsorgt peptide a une interface : les
forces électrostatiques entre linterface et le tidep et celles liées a son affinité
hydrophile/hydrophobe pour I'un des deux milieuxan@ne l'interface est initialement nue
dans cette premiere étude, seule I'hydrophobiaitpebtide W4 contribue a son adsorption.
Une quantité de 60 puL de solution contenant leigepdst insérée sous l'interface air/eau.
L’agitateur homogénéise la solution pendant 10 rs@es. Ensuite, l'intensité SHG est
mesurée toutes les 60 secondes parallélement anasere de la pression de surface. Les
mesures sont effectuées dans la configuration derigation pP. Nous obtenons ainsi la
cinétique de remontée du peptide a l'interfacer;, Fajure 2-27.
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Figure 2-27 : Cinétique de la remontée du peptideaNinterface air/eau pure

Lorsque le peptide est dans le volume, la presssbmulle et I'intensité SHG est celle
de l'interface air/eau. Cette derniére est prismroe référence des intensités. Le peptide est
initialement dans le volume de la phase aqueusa diffusion harmonique de lumiére, ou
HRS, est trop faible. L’'angle solide de détectishpeu adapté pour qu’un signal soit détecte,
I'ouverture de spectrométre étant de quelquesmeéliies a une distance d’environ 2 m de
I'interface. Seuls les photons émis par I'interfat@épondant aux conditions de réflexion non
linéaire peuvent atteindre le détecteur. Pendanb0® premiéres secondes de I'expérience, le
peptide se trouve exclusivement dans le volumegpeid’intensité SHG et la pression de
surface sont identiques a celles mesurées a fauerair/eau pure. Le signal SHG augmente
ensuite d’'un facteur 4 en moins de 120 seconddse @egmentation est associée au peptide
qui remonte a l'interface par diffusion. Dans lem@étemps, la pression de surface augmente
mais n’atteint un premier plateau qu’en 500 secenBendant 'augmentation de la pression
jusqu’a ce premier plateau, lintensité SHG passpendant par un maximum avant de
diminuer et de se stabiliser a une valeur platddaus remarquons donc que les
comportements de l'intensité SHG et de la presaionours du temps ne sont pas strictement

corrélés.

Pour expliquer les résultats obtenus, nous proosoe approche microscopique. La
susceptibilité quadratique de surface s’écrit enction du tenseur d’hyperpolarisabilité

microscopique [42] :
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‘90 |(32r2 = N<TIiTJj TKk >18micro,ijk (2'6)

avecN le nombre de peptides a l'interfacg, les éléments de la matrice d’Euler permettant
le passage du référentiel microscopique au réfiéemiacroscopique et ou les crochét$

représentent la moyenne sur toutes les orientafwises par les peptides a linterface.
L’hyperpolarisabilité intrinséque d’'un peptide esitée 5. L'intensité SHG dépend donc
quadratiquement du tenseur de susceptibilité. lergpe le peptide remonte a l'interface, le
nombre de peptidesN augmente et lintensité augmente quadratiquement N&n
L’augmentation de I'intensité SHG est donc tréesdepplus rapide que 'augmentation de la
pression qui dépend linéairement du nombre de geptiAprés un passage par un maximum,
I'intensité SHG diminue sensiblement alors que taspion continue d’augmenter. Cette
diminution ne peut donc pas étre attribuée a lairditon du nombreN de peptides a
l'interface. En revanche, une diminution de I'hypaarisabilité intrinseque du peptide ou
une réorientation a l'interface peut expliquer eeliminution. A ce stade, avec les résultats a

notre disposition, il n’est pas possible de coreluun scénario plutét qu’un autre.

2.2.4.2 Etude en polarisation

Les intensités SHG obtenues en fonction des amdgepolarisation dépendent de
I'organisation des molécules a l'interface et der lerientation [44]. En effet, si celles-ci se
réorientent, les éléments du tensefrdans le référentiel du laboratoire changent estl
possible d’en déduire des indications relatives angles que font les molécules avec
l'interface [45]. Une étude en polarisation a étéauée sur I'interface lorsque le signal SHG
est stabilisé, voir Figure 2-28. A partir de I'agmment des courbes, nous avons extrait les
éléments du tenseur de susceptibilité, voir TablgalCes éléments ne changent que trés peu
par rapport a l'interface air/eau pure. Il n'eshdgas possible d’en déduire une réorientation
privilégiée des peptides a I'interface. En effete analyse fine de I'intensité détectée indique
gue celle-ci dépend a la fois de linterface auw/@are, des peptides adsorbés a I'interface et

d’'un terme d’interactiory;, :

2
I SHG OIN peptideXpeptide + Nair/eau)(air/eau + Xl (2_7)
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En présence du peptide, le signal SHG augmente f@icteur 4 par rapport a linterface
air/eau, indiquant que la contribution des peptielgislargement du méme ordre de grandeur
que la contribution de l'interface pure. Toutefdlsgst difficile de discuter de la séparation
des termes propres aux peptides et d’interacticgtteCaugmentation de lintensité en
présence des peptides reste cependant trop faille gouvoir négliger l'influence de la
contribution de linterface pure dans le signal Stk&rimé ci-dessus. Les courbes en
polarisation décrites ci-dessous ne permettent doalheureusement pas de dissocier les
différentes contributions, celles de l'interfacerggudes peptides et d’interaction, et donc ne
permettent pas de déterminer avec plus de détats ghénomeénes de réorientation

particuliere.

8000 —| e
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Figure 2-28 : Intensité SHG résolue en polarisatil’'interface air/eau +W4.
Polarisation P (carrés pleins) Polarisation S (césrvides)

Airfeau |Air/eau + W4

Xzzz 1 1

Xox | 0.17£0.01 | 0.18 £0.02

Xyxz | 0.38£0.01 | 0.3520.02

Tableau 12 : éléments du tenseur de susceptibittiespondant & la Figure 2-28
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2.2.5 W4 aux interfaces lipidiques

2.25.1 Interfaces lipidiques

La présence de Tryptophanes, acides aminés hydsephoonfére au peptide W4 des
propriétés d'affinité avec l'interface air/eau. @eptide posséde également 3 lysines. Ces
lysines possedent une chaine carbonée terminéenpgroupe amine, qui au pH de 8.5 est
chargée positivement par protonation. Cette chamggtive donne donc au peptide des
propriétés électrostatiques qui peuvent étre préummes dans l'interaction avec des
membranes. Ces membranes sont constituées deanstjtgants différents en général : les
acides gras, les triglycérides, les phosphoglyeérites sphingolipides et les stérols [46]. Les
lipides utilisés pour former les membranes sont mmsgs de deux éléments, une téte
hydrophile et une queue hydrophobe constituée diebl carbonées. La membrane cellulaire
est donc formée par une bicouche de ces lipides$ ldotéte hydrophile est orientée vers
I'extérieur et la queue hydrophobe vers lintériele la membrane. Dans les membranes
reconstituées, déposeés a l'interface air-eau, eunke £ouche lipidique est présente avec la téte
hydrophile pointant vers la phase aqueuse et laggdrophobe pointant dans I'air, voir
Figure 2-29.

extérieur de la cellule

air

eau

Membrane

Intérieur de la cellule

Figure 2-29 : schéma d’une membrane lipidique dhulee(gauche) et en dépbt a
I'interface air/eau (droite)
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Trois types de membranes biomimétiques ont étééstaal cours de ce travail : (1) une
membrane constitué de dipalmitoylphophatidylchol{B®PC), lipide chargé positivement,
voir Figure 2-30, (2) une membrane de DPPG, ligilargé négativement a pH 8.5, voir
Figure 2-31, et (3) une membrane formée par un ngélade ces deux lipides dans les
proportions de 30 % de DPPG et 70 % de DPPC. Patenw des conditions similaires aux
membranes, la concentration en lipides a l'intexfacété ajustée afin d’obtenir une pression

d’environ 24 mN/m, ce qui correspond a la prespi@sente dans ces membranes.

(0]
[l
W P /+
O/mo 1O
v\/\/\m( 0 /
(0]

Figure 2-31 : lipide DPPG, anionique.

Avant d’incorporer le peptide sous la surface ligigt, une étude de l'intensité SHG
résolue en polarisation a été effectuée sur las sgstemes lipidiques. Les résultats sont

donnés dans le Tableau 12.

DPPG (30%)

Air/eau DPPG DPPC DPPC (70%)

Xzzz 1 1 1 1

Xoxx | 0.17£0.01 | 0.14 £0.02 | 0.15+0.02 | 0.11 £0.02

Xsoz | 0.38£0.01 | 0.430.02 | 0.41£0.02 | 0.40 £0.02

Tableau 13 : valeurs des composantes des tenseurdgs trois interfaces lipidiques
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Les différences d’intensité SHG relatives pour ilgerfaces lipidiques et l'interface
air/eau sont nettes et peuvent étre attribuéesnatlae différente de linterface puisque les
molécules lipidiques s’orientent éventuellementédédmment par rapport a linterface. En
revanche, entre les différents lipides, la chaygdijue ne modifie pas sensiblement le signal

non linéaire. Notons enfin que ces résultats seaitses dans des expériences non résonantes.

2.25.2 Interaction entre W4 et les interfaces lipidiques

Une fois I'interface lipidique constituée, 8 L peptides W4 ont été incorporés sous la
surface. La quantité de peptide utilisée est bagucmoins importante que lors des
précédentes expériences afin de préserver la cdiptigue. La premiére observation est
que la remontée du peptide donne pour chaque actedes cinétiques tres différentes. Pour
l'interface DPPG, voir Figure 2-32, la remontée peptide est trés rapide, en raison
probablement des charges négatives présentesalanadhe lipidique alors que les peptides
sont chargés positivement a cause des lysinesldteap est atteint au bout de 1000 secondes
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Figure 2-32 : cinétique de remontée du peptiderdadiface constitué de DPPG
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Figure 2-33 : cinétique de remontée du peptideradiface de DPPC

Pour l'interface DPPC, aucune augmentation du sigran linéaire ni aucune
augmentation de pression ne sont observées, vgirrd-i2-33. Le lipide neutre n'a pas
d’affinité avec le peptide qui reste dans le voludeela sous-phase. Dans ces deux cas de
membranes, nous observons une tres bonne corrélatite les mesures de pression de
surface et d’intensité SHG. Nous pouvons raisoramabht attribuer la variation de lintensité
SHG a l'augmentation du nombre de peptides paéwet surfacéN, nombre de peptides a

I'interface, voir équation (2-7).

Figure 2-34 : Modéle de remontée du peptide adiifice de DPPG. Sphére :

tryptophane — Batonnet : lysine
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Par contre, pour la membrane formée par un mélipigeue, la pression n‘augmente
pas de maniére continue et il existe visiblemerst ldgsures de pentes. De plus, l'intensité
SHG augmente dans un premier temps en suivantessipn puis diminue ensuite pour
revenir a une valeur identique a celle obtenue poderface lipidique pure, voir Figure 2-35,
alors que la pression de surface reste a une vetmstante. Les comportements du signal
SHG et de la pression ne sont donc pas corrélémeatans les deux cas précédents.
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Figure 2-35 : Cinétique de remontée du peptidaradiface constituée de 30% de
DPPG et de 70% de DPPC

Dans la phase 1, la pression et l'intensité SHGrTeugent simultanément. Si nous
comparons a la cinétique de remontée avec l'irtertie DPPG pure, la corrélation des deux
mesures montre une augmentation du nonmdrele peptides a l'interface. Toutefois,
l'intensité SHG et la pression augmentent moingefoent pour la membrane mixte DPPG-
DPPC car la présence d’'une plus faible densitéhdeges électriques a la surface contribue
moins efficacement a I'adsorption des peptides.sDanphase 2, trois possibilités peuvent
expliquer une telle diminution de lintensité SHGout d’abord, I'intensité diminue car le
nombre N de peptides a l'interface diminue. Cette hypothest peu envisageable car
'augmentation de la pression au cours de cettsgldémontre plutét que les peptides sont
toujours présents a l'interface. La diminution palairs étre attribuée soit a une réorientation
particuliére des peptides soit a une diminutionlalesaleur des composantes du tenseur

d’hyperpolarisabilité intrinseque du peptide. Déhgpothese ou un seul élément non nul de
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I'hyperpolarisabilité est I'elémemn . ,,, d’'un Tryptophane, alors nous pouvons exprimer

I'élément prédominant du tenseur de succeptibditéconfiguration pP, voir équation (2-5),

en fonction de l'orientation du Tryptophane pammai a I'interface :

N
Xézz)z = £_<CO§ 9>ﬁmic,zzz (2'8)

0

ou @ est I'angle entre I'axe z du référentiel microsqoe du Tryptophane et I'axe Z du

référentiel macroscopique du laboratoire, c’estra-lh normale a l'interface. La composante
X%, s'annule si tous les tryptophanes des peptidesestent parallélement a la surface. |l

est toutefois peu probable que la diminution ob&erge I'intensité SHG au cours de cette
phase puisse étre attribuée a une telle orientatibective des Tryptophanes. L'intensité peut
enfin également diminuer si I'hyperpolarisabilitérinséque du tryptophane diminue. Si le
tryptophane est dans un environnement hydrophobehgperpolarisabilité diminue d’un

facteur 2, cf. paragraphe 2.1.3.2. Lorsque le Tappéne s’insere dans la membrane lipidique
hydrophobe, l'intensité SHG diminue effectivementpcette raison. L’augmentation de la
pression au cours de la phase 2 tend a montrepénétration des Tryptophanes dans la

couche lipidique en accord avec cette origine d#rtanution en intensité SHG.

A)
alr (L
24 < T
O
eau
% 7//\ Phase 2

Phase 1

Figure 2-36 : modéle de I'arrangement du peptidérderface du mélange DPPG-
DPPC.
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Au cours de la phase 2, les lysines du peptidaggrochent des lipides chargés et permettent
aux Tryptophanes de pénétrer dans la couche limdi€ette opération n’'est pas possible
lorsque la membrane est uniqguement composée de OHP€lfet, il semblerait que l'affinité
soit apportée par la charge électrostatique des@IRR interaction avec les lysines
peptidiques. L’encombrement différent entre lescbas lipidiques pures DPPG et mixtes
DPPG-DPPC impose de plus visiblement une fortegaasation. A proximité des lipides

hydrophobes, I'hyperpolarisabilité des Tryptophatiesinue fortement.

Nous avons ainsi clairement mis en évidence ltétilde la technigue SHG aux
interfaces pour étudier I'environnement et l'orgation de petits peptides d'intérét
biologique riches en Tryptophanes en interactioacawne interface lipidique. Ajoutons de
plus que les quantités de peptides misent en jes das expériences sont compatibles avec

les contraintes des concentrations employées ehibide.

2.3 Conclusions

Pour la premiére fois, les briques élémentairasstitmants les protéines, les acides
aminés, ont été caractérisées en diffusion hypgteRgp. Au dela de la simple mesure de
I'hyperpolarisabilité, ces mesures ont montré gexiste une forte dépendance de la réponse
non linéaire du Tryptophane en fonction de son renviement. Cette propriété permet
d'envisager d'utiliser le Tryptophane comme sonde sbn environnement en SHG et
comprendre la construction de I'hyperpolarisabiditésein de peptides. En effet, la diffusion
hyper Rayleigh de peptides riches en tryptophanépertd de [I'environnement des
tryptophanes et donc de maniére forte de la cordtom de ces peptides, que ce soit en
solution ou bien a I'interface, en interaction auee membrane. Comprendre la construction
de la réponse non linéaire des biomolécules pemnett quantifier dans le futur les
hyperpolarisabilités de protéines puis de protéicmsplexes. Toutes ces informations ont
ensuite été mises a profit pour analyser le corepmeht du peptide W4 aux interfaces. Ainsi,
I'utilisation conjointe de la génération de second@rmonique et de la diffusion hyper
Rayleigh a permis d’apporter les réponses aux mumssfondamentales sur les processus de
doublage de fréquence dans des biomolécules etrégat d’envisager des applications de

ces techniques a des fins biochimiques.
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Chapitre 3: Détection de particules uniques et

cartographie HRS en 3 dimensions

3.1 Introduction

La détection d'objets uniques dont les dimensioms $eaucoup plus petites que la
longueur d'onde de la lumiére est devenue un gilafidechnique dans le domaine des nano
sciences. Les nano patrticules, dont les proprtgsiques sont trés variées, sont synthétisées
régulierement dans les laboratoires et la nécesbitétils pour leur caractérisation est
devenue incontournable. Les mesures moyenneséésksir un grand nombre de nano-objets
sont en effet insuffisantes pour donner une imagete de I'échantillon produit. Une grande
dispersion dans les propriétés physiques des nbjetsade synthése est souvent rencontrée
et, par conséquent, ces propriétés physiques dodtenprécisément évaluées. Par exemple,
les images de microscopie électronique en trangmig3EM) permettent d’avoir accés a la
morphologie des particules métalliques de tailleomaétrique ainsi que la taille. Cependant,
une description exacte de la solution de I'écHantiexige des images TEM d'un grand
nombre de ces particules. Néanmoins, les deux elpgsp a savoir d’'une part la mesure sur
des particules uniques répétées sur un grand naselparticules et d’autre part la mesure sur
de grands ensembles de particules, permettentativbdes informations complémentaires.
Récemment, les techniques de particules uniquest@éntppliquées a I'observation de la
partie linéaire des propriétés optiques des namrticpkes métalliques, en particulier les
sections efficaces d'extinction et d'absorptioni ani pu étre comparées a la spectroscopie
d’absorption UV-Visible sur les grands ensemblesndroparticules métalliques dispersées
dans une matrice solide ou dans une solution legyi+3]. Avec ces techniques, des
particules aussi petites que 1,5 nm de diametrét@nbbservées [2, 4]. Ces petites particules
ont également été observées dans le temps au doyxocessus de diffusion. Dans ce cas,
I'accent a été mis sur la localisation de la paleiplutdt que sur ses propriétés optiques.

En SHG, les études sur des particules isoléesraoed [5] bien que l'intérét pourrait
étre important en raison de la nature différentd'atéggine de la réponse non linéaire par
rapport a la réponse en optique linéaire. En effatété rapporté que les propriétés de surface



plutdt que de volume peuvent étre accessibles Bvg@nération de seconde harmonique
(SHG) [6, 7]. Dans les milieux possédant un cedti@version, ce processus de conversion
est interdit dans I'approximation dipolaire élepie. Ce processus ne peut donc se produire
gu’a linterface entre deux de ces milieux, comnestcle cas pour les surfaces d'or ou
d'argent. Ici, il est important de souligner quéddeme des particules, centrosymétrique ou
non, joue un rbéle majeur dans le processus de SHA st toutefois difficile de réaliser la
synthese de particules sphériques, ou autres,iteantnt définies. Les synthéses de ces
particules peuvent donc étre caractérisées ménsguercelles-ci sont dispersées dans un
milieu centrosymmeétrique comme une matrice d'alenoin une phase liquide. Dans ces deux
cas, un signal incohérent de HRS peut étre émisepant des fluctuations d'orientation des
particules dans la matrice [8, 9]. Cette techniquété largement utilisée pour déterminer
I'hyperpolarisabilité de molécules en phase liquidiens le passé [10] et a conduit a
l'observation de trés grandes valeurs de I'hypansabilité pour des particules métalliques

dont le diametre varie entre quelques nanometresestentaine de nanometres [11].

Dans ce chapitre, nous avons pour la premiereréaiésé une série d'expériences ou la
détection d'une seule nano particule d'argent diamétre de 80 nm dispersée dans une
solution aqueuse est obtenue par diffusion Hypeyldgh. Bien que le dispositif
expérimental soit classique, cette détection a gs#tgedes temps d'acquisition longs et le
développement d’'un modeéle statistigue. Dans la ideux partie de ce chapitre, nous
décrirons un nouveau montage expérimental ou lesples métalliques sont dispersées dans
une matrice de gélatine transparente, les particétant alors immobiles a I'échelle des
dimensions du volume sondé et des temps d’acausitia position de I'échantillon est
controlée par 3 platines de translation micromagget il est ainsi possible de faire des
cartographies en trois dimensions de la diffusianmtonique de nano particules uniques. La
technique a préalablement été expérimentée surbilles fluorescentes de latex. Cette
méthode devrait ouvrir la voie a des études plifinée sur les systemes de nano objets
uniques. La détection de molécules uniques a déjaedlisée avec des techniques axées sur
I'émission de lumiere, par exemple par fluorescdi@d, la diffusion Raman [13] ou la
spectrométrie d'absorption [14]. Avec les techniquioptique non linéaire, seule la
génération de deuxiéme harmonique de particulegpuesidéposées sur un substrat [15] et de

génération de troisieme harmonique (THG) [16] déatéudiées.
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3.2 Détection dynamique HRS de nano particules d'ar  gent d’un
diametre de 80 nm

3.2.1 Résultats expérimentaux

La procédure standard dans la déterminationfggdrpolarisabilité de nano particules
métallique par diffusion Hyper Rayleigh consistenasurer de lintensité non linéaire en

fonction de la concentration. Cette intensité stécr

l HRS = G l (i( Nsolvanfﬁszolvant + N partﬂsart) (3_1)

ou G’ est une constante prenant en compte la géendét systeme expérimental, cf. Chapitre
1. Aux fortes concentrations en particules, le narde photons provenant des particules est
nettement supérieur au nombre provenant du solilaegt ainsi facile d’extraire la valeur de
I'hyperpolarisabilité apres normalisation par lathogle de la référence interne ou externe. En
revanche, a de faibles concentrations en partiaui&slliques, la contribution de l'intensité
HRS des particules est seulement une petite frackola contribution du solvant seul et par
conséquent il est nécessaire de faire de longugssiions afin d'améliorer la statistique de
la mesure. Dans le but de détecter une seule plartie principe de la mesure consiste a
compter les photons harmoniques au cours d'unrissfalle de temps, un tres grand nombre
de fois. La diffusion HRS est cependant généralénf@ble et une haute sensibilité de
détection doit étre utilisée. Un autre probléemesené pour la détection des particules est le
probléme de la réponse du solvant. Il est en glatralement plus commode de travailler sur
un fond sombre, c’est-a-dire en l'absence de photpnoduit par I'environnement.
Malheureusement, comme pour les particules, legcutds de solvant produisent un signal
HRS. Cette contribution peut facilement dominerdponse attendue par une seule particule
en raison du grand nombre de molécules de solvaseptes dans le volume sondé. La
principale difficulté dans cette mesure a faiblenaantration réside donc aussi dans la
définition appropriée de la durée de ces petiervatles de temps pendant lesquels la mesure
est réalisée. Le mouvement brownien des particdées la phase liquide les fait entrer et
sortir du volume sondé au cours de I'expériencéorfe concentration, a savoir lorsque le
nombre de particules est élevé dans le volume daan, le nombre de photons

harmoniques émis correspond au nombre de photoisspé&mun nombre moyen de particules
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présentes dans le volume. Les fluctuations du nerdbrphotons comptés dans un intervalle
donné dues aux fluctuations du nombre de particldes le volume sondé sont négligeables
devant les fluctuations propres du taux de compliage a la statistique méme de I'opération
de comptage. Cependant, pour un petit nombre dieydas présentes dans le volume sondé,
et de maniéere ultime lorsqu’'une seule particulepedsente dans le volume, le nombre de
photons comptés correspond a la somme du nombpbatens comptés lorsque la particule

est présente dans le volume et lorsque la partemlest absente. Il s'agit donc d'une valeur
moyenne de ces deux configurations, pondérée patitede la durée totale des deux types de
périodes : lorsque la particule est présente stjlar celle-ci est absente. |l est clair que les
meilleures conditions de mesure sont obtenuesuertadurée d’acquisition est proche de la
durée du temps de résidence de la particule dan®liene sondé, voire inférieure. En

supposant que le mouvement brownien donne uneelisifpérieure pour le temps de

résidence, en phase liquide sans précaution plgtieda convection est aussi présente, cette
durée a été fixée a 0,5 seconde. Cette valeurasstebsur une estimation du coefficient de
diffusion de la particule par la relation de Stdkastein pour des particules de 80 nm de

diamétre en phase aqueuse.

Les expériences ont été menées sur des particalegedt de 80 nm de diameétre (BBI
international) car elles ont une trés forte hyptmpsabilité lorsqu’elles sont irradiées aux
alentours de 800 nm. Leur réponse HRS est en @tfdtée par la résonance de plasmon de
surface située autour de 420 nm [7, 17]. Ensuéte intensités résolues en polarisation pour
des particules de grands diameétres montrent qil mpus favorable de prendre une
polarisation de I'onde incidente a 45° de la dimtiverticale, voir Figure 3-1. Au cours du
processus SHG, un dip6le non linéaire est excitélgpdaisceau fondamental. Ce dernier
oscille a la fréquence harmonique et radie une @ndefréquence harmonique. L'origine de
I'existence de ce dipble non linéaire a été étabbenme provenant de la surface de la
particule pour les plus petites particules. Posrpleis grandes, lorsque le diametre n’est plus
négligeable devant la longueur d’'onde, les effetardés des champs électromagnétiques
doivent étre pris en compte et I'hyperpolarisabitiépend alors du volume de la particule au
lieu de la surface. Dans ce cas, un rayonnemengatlge quadripolaire est émis, a l'origine
de ces courbes en 4 lobes observées, voir FigareEafin, aucune sélection de polarisation
n'a été utlisée sur le faisceau harmonique afinfaloriser la sensibilité du systeme

expérimental.
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270 270

Figure 3-1 : Intensité [, + |, ) résolue en polarisation pour une cellule d’eaugat

une cellule contenant une solution aqueuse de ratioples d’argent de 80 nm de diametre.

Pendant la durée d’acquisition de durée 0.5 sexolednombre moyen de photons
harmoniques mesuré pour I'eau pure est environ8dedt 76 photons/s. La répétition d'un
trés grand nombre de ces petites acquisitions dedes de 0,5 secondes, permet une grande
précision sur la distribution des photons obtehesbruit est considéré comme un bruit blanc
et gaussien et la distribution mesurée expérimem@ht peut donc étre ajustée par une
distribution de Gauss dont I'écart type est édal @cine carrée de la moyenne. Si la période
d’acquisition de 0.5 seconde avait été plus coudedistribution serait passée a une
distribution de Poisson, avec un rapport signallsuit défavorable, puisque le nombre de

photons comptés au cours de la période auraitégdaible.
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Figure 3-2 : Intensité HRS mesurée au cours du $gpaoir une cellule d’eau pure.

Chaque point correspond a un intervalle de tempsaliisition de 0.5 s.

Des mesures identiqgues ont été réalisées sur dasoss de nano-particules de

différentes concentrations, voir Figure 3-3. Toabdrd, il est constaté que la valeur moyenne

pour chaque histogramme augmente linéairement laveancentration de particules comme

prévu, voir Figure 3-4 et Figure 3-5. Plus les ipalés sont nombreuses dans le volume

sondé, plus le nombre de photons harmoniques augneenmoyenne. L'utilisation de la

méthode de référence interne permet de déternaneléur de I'hyperpolarisabilité des nano

particules d’argent de 80 nm de diamétre. La vateesurée deg3 = (171+ 20) x10°*° esu est

en parfait accord avec la valeur mesurée a desotnations beaucoup plus élevées [11].
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Figure 3-3 : Intensité HRS mesurée au cours du sepapir une cellule aqueuse de
concentration 31 fM en particules métalliques. Qlagoint correspond a un intervalle de
temps d’acquisition de 0.5 s.
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Figure 3-4 : Histogrammes des nombres de coups té&sgm 0.5 secondes en fonction

de la concentration en nano-particules métalliques
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Figure 3-5 : Valeur moyenne des distributions pdasées en fonction de la

concentration en nano-particules métalliques.

Toutefois, pour des concentrations faibles corredpot & un nombre discret de
particules dans le volume sondé, la valeur moyetenka distribution n'est plus le parametre
le plus intéressant. En effet, une modificationaldistribution est observée, celle-ci passant
d’'un profil de Gauss a un profil different. Dansréggime des concentrations extrémement
faibles, la distribution est déformée vers les mjtandes valeurs. Il s'agit de la distribution
correspondant a un régime ou une seule particul@résente ou absente dans le volume
sondé. Par conséquent, parmi les différents paramde la distribution, la valeur moyenne
n'est plus le parametre le plus intéressant. It falutdt s’attacher aux moments d’ordre
supérieur, a savoir I'écart type, ou moment derskoodre de la distribution, et la dissymétrie
ou skweness, moment du troisieme ordre. L'écae o la distribution de I'eau est tout
simplement la racine carrée du nombre de photongemoPour les solutions en nano-
particules, l'analyse des distributions des petdescentrations montre que I'écart type

augmente plus vite que la racine carrée de la nmeyeNous pouvons donc introduire un
parametrer = 0/ \/ﬁ , rapport entre I'écart-type de la distribution et la racine carrée de sa

valeur moyenney, égal a l'unité pour les solutions d'eau pure. Nobservons que
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augmente en fonction de la concentration de pdescde maniére non linéaire, voir Figure
3-6. Cela indiqgue en particulier qu'une autre dbation que la statistique propre de
comptage est a l'origine des fluctuations du nondierehotons harmoniques détectés pendant
les courtes périodes de 0,5 secondes. L'origireetie contribution est la fluctuation au cours
du temps du nombre de particules séjournant dansliene sondé. La dissymétrie de la
distribution du nombre de photons harmoniques miEsségalement un comportement
différent de celui observé pour I'eau pure. Dansds de I'eau pure, la distribution est
gaussienne et sa dissymétrie est donc nulle. Resursolutions de nano particules, la
dissymétrie augmente avec la concentration decpéet, atteint un maximum puis tend
ensuite lentement vers zéro a nouveau. Ce retoswe valeur nulle indigue un retour a une

distribution gaussienne lorsque le nombre de pdescdans le volume sondé est suffisant.

r

—m— SUJoWASSIp

1.0 l | [ I { 1 0.0
0 20 40 60 80 100

Concentration (fM)

Figure 3-6 : Parametre r et dissymétrie des disitibns de comptage en fonction de la

concentration en nano particules

3.2.2 Modélisation

Afin de compléter ces observations et d'en extrd@® informations quantitatives, une
approche microscopique de la procédure de compkagdotons a été développée. Pour I'eau
pure, une distribution de Gauss, dont le nombreanale photons harmoniques détectés est
de 38 par 0,5 secondes et I'écart-type est égalradine carrée de la valeur moyenne, est

obtenue. Pour les autres distributions, la prohiékile trouver une particule dans le volume
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de I'échantillon peut étre obtenue par une anal¢seillée de la dynamique des particules
dans la phase aqueuse. Mais étant donné que ler@aalparticules dans ce volume est trés
faible, la probabilité de trouver la particule dd@solume sondé pendant un laps de temps de

0.5 secondes est décrite par une distribution dEs&w.

P.(k,A)=e" (3-2)

avec A la valeur moyenne du nombre de particule dan®lenve sondé et le nombre de
particules dans le volume. Si une particule essgate dans le volume sondé, la distribution
de lintensité mesurée est la somme de deux digioiis gaussiennes. La premiere
distribution est celle correspondant a la distitutobtenue pour I'eau pure. La seconde
correspond a celle de la nano particule seuleobanse de ces deux distributions gaussiennes
conduit & une nouvelle gaussienne dont la valewemue est la valeur moyenne obtenue
pour I'eau plus la valeur moyenne obtenue pour paréicule, inconnue ici, et dont I'écart-

type est la racine carrée de la valeur moyenne.

2

N (:u = :ueau + /’Ipart ! 02 = Ueau + a;art) = N (:ueau’ a:au) + N (/’Ipart ! Uﬁart) (3_3)

avec U= 38 pour 0.5 seconde ¢t _, est la moyenne de la distribution obtenue pour une

part
particule considérée dans le vide. Cependant, ats @es 2000 acquisitions de 0,5 secondes
réalisées, le nombre de particules dans le voluemie et la probabilité de trouver un nombre
donné de particules dans le volume sondé est pémdgar la probabilité de Poisson
correspondante. Par conséquent, la distributioaldirest un mélange de distributions de

Gauss pondérées par la probabilité de présengeadiésules, voir Figure 3-7.
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Figure 3-7 : (haut) Schéma du faisceau laser ersg@née de nano particules. Seules les
particules dans le volume sondé (carré) participgtiemission de photons harmoniques.
(Bas) Principe de construction de la distributiamaiement observée pour le taux de
comptage en fonction de l'intensité d’'une particei@le son temps de présence dans le

volume sondé.

Pour rendre compte du comportement observé lors algeriences, plusieurs

simulations pour lesquelles,, varie ont été effectuées. Le paramete la dissymétrie ont

été extraits en fonction dé, nombre moyen de particules dans le volume soraléFigure
3-8 et Figure 3-9.
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Figure 3-8 : paramétre r pour différentes valeuesd _. en fonction del, le nombre

part

moyen de particules dans le volume sondé.
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Figure 3-9 : dissymeétrie pour différentes valeues/d,,, en fonction del, le nombre

art

moyen de particules dans le volume sondé.
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Lorsque la concentration en particules augmenteatation du nombre de particules
dans le volume augmente également. Cela conduiteaaugmentation de I'écart-type en
fonction de la concentration ainsi que du parameétr®e méme, la dissymétrie de la
distribution est une conséquence de la dissymerila distribution de Poisson lorsqdeest
faible. Pour un nombre de particules inférieur @ahs le volume sondé au cours d'une
période, la distribution de Poisson est tres digstginue alors que pour un grand nombre de
particules, la distribution de Poisson tend verg distribution de Gauss symétrique. La

dissymeétrie tend donc vers 0 aux plus grandes obrat®ns.

3.2.3 Comparaison théorie et expérience

Aprés avoir obtenu expérimentalement le paranrétda dissymétrie en fonction de la
concentration en mol/L des particules, ces mémeanpetres ont été obtenus théoriquement
en fonction du nombre de particules dans le volgoraé. Nous devons maintenant réaliser
une correspondance entre ces deux échelles pownterma des informations quantitatives

sur le nombre de particules présentes dans le \whandé.

L'ajustement entre les distributions expérimentatasalculées a été effectué en utilisant
un test de minimisation du paraméé. Le meilleur ajustement a été trouvé pour uneurale
Hoan =24t 4coups en 0.5 secondes. Pour faire correspondrieellécexpérimentale en
mol/L et I'échelle du modéle en particules/volumende, un facteur d'échelle doit étre
introduit. Afin de déterminer la valeur de ce fagtel’échelle, un test de minimisation du
parameétrey® a permis de trouver la concentration corresponddat présence d'une seule
particule, en moyenne, dans le volume de I'’écHantilCe parametre est =29fM , voir

Figure 3-10 et Figure 3-11. Un accord parfait paudissymétrie et le parametren'est pas
parfaitement obtenu. Toutefois, plusieurs amélionst pourraient étre apportées au
modéle, en particulier la prise en compte du pudil'intensité du faisceau fondamental dans

la cellule.

A l'aide des deux paramétres et Hoan» 'Nyperpolarisabilité des particules d'argent

métalliques dont le diamétre est de 80 nm peutd&rerminé. L'intensité HRS mesurée pour
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le solvant estl [*° = N_, B>, et est égal a 38 coups en 0.5 secondes pour uagsption

eau

d'entrée de 45°. Pour une seule particule métallaans le volume sondé, l'intensité HRS est

I HRS
part

=a[3’§art et est égale a 24 coups en 0.5 secondes pour i@ neénfiguration de

polarisation. En utilisant la référence pour l'epure et la valeur du parametre,

I'hyperpolarisabilité obtenue pour les particules g = (2061 20)><1O‘25 esu, ce qui est en

bon accord avec la valey? = (171+ 20)x10™° esu obtenue précédemment.

0 20 40 60 80 100
Concentration (fmol/L)

Figure 3-10 : Parametre r expérimental (pointskatculé (ligne) en fonction de la

concentration en nanoparticules métalliques
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Dissymétrie

0.0é . 1 . 1 . I . 1 . ] .
0 20 40 60 80 100

Concentration (fmol/L)

Figure 3-11 : dissymétrie expérimentale (pointsyadtulée (ligne) en fonction de la

concentration en nanoparticules métalliques.

Enfin, le volume sondé au cours de I'expériencé passi étre estimé :

Veff = = (40/1“])3

1
aNa
avec N, le nombre d'Avogadro. Cette valeur est en bonrdcaeec la puissance de I'objectif

du microscope égale’a 16

En conclusion, nous avons démontré que la diffudttyper Rayleigh, technique
d'optique non linéaire largement utilisée pour cdnaser les nano-objets a I'échelle des
grands ensembles, est assez sensible pour éisgaitdu niveau de la particule unique. Le
signal résultant de la présence d'une seule prtians le volume sondé a été obtenu a l'aide
de la référence a un signal de fond connu et gaadtanalyse statistique des données, en
particulier des deuxieme et troisieme moments desilwltions des taux de comptage.
L'utilisation d'une procédure d'ajustement entre dwnnées expérimentales et celles du
modele a permis d’obtenir I'hnyperpolarisabilité mhaticules d’argent d'un diamétre de 80 nm.
La valeur absolue de 24 coups par 0.5 secondeswsbigour une particule est relativement
importante par rapport au solvant pur mais le tem@sdiffusion des particules dans le

faisceau laser ne permet pas d’étudier la mémepkerau cours de I'expérience. Dans le but
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d’étudier une seule et méme particule il est négessle la figer dans la solution. Plusieurs
possibilités sont envisageables, nous proposonsldér une premiere méthode dans la suite

de ce chapitre.

3.3 Cartographie 3D de micro et nano particules en HRS et
Fluorescence

3.3.1 Montage expérimental

3.3.1.1 La matrice de Gélatine

Pour figer les nano particules dans la cellulecgttiouer les études optiques sur une
seule d’entre elles, il est nécessaire de rechenchematériau transparent aux longueurs
d’'onde d’excitation a 800 nm et d’émission harmaeiG 400 nm, ayant de plus une faible
efficacité non linéaire pour ne pas masquer le aigorovenant des nano particules et
suffisamment rigide pour éviter la diffusion degtjgalles au cours du temps. Notre choix
s'est porté sur des gels organiques, faciles @atibn plutét que des matrices cristallines
dont nous ne maitrisons pas les procédés de febric&armi les gels organiques, le gel
Agar-Agar constitué d’agarose, un polymére non fiagmile Carageenan constitué de
polysaccharides extrait de I'algue rouge ainsi tpugélatine BLOOM 250, parmi les plus
rigides des gélatines, ont été caractérisés en &tR8 absorption linéaire, voir Figure 3-12.
Les gels sont obtenus en portant la températuraédange eau-gel au-dela de la température
de liguéfaction, environ 70°C, pendant 20 minutesrelaissant refroidir a 4°C pendant 12

heures.
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Chapitre3 : Détection de particules uniques et cgraphie HRS en 3 dimensions

>
©
L
«©
(]
ko
©
£
(®)
[
%)
14
T
385 390 395 400
longueur d'onde (nm)
2.0 T
“‘f\ ——eau pure
Gelatine 250 (2%)
1.5 ——Gelatine 250 (4%)
° ——Gelatine 250 (6%)
3! ——Gelatine 250 (8%)
3 10 ——Agar-Agar (1%)
§ ——Carageenan (1%)
<
0.5
ook | i— i ' : :

300 400 500 600 700 800
longueur d'onde (hm)

Figure 3-12 : Spectre HRS et absorption linéaire déférents gels

La forte diffusion Rayleigh des deux gels végétdixgar-Agar et le Carageenan, a
400 nm ne permet pas leur utilisation dans nosrexpees bien que ceux-ci aient un signal
HRS relativement faible. Le signal provenant desonparticules serait en effet perdu par
diffusion a la fréquence harmonique. En revanchgélatine faiblement concentrée est tres
transparente a 400 nm. Les intensités HRS sord 2ret 3 fois plus importantes par rapport a
'eau mais ces valeurs restent raisonnables. Eet, dféau pure produit 38 coups en 0.5
secondes et, d'apres la Figure 3-12, la gélatineeeft et 114 coups en 0.5 secondes, a
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comparer a une particule qui produit 24 coups seeid. L’augmentation de signal provenant
d’une particule reste dans ces conditions toujoigible si nous considérons que la sensibilité
est plus proche de 10%. Des expériences qualitatigediffusion d’encre dans les différentes
solutions de gélatine ont montrées que la soludmmt la concentration en gélatine est de 2%
est encore trop liquide. Notre choix s’est portgrahaturellement sur la solution de gélatine
4%.

3.3.1.2 Le porte-cellule motorisé

Afin de pouvoir trouver une nano particule dansdaition de gélatine, il est nécessaire
de déplacer I'échantillon devant le point de fcgation du laser. Pour cela, la cellule
contenant la solution est supportée par 3 platiieesanslation micrométrique (platine MFA-
CC Newport) afin de pouvoir déplacer I'échantilldans toutes les directions. Chaque platine

a une répétabilité relative de 1 um et une répitabbsolue de 5 um.

Lentille de collection

Obijectif de microscope

-ﬁ

Figure 3-13 : schéma du montage expérimental aagaxes X, Y et Z de déplacement

de la cellule.

Le déplacement de la cellule dans les trois dwestiperturbe toutefois le signal HRS
détecté. En effet, les déplacements selon lestidinscX et Y sont réalisés dans le référentiel

du laboratoire par modification de la position dunp de focalisation. A cause de la variation
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Chapitre3 : Détection de particules uniques et cgraphie HRS en 3 dimensions

de I'épaisseur de gélatine traversée, l'alignenssitmodifié ce qui engendre une perte de
signal. En revanche, le déplacement selon la dwed n’engendre aucune modification.
Afin de définir l'intensité HRS en fonction de lagtion de la cellule, une cartographie selon

les directions X et Y sur une cellule d’eau pugte@amenée.

500

Intensité HRS (u.a)
|

Figure 3-14 : Intensité HRS d’une cellule d’eau @sgelon les directions X et Y variant

entre 0 et 1 mm avec un pas de 50 pm.

L'éloignement de la cellule de I'objectif de micoope lorsque la position selon la
direction Y augmente entraine une diminution imgate du signal a cause du désalignement
du point de focalisation. Cependant, entre Y = ¥ et500 um, le signal HRS reste suffisant
pour avoir un bon rapport signal a bruit. Dansuies les expériences se dérouleront le plus
souvent possible dans ce domaine ou le signal faste
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3.3.2 Bille de latex en fluorescence

La caractérisation du montage expérimental a éfécteBe avec des billes de
polystyrene dopées en colorant organique dontuardscence permet d’obtenir un signal
beaucoup plus important que le signal de diffusion linéaire d’'une nano particule d’argent.
Les billes de polystyréne ont un diamétre de 300ebrsont dopées par de la fluorescéine.
L’excitation & 800 nm des billes produit une fllswence multiphotonique dont le maximum
d’émission est a 486 nm, voir Figure 3-15. Lesekikont trés petites devant la taille du col du
faisceau au point de focalisation et peuvent dowore étre considérées comme ponctuelles.
La cartographie des billes de polystyréne dopéemgteainsi de cartographier le profil du

faisceau laser.

120x10°
B O
60 |-
Cri
20
20 HO o) 0

ol l | ]
350 400 450 500 550 600

o<}
o

Fluorescence (u.a)

longueur d'onde (nm)

Figure 3-15 : Spectre de fluorescence excitée arBdgauche) et formule développée

de la fluorescéine (droite).

La solution est composée de gélatine BLOOM 250 aet%’une concentration de

122x10° billes/mL. La détection est réalisée au maximugndssion de la fluorescence, a
486 nm. Pour obtenir la taille du col du faiscesangverse, une cartographie en deux
dimensions, selon les directions X et Z a été affszavec des pas de 3 um, voir Figure 3-16.
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Chapitre3 : Détection de particules uniques et cgraphie HRS en 3 dimensions
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Figure 3-16 : cartographie de 2 plans Y = Cte d’wswution 122x10°billes/mL de
billes de polystyrene dopées en fluoresceine dargelide gélatine. Pas de 3 um. Acquisition
de 2 s par pixel. Zone 1 : pixel de bruit absentndplan a 'autre — Zone 2 : bille de

polystyréne.

La cartographie de deux plans Y = Cte a été eféectans le but de discriminer le
signal provenant d’'une bille de polystyrene de icetavenant d’un artefact. Sur la Figure 3-
16, la zone 1 présente ainsi un pixel dont l'in&nest tres différente sur les deux plans. Il
s'agit d'un pixel pour lequel un bruit anormal & énregistré. La zone 2 représente par contre
un objet qui est présent sur les deux plans auxesénsitions en X et Z. Il s’agit d’'une bille
de polystyrene. En effet, le signal de fluorescedes billes de polystyréne s’étend sur
plusieurs pixels selon la direction Y en raisonlaléongueur de Rayleigh du faisceau laser
focalisé. Pour déterminer précisément la tailleceecol, la fonction d’auto corrélation entre

les deux plans a été obtenue, voir Figure 3-17.
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Figure 3-17 : (Gauche) Auto corrélation en 2 dimens du plan Y = 0. (Droite) Auto
corrélation en X = 0 (points) ajustée par une faotgaussienne (ligne). La largeur a mi-

hauteur vaut 5.35 pm.

Deux longueurs de corrélation contribuent a la fiemc d’auto corrélation : les
corrélations du bruit dont la longueur caractégisti est de I'ordre de la taille d’'un pixel, le
pixel en (0, 0) posséde donc une valeur trés élatdes corrélations provenant de la largeur
du profil du laser. Le profil du laser est de forgaissienne. Sa fonction d’autocorrélation est
donc également une fonction gaussienne dont I'édgpet est 2 fois la taille du col du

faisceau. Nous obtenons ainsj,, = 267um. Il s’agit la de la taille du col du faisceau non
linéaire puisque le processus d’émission est ucgssus de fluorescence a deux photons.

Pour obtenir le col du profil du laser, le col noraire est multiplié paﬁ/E. Nous obtenons

donc w, = 377um pour le faisceau fondamental. Pour détermineailke tcaractéristique du

profil longitudinal du laser, plusieurs cartograggides billes pour des profondeurs Y

différentes ont été effectuées.
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Figure 3-18 : Cartographie de fluorescence de biltie polystyréne pour plusieurs

plans Y = Cte.

La position de la bille sur les différentes cartggries en Y n’est pas strictement
identique car la précision absolue de 5 um dempkane le permet pas. L'intensité des pixels
au centre de chaque zoom reste approximativementiggie sur les trois premiers plans
avant de décroitre pour étre nulle sur le plan00=ftm. Cette mesure permet d’estimer la
taille caractéristique du profil longitudinal deséa.. Celui-ci possede une longueur d’au moins
75 pum. Connaissant la dimension transverse dul@aklation suivante permet de donner

aussi une longueur caractéristique [18] :

| = kwg (3-4)
aveck le vecteur d’onde. La longueliobtenue est de I'ordre de 150 um, compatible aaec |

mesure. Cependant, la réalisation de cartographiesles distances aussi longues n’est pas

possible a cause de la perte de signal causéee ggshlignement de la mesure. De plus,
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notons aussi que la mesure réalisée est peut Btaehée d’erreur en raison du photo-
blanchiment des billes de polystyréne au coursethps. Ce blanchiment conduit & une perte
de signal. Malgré ces restrictions, les expériendésrites ici ont permis d’obtenir une

caractérisation du profil du faisceau laser auanivéu point de focalisation.

Lors des expériences sur les nano particules nugted, une valeur daé40|1m)3 pour le

volume sondé a été déterminé en paragraphe 3.2A8e@ux cartographies, le volume non

linéaire du col est ;

V = w3l

nl'nl

=~ (18um)* (3-5)

Cette valeur plus faible du volumé peut s’expliquer par le fait que les nano parésul

d’argent situées au-dela d’'une distance égalevaléaur du col de I'axe du faisceau participent
a la production de photons harmoniques. Le voluéterthiné a 'aide du col est alors égal au
volume sondé si les particules participant au msue HRS sont situées a une distance

maximale dw, , de I'axe optique du faisceadinsi, les particules d’argent devraient étre

visibles sur au moins 4 pixels.

3.3.3 Particule d’argent de diamétre 80 nm en diffu  sion Hyper Rayleigh

Les nano particules d’argent de 80 nm de diamettaine forte hyperpolarisabilité et
les expériences précédentes en solution liquidetnernque la détection d’'une particule
unique est possible. De la méme maniére que les e polystyréne, une solution de nano
particules a été gélifiée. Les signaux plus faildes les nano particules nécessitent de
compter plus longtemps sur chaque pixel, enviregedondes au lieu de 1 a 2 secondes pour
les billes, afin d’augmenter le rapport signal suit. Il faut compter d’autant plus longtemps
que la puissance du laser a été diminuée pour siemdommager la gélatine, en passant a
environ 150 mW au lieu de 400 mW de puissance muy@m sortie de source laser. Sur la
cartographie, voir Figure 3-19, un pic de signaht@nique est présent a la méme position sur
deux plans successifs et la tache mesurée suateqgaicupe plusieurs pixels. L’intensité au
maximum est de 500 coups alors que le fond deigélast de 200 coups environ. Ce signal

est plus important que le signal observé dansxpsérences en solution liquide ou il s'agit
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d’'une moyenne sur un grand nombre de particulésl’dmission de photons harmoniques
dépend de l'orientation et de la taille exacte al@drticule unique ; Il est donc possible que
cette intensité résolue en polarisation d’'un ohbjeique soit assez différente des valeurs
moyennes obtenues pour des grands ensembles, igoireF3-1. Dans les cartographies
Figure 3-19, il est attendu environ 5 nano paréiswsur le plan. Or une seule particule est
observée sans ambiguité. Il est possible que tessaparticules soient plus petites que 80 nm
de diametre et que leur signal soit donc trop éagmur étre détecté ici. Leur orientation peut
aussi étre telle que pour la polarisation d’exmtat 45°, elles ne soient pas tres visibles. Les
expériences devant apporter la preuve irréfutabléadorésence d’'une nano particule n’ont
pas encore pu étre menées a bien et sont en &ugarticulier, une étude en fonction de la

longueur d’onde pour mettre en évidence les etfetedsonance ou une étude en polarisation
doit étre entreprise.

Figure 3-19 : Cartographie 3D de diffusion HyperyRagh d’'une solution de nano
particules d’argent de 80 nm de diameétre. Les pkord espacés de 5 um et font 120 um X

120 pum. Présence probable d’'une nano particulededwsur les deux plans.

3.4 Conclusions

Nous avons démontré que la diffusion Hyper Rayleigbhnique optique non linéaire
largement utilisée pour caractériser les nano-slgdechelle des grands ensembles, est assez

sensible pour étre utilisée au niveau de la pdetianique. Dans les expériences en solution
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liquide, une concentration de 29 fM en particuléargent de 80 nm de diamétre permet
d’obtenir une seule particule présente en moyerames de volume d’excitation. Le signal
résultant de la présence d'une seule particule Bamslume a été comparé a un modéle
statistique simulant en particulier les deuxiemdreisieme moments de la distribution de
photons harmoniques. L'utilisation d'une procédu@justement entre les données
expérimentales et le modéle a permis ensuite derrdigter I'hyperpolarisabilité des nano
particules. Ces expériences en solution liquidenoontré la faisabilité d’études de particules
uniques figées dans une matrice de gélatine tramsiga Les cartographies obtenues dans ce
chapitre sont les premiers pas vers des expériatecdgfusion Hyper Rayleigh sur des nano
particules uniques et des études complémentaireerdoétre menées afin d'apporter de

nouvelles informations montrant la pertinence dleseexpériences.
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Chapitre 4: Arrangements moléculaires

centrosymétriques

4.1 Introduction

Jusqu’a présent, la majeure partie des études SptE@sur des systemes moléculaires
considérés comme des sources ponctuelles. Néanmméowmment, ces études ont évolué
vers des systemes de plus grandes dimensions, ldagesy de molécules ou structures
similaires comme les nano-particules métalliqugsofl des petits peptides [2]. L’intensité
SHG émise par ces ensembles de sources est uneesapohérente des intensités de second
harmonique de chacune de ces sources si aucutierr@la phase ne les lie. Dans le cas de la
réponse d’'assemblages moléculaires, l'intensité &btGgalement la somme incohérente de
la réponse SHG de chaque assemblage. En revanohe,ces systemes, a l'intérieur de
chaque assemblage, la réponse de second harmaquevient pas d’'une seule source mais
de plusieurs sources, corrélées entre elles. Alasigponse SHG de l'assemblage est la
somme cohérente des champs émis par les différenteses de I'assemblage. Il est ainsi
possible de reconstruire la réponse SHG d’'un algjatme la somme de plusieurs éléments
arrangés spatialement. Cette réponse dépend aftement de cet arrangement spatial. Ainsi,
si les assemblages sont centrosymeétriques, la $épBHG est nulle dans I'approximation
dipolaire électrique. Toutefois, lorsque les asdages ont une taille suffisante par rapport a
la longueur d’onde, le formalisme théorique momfue I'approximation dipolaire électrique
ne suffit plus. Comme les assemblages ne sontpmuastuels, il faut en effet prendre en
compte la variation spatiale du champ a I'écheid’dssemblage. Les termes associés sont

appelés les termes retardés.

Dans ce chapitre nous allons développer la thétwita diffusion hyper Rayleigh afin
de mettre en évidence les termes retardés. Le fismmeultilisé ici est basé sur le formalisme
utilisé au Chapitre 1 pour la réponse dipolairetéigue uniguement. Dans un premier temps
nous nous intéresserons a des assemblages malésusianples ou les termes retardés ne sont
pas prépondérants, pour poser le cadre générabrchalisme. Ensuite nous étudierons des
systémes centrosymétriques, pour lesquels, dappréaimation dipolaire électrique, il ne



peut y avoir de génération de second harmoniquey;, pttre en évidence uniquement les
termes retardés. Nous développerons deux typesatddages centrosymétriques. D’abord,
les assemblages centrosymétriques ordonnés a syrsglrerique dont les micelles sont un
modele de répartition. Ensuite, nous verrons destesyes macroscopiquement
centrosymétriques comme les liquides purs telssldgants ou l'organisation au niveau
moléculaire entraine des brisures locales de cgymtrétrie rendant possible la génération de
seconde harmonique. La présence de ces effetdéstaécessitera des études expérimentales

résolues en polarisation pour mettre en évidensetractures a grande échelle.

4.2 Diffusion non linéaire d’assemblages : formalis me
4.2.1 Rappel sur la réponse dipolaire électrique

Le probleme de la diffusion non linéaire peut &gerit dans le cadre des ondes planes.
Dans ce cas, le milieu est excité par une ondeepjatarisée rectilignement de la forme

suivante :

E(F', @) = E, (X cosy +Y siny)e & (4-1)

avec comme vecteur d’'onde & la fréquence fondameekta kZ = n” w/cZ . Le dipdle induit

par ce champ électromagnétique peut s’écrire entitom du tenseur d’hyperpolarisabilité
dans le référentiel du laboratoire mais égalemerfoection du tenseur d’hyperpolarisabilité
dans le référentiel microscopique (référentiel dumposé) a condition d’effectuer un

changement de référentiel grace a la matrice asftsemation des angles d’Euler :

P(F' 2w) = B, : E(F', )E(F", ) (4-2)
P(r" 20) =T(6,4.4) B, E(T", W E(", ) (4-3)

Dans la configuration expérimentale choisie, lengh&mis en zone lointaine de radiation par

le dipdle rayonnant se met sous la forme :
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jz[(YXP(r 2a)))><Y]e ‘ r| (4-4)

E(F,F" 20) =(

avec K =2n*“w/c, le vecteur d’onde a la fréquence harmonique. &idant la durée

d’interaction, il existe une relation de phase emds différents dipbles élémentaires, alors le
champ total émis par le milieu est la somme demplsaémis par chaque dipdle. Dans ce cas,
'onde émergente est cohérente. Au contraire spheses entre les différents dipdles sont
aléatoires, alors seules les intensités sont somméa’y pas de cohérence entre les sources
et 'onde émergente est dite incohérente. Dansatlrecde la somme cohérente de dipbles

rayonnant, le champ émis au second harmonique ssaue la forme :

iK(F-r")

J Z[(Yx B(F 20) )%V ]T‘—ﬂ (4-5)

Ep (F.20) = Y E(F,F;".200) = (

Le champ harmonique dépend désormais de la somsehdenps générés par chaque
dipble élémentaire. Pour pouvoir exprimer le tensBhyperpolarisabilité de I'assemblage,
c’est-a-dire la collection d’'un nombre donné debdtBp élémentaires ayant une relation de
phase entre eux fixée, il est utile d’introduire néférentiel intermédiaire entre le référentiel

microscopique et le référentiel macroscopiquechéa I'assemblage.

4.2.2 Référentiel mésoscopique

Précédemment, la diffusion non linéaire a été @&faomme la diffusion d’'une onde
harmonique paN objets ne présentant pas de relation phase emtreL®nde diffusée est
donc incohérente. Désormais, il s’agit d’assembimaniére cohérente dans un référentiel
intermédiaire, le référentiel dit meésoscopiquey objets ou dipOles élémentaires
microscopiques eq objetsmésoscopiques. Evidemment,>> q. Le nombre total de dipdles
dans la solution est d¢ = m qet l'intensité totale incohérente est la sommeidensités
provenant desy assemblagesLe champ provenant d’'un assemblage est par cdatre

superposition cohérente des champs provenamhadgets constituants les assemblages.
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e %q<i E (F 20)E, (F,2w)> (4-6)

ij=1

Ainsi, lintensité HRS contient donc des informaso sur ['organisation de
'assemblage. Pour calculer le tenseur d’hypergdailité dans le référentiel mésoscopique
de cet assemblage, la somme des tenseurs d’hypsspdilité microscopique doit étre
réalisée en prenant en compte l'orientation etolsitpn de chacun des dipbles élémentaires
microscopiques. Puisque ces travaux sont réalisésileeu liquide, le théoréme d’ergodicité

impose ensuite d’effectuer la somme sur toutesofemntations possibles de I'assemblage,

voir Figure 4-1.

Référentiel du laboratoire
A
/3

———>

]‘ Référentiel microscopique

»
»

Référentiel mésoscopique

Figure 4-1 : Les différents référentiels pour ldata de l'intensité HRS diffusée en

fonction des assemblages.

4.2.3 Exemple : le Cristal Violet

Nous présentons en guise d’application I'exemplerisial violet [3, 4]. Cette molécule

est composeée de 3 cycles aromatiques équivalentsetiant une deélocalisation de la charge
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négative sur I'ensemble de la molécule. Ces trgides sont des systemes d’électrams
délocalisés ayant chacun de part et d’autre uresystdonneur et un systéme accepteur
d’électrons. Le systeme accepteur est constitu&€atbhone central alors que les groupes

donneurs sont les groupes amines a I'extérieute@edlécule correspond a la symétidg,

puisque c’est une molécule plane en étoile ourtes tycles forment des angles de 120° [5],

voir Figure 4-2.

NH .
? cl
1
: ﬂm,ZZZ
[N I __ I
jon o, A
' N
H,N NH, g ™
Référentiel mésoscopigue Référentiel microscopique

Figure 4-2 : molécule de Cristal Violet

Pour construire le tenseur d’hyperpolarisabilité Ghistal Violet, ce dernier peut étre
découpé en trois parties. Chaque partie est coéstid’'un seul cycle aromatique et du groupe
amine. A cette partie est attribué un tenseur dhyplarisabilité microscopique dont le seul

élément non nul est I'élémefi,, selon I'axe C-N, en premiére approximation. Comege

trois parties de la molécule sont fixes entre elles relations de phase de chaque dipdle
rayonnant sont fixes aussi. De plus, la distandeearhaque dipdle est trés faible comparée
aux longueurs d’onde fondamentale ou harmoniqueylh donc pas de déphasage entre les

champs rayonnés par les différentes parties deolaaule. Alors, le tenseur du Cristal Violet

est la somme tensorielle des trois tenseurs migpigaes S... ramenés dans le référentiel

mic

mésoscopique. Ainsi :

— 12 1z 1z nz nz nz mz mz mz
ﬂmesoIJK - TI TJ TK ﬂm,zzz + TI TJ TK ﬂm,zzz + T| TJ TK ﬂm (4'7)

,222

:BmesoZZZ = (Cog)o)s :Bm,zzz + (COS:I'ZOD) : ﬁm,zzz + (005240))3 :Bm
= 07508

m,zzz

,2ZZ (4-8)
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ﬁmesoZXX = :BmeszZX = :BmeszXZ = (COSOO)(SinOO Cowo)zﬂm,zzz
+(cos120°)(sin120° cos0°)? B,.,.,
+(c0s240°)(sin240° cos0°)? .. ,.,
=-0758,, ,,, (4-9)
Les autres €léments de tenseurs mésoscopiquesigsrgar raison de symétrie. Nous
obtenons ainsi les valeurs du tenseur du CristalleViCes valeurs du tenseur correspondent

aux valeurs d’'un objet répondant a la symddje [5]. A partir de la, nous calculons les

éléments dans le référentiel du laboratoire. Nasssions ici sur le caractere géométrique de
cette description et non pas sur la déterminatinantitative de I'hyperpolarisabilité du
Crystal Violet. En effet, les trois parties du caa@ moléculaire ne sont pas indépendantes et
des corrélations électroniques peuvent avoir IMumériquement, la valeur des éléments de
I'hyperpolarisabilité totale n'est pas dépendante ¢h valeur des éléments de
I'hyperpolarisabilité de chaque partie mais plutBune quantité tenant compte de ces

interactions.

Si 'assemblage moléculaire n’est pas de tailleligégble devant la longueur d’onde,
alors les relations de phase entre les dipbleshreytt au sein de 'assemblage dépendent de
leurs positions respectives et il n’est plus pdesile faire la somme tensorielle des tenseurs
d’hyperpolarisabilité. Il faut développer en eftet formalisme qui tient compte de la taille

des assemblages.

4.3 Assemblages centrosymétriques

4.3.1 Prise en compte des effets retardés

Le champ électrique émis par un ensemble de dipolegrents s’écrit ainsi :

eilZ(r‘—r")

(\? x (gL (r)e” " : “eé))x\?]—, (4-10)

F=r

20\ 2
E(F,F' 20) = (Mj
c

avec, dans la configuration expérimentale choisie :
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&= XX cog y+ 2XY cosysiny +YY sin? y (4-11)

L'indice L du tenseur d’hyperpolarisabilité indique que Eméntiel du laboratoire est utilisé.
Or ce tenseur est la somme des tenseurs microsesppns le référentiel mésoscopique.
Ensuite, une moyenne sur toutes les orientationsfiestuée dans le cadre d’'un processus de
diffusion en milieu liquide. Par exemple, un asskEm®é composé de deux éléments
élémentaires placés symétriquement par rapport éentre d’inversion possede un tenseur
dont toutes les composantes sont nulles en raisodadcentrosymétrie. Or plusieurs
expériences, en particulier sur les micelles [@estspheéres métalliques [7], ont montré que
ces systemes centrosymétriques ont toutefois ppmsé non linéaire importante. Il est donc

nécessaire d’'aller plus loin que I'approximatiopalaire électrique.

Dans l'expression (4-10), nous pouvons faire I'agpnation du champ lointain

r>>r';

F-F|=r-Yr (4-12)
Il vient donc :

iK|7 -7 o iKr o Koo

% — e2|K.r ~ e e—IK.I’ e2|k.r - e elAk.r (4_13)

[ r r
avec :

AK = 2K - K = 212 - KY = 2% (197 - n2ey) (4-14)

C

E(F,F 2w) = (w—zwjz[(y (B, : @é))X?]eiA'Z'F' © (4-15)
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Les assemblages usuellement considérés ont ddss tahractéristiques n’excédant pas
guelques dizaines de nanomeétres, ce qui restedaeetiint la longueur d’onde d’excitation de

800 nm. Dans ce cas, il est possible de déveldgxgonentielle dans I'expression (4-13) :

e =1+iAk.F +... (4-16)

L’ordre zéro de ce développement correspond a é@pense dipolaire de I'objet. En
effet, aucun déphasage n’est pris en compte esgrélifférents dipbles rayonnants. L'ordre
suivant, correspondant au premier terme retardperak alors de la taille de I'objet par
rapport a la longueur d’'onde. En effet, pour cetr@rsuivant, chaque dipble a un instant
n'est pas excité par le méme champ électrique emtidt de plus ne radie pas une onde de
méme phase que celle de son voisin dans la dired® collection. Pour un objet
centrosymétrique, la symétrie est rompue et le8lelfprépartis de maniére opposée de part et
d’autre du centre d’inversion de I'objet ne s’aremilplus parfaitement. Ce terme prend donc
en compte des effets retardés du champ électrortiqgeéa I'excitation ainsi qu'a la

réémission.

4 x
Retard a
I'excitation
Retardala  ~ 3 ~
réémission Y. Zr

Y

Figure 4-3 : géométrie des effets retardés

L’expression du champ émis par un dip6le, en preaarcompte le développement de

I'exponentielle, devient donc :
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C r

(B2 it b, el

B 120 = (MJZ[(9X((1+AR.r')ﬁL @)xv]e
(4-17)

iKr

c r
Le champ émis est composé de deux parties : lai@rerpartie est de nature purement

dipolaire électrique alors que la seconde partigient les termes retardés qui peuvent exciter

tous les multipbles. Cette seconde partie est péed@n particulier par le produit

scalairedk.r *. Plus I'objet est grand devant la longueur d'oimtgidente et plus les effets
retardés seront prépondérants dans la réponsee.tof@bur un objet purement
centrosymétrique, en particulier, le premier tedipolaire électrique est nul. Ainsi, un objet
centrosymeétrique peut donc bien diffuser des prot@rmoniques a condition de ne pas étre

trop petit devant la longueur d’onde afin que ligste retardés soient mesurables.

4.3.2 Assemblages résolus en polarisation

La partie dipolaire résolue en polarisation a ddggtraitée dans le Chapitre 1. Il s’agit
désormais d’étudier la réponse en polarisation ddysteme dont la taille n'est plus
négligeable devant la longueur d’onde. La partigeoant les termes retardés dans I'équation
(4-17) s’écrit :

E(F.F" 20) = (ﬂjz[(v < (oK 7, : a8))xV] e: (4-18)

Pour plus de lisibilité, nous introduisons le tams#ordre 4 :

() =7".5,(F) (4-19)

et le moment retardé s’exprime de la maniere stévan

Q=Nkf, & (4-20)
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avec Ak = AIZ/Ak = (2 —\?)/x/i, a condition quen(a) = n(2« .) En utilisant les équations
précédentes et la géométrie du systeme expériméntaloment retardé s’exprime encore de

la maniére suivant :

Q= i(ZA —\?).FL : ()2)2 cos’ y+ 2XY cosysiny + YY sin? y) (4-21)

2

Le tenseur d’ordre 4, n’'a pas besoin d’étre entierement connu car langéie du systéme

ne nous donne acces qu'a une partie de ses éléreneffet, les deux derniers indices du
tenseur ne peuvent étre g¥X, XY ou YY en raison de la géométrie du champ électrique
fondamentalLe premier indice en revanche ne peut étre fjoa Y ce qui correspond aux
effets retardés a I'excitation seldret a I'émission selol. Le deuxieme indice, qui dépend
des polarisations de l'analyseur, ne peut étre spien les axeX ou Z en raison de la
géomeétrie du systeme expérimental détaillée préséunt. Ainsi la composante(X ou 2)

du moment quadripolaire s’exprime comme :

-1
QL,I - \/E

1 . .
+_[rL,YIXX C0§ y+ 2rL,YIXY cosysiny + rL,YIYY S|n2 y] (4'22)

2

~

=T ixx cos’ y+T i« cosysiny+I sin? 14

[rL,ZIXX cos’ y+ 2rL,ZIXY COSySinV"' rL,ZIYY sin® V]

avec :
FL Xx — %[FL zxx T rL lex] (4-23)
. b b .
rL,IXY = \/E[FL,lev + rL,YIXY] (4-24)
FL vy = %[FL avy T I_L YIYY] (4-25)
. b b .

et le champ harmonique réémis :
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iKr QL’X
0 (4-26)

Q2

Le champ total émis, prend lui en compte le teripeldire, cf. Chapitrel, et le terme retardé

ci-dessus :
QL,X
E(F.r 20) =& E 2a® )1y +(inkr) 0
r (4-27)
QL,Z
=E,( E, (F,F" 2a))

Le champ retardé est donc finalement bien pondérdepfacteuriAk.r’ . L'intensité totale
émise est le module du champ total et la sommandessités du champ non retardé et du
champ retardé. Il n’y a pas d’interférence entried®mux champs en raison du déphasage entre
le dipble et le terme retardé, non complexe. Gdigenction n’est possible que si I'objet est
hors résonance et que le tenseur d’hyperpolarigal@kt réel ou imaginaire pur. Nous
pouvons alors exprimer les intensités de maniédépendante. Les intensités harmoniques

rayonnées a 90° polarisées selon la direction ¥ olu champ retardé sont :

HRSretardé ~— 24 2
n< c

v _&,C (Zcmz‘"
r

J (eE.f (Bkr)*(Q«Q x) (4-28)

=a’ cos' y+b" cos ysin® y+c’sin' y

20 \*
I SRSretarde = %(Zm ] (EwE;)2 (Ak'rl)2<QL,ZQi,Z>

n%r c
=a" cos' y+b" cos ysin® y+c" sin’ y
(4-29)

Les différents coefficients fonction des compossualie tenseur d’ordre 4 sont tels que :

2en?\' . -
aV = fB)CZ( a); ] (EwEw)Z(Ak'rl)2<rL,XXXrL,XXX> (4-30)
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b =

ec (2en) . ~ -, -~ =,
n26?1r2 ( Cd(: j (EwEw)z (Ak'rl)2<2rL,XXXrL,XYY + I—L,XXYrL,XXY>

20 \* -~ o~
o =20 2 (e ke o)

20 \* ~ =
ot = 50 20 (e PP o)

b" =

4
£C (2an®® ~. ~ =
n>“r

2w, 2 c J (EwE;)z (Ak'rl)2<2FL,ZXXrL,ZYY + I_L,ZXYI_L,ZXY>

20\* - -
¢ = nfgfz (2“2 J (ELEL) (kP (T o)

(4-31)

(4-32)

(4-33)

(4-34)

(4-35)

Les intensités HRS s’expriment donc en fonction tdnseur d’ordre 4 lorsque l'objet

diffusant n’est pas trop petit devant la longuelande. Comme pour les assemblages dans
I'approximation dipolaire électrique, les composantle ce tenseur s’expriment en fonction

du tenseur d’ordre 4 dans les référentiels mésagpee @t microscopique.

4.4

rayonnement dipolaire des molécules et le rayonnemeadripolaire des arrangements

Le parametre n

Deux types de rayonnement ont été identifiés dass dhapitres précédents: le

sphériques. Dans le premier cas+c’ =b" et dans le deuxiéme cas sdailest non nul.

Nous introduisons donc le parametne pour rendre compte du caractére dipolaire ou

quadripolaire du champ émis :
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avec &' utilisé par le communauté des scientifiques tikai sur les particules métalliques

notamment [19] alors que le paramétyeest utilisé par la communauté travaillant sur les
composeés moléculaires [3]. Pour un objet purematlaire ce parametre est égal a 1 alors
gue pour un objet purement quadripolaire ce pananexdt égal a zéro. Pour un assemblage
guelconque, ce parameétre prend une valeur différet quantifie le poids de chaque

contribution.

4.5 Assemblage centrosymétrique ordonné : la répart  ition
sphérique

Les micelles sphériques peuvent étre considéréameoun bon exemple de répartition
sphérique des molécules. Les micelles sphériqueisdas objets nanométriques composées
de molécules le plus souvent amphiphiles. Ces mtd@éwmnt donc une partie hydrophile et
une partie hydrophobe, voir Figure 4-4. Lorsquedacentration de ces molécules dans une
solution aqueuse devient supérieur a une certaoreentration appelée concentration
micellaire critique (CMC) [8], ces molécules s’onigent en petites spheres de maniére a
protéger leur partie hydrophobe au centre de lzlieiet présenter vers I'extérieur leur partie

hydrophile, voir Figure 4-4.

‘/ 4 7 / / / / /

Téte hydrophile Queue hydrophobe

Figure 4-4 : représentation d’'une molécule amphiphi
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Figure 4-5 : micelle composée de molécules ampleiphi

Nous considérons que la réponse de chaque molé&mjfghiphile, formant un dipéle
élémentaire, est dipolaire électrique et que |lsdgan d’hyperpolarisabilité peut étre réduit a

une seule composani, ,,, selon I'axe z de la molécule, cf. Chapitre 1 désmt la molécule
de Dia. L'extension au cas de plusieurs composamdgs ne pose toutefois aucune

difficulté. Dans le cadre de I'approximation dipiodaélectrique, il est évident que la réponse
dipolaire d’'une micelle sphérique est nulle enaaisle sa centrosymétrie. Pour obtenir
I'intensité HRS diffusée par un tel objet, il famtroduire les effets retardés. Le tenseur

d’ordre 4 microscopique est de la forme :

—|
3
Il
32
;
s

avec comme seul élément non nul du tens@yrla composantes,, ,,,. De plus,f, est le

vecteur directeur de la position de la moléculeldag de I'axe Oz du référentiel

microscopique a une distanaeAinsi :

Le tenseur d’ordre 4 possede donc une seule comigosan nullé Pour le calcul du

m,zzzz*
tenseur d’ordre 4 dans le référentiel mésoscopimues introduisons la densité surfacique de

molécules o, =m/S ou m est le nombre de molécules présentes dans I'atsgenlet

S=478" est la surface de la sphére. Le calcul du temsésposcopique se fait par intégration
continue pour un grand nombre de molécules dansdalle. Cette intégrale est réalisée sur

la surface de la sphere.

[ mesoziok = J-pSTZZTI TITS [ 22:80S (4-36)
S
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[ mesoviok = '[IOSTYZTI TyTE [ n2228S (4-37)
S
avec .

dS=a’sind&y (4-38)

L'intégration sur la sphere donne :

I_mésoZXXX = rmésQZXXY = I_mésoZXYY

= T nesovsox = M inesovxry = T mesozzxy (4-39)

=T pesorzxx = mesovzxy = Fmesorzvy = 0

[ mesovsxy = M mesozzxx = T imesozzyy = E m'le,zzz (4-40)

Pour obtenir le tenseur dans le référentiel du ribire, nous devons effectuer une
transformation du tenseur mésoscopique vers lerer@iél du laboratoire. La symétrie
sphérique des micelles impligue cependant que l#@riceade passage du référentiel

mésoscopique au référentiel du laboratoire es@tmioa unité. On obtient donc :

Lt
I
b

méso (4'4 1)

L

Les seuls éléments non nuls du tenseur dans leenéii du laboratoire sont ceux exprimeés

H

en (4-40). En utilisant I'expression des coeffitgem” ,b¥,c",a" ,b™,c" en fonction des

éléments du tenseur, on obtient :

a’ =c¢" =0 (4-42)

pY =o€ (anzw) (E.E. ) (aka)’ m’ 182..] (4-43)
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et les intensités rayonnées pour un tel objetrasymnétrique sphérique sont :

| irs =b" cOS’ ysin® y (4-45)

ks =" (4-46)
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Figure 4-6 : graphe polaire de l'intensité HRS tetd’'un assemblage sphérique
détectée selon une polarisation verticale (gauceehorizontale (droite).

Ces résultats conduisent a observer que les ne$afic-33), (1-34), (1-36) et (1-37) entre les
coefficientsa” ,b’,c",a" ,b™,c" développées dans le Chapitre 1 ne sont plusésifUne

maniere simple de déterminer si la réponse d'umsekmblage provient en partie des effets

retardés est alors de veérifier si les relationgeenes coefficients obéissent aux regles de

I'approximation dipolaire électrique. Pour celapusdntroduisons le coefficient :

bY —(a¥ +c") |

‘fﬂ/ ::| t)v

(4-47)
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Si & =0, alors la régle initialea’ +c” =b’ est vérifiée et le rayonnement observé est

purement dipolaire. Au contraire €' # , le rayonnement observé provient en partie des
effets retardés. Ce type de graphes polaires aé&iplusieurs fois observé pour des objets
aussi différents que des micelles, voir Figure [#]7ou des nano particules métalliques d’or

et d’argent [7].

90

180

270

Figure 4-7 : Intensité HRS polarisée verticalememtfonction de la polarisation
incidente de micelles - 12.5 uM de Dia et de 3 deMurfactant SDS dilué dans une solution

de 5 :1 eau — méthanol.

4.6 Assemblages centrosymétriques désordonnés : les solvants
4.6.1 Description

Les mesures de I'hyperpolarisabilité de composékcntaires ou d’assemblages en
diffusion Hyper Rayleigh sont usuellement effeceu@m présence de solvants. Les objets
étudiés sont alors suffisamment dilués pour étns gateraction entre eux. Les molécules de
solvant peuvent toutefois induire un champ de jEdation autour de la molécule. En effet,
des mesures d’hyperpolarisabilité de moléculestexsgs liquide et gazeuse ont démontré ce
phénomene [9]. De méme, une molécule solubilisées ahfférents solvants présente une

hyperpolarisabilité difféerente pour chacun d’ew]flLe solvant peut également étre a
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I'origine de la réponse non linéaire d’une moléalgestructure centrosymétrique en induisant

un champ de polarisation autour de celle-ci [11].

Dans un milieu liquide, la concentration en molésutle solvant reste tres forte et
I'environnement d’'une molécule de solvant est mgoement occupé par le solvant lui-
méme. Cela rend I'étude des solvants purs différdes études de composés dilués puisque

les positions et les orientations des moléculesomé pas indépendantes les unes des autres.

Figure 4-8 : Image extraite d’'un calcul de dynangquoléculaire de molécules d’eau

Les interactions entre molécules de solvant, |s phuvent a courte portée, peuvent en
effet induire des corrélations d'orientation. L’tmdtrile, par exemple, possede un fort
moment dipolaire. Ce moment dipolaire tend a oeleigs molécules voisines de proche en
proche. L’eau possede également un fort momentalipcet les liaisons hydrogénes tendent
aussi a orienter les molécules. Des expérienceslyg@amique moléculaire ont mis ce
phénomene en évidence [12]. Les molécules d’eapremant pour référence une molécule
d’origine, ont des orientations privilégiées allgqu’a 0.5 nm, voir Figure 4-9. Au-dela, il
n'y a plus dorientation privilégiée et celles-ciedennent aléatoires. Ces propriétés
d’orientation ne sont pas présentes chez tousoleards. Chez ceux qui ne possédent pas de
moment dipolaire fort ou de liaison hydrogéene paeneple, comme le chloroforme ou

I’'hexane, aucune orientation privilégie n'a étépapée.
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Figure 4-9 : simulation avec Gromac3 [13] utilisdetmodéle SPC [14] sur 4500

molécules d’eau et 50 ps. Simulation réalisée pdrdison (LASIM).

La différence entre un liquide et un cristal ousatide amorphe est le changement de
position et d’'orientation des molécules au courtteilonps. Pour un liguide comme l'eau,
plusieurs techniques comme la spectroscopie tamligb] ou la résonance magnétique
nucléaire [16] ont permis d’étudier la dynamiques adrouvements de réorientation. Ainsi
dans I'eau liquide les temps de réorientation \amtl picoseconde a 10 picosecondes [17].
Ces reorientations continuelles dans les liquidas fque ceux-ci ne sont pas toujours

centrosymétrique. Localement, des fluctuations adidrigine de ruptures de centrosymétrie.

4.6.2 HRS de solvant : eau, acétonitrile et chlorof orme

Les liquides sont macroscopiquement centrosymésigCependant, les fluctuations
d’orientation propres aux fluides rompent localetn&n centrosymétrie et un signal de
diffusion HRS peut étre généré [18, 19]. P.D. Makemnis également en évidence que ces
fluctuations d’orientation sont également respolesalle I'élargissement spectral de la
lumiére diffusée [20]. Cette diffusion inélastigpermet de plus de mettre en évidence les
modes de réorganisation moléculaire [21]. Les teoapactéristiques de réorientation obtenus
sont typiguement de 10 picosecondes, en accord lasegutres techniques expérimentales.
Ces modes de réorganisation sont aussi visiblesapdiffusion Hyper Rayleigh résolue en
polarisation [22, 23].
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Une étude HRS résolue en polarisation de I'ealiadétonitrile et du chloroforme a été
menée afin d'obtenir des informations complémeasisur les phénoménes d’émission

microscopique.
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Figure 4-10 : Intensité non linéaire de I'eau (ue) fonction de I'angle de polarisation
du champ incident (point) pour une détection vatécFit (ligne) :a’ =1545+7,

bV =1576+ 25, ¢V =243+7.
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Figure 4-11: Intensité non linéaire de I'acétonigrilu.a) en fonction de I'angle de
polarisation du champ incident (point) pour uneetéion verticale. Fit (ligne) :

a’ =2216+5, b’ =2179+ 22, ¢V =341+5.
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Figure 4-12: Intensité non linéaire du chloroformfiea) en fonction de I'angle de
polarisation du champ incident (point). Fit (lignep" =1896+15, b = 3005+ 63,
¢’ =1086+16.

Tout d’abord, le rapport de dépolarisation, rappartre I'intensité diffusée lorsque
I'excitation est polarisée a 0° et 90°, renseigmelss différentes valeurs des composantes du
tenseur microscopique d’hyperpolarisabilité du aotv[2]. Pour I'eau nous obtenons une
valeur du rapport de dépolarisati@nh = 0.15 £+ 0.01 et pour I'acétonitrile un rapport de
dépolarisatiorD = 0.15 + 0.01. Ces valeurs sont en bon accord Evealeur obtenue par
P.D. Maker en 1965D = 0.12 + 0.02 sur 'eau @ = 0.11 + 0.02 sur l'acétonitrile. Ces

valeurs du rapport de dépolarisation permettentié@erminer le rapport des composantes

microscopiques du tenseur d’hyperpolarisabilité. famsant I'hypothese que les deux
composantes majoritaires pour l'eau et [lacétdeitrisont g,,.etf5,,. nous
obtenonsg,,, = 38,,, pour ces deux solvants. Ces valeurs sont peucanchavec les valeurs

théoriques pour I'eau ou les deux composantes dantnéme ordre de grandeur [24].
L’environnement des molécules peut expliquer I'eé@artre la mesure expérimentale et le
calcul théorique réalisé pour une seule moléculesda vide. Pour le chloroforme, nous

obtenons un rapport de dépolarisatidr0.57 + 0.03 [3] ce qui donng,,, = L,,,.
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EAU ACETONITRILE CHLOROFORME
0 H Cl
NN -
H H Hé—_ N /k”H
H ClI" ¢l
D =015+ 001 D =015+ 001 D =057+ 003
é=0.134+ 003 & =0.174+ 002 é =0.008+ 001

Tableau 14 : Mesures expérimentales du rapportépbarisation et def¥ pour I'eau,

I'acétonitrile et le chloroforme.

En plus du rapport de dépolarisation, le paramétfea été extrait des courbes en

polarisation. Pour le chloroforme on obtient unéevade ¢ =0.008+ 001 Cette valeur
correspond, aux erreurs expérimentales pres, aasnd@mission de nature strictement
dipolaire. Comme pour une molécule dans un miliduédil n’y a donc pas de corrélation
entre les molécules de chloroforme. En revanches ¢t cas de I'eau pure, nous mesurons
une valeur def¥ = 013+ 002t pour I'acétonitrile d&f¥ = 017+ 002Ces deux mesures
mettent en évidence la présence d'effets reta@ésx-ci ont été déja mis en évidence sur
I'acétonitrile [25]. En effet Sheltost coll. ont mesuré des écarts entre les coefficietitst

a" qui dans 'approximation dipolaire doivent étreiciement égaux. Parallélement & ces
mesures résolues en polarisation, des mesuregapsabnt également été menées par cette
méme équipe [23]. Un élargissement de la raie a®nsk harmonique pour différentes
polarisations d’entrée et de sortie a été obs&es.deux modes de mesure différents mettent
en évidence des modes non locaux de rotations mlalgzs des dipbles appelés librons.
Ceux-ci se traduisent par un élargissement deita HRS a cause de la diffusion quasi-
élastique des photons et par des écarts au ray@emeatipolaire di a la corrélation longue
portée des molécules d’eau et d’acétonitrile. @eeris correspondent a la propagation d’'une
onde de moments dipolaires au méme titre qu’iltexies ondes de spin. Tout d’abord mis en
évidence sur 'acétonitrile qui a un fort momergalaire, ce phénomene I'a également été sur
l'eau [22].
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La maniére dont la mesure est effectuée ici petmet meilleure sensibilité. En effet

lorsque nous comparons les paramétéset a" [23], nous devons modifier la position de
'analyseur. Or toute manipulation peut entraines @rreurs expérimentales sur lintensité

absolue de la mesure, qui peut aussi provenir déplanse en polarisation des appareils de

détection. En revanche, en comparant directemsntdefficientsa’ ,b” et ¢, la direction
de l'analyseur n’est pas modifiée et la mesureagsd calibrée, évitant ainsi les erreurs

possibles.

4.6.3 Etude de I'eau salée

Pour mettre en évidence la présence des libronoobéenir des informations
complémentaires, une étude en polarisation de l'smlée a été menée. L'eau est une
molécule polaire et la présence d'ions engendre meslifications de ses propriétés
macroscopiques comme la viscosité [26]. Du pointuke microscopique, les molécules d’eau
s’orientent autour des ions de maniere a mininliseergie d’interaction coulombienne. En
effet, les oxygenes de I'eau se placent au plus quéour des cations alors que les hydrogénes
se placent au plus prés autour des anions. Plgsteahniques ont permis d’apporter des
informations sur I'effet des ions sur la liaisondhygéne. En effet, les rayons X et la
diffraction de neutrons ont permis de déterminserdisstances moyennes entre les ions et les
molécules d’eau dans la premiere couronne de siat[27] mais sans rendre compte de la
dynamique. La dynamique moléculaire a permis detrapgue le nombre moyen de liaison
hydrogene tend a diminuer quand la concentratiose¢nlépasse 1 mol/L [28]. Des mesures
optiques du type pompe-sonde infrarouge et de adiffin de neutrons ont également
démontré que les sels n'ont pas d'influence surgéiaisation moléculaire au-dela de la

deuxieme couronne de solvatation, c'est-a-direeda-de 0.5 nm [29-31].

Nous avons cherché a obtenir une signature optgure linéaire des modifications
d’organisation de I'eau autour des ions, des mesemegoolarisation de I'eau ont été effectuées
avec difféerentes concentrations de sels, allantadeol/L a la centaine de nano mol/L.
Aucune augmentation des intensités absolues eridande la concentration de sel n'a été
observée, autre que les effets de polarisatioguceend a démontrer que les sels n'ont pas de

réponse non linéaire propre. Ainsi, la seule oggiu signal provient de I'eau. Pour chaque
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concentration, les coefficient@a",bY,c’ ont été extraits des différentes courbes en

polarisation et le coefficien¥’ a été calculé selon I'équation (4-47), voir Figure3.
L’observation de la Figure 4-13 nous permet deirdisier deux régimes distincts. Tout

d’abord, aux concentrations faibles en sels, Idfictent ' est trés proche du coefficient

mesuré pour I'eau pure. Ensuite, pour les conceoms fortes en sels le coefficiedt’ est

proche de zéro. Pour ce régime de concentratibast possible d’affirmer que la réponse de
I'eau est proche d’'un comportement purement dipgldia transition entre ces deux régimes
a lieu entre 10 pumol/L et 100 pmol/L. Afin dessayd’apporter des éléments
complémentaires, I'expérience a été réalisée agar types de sels, le chlorure de sodium et
le chlorure de potassium afin d’observer d'éverstigffets en fonction de la taille des ions.
Aucune différence de comportement entre les depestyde sel, NaCl et KCI, n'a été

observée. L'ion K est en effet plus gros que I'ion Nmais I'effet n’est pas suffisant pour

étre visible.
0.16 |
m KCI
0.14 — N
012 ® e NaCl
0.10
W08 -
0.06
[ ]
0.04 — I 1
0.02 N [
0.0o-l_llll 1 1 llllIII 1 1 ]llI]lI 1 1 llIlI]I 1 1 IIIIII-- 1 1 IIllll_l- 1 1 IIIIlIl
107 10° 10° 10 107 107 10™

concentration (mol/L)

Figure 4-13 : £¥ en fonction de la concentration en sel pour KOQ\eaCl
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Figure 4-14 : coefficients en fonction du sel etaleoncentration

L’augmentation du paramétré’ lorsque la concentration en sel diminue est dula a

diminution du coefficientb” par rapport aux coefficient®’ et c¢'. Cette diminution
intervient autour de 100 umol/L et le coefficiemtest alors du méme ordre qae , voir
Figure 4-14. L’effet des sels sur la modificatiatdle de I'organisation de I'eau n’est pas
visible par la diffusion non linéaire. En effetsléchelles des perturbations sont en deca de la

longueur d’onde visible. A cette distance, le terdes effets retardés est pondéré par le

facteur(AlZ.F’)zqui est de l'ordre de 0.1% par rapport au ternpoldire, voir (4-17). Pour
que la signature sur les coefficients de diffudtti®S soit importante, les corrélations doivent
étre de taille plus importante. Cependant, le charent de comportement € a lieu autour

de 100 umol/L de sel. A cette concentration, laatise caractéristique entre les ions est
d’environ 20 nm. Une structure de 20 nm peut patrecétre visible puisque le terme retardé

est de l'ordre de 15% par rapport au terme dipelaiPar ailleurs, la corrélation

orientationnelle des molécules d’eau influe suditainution du coefficienb” .

Sheltonet coll. ont réecemment rapporté qu’il existe deux typedilstens. Des librons
provenant des fluctuations transverses dont lepdaie relaxation sont de I'ordre de 10 ps et
également des librons provenant des fluctuationgifodinales et dont les temps de
relaxation sont supérieurs a 50 ns. Ces ondeslaeat®ns longitudinales correspondent a

des longueurs d’'onde de l'ordre de 280 nm [21gxikte donc des structures dans I'eau qui
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sont de taille importante devant les longueurs déoaptiques. La présence du sel joue alors
un réle destructif vis-a-vis de ces structures aglms portées. Si la concentration est
inférieure a 10 umol/L, les ions sont espacés dimimum 40 nm en moyenne. Dans ce cas,
les molécules d’eau peuvent s’organiser et présen orientation privilégiée. En revanche
lorsque la concentration est supérieure a 100 [Lmlal/distance maximum chute a 20 nm ce
qui ne permet pas aux molécules d'eau de dévelogpsr modes longitudinaux de

réorganisation.

4.7 Conclusions

L’introduction du référentiel mésoscopique dans danstruction du tenseur
d’hyperpolarisabilité permet d’obtenir une relatientre la géométrie d'un assemblage et
l'intensité de seconde harmonique diffusée. Il @sti possible de construire a partir de
briques simples dans le référentiel microscopiquésnseur dans le référentiel mésoscopique.
Si I'objet est petit devant la longueur d’'ondecéalre de I'approximation dipolaire électrique
est suffisant. En revanche si I'objet possede wilke ttrop importante devant la longueur
d’onde, ou si cet objet est centrosymétrique, tiladsrs nécessaire de prendre en compte les

effets retardés. La signature des effets retandiekes intensités résolues en polarisation peut
dans ce cas étre quantifiée par I'étude du parangétr Cependant pour différents systémes

centrosymetriques, nous remarquons que les coulbepolarisation peuvent étre tres
différentes. Pour une symétrie sphérique, nousnobie plutét des courbes a 4 lobes alors que
pour les solvants, les courbes restent prochescdagbes a deux lobes des systéemes

dipolaires purs.
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Chapitre 5: Origine de la réponse non linéaire du

collagene triple hélice

5.1 Introduction

Le collagene est la protéine la plus abondante tdeznammiferes et joue un role
central dans la formation de réseaux fibrillairdsn@crofibrillaires, les fondations des
membranes, ainsi que d'autres structures du tiesjorectif [1, 2]. Beaucoup de types
génétiquement distincts de collagene ont été &earde jour. Leur caractéristique commune
est une structure en triple hélice, dont trois mbsipolypeptidiques, appelées chaimest
caractérisées par un (Gly-X-Y) (Gly=Glycine, X e€¥ant deux autres acides mainés) répétée
n fois, sont enveloppées dans une super-héliceedf8jt4]. La plupart des collagénes sont
assemblés pour former des fibrilles de diamet@nalle 10 nm a 300 nm. Ces fibrilles sont
organisées dans les fibres et les faisceaux denfagécifique pour chaque tissu. Une des
principales fibrilles du collagéne est le collagéndont le domaine en hélice est continu sur
environ 1000 acides aminés. Elle se trouve dansamebreux tissus comme la peau, les
tendons, les os, les ligaments, la cornée ou lesgpartérielles. D'autres types de collagénes
ne sont pas fibrillaires et leur structure en supiice contient de nombreuses interruptions
des domaines collagéniques. En particulier, leoudés de collagéne IV forment un réseau a

deux dimensions que I'on trouve principalement demsnembranes.

Comme une brique de l'architecture des tissuspllagene est crucial dans la réponse
adaptative des tissus aux blessures, telles queinfestions, I'hypertension, le stress
mécanique, l'ischémie (diminution de l'apport sanga un organe), le cancer, l'agression
immunologique et les bralures. Dans ce cas, laibligion en trois dimensions du collagene
dans la matrice extracellulaire est modifiée, cepgu contrecoup modifie aussi la structure
des organes atteints, conduisant a leur défaubdetibnnement. La caractérisation de la
quantité de collagéne et de la distribution au €alu remodelage tissulaire est donc d'un
intérét considérable. Toutefois, les techniquesssitpies telles que les colorations

histologique et immunochimique sont trés envahigsan manquent de résolution



tridimensionnelle et ne fournissent que des indioat phénoménologiques semi

guantitatives.

Dans ce contexte, la génération de second harmeriisjuen microscopie apparait
comme une technique permettant de visualiser ltagthre 3D du collagene. L’'observation
SHG a partir de fibres de collagéne a été sigrabée la premiére fois dans les années 80 sur
un tendon de rat [6]. Ensuite, la combinaison daeuicroscopie a deux photons [7-19] et la
génération de troisieme harmonique [20] a permiwidealiser en 3D la morphologie des
tissus sans endommagement. La microscopie SH@setjue présente un grand pouvoir de
résolution a l'instar des autres types de micrassopon linéaires et permet d'améliorer la
profondeur de pénétration dans les tissus par ragpda microscopie confocale. Plus
important encore, la grande spécificité des fibsillde collagene permet de prendre des
mesures de réseaux collagéniques avec un bruibm® tres faible [17, 21]. De plus, la
reproductibilité des mesures est assurée par Habsele coloration exogéne, ainsi la
microscopie SHG permet I'évaluation de la progmssie fibroses pathologiques [16].
Toutefois, ces mesures sont fondées sur une amprpbBnoménologique et la mesure
quantitative de fibrilles de collagene dans lesussest déterminée en comptant le nombre de
voxels, volumes élémentaires d’'une cartographigintensionnelle, présentant un signal
SHG. En effet, la SHG est un processus cohérertinténsité a I'échelle moléculaire dépend
de la densité au carré. Cependant, I'intensitélm&aire est tres sensible a I'organisation des
molécules dans le volume. L'hétérogénéité d’orgaiuis tridimensionnelle du collagéne a
I'échelle micrométrique rend donc la relation entitensité du signal et le nombre de
molécules de collagene complexe. Par conséquembideoscopie SHG ne fournit aucune
mesure de la quantité de molécules de collagénelpounoment. La principale limitation de
ces études est le manque de données quantitativeta séponse optique de seconde

harmonique du collagéne a I'échelle moléculaire.
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Figure 5-1 : vue longitudinale d’une bronchiole stguris au niveau de la plévre
(gauche) et au dessus de la plévre (droite). Eh:V@HG du collagéne type I. En rouge :

fluorescence des fibres élastiques.

Par conséquent, le premier objectif de cette ébstiedle mesurer I'hyperpolarisabilité de
la triple hélice de collagéne en utilisant la diftn Hyper Rayleigh [22-25]. Le deuxiéme
objectif de cette étude est de mieux comprendrgit@ physique de la génération de second
harmonique du collagene et de comprendre le rolsadstructure en triple hélice dans la
construction de la réponse en optique non linédreette fin, nous allons comparer la
réponse non linéaire du collagéne de type | de equurat en triple hélice et ce méme
collagene dénaturé. De plus, I'effet de la longuwtita triple hélice sera étudié en comparant
la réponse non linéaire du collagéne a un petitiggegollagénique qui servira de modele a la

construction de la réponse non linéaire du collagém triple hélice.

5.2 Construction de la réponse non linéaire du coll  agene natif
5.2.1 Structure du collagéne

Le collagene type | queue de rat est une supecehébbmposée de trois chaimes
Chaque chain@ est composée d’'un enchainement de trois acidestardont le premier est
la glycine. Les deux autres acides aminés sontémérgl des prolines ou hydroxiprolines,
mais ils peuvent étre remplacés par d’autres acitésés. La chaine a un rayon de 1.5 A.

Pour faire un tour de cette hélice, 3.33 acidemmambont nécessaires. La chainea une
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structure différente de I'hélicer puisque pour celle-ci, 3.6 acides aminés sont Ss&bes
pour réaliser un tour. La chaing est donc plus compacte. L’hélice est également
renforcée par les liaisons hydrogénes qui ne pewaanir lieu avec la chaing a cause de
'encombrement stérique des prolines. La superc@édist I'enroulement gauche de trois
chainesa . Son rayon est de 2.8 A et 85.5 A sont nécesspaesfaire un tour. La structure
en hélice gauche de trois chaines dont I'enrouléresindroit confere ainsi au collagéne une
tres grande rigidité. Pour le collagene de type fideue de rat, la longueur de I'hélice est de

290 nm et posséde 1000 acides aminés [26].

Le collagéne triple hélice est usuellement congsid®@mme un batonnet rigide [27]. Sa
conformation a été déduite d’expériences de dififvacde rayons X sur un peptide en triple
hélice [(Pro-Pro-Gly)]s (acronyme PPG10) [28-30] qui nous servira égalérdenmodéle.
Ce peptide, ainsi que le collagene, appartientraupg de symétrie {dans I'hypothése ou
les chainesa sont identiqgues. Cependant le groupe de symétrieotlagene est souvent
réduit a la symétrie & car il y a ainsi moins de composantes indépendatans le tenseur
d’hyperpolarisabilité [15, 31, 32]. Nous avons égaént utilisé un peptide collagénique
synthétique dans le but de comparer sa réponsdleadte collagene natif. Ce peptide est
composé comme le collagene de type | de trois eBatndont chacune est un enchainement
de dix fois le motif Glycine-Proline-Proline. Ceptigle a une taille d’environ 8.6 nm [28,
33]. Lorsque le collagéne est chauffé a une tenp&rgupérieure a sa température de fusion,
entre 20°C et 40°C, le collagéne se dénature. hepédeature de fusion du collagéne est
déterminée par le nombre de ponts hydrogenes fodargs le collagene. En général, les ponts
hydrogenes sont plus nombreux quand le collagéhenyalroxilysé, c'est-a-dire que des
groupements OH sont rajoutés sur les acides ammoéamment la proline. On parle alors
d’hydroxiproline. Cette dénaturation du collagénst €ausée par la désolidarisation

irréversible des trois chaings Le composé formé est communément appelé la gélati
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Figure 5-2 : structure du collagene

5.2.2 Résultats expérimentaux

Pour étudier le collagéene type | de queue de righ{& Aldrich produit C7661), nous
avons solubilisé le collagéne dans une solutioreasg de 0,5 mM d'acide acétique en vue
d'obtenir une solution de 10 mg/mL. Le caractergleacle la solution, son pH est 2,5,
empéche alors la fibrillogénese, c’est-a-dire lanfation de fibrilles, de sorte que le collagene
en triple hélice peut étre considéré comme uneestige rigide [27]. Les solutions de 0,97
mg/ml a 4,9 mg/mL, soit respectivement de 3,4 & LK), ont été préparées par pesée du
solvant et de la solution a cause de la grandesitgcdes solutions de collagene. Toutefois,
les concentrations sont restées suffisamment faibeir éviter toute organisation des triples
hélices. Les solutions peuvent donc étre considécémme des solutions isotropes [34]. Le
peptide collagénique PPG10 a été fourni par Peptitternational (OPG produit-4006). Il est
de pureté supérieure a 95% et est auto-organigéf@ooer des triples hélices. Il a également
été solubilisé dans une solution aqueuse de 0,05 dialdide acétique pour obtenir une
solution de 3,3 mg/mL, puis dilué de 1,2 a 3,3 nig/mespectivement de 0,49 a 1,32 mM.
Toutes les solutions ont été laissées a 4°C perfamiteures avant utilisation. Le peptide
GGG (Sigma Aldrich), utilisé pour des comparais@nété solubilisé dans de I'eau pure dans

des concentrations variant de 25 a 40 mmol/L.
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Figure 5-3 : HRS normalisée en fonction de la comeion

Pour mesurer I'hyperpolarisabilité des quatre coségpun spectre en longueur d’'onde
a été effectué autour de la fréquence double der.l&8ur le spectre, aucun fond de
fluorescence n'a été observé. L'hyperpolarisabiitéensuite été mesurée en utilisant la
méthode de la référence interne. A cette fin, raues vérifié que l'acide acétique présente
la méme réponse HRS que I'eau dont I'hyperpolaitisalst connue [23]. Sur la Figure 5-3,
les intensités HRS sont normalisées par rappoihtarsité du solvant. L’augmentation du
signal présente bien un comportement linéaire unatid| I'absence d'artefacts causés par des
interactions moléculaires. En ajustant les poirfgementaux, nous avons obtenu la valeur
de I'hyperpolarisabilité¢ absolue du collagéng;, = (1250+ 20) x10*°esu. Pour le peptide
collagénique, des concentrations plus élevées t@nhé&cessaires pour obtenir des intensités
HRS supérieures a celle produite par le solvant. pdlous avons déterminé une
hyperpolarisabilité du petit peptide PPG10 g, = (98.9+3) x10™° esu ce qui est 12,6
fois plus faible celle du collagene. Enfin, I'hypetarisabilité du tripeptide a base de glycine

GGG a été mesurée B, = (60+15)x10*° esu. Cette mesure est fortement entachées

d’erreurs, a cause de la faiblesse du signal méailie.
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Collagéne | [(PPG)l; GGG

[ (0% esy| 1250+20 | 98.9+3 6.0+1.5

Tableau 15 : valeur des hyperpolarisabilités

5.2.3 Construction cohérente

La triple hélice de collagene est longue de 290atrfait 1,5 nm de diametre [26].
Compte tenu d'un indice de réfractionrde 1,37, indice de la cornée collagénique [35], la
longueur du chemin optique pour la molécule deagglhe n’est pas négligeable devant la
longueur d’onde. Le formalisme qui a été développér des molécules dont les dimensions
sont beaucoup plus petites que la longueur d'omditeddnc étre corrigé. Pour cela, nous
avons considéré une fraction élémentaire de la cat@éde collagene, beaucoup plus petite
gue la longueur d’'onde, et lui avons attribué urséair d’hyperpolarisabilité microscopique
élémentaire. Cette fraction élémentaire pourraié @usieurs unités [(Gly-X-Y3}]dont la
taille est inférieure au nanometre, voir Figure .5Mous avons sSupposé aussi que

I'hyperpolarisabilité 5 de cette fraction élémentaire est indépendanta dature exacte de la

séquence peptidique. En effet, des expériencedH& @t démontré des niveaux d’intensité
similaires pour différents types de collagénesiféires. Ensuite, nous avons considéré que la
réponse non linéaire de la triple hélice du coltegeesulte de I'addition cohérente de toutes
les réponses non linéaires des fractions élémestaiCe choix est basé sur les deux
hypothéses suivantes: la cohérence de la répon€eeSHmaintenue a l'intérieur de la triple
hélice du collagéne et il n'y a pas d'effets dendfarts entre les différentes fractions
élémentaires. Dans ce cadre, lintensité HRS estsdenme cohérente des fractions
élémentaires en plus de la somme incohérente dedécuhes de collagene.
L’hyperpolarisabilité mesurée du collagene est 18i$ plus importante que celle du peptide
collagénique. En considérant une sommation coh&érées hyperpolarisabilités du peptide,
I'hyperpolarisabilité du collagéne devrait étre s plus importante. La propagation du
champ électrique le long de la molécule de collagéoit étre donc bien prise en compte en
raison de la longueur non négligeable devant lguenr d’onde de la molécule. Nous avons
développé un modéle prenant en compte tout leesrdultipolaires.
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Figure 5-4 : découpage du collagene en élémenisiti@simaux

Le champ rayonné par un dipéle infinitésimal ested®rme, cf. Chapitre 4 :

dE(F, 7 20 0 [[V x dﬁ)x\?]eiLrj)
7= (5-1)

iK.r

O [(YA X AG@)XYA]EME;eTeiAE.dr'

Si la dispersion de I'indice aux fréquences fondatale et harmonique est négligée, alors:

Ak =2k - K
@ (20)
=471/]1 Z_471:] (5-2)
am (5 o
="|z-Y
m(; )
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Chapitre5 : Origine de la réponse non linéaire dill@géne triple hélice

En considérant I'orientationlr’ de la brique infinitésimale de collagene dansélérentiel

microscopique, nous écrivons :

dr' = 2d| (5-3)

Ainsi nous obtenons :

14 (coso-singsing) (5-4)
—e 1

Pour obtenir le champ effectif pour le brin de agéine entier, les réponses des éléments

infinitésimaux sont ajoutées sur toute la longwhucollagene. Le champ diffusé s’écrit alors:

L
; 2 i4m
e|K.r 2 1am, (cos#-sin@sing)
e/ d

£, (.7 20) 0|V x 3: &)< V]E E,
L (55)

O [(A xf3: M)X\? EE, er %sinc %(cosﬁ—sinesimﬁ)}

Le signal HRS est finalement obtenu en effectuaet sommation incohérente sur toutes les
molécules, ce qui revient a faire la somme surewigs orientations en utilisant le théoréme

d’ergodicité. Cette derniere étape est nécessairdes mesures sont réalisées en milieu
agueux isotrope.

| ims = G.N.<(,8L2’XXX + B2 1x {%) sinc{% (cosg - sianin¢)}>l 2 (5-6)

Le signal HRS dépend de la taille de la molécutadse du facteur et de la fonctiorsinc
dans I'équation ci-dessus. Une hypothése sur l&uvades composantes du tenseur

d’hyperpolarisabilité microscopique est donc néaieespour obtenir I'expression compléte
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de l'intensité HRS. Pour cela, compte tenu de fa&tyie G,y adoptée, nous introduisons le

rapport microscopique = B, .../ B.... et l'intensité HRS diffusée en fonction de’écrit:

T 272 2 XT X 2 127272 27T XT X 2
I HRS = GN<((TXTXTX :Bm,zzz+TXTXTX uﬁm,zzz) + (TZ TXTX :Bm,zzz+TZ TXTX u:Bm,zzz) )

2 (5-7)
(Ej sincz{ﬂ(cose—sinﬁsim)} 12
2 A

avec maintenant comme hyperpolarisabilité effective

:Bef'f = K(L’u)ﬁm,zzz (5'8)
et

K2(L,u) = <((TXZTXZTXZ ST + (2T + T

2 (5'9)
(Lj sincz{ﬂ(cose—sinesinﬂb
2 A

L’intensité HRS s’écrit alors simplement :

ks = G-N-ﬂesz Ici (5-10)

L’expression (6-8) a été calculée numériquemerfoantion de différentes longueurs L. Les

calculs ont été effectués pour difféerentes valedes u. La Figure 6-5 présente

I'nyperpolarisabilité effectiveS,; normalisée par I'hyperpolarisabilit@,,, d'un élément

d’une taille de 8.6 nm correspondant a la taillgodptide collagénique PPG10.
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Figure 5-5 : Calcul théorique de I'hyperpolarisaitd effective normalisée par
I'hnyperpolarisabilité du peptide collagénique padifférentes valeurs de u — somme
cohérente sans prendre en compte les effets retddiéite noire).

Il est possible de comparer la réponse non lingagsurée pour le collagéne de type |
de queue de rat et le peptide collagénique. Leardmes hyperpolarisabilités est de 12,6 et
doit étre comparé au calcul théorique pour unedengL = 290 nm normalisé a celuide L =
8,6 nm. Ces calculs dépendent de la symétrie dseterd’hyperpolarisabilité microscopique
et le meilleur accord est obtenu paur 0.5, en excellent accord avec des travaux aotérie
de SHG qui ont également obtenu un rapport micmmgoe u = 0.5 [32, 36-40]. La
comparaison de nos données expérimentales a drgscdiéoriques démontre ainsi que la
triple hélice de collagene peut étre décrite pa smmme cohérente si la prise en compte des
effets retardés est correctement réalisée. Dansnaeéle, les éléments infinitésimaux

appartiennent au groupe de symétrig @t le rapport de dépolarisation aboutiti& 0.5,

c'est-a-diref

m,zzz

=2/, Toutefois, le calcul théorique doit étre consédavec soin, pour
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les raisons suivantes. Tout d'abord, la moléculeallagéne ne releve pas strictement de la
symétrie G, et certaines composantes, par exemple les comtpgssahirales [21], sont
négligées dans ce développement. Ensuite, bietequalagéne soit généralement considéré
comme une tige rigide, il s'agit plutét d'un polyme&emi-flexible [27] dont les déformations
peuvent introduire des incertitudes dans le calbd.plus, le peptide collagénique utilisé
comme modeéle de référence n’'est pas totalemennisggan triple hélice ce qui peut se
traduire par une efficacité non linéaire moindrenfi; nous ne pouvons pas conclure
définitivement sur la valeur exacte du rappo#t 0.5. Toutefois, un rapport proche de 0,5 est
obtenu et I'hyperpolarisabilité du collagéne n’esis limitée a une seule composante non
nulle. Il est également possible de comparer ldigerollagénique au tripeptide a base de
glycine, voir Figure 5-6. Les tailles de ceux-carét petites devant la longueur d’onde, les
effets retardés n’ont quasiment pas d’effet. Letigdepcollagénique est la somme de trois
chainesa alors que le tripeptide est juste I'enchainememttrdis acides aminés. Pour
normaliser I'hyperpolarisabilité du tripeptide, moavons pris en compte I'hyperpolarisabilité
d’'une seule chaine et donc divisé I'hyperpolarisabilité du peptiddlagénique par trois.
Cette opération est possible a condition de fagbthése qu’il n’existe pas de contribution
supplémentaire lorsque les trois chalmessont associées. Dans la suite nous verrons que
cette hypothése sur la somme des hyperpolarigabities trois chaineg pour obtenir
I'hyperpolarisabilité du collagéne est justifiéeup la taille du tripeptide, nous avons aussi
fait également I'hypothése que celle-ci est 10 foférieure a celle du peptide collagénique,
c'est-a-dire 0.86 nm, méme si la conformation theptide est sGrement différente de celle
d’'un enroulement en chaioe Nous obtenons une valeur expérimentale 5.3 flois faible
alors que nous attendions une valeur 10 fois @ildef. L’hyperpolarisabilité du tripeptide est
donc 2 fois plus importante que prévu. La conforomatlu tripeptide est tres différente de la
conformation d’'un enchainement de trois acides émau sein d'une chaiae ce qui peut
modifier sa longueur ou modifier les éléments dwunséar d’hyperpolarisabilité
microscopique. L'écart obtenu pour le tripeptider papport au modéle de sommation
cohérente est di a une conformation différente quaboutit a des éléments
d’hyperpolarisabilité microscopiques différents. udo pouvons conclure ainsi sur
'importance de la structure de la molécule dansgfmnse SHG. Pour pouvoir réaliser cette
comparaison de I'hyperpolarisabilité du tripeptiday modéle microscopique, prenant en
compte les conformations des peptides, est nécessai
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Figure 5-6 : hyperpolarisabilité du tripeptide GGtarmalisé par rapport a
I'hyperpolarisabilité d’'une chainer (hyperpolarisabilité du peptide collagénique dévjzar

trois)

La réponse non linéaire SHG du collagéne proviemtcdde la réponse non linéaire
d’éléments infinitésimaux, rigides et indépendamsssédant une hyperpolarisabilité
intrinséque propre, sommes de maniére cohérenfgegrant en compte les effets retardés a
cause de la grande taille de la molécule par rappda longueur d’onde. La précision du
modéle nous permet également de conclure sur lepasantes majoritaires présentes au sein
du collagéne, dans 'hypothése d’'une syméteig. ®ais pour obtenir plus d’informations sur
I'origine physique de la réponse non linéaire, dasdes sur le collagéne dénaturé et des

études en polarisation ont été meneées.

5.3 Origine de la réponse
5.3.1 Comparaison collagene / gélatine

Le collagene ne contient pas, dans sa séquenceides aaminés, d’harmonophores
importants tel que le tryptophane ou la tyrosine.lé®collagene possede une réponse non
linéaire trés importante. Pour identifier les cosgmou les structures responsables de la forte
efficacité de la réponse non linéaire, le collagen€té dénaturé afin de connaitre les

hyperpolarisabilitéts des chaines individuelles et de déterminer s'il existe desetff
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coopératifs entre celles-ci. Les solutions de gellee ont été chauffées a 50°C pendant 10
minutes ce qui provoque la destruction de la triiice en trois chainas. La concentration

en chainesxr est alors le triple de la concentration initiate allagéne. Nous avons alors
obtenu une hyperpolarisabilitg ., = (170 20)x107% esu ce qui est 7.4 fois plus faible que

celle du collagéne. Ensuite, des mesures d'inrndRS résolue en polarisation ont été
effectuées pour apporter des informations sur lesments de tenseurs d’hyperpolarisabilité
microscopique, voir Figure 5-7. A partir de cesrb@s résolues en polarisation, le rapport de

dépolarisation et le paramétpe[41], cf. Chapitre 5, ont été extraits, voir Tahlel6.

12000 |<° "%
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Figure 5-7 : (gauche) Intensité HRS, polarisée icafement, normalisée du collagéne
dénaturé. (droite) Intensité HRS résolue en poédits du collagene (carrés noirs) et du

collagéne dénaturé (carrés vides) a la méme conaorh de 5mg/L.

Collagene

Collagene i ,
9 dénaturé

[ (10 esU| 1250+20 | 170+20

a’ +¢v
:b—v 1.08+£0.06 | 0.89 +£0.24
CV
D =— 0.13+£0.015| 0.26 £ 0.08
a

Tableau 16 : mesures expérimentales du collagéda ebllagéne dénaturé
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L’hyperpolarisabilité d’'une chaine est 7.4 fois plus faible que I'hyperpolarisabilité
du collagéne. Si I'hyperpolarisabilité du collagerst la somme cohérente des trois
chaines , une chainer doit avoir une hyperpolarisabilité seulement 3 fplus faible. Si
I'hnyperpolarisabilité du collagene provient de Eumion des trois chaineg et d’'un effet
coopératif supplémentaire, lors de la dénaturdtiyperpolarisabilité diminuerait ainsi d’'un
facteur supérieur a trois. Cependant il est difficde conclure avec certitude sur un effet
coopératif des chaines En effet, le facteur de cohérence et le rappertiépolarisation du
collagene et de la gélatine sont différents cenagti en évidence un changement de structure
de la molécule. Les chaines en solution n’ont pas la méme rigidité que le agdne en
triple hélice et ne peuvent plus étre considéréemte de petits batonnets. La construction de
I'hyperpolarisabilité au sein d’une chaiae seule comme il a été fait pour le collagene n’est
donc plus valide. En effet, les champs harmonigumeis par toutes les fractions élémentaires
de la chainex peuvent alors intervenir dans un mode de destructi est alors normal que
dans ces conditions I'hyperpolarisabilité d'uneidear soit plus faible que prévu a cause de

sa structure non rigide.

5.3.2 Etude en polarisation de PPG10

5.3.2.1 Rapport de dépolarisation

L’intensité non linéaire résolue en polarisation é® mesurée pour le peptide
collagénigue PPG10 afin daccéder aux éléments @mseurs microscopiques
d’hyperpolarisabilité. Le rapport de dépolarisatioe peut étre étudié que dans le cas ou
I'intensité provient d’'un objet considéré comme gioel devant la longueur d’onde. En effet
le collagéne est une molécule trop grande et fessafetardés qui y sont présents modifient le
sens et la formulation du rapport de dépolarisat®est pourquoi, I'étude du rapport de
dépolarisation est pertinente uniqguement sur leigieepollagénique ou les effets retardés sont

absents.
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Figure 5-8 : Intensité HRS, polarisée verticalemeésolue en polarisation du peptide

PPG10
PPG10
\% + \'%
=""b—vC 0.98 +0.03
CV
D=7 | 011540015

Tableau 17 : valeur du rapport de dépolarisatiordatrapport de cohérence du peptide
PPG10

La valeur obtenue pour le parametre de cohérepee,, corffirme bien que le peptide
peut étre considéré comme une molécule ponctuellard la longueur d’onde. Cela justifie
donc pleinement I'étude du rapport de dépolarisatiee peptide collagénique PPG10 peut
étre considéré comme une partie élémentaire de dEcomle de collagéene. Le peptide
appartient rigoureusement au groupe de symeégimais il est possible de le modéliser selon
une symeétrie G, comme pour le collagene. En considérant ce gralgpesymétrie et

I'hypothese de Kleinmann, les seuls éléments nols du tenseur d’hyperpolarisabilité
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microscopique sont les eléments,;,, et B,,, = B,,, = Bye = By, = Byux = By.y- LE rapport de

dépolarisation du peptide collagénique en fonctiommapport microscopique= 3,,./53,,, €st

calculé. Dans le cas général, le rapport de dépataon s’écrit [42]:

zlgm 1052 ﬁm ﬁljj 1052 :BuJ 105 lgljj :Bikk zlguk

D iz i#] [EFESS |¢J¢k (5_11)
- ﬂm 18|||18| 18| ﬂl 18| ﬂl
.Z 35; j 35; j 35|§k jj /ikk w_;k ijk

En utilisant les éléements de tenseur présents eretsg G, nous obtenons le rapport de

dépolarisation en fonction de:

_ 3-4u+20u°

5-12
15+ 36u + 72u? ( )

Le rapport de dépolarisation a été tracé en fonatio paramétra et l'intersection du rapport
théorique et de la valeur expérimentale permet éterchiner la valeur de, aux erreurs
expérimentales pres, voir Figure 5-9. Nous constatp’il y a une intersection pour= 0.24
etu = 0.46 mais gqu’'a cause de I'erreur sur la meduestiseulement possible de fournir un

encadrement de cette valeur : 0.1%1 < 0.66 correspondant &4545,,, < f3,,, < 664,,,. Ces

valeurs du rapport de dépolarisation sont en acaved les valeurs de la littérature [15, 32,
36, 37, 39, 40] et confirment la valeur obtenue lgamodele de la somme cohérente du

collagéene.
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Figure 5-9 : rapport de dépolarisation théoriquevaleur expérimentale du peptide
PPG10

5.3.2.2 Origine du rapport de dépolarisation.

Grace a la structure connue du collagene [43, &#] Mgure 5-2, il est possible de

déterminer les angle§,,¢,,6,,¢,, définis sur la Figure 5-10. Pour la chaimeet la super

hélice, les angle®, et ¢, varient entre 0 eR7, alors que les angléget 6, sont fixes :

L[ 2m (228
6 =tgl =L |=tgH === |=12 5-13
), =19 ( h j g (85.5) (5-13)
L[ 2T (215
6, =tg7l| =2 |=tg 7} === | = 45° 5-14
, =19 (hzj g ( 952j (5-14)

A partir du rapporiu obtenu sur le collagéne et sur le peptide, I'oegde la réponse non
linéaire a pu étre déterminée. Pour cela, noussafaihl’hypothése que le seul élément non
nul du tenseur d’hyperpolarisabilité est I'élemet, parallele a la direction des
enchainements des acides aminés [37, 39, 45]. tenswius avons calculé en fonction des

angles 8,,¢,,06,,9, les éléments du tenseur microscopique dans leeréiél de la super
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hélice. Les éléments du tenseur microscopique digmerdes angle®,,¢,,6,,4, et de la

composant@,, .

Figure 5-10

» w 91 2
& ' r » IB 77
B g A 016
?© < ) & ﬂ
X vy . 5 ZXX
o y J
Q© -.
?© y S )
o v 5SS Y
> QQX‘} (€ / g
¢ 2

: (gauche) référentiel des acides amindcentre) référentiel de la chaine

a — (droite) référentiel de la super hélice.

Nous avons exprimé dans le référentiel {u,v,w}desres vecteurs directeursz ett :

sing, cosy,
sing, sing,
cosb,

—)
1

(5-15)

S <O

cosy, cosp,

-sing,
sing, cosg,

(5-16)

x>
S S

-sing,
0
cosé,

2= (5-17)

S <O
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la projection du vecteur directeut sur les vecteurs% 2z dans le référentiel

{u,v,w}s’exprimant alors comme :

zit = cosf, cos, —sing, sind, cosy, (5-18)
Xt = cosd, cosp, sind, cosp, —sing, sing, sind, + coss, sind, cosg, (5-19)

Les composantes du tenseur d’hyperpolarisabilité is@intenant :
ﬁzzz = <(2f)3 >ﬁttt (5'20)

Boo = ((2E)RE) ) (5-21)

ou les crocheti > correspondent a la somme sur les andlesp . Pour la chainer et la
super hélice les angléget 8, sont fixes et les angleg, et ¢, sont aléatoires, compris entre

0 et 2n1. Il est alors possible de simplifier les formupgécédentes en remplaga(nbﬁ“ ¢> et

<sinn ¢> par O lorsque est impair et ¥z lorsqueest pair (avea < 4). Nous obtenons alors :

B,,,=N [0033 6, cos’ 6, + gcosé?l cosd, sin® g, sin* 4, j B (5-22)

- 2 - 2
Sin”"6, , sin” 6, —gsin2 8, sin? szﬁm (5-23)

B, = Ncos, cos@{

avec N le nombre d’acides aminés concernés. Le rappoctosgopique =23,../53,,, en

fonction ded, et 8, est représenté Figure 5-11.
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Figure 5-11 : Rapport microscopique en fonction deglesé, et 6,

Le rapportu=0.5 mesuré pour le collagéne et le peptide est tdait &Zompatible avec

les résultats du modéle di=12° etd,= 45°. Cela tend a confirmer que I'hyperpolarisabil
est bien localisée sur la chaine peptidique etlguseule composantg,, suffit a rendre

compte du rapport de dépolarisation observé stwmllagéne et le peptide.

5.3.2.3 Valeur absolue dé&,, .

A partir de la géométrie du peptide et de la vatBison hyperpolarisabilité, I'intensité

absolue de la brique élémentaire a été calculéealear de la composanté ,,, s'exprime

en fonction du rapport de dépolarisation et dealew de la mesure expérimentale :

,82 = IBLz,xxx + IBLZ,zxx = IBLZ,xxx (1+ Dz) (5-24)

la composantef, .. s'exprimant également en fonction des composadtestenseur

d’hyperpolarisabilité microscopique [42] :
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) 1, 12 24 ,

==f +— +— 5-25
ﬂL,XXX 718212 35ﬂzzzﬂzxx 35 ﬂzxx ( )
en remplacant les composantes microscopique pesrigposantef, d'apres les équations

(5-22) et (5-23) et en prenaff=12° etd,= 45° :

ﬂ -30
B, = = (45+ 0210 "esu 5-26
“ N%@+D?) 5731072 ( 1 (5-26)

avecN = 90, le nombre d’acides aminés présents dansgaesée du peptide. La valeur
obtenue ne dépend pas de la nature des acidessapn@sents dans la structure et la mesure

permet de donner la valeur de I'hyperpolarisabiifésolue d’'un acide aminé dans une
séquence ne contenant pas de groupe harmonopl®psndant, le vecteur n'a pas de

réalité physique au sein de I'enchainement desaadinés et la composantk, est elle-

méme la résultante de la somme des hyperpolaiigabdu sein de chaque acide aminé. I
n'est pas possible avec ces expériences d’apparteréponse sur la localisation exacte de la
non linéarité au sein des acides aminés, ni mérakkegusont les valeurs des composantes des
tenseurs. Pour cela des calculs de chimie théosquenécessaires pour pouvoir attribuer a

chaque acide aminé un tenseur d’hyperpolarisalgjlitdéui est propre.

5.4 Conclusions

Dans ce chapitre, nous avons mesuré I'hyperpolalitgadu collagene de type | de
queue de rat ainsi que I'hyperpolarisabilité dulag®#ne dénaturé, du peptide collagénique
PPG10 et du tripeptide GGG. De plus, nous avondéerminer I'origine physique de la tres
forte hyperpolarisabilité du collagéne. En effet/lesci provient de la somme cohérente
d’éléments qui correspondent vraisemblablement l@igons peptidiques possédant une
faible réponse non linéaire. La compacité et ladii§ de la triple hélice assurent un bon
alignement de ces harmonophores le long de I'axéamaire ce qui aboutit a une sommation
efficace des hyperpolarisabilités microscopiquessidla forte réponse non linéaire du
collagéne n'est pas liée a la présence de fortsdmophores mais plutét a la parfaite

organisation d'un grand nombre de petits harmonesho
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Les mesures résolues en polarisation ont permidéderminer les composantes du
tenseur d’hyperpolarisabilité majoritaires au saénla triple hélice. Ainsi, ces informations
microscopiques devraient permettre a la communéuutédiant le collagene dans les tissus
humains et animaux d'obtenir des informations qtetntes sur les orientations et les
concentrations en collagéne. Nous pouvons égalem@amstater toute la pertinence des

expériences de diffusion Hyper Rayleigh pour olstdes informations sur la conformation et
la structure des protéines.
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Chapitre 6: Symétrie et Arrangement

6.1 Introduction

La diffusion harmonique de lumiéere ou diffusion byfRayleigh par des objets de taille
nanometrique peut apporter des informations sumdgohologie et plus particulierement la
forme de ces objets [1]. Pour des molécules, olges nous pouvons considérer sans
extension spatiale donc ponctuels, I'analyse desbes de lintensité HRS résolue en
polarisation permet d’obtenir le rapport de déps&ion qui renseigne directement sur les
composantes majoritaires du tenseur d’hyperpolatiga[2] et ainsi sur sa symétrie spatiale.
Pour des objets de taille non négligeable devaribigueur d’'onde, ces mémes courbes
d’intensité HRS résolue en polarisation renseigiseintle caractére dipolaire ou multipolaire
dominant de la réponse, par exemple sur la réjparspatiale des sources élémentaires qui le
composent [3]. Dans les chapitres précédents fliasiin Hyper Rayleigh a été étudiée dans
deux cas extrémes : les molécules dont la taili¢res inférieure a la longueur d’'onde et les
arrangements moléculaires de répartition sphérigdes deux répartitions extrémes

aboutissent a des intensités HRS résolues en gatian trés différentes mais quantifiées par
le nouveau paramétreg¥. La diffusion HRS permet donc d'obtenir de présisi

informations sur ces objets de taille nanométrigmer des géométries particuliéres telles que

les géométries sphériques ou linéaires.

Dans ce chapitre, nous allons étendre le probléenendniére empirique aux autres
géométries accessibles, en plus de la symétrierigpké Nous étudierons en particulier les
différents détails pouvant étre observés. Pour, tzlgéponse HRS de différents assemblages
moléculaires ayant des géométries particuliere aitnulée. Ces géomeétries correspondent
finalement a I'arrangement spatial des sourceseaiéares. Nous avons donc choisis de nous
intéresser aux solides de Platon ou aux réparitigni répondent a des problémes de
distributions de points a la surface d’'une sphBrautres répartitions seraient bien entendu
envisageables. Contrairement a la répartition detp@ la surface d’'un disque, voir Figure
6-1, la répartition de points a la surface d’'unleesp est un probleme non trivial qui nécessite

des criteres de répartition. Un des critéeres dartigjon les plus courants est un critére



énergétique. La répartition finale est alors laarépon qui minimise I'énergie d’interaction
entre les points. Ce probleme de répartition eshgasous le nom de probléme de Thomson.
Il existe d’'autres criteres de répartition telleeda répartition de Tammes pour laquelle il
s’agit de minimiser I'encombrement stérique desisorépartis. Ces problemes de répartition
d’'objet a la surface d’'une sphére correspondenesqliestions trés importantes dans de
nombreuses disciplines, en particulier la biolddieou la chimie [5].

Figure 6-1 : répartition de 8 points sur un cercle

Apres avoir obtenu la réponse de diffusion Hyperyl&lgh de ces assemblages
moléculaires ayant des géométries particulieress mvons développé un nouveau montage
expérimental dans le but d’apporter de nouvellésrinations. En effet, plusieurs géométries
aboutissent souvent aux mémes intensités résotueslarisation et pour cela de nouvelles
mesures sont nécessaires pour lever cette indé@ion. Un montage de diffusion Hyper
Rayleigh en transmission a ainsi été mis au paides mesures préliminaires ont démontrées
I'avantage de la combinaison de deux angles diftéren excitation pour la détermination de

I'arrangement spatial dans les assemblages moiéesila

6.2 Reépartition de n points sur une sphere
6.2.1 Solides de Platon

Une premiére solution répondant a la répartitiombgéne de points sur une sphére est
la répartition selon les solides de Platon. Ceisles| dont I'introduction et I'étude remontent

aux premiers temps de ’'homme moderne, grec eficpber d’ou leur nom, ont été pour la
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7z

premiére fois construit par Théétéete d’Athénes \dénie siecle avant Jésus Christ. Par la
suite, Platon utilisera ces solides comme suppout sa philosophie en les associant aux
éléments de la nature [6, 7].

b &

Figure 6-2 : les 5 solides de Platon : le tétragdiectaedre, le cube, I'icosaédre et le

dodécaédre.

Pour gu’un solide réponde a la définition d’'un delde Platon, il doit remplir certaines
propriétés :

» Toutes les faces du solides doivent étre des pobgoéguliers, c’est a dire que
chaque face doit étre un polygone dont les anglae ées cotés de ce polygone

sont identiques.
* Le méme nombre de faces doit se rejoindre en ehsgumet.
» Les faces ne se coupent qu’au niveau des arrétes.
Par conséquent, il n’existe ainsi que cinq solae®laton en trois dimensions :

» Le tétraedre : il est composé de 4 sommets, 6earrét 4 faces. Il répond au
groupe de symeétrie 4T Si on remplace chaque centre de chaque facerpar u
sommet on obtient a l'intérieur du solide un agwwéde, on parle alors de solide
dual. Le solide dual du tétraedre est le tétrabdmméme. Le tétraédre est donc

un solide auto-dual.

* L’octaédre: il est composé de 6 sommets, 12 aréteB faces. Il répond au

groupe de symeétriefOLe solide dual de I'octaédre est le cube.

* Le cube: il est composé de 8 sommets, 12 arréte$aees. Il répond au groupe

de symétrie @ Le solide dual du cube est 'octaédre.
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* L’icosaedre : il est composé de 12 sommets, 3Qemre 20 faces. Il répond au

groupe de symétrig.ILe solide dual de l'icosaedre est le dodécaédre.

* Le dodécaedre : il est composé de 20 sommets,r8tearet 12 faces. Il répond

au groupe de symétrig Le solide dual du dodécaéedre est I'icosaédre.

Les sommets des solides de Platon se distribulens@rface d’'une sphére. Ainsi, ces solides
répondent au probleme des répartitions homogenes e 8, 12 et 20 points a la surface
d’'une sphére. Les criteres de répartition sont dansas esthétiques puisqu’ils répondent a la

formation de formes tridimensionnelles ayant degppétés géométriques atypiques.

6.2.2 Répartition de Thomson

Parmi les criteres de répartition depoints a la surface d’'une sphére, I'un des plus
intéressants est le critere énergétique. En effetpus attribuons a chaque point une charge
électrostatique de méme signe, ces points a lacude la sphere se distribuent de maniére a
minimiser I'énergie d’interaction. J. J. Thomso®%6-1940), physicien anglais découvreur
de I'électron, avait encore une vision non abodéd’atome. Il pensait que les atomes étaient
composés d’éléments électrifies négativement erferndans une sphere uniforme
d'électrification positive. Avec ce modele d’atonde]. Thomson s’est posé la question de
savoir comment est réparti 'ensemble de ces élesta la surface de cette sphere chargée
positivement en fonction de leur nombre [8]. Aipsiur chaque atome différent, le nombre
d’électrons est différent et leur répartition chan@’est le probléme que nous appellerons de
Thomson, ou probléme des électrons ou encore pnebthi potentiel Coulombien. Méme si
aujourd’hui le modéle de I'atome a évolué, le peoid de la répartition des charges de méme
signe a la surface d’'une sphére reste un problésecomplexe ayant suscité d'importantes
recherches, notamment dans le domaine des matig@éiestt de la chimie. La répartition des

électrons a la surface d’une sphére répond a lamsiation du potentiel coulombien :

U, O ZL (6-1)
i<j I’i _rj‘

avecr, etr; les positions sur la sphere des électioey. Pour chaque configuration, il est

possible de calculer ce potentiel et de trouveolafiguration qui le minimise. La formulation
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physique de probléeme est assez simple mais |l wliffi réside dans I'obtention de solutions
qui convergent. Pour cela plusieurs méthodes @ntutisées par le passé : les algorithmes

génétique [9], la marche aléatoire ou les conteaidfoptimisation globale [10].

Figure 6-3 : Répartition de 100 électrons a la sudatune sphére. En code couleur, le

potentiel électrostatique.

Pour un nombre d’électrons allant de 2 & 112, lésas répartitions ont été trouvés par
différentes méthodes numériques [11] ou théorigii&y, suggérant que les meilleures
configurations minimisant I'énergie ont bien ét®&utvées. Pour un nombre d’électrons
supérieur a 112, l'obtention de solutions uniqueste difficile. Par contre, pour des
configurations allant de 3 a 18 électrons, voir €ahbl 18, 'arrangement géométrique peut
prendre la forme de polyedres connus. En effet, de 12 et 14 électrons, les résultats
obtenus sont des polyedres réguliers lorsque lsidére que chaque charge est placée sur
un sommet. En revanche pour certaines configuratipas exemple 13, 15, 16,..., les
répartitions ne sont pas des polyédres simplateananiere générale, le degré de symétrie de
ces objets est moins important. Par exemple, lersgiue nous plagons 20 électrons a la
surface d’'une spheére, ceux-ci ne s’organisent pas & forme d’'un dodécaedre de Platon

mais sous une forme non réguliere.
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Triangle équilatéral
3 o 11 Symétrie C,,
Symeétrie Dy,
Tétraédre Icosaédre
4 - 12
Symeétrie T, Symétrie |,
Bipyramide triangulaire Symétrie C
5 Py o g 13 v
Symetrie D,
Octaédre Symétrie D
6 o 14 6d
Symeétrie O,
Bipyramide pentagonale Symétrie D
7 » 15 e
Symeétrie D,
Antiprisme Symétrie T
8 - 16
Symeétrie D,
tétradécadeltaedre Symétrie D
5h
9 Symétrie Dy, 17
hexadécadeltaédre Symétrie C
10 - 18 y 4v
Symeétrie D,

Tableau 18 : Répartition de 3 a 18 électrons a ldase d’'une sphére répondant a la

minimisation de I'énergie d’interaction Coulombienfi3, 14].
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6.2.3 Répartition de Tammes

Parmi les autres manieres d’organiser des poilstsarface d’'une sphére, il existe aussi
la répartition de Tammes. En 1930, le botaniste aéeddis J.M.L. Tammes a décrit
'arrangement de trous sphériques a la surface amebreux grains de pollens. Ces trous
permettent aux éléments reproducteurs de sorsrderla fertilisation. La répartition de ces
points est assez réguliére et leur nombre dépelidspece végétale. Tammes a constaté que
la distance entre ces trous sur un méme grain gBD@Mativement constante et que le
nombre de trous est proportionnel a la surfacerdingle pollen. Tammes se posa la question
suivante, énoncé comme étant le probléme de Tammes fixant une distance minimale
entre chaque trou, combien de trous puis-je ré&partia surface d’'une sphére de rayon
donné » [15]. Ce probléme est également connu Eoum®m du probleme des dictateurs
ennemis. Le probleme s’énonce alors de la manigvarste : considérant des dictateurs a la
surface de la Terre, comment ceux-ci se répartisksepour que chacun ait un territoire
circulaire maximum tout en étant a une distanceimabe des autres dictateurs [16]. Tammes

a essayeé de répondre a cette question de mani@igagra.

Figure 6-4 : Image de microscopie électronique djuain de pollen de I'espéce

Ipomoea Purpurea.

La répartition de Tammes, c'est-a-dire la répartitie petits disques non superposables a la
surface d’'une sphére, aboutit & des configuratsiables pour 2 a 12 et 24 disques, les
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configurations 6 et 12 ayant été trouvées par Tasnioieméme. Pour un grand nombre de
disques a placer sur une sphere, le probleme derdpidement plus compliqué. En effet,
placer des disques a la surface d’'une spheére teaieninimiser un potentiel d’interaction
entre chaque centre de disque. Ce potentiel didotien, pour le probleme de Tammes, est de

la forme :

1

L=,

UTammesl:J z n- o (6'2)

i<j

n 1

Nous remarquons que ce potentiel est de la mémeefque celui du probleme de Thomson,
seule change la puissance de la distance entre p#nts. Pour le probleme de Thomson,

cette puissance est égale a 1, alors que pour Tammes cette puissance tend’wdinsil

Figure 6-5 : Répartition de 100 disques a la surfdaae sphere

Il reste mathématiquement impossible de modélisepatentiel dont la puissance tend vers
moins I'infini. Cependant, il suffit de prendre upeissance suffisamment grande pour que la
répartition ne dépende plus de cette puissances @Rgpratique, une puissance supérieune a

= 12 permet d’obtenir, pour un nombre de trous pasitmgortant, les bonnes configurations.
Ainsi, une configuration a 7 points correspond & bipyramide pentagonale lorsque que la
puissance du potentiel est = 1. Si cette puissance augmente, un changement de
configuration apparait lorsque la puissance dewgate an = 12, voir Tableau 19. Pour un
nombre de point allant jusqu’a 6, ainsi que pouet8l2, la répartition de Tammes est
identique a celle de Thomson. Pour les autres aandiipns les deux répartitions donnent des
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résultats différents. Nous pouvons également remearque les configurations de 1 a 6 et 12
sont des configurations qui ne dépendent pas denpek choisi, ces configurations étant

appelées configurations universelles [17].

Répartition de Tammes Répartition de Thomson

A\ IA\ bipyramide
7 Symétrie C,, pentagonale
A \V Symétrie Dy,

,‘7 A\ tétradécadeltaedre
9 QE m Symétrie Dy,
JA dcadeltaédre

o 1] &)

11

Symétrie C,,

Tableau 19 : Répartitions différentes dans le ca3al®mes et de Thomson. Au-dela de
13 toutes les configurations sont différentes maisvient difficile de faire la distinction a

cause du grand nombre de points

Lorsque le critére de répartition des points suspaére est le critere de Thomson, nous
parlons de répartition Coulombienne. Pour la réj@mtde Tammes, nous pourrions parler de
répartition stérique. La valeur élevée de la puissaimpose en effet que les points
correspondent au centre de disques impénétrablest intéressant de faire le lien avec le
potentiel de Lennard-Jones pour un model diatomigneeffet, le potentiel de répulsion est
souvent modélisé par un potentiel du typ& . Cette puissance dé2 n'a pas de véritable

fondement théorique si ce n'est de rendre compia d&pulsion due au principe de Pauli qui
peut étre associée a une répulsion stérique. Gaidsance del2 correspond exactement a la
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puissance du changement de configuration entreémasion Coulombienne et une répulsion

stérique.

Répartition de Tammes | Répartition de Thomson Solide de Platon

20

Tableau 20 : différence entre les répartitions @enmes, Thomson et Platon pour un
nombre de points de 8 et 20.

6.3 Diffusion non linéaire détectée a 90°

6.3.1 Théorie

Les intensités harmoniques HRS diffusées dangéatin Y , résolues en polarisation,
ont été calculées numériquement pour des assersbtagiculaires dont les répartitions
spatiales correspondent aux différentes distribgtide Tammes, de Thomson et de Platon.
Pour passer d’'une répartition de points sur une&rgph un assemblage moléculaire, nous
avons choisi de placer des molécules de type pukhagiale a la surface de la sphere,
orientées du centre vers l'extérieur. Ce type ddéoube se rapproche des molécules
amphiphiles formant des micelles, voir Figure 8-8.seule composante non nulle du tenseur

d’hyperpolarisabilité de ces molécules est la cosapte S,

m,zzz*

De plus, chaque molécule se

trouve & une distance du centre de la sphére sur laquelle elle esttiépar
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Figure 6-6 : tétraedre et répartition des molécudesphiphiles.

Un programme numérique, développé en langage C, [t8lcule a partir de
I'orientation de chaque molécule le tensgird’ordre 3 eti” d’ordre 4 dans le référentiel

mésoscopique comme suit :
Brssax = 21766 0T (6. 8,407 (6.0 zze (6-1)

Mrssone = 2,17 (8.8.0)T5 (6.6, 0T (6.8 )T (6. 8,40 B 62)

avec T la matrice des angles d’Euler. Une fois les terssenésoscopiques définis, une
moyenne sur toutes les orientations de I'assemldageffectuée numériquement pour obtenir
les tenseurs dans le référentiel du laboratoirete@tape rend alors compte d’'une répartition
des assemblages dans une solution liquide par d&erhfintensité HRS résolue en

polarisation est alors :

a’ =G NI 3)|_<,B|_,xx><:8:,xxx> + (Ak-r')2<F|_,xxx F:,xxx >] (6-3)

~.

bV = GI le)l<4ﬁL,XXYﬁI:XXY + ZIBXXYIB;YY> + (Ak'r')2<2FL,XXXrL,XYY + I—:L,X)(Y’I:Ii,XXY>J (6-4)

¢’ =G Nlil<,8|_,xw:3:,xw> + (Ak-r')2<|:|_,xwi::,xw>] (6-5)
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*

a" =GN 3)[<ﬁL,ZXXﬁI:ZXX> + (Ak-r’)2<FL,zxx FL,zxx >] (6-6)

*

bH = G NI 2)|_<4ﬂL,ZXYﬂI:ZXY + 2ﬂZXYﬂ;YY> + (Akr ')2<2FL,ZXX FL,ZYY + FL,ZXYF:,ZXY >J (6-7)

c" =G NI 2)|_<18L,ZYYIBI:ZYY> + (Ak-r ’)2<FL,ZYYF:,ZYY>] (6-8)

Les intensités dépendent d’'une partie non retagtiéi@ine partie retardée. Dans le chapitre 4,
suivant les intensités résolues en polarisatiorysnavons étudié indépendamment: les
intensités non retardées avec les exemples desutedéde Dia et de Cristal Violet, les
intensités retardées avec comme exemple les nacépartition sphérique. La symétrie des
champs rayonnés dans ces deux cas permet de d@eteniype d’émission observeé. Pour les
objets ponctuels comme les molécules, il s’agind’'@mission dipolaire. En revanche pour
une répartition sphérique de taille non négligeal@eant la longueur d’onde, il s'agit d’'une
émission quadripolaire. Pour un objet ponctuel, dasssions au-dela du terme dipolaire,
c'est-a-dire quadripolaire, octupolaire, etc... net g@s possible car I'extension spatiale des
sources ne permet pas I'excitation de ces modesiss@n. Il est toutefois usuel de donner le
qualificatif d'octupolaire a des molécules donsianétrie est B comme le Cristal Violet. Il
faut cependant faire ici la distinction entre langjrie des sources et la symétrie des champs.
Une molécule octupolaire comme le Cristal Violeteémn champ non linéaire dipolaire car
sa taille ponctuelle a I'échelle des champs ne pepas I'excitation du mode octupolaire. De
plus, pour un objet ponctuel la symétrie quadripela’est pas admise car elle correspond a
une répartition centrosymétrique des sources. Lamph retardés contiennent en revanche
tout les ordres : dipolaire, quadripolaire, oct@i@, etc. Le caractere de I'émission dépend

alors de la symétrie de la source.
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E(F,F"2w) =E,, (F 2w) +E, (F

N—r

T 20)

Dipolaire Dipolaire
Quadripolaire Quadripolaire
Octupolaire- Octupolaire

Figure 6-7 : répartition du type d’émission en faootde la taille de I'objet diffusant

Le champ dipolaire émis par un objet diffusant pgot/soit du terme non retardé soit
du terme retardé a la fréquence fondamentale. dreses supérieurs ne proviennent que des
termes retardés a la fréequence harmonique. Pourttifjea ces contributions dipolaire et
quadripolaire ainsi que la contribution des ordsapérieurs dans la diffusion a 90° par un

objet de taille nanométrique, nous avons introdutarametre.

6.3.2 Résultats

6.3.2.1 Répartition de Thomson

Pour chaque configuration de Thomson, les coeffisiat, b et ¢’ ont été calculés
ainsi que le coefficiermy. Ce travail a été réalisé pour différentes taitles assemblages car

ce parametre détermine aussi le rapport entreolgsiloutions dipolaire et quadripolaire.
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Répartition de Thomson —8—R=5nm

—4A—R=10 nm
—v—R=20 nm
—4—R=30 nm

0.6 —

——-R=50 nm

0.4

0.0 | | | |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

nombre de molécules par assemblage

Figure 6-8 : n7 pour les différentes répartitions de Thomson ehtet 18 objets pour

différent rayon de la spheére.

Pour les répartitions centrosymétriques, le paraamgtne dépend pas de la taille (a
I'exception des répartitionsa = 7 etn = 17 discutées par la suite mais qui ne sont pas
centrosymetriques) car I'émission est uniquemeptaluterme retardé. Lorsque la répartition
est non centrosymeétrique, il existe une émissipoldire due aux effets non retardés et une
émission dipolaire et quadripolaire due aux effettardés. Si la taille de la sphére
correspondante est trop faible devant la longuéoamde, alors les effets quadripolaires ne
sont pas prédominants et I'objet répond majoritaéet de maniére dipolaire. Le paramétre
est alors proche de 1. Lorsque les assemblagesgsmsit la réponse posseéde un caractere
quadripolaire dominant e} tend vers 0. De maniere générale pour les répaditselon le
probléeme de Thomson, le paramétreiminue de 1 a 0 au fur et a mesure que le nomibdre
molécules par assemblage augmente. En effet, agjteemtation entraine naturellement une
évolution vers des assemblages de plus en pluh@rdzine répartition uniforme et par
conséquent vers une contribution quadripolaire damte. De méme, nous remarquons
I'alternance pair-impair. Les répartitions a nompaér sont centrosymétriques et cela conduit
a des valeurs de parametrgplus faibles que pour les assemblages de nomlpaininknfin,
se superposent 4 exceptions= 4 etn = 16 ou la contribution dipolaire est forteret 7 etn

= 17 ou au contraire la contribution dipolaire eseatie.
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Discutons quelques répartitions particuliéres= 1, 2, 4, 7, 16 et 17, présentes sur la

Figure 6-8.

e n=1 Pour un assemblage comportant une seule molétalleéponse en
polarisation d’'un tel objet est purement dipolagen = 1. Le rapport de

depolarisation dépend des éléments de tenseuoldietl’ici 5, .., et vaut dans

ce cas 0.2.

90

135 45

180 0

225 315

270

Figure 6-9: Intensité HRS, polarisée verticaleme@solue en polarisation

» n=2.Cet assemblage est purement centrosymétriquetgpeal’assemblage n'a
pas de réponse dipolaire pure. L'intensité nondlirgeémise provient des effets

retard et le paramétrgde I'objet ne dépend pas de sa taille.

90

135 45

180 0

225 315

270

Figure 6-10 : Intensité HRS, polarisée verticalemeggplue en polarisation
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n=4. Dans la répartition de Thomson, cet assemblagairesétraedre. Cette

géomeétrie est une des rares géométries compomrammbre pair de molécules
tout en restant non centrosymétrique. Il y a dosmasda réponse HRS a la fois
une partie dipolaire et une partie quadripolairem@he ces deux parties sont

présentes, la taille de 'assemblage va jouer lendéns la valeur du parametre
n.

n=7.1l s'agit d’'un assemblage comportant un nombreaimge molécules. A ce
titre, il ne peut pas étre centrosymétrique, maispartie dipolaire de cet
assemblage est strictement nulle. Un calcul duetans’hyperpolarisabilité
permet de comprendre ce comportement. L'assembésgeconstitué de 5
molécules dans le plan et de 2 molécules perpelaities a ce plan, voir
Tableau 18. Les deux molécules hors du plan formemt ensemble
centrosymeétrique comme pour l'assemblage 2. Pour les 5 molécules du
plan, le calcul du tenseur d’hyperpolarisabilitague molécule possédant un
tenseur d’hyperpolarisabilit¢ dont la seule valenon nulle est la

composant@,. ,,., donne :

,22Z7

Baesozzz = Bz Y T2 1217 Brvare Y T 117 B Y T2 1517 Braars ¥ T 117 Brnaa
= (L+cos(72)° +cos(44)°® +cos@16)® + cos@89°) 3.,
=0

Biresorxx = Brmzze T T2 T T Bz VT T T Brzee T T T T Brnze + T2 T Ty Bro2s
= (0+cos(2)sin(72)* + cos(44) sin(L44)>

+c0s@R16)sin(216)* + cosR88 sin(289%) 4

m,zzz
=0

ﬁmészXX = :Bm,zzz + TXZTXZTXZﬁm,zzz + TXZTXZTXZIBm,zzz + TXZTXZTXZﬁm,zzz + TXZTXZTXZﬁm,zzz
= (0+sin(72)® +sin(44)° +sin(216)° +sin(289*) B

m,zzz
=0

Le tenseur mésoscopique d’'un tel assemblage estrddret par conséquent, le

terme non retardé est strictement nul aussi.

Inversion 16-17Pourn = 16, n est fort alors que I'assemblage est pair, et au
contraire poun = 17 posséde un proche de 0 alors qu’il est impair. Il s’agit de

la présence juxtaposée de deux symétries partieslika configuratiom = 17
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dans la répartition de Thomson est de symétgjg identique a la répartition de
I'assemblagen = 7 dont les termes non retardés sont nuls. Lepgrole symétrie
Dsh ne génere pas dans I'approximation dipolaire étpetr La répartitiom =
16 possede une forte réponse dipolaire pure madgmgarité du nombre de
molécules. Cet assemblage n’est pas centrosymeéteigfait partie du groupe de
symétrie T, comme lI'assemblage= 4 qui fait partie du groupe de symétrig T
Pour ces deux types d'assemblage, la non centrasgnde I'assemblage

entraine une forte réponse dipolaire.

6.3.2.2 Comparaison entre les différentes répartitions

Le méme travail a été effectué pour la répartilenTammes et pour les solides de
Platon, en particulier pour un assemblage de r&aen 10 nm, pour pouvoir comparer les

différentes répartitions.

Assemblage de rayon R=10nm
b —A—Répartition de Thomson
—m—Répartition de Tammes
0.6 1 B Répartition de Platon
jony
0.4 —
0.2 —
0.0 —H

1 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1t 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
nombre de molécules par assemblage

Figure 6-11 : répartition de Thomson, Tammes et Plgtour un assemblage de rayon 10nm

Lorsque les répartitions n’'aboutissent pas aux mnséooafigurations, les valeurs de
sont différentes. L'assemblage= 7 selon Tammes n’appartient ainsi pas au groupe de

symétrie 3, et une forte partie dipolaire est présente pguodp la répartition de Thomson.
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Les configurationsn = 9, 10 et 11 possédent un degré de symétrie nwigde leur
contrepartie selon Thomson. Il en résulte des cardigons plus dipolaires.

6.4 Combinaison de la diffusion a 90°et 180°
6.4.1 Théorie

Une mesure expérimentale de paramgtpermet de déterminer, grace a l'intermédiaire
des graphes précédents, voir Figure 6-8 et Figufe,6la géométrie particuliere de
I'assemblage si la taille de celui-ci est connup&wmlant, une valeur de ce paramgtaboutit
a plusieurs géométries possibles. Par exempleyaieerr den aux alentours de 1, pour une
taille de 5 nm, correspond a des géomeétries liegair= 1, triangulairesn = 3, tétraédriques
n = 4 ou encore bipyramidales triangulaires n = 5. Raumettre la levée de dégénérescence
sur la géométrie rencontrée, le principe d'une dEauR mesure expérimentale a été

développé.

Dans I'équation (5-4), le champ harmonique est amséle deux termes : le terme non
retardé et le terme retardé qui dépend du factAlrr’ . Ce dernier terme est en partie
déterminé par la géométrie du montage expérimelgavecteurAk est en effet la différence

entre le vecteur d’'onde de I'excitation et le vactd’'onde de la réémission, aux indices

optiques pres :

AK = 2K - K = 2% (nk - noK ) (6-9)
C
Si pour la matrice du milieu contenant les assegdsapar exemple de I'eau ou de I'éthanol

pour des matrices liquides, la dispersion peut @égligée alorm® =n®”. La configuration
pour Iaquellelz et K sont colinéaires rend dorsk nul et il ne peut y avoir d’émission des
ordres supérieur au dipble. Une mesure de diffugioh permet ainsi d’obtenir uniquement la

partie non retardée d’'un assemblage puisque leepattltipolaire possede un nceud dans son

diagramme de diffusion dans cette direction.
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En reprenant I'expression (1-7) du champ radié patipble dans la directio :

20\?p/ _ 1aiKr
E oo (F 200) = (2“” J [ xPw)xz2]® 6-3)
r
20\ iK.r )'(
Eygo (F 200) = (ng j EE, " - R (6-4)
P,
avec .
Px B xxx COS" Y+ 2B, sy COSYSINY + B 4y SIN*
R |=] Brwxx cos’ y+ 23, yxyCOSySiny + ,3|_’YWSiI‘]2 1% (6-5)

P, 0

Les intensités diffusées par un dipdle dans ceg deactions sont les mémes pour une
intensité harmonique polarisée verticalement V. Raleurs, [lintensité polarisée

horizontalement H diffusée a 90° ne dépend pasadglé y, cf. Chapitre 1. L'intensité H

par contre diffusée a 180° est juste une rotatom d2 de I'intensité HRS polarisée V.

135

[ ‘

920

45

180
; ; ‘ A _ :
X o
225 ' ] 315

270

135

180

90

45

225

270

315
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Figure 6-12 : intensités, en fonction de I'anglede polarisation de I'onde incidente,

détectée selon la polarisation verticale (ligneipés) et horizontale (lignes en pointillées) —
A gauche intensité diffusé a 90° - A droite diffud&3@°.

bY

L’observation des courbes en H a 90° et a 180° puep pas de supplément
d’'information sur le processus d’émission. En retand’intensité V a 180° est l'intensité
dipolaire provenant uniquement du terme non reta@ifte intensité est un supplément
d’'information car en la combinant avec la courbéVediffusée a 90°, qui est la somme des
termes non retardé et retardé, le poids retardé&tandé est accessible par I'expérience. Pour
pouvoir tirer profit de cette distinction dans li&é&renciation de géométries particulieres, un

nouveau parametmg, est introduit.

n, = ago — al\/?o + Cé/o — Cl/ao (6-10)
bgy — By,

Ce parametre quantifie la répartition entre la ipadipolaire et la partie quadripolaire

provenant du terme retardé, alors queguantifie la répartition entre la partie dipolaiotale,

des termes retardé et non retardé, et la partiérignadaire.

\% +CV
,7 - a90 - 90 (6'11)
bQO
Un graphe dej, en fonction des est tracé ci-dessous pour les assemblages selon la
répartition de Thomson, voir Figure 6-13. La didfioic entre plusieurs configurations au

est similaire est maintenant rendue possible, sartBguité. Cependant, pour les assemblages
possédant plus de la douzaine de molécules a letacs, la seule mesure de ces deux
parametres n’est plus suffisante et la diffusiom tinéaire ne permet pas de résoudre des

géomeétries plus complexes, malgré I'apport d’ungvetie mesure.
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0.7
B R=5nm 2 nm
0.6 — B R=10nm
B R=20nm
059 m R=30nm
B R=50nm
0.4 —
3 B A o,---=n
—0.3— 10-12- 6m
14-17-18

Figure 6-13 : graphg, = f(#7) pour une répartition de Thomson de différentdteta

6.4.2 Montage expérimental

Pour pouvoir réaliser les mesures en diffusion HREc deux directions d’excitation
différentes, des modifications ont été apportéesnantage décrit dans le Chapitre 1. Le
choix a été fait de réaliser les deux mesures &8@°180°, quasi-simultanément pour éviter
des manipulations entre les deux mesures pouvandimer toute comparaison absolue
impossible. Pour cela, juste apres la lame demepnir Figure 6-14, le faisceau
fondamental est séparé en deux par une lame séEaiB0%-50%. Le faisceau transmis par
la lame suit la méme direction que dans le prédatientage. Le deuxiéme faisceau, réflechi
par la lame, est envoyé vers un second objectihideoscope qui focalise le faisceau dans la
cellule avec une direction colinéaire a la directde détection. Pour limiter toute pollution
des photons harmoniques générés par la lame dedai-aun le cube polariseur, le filtre bleu
est placé en amont de ces deux éléments. Afin ide Il mesure quasi-simultanément, le
hacheur optique est placé sur les deux faisceauorugte alternativement un faisceau quand
I'autre passe. Ainsi sur la voie A du compteur tetpn, on obtient le signal diffusé a 90° et
sur la voie B la diffusion a 180°. L'inconvénierg dette méthode de quasi-simultanéité est la
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diminution de lintensité a la fréquence fondaméntd de I'abandon de la mesure simultanée
du bruit. En passant par la séparatrice, le faisge#duson intensité divisée par 2, entrainant
une division par 4 de lintensité de diffusion nbnéaire. Pour des assemblages dont la
section efficace de diffusion non linéaire est l@ibl est préférable de faire les mesures

séparément afin d’avoir toute la puissance du lsgeun faisceau.

5004
400 -
] PM refroidi | —| Monochromateur
2004
1004 (6\
T T T T T
380 385 390 395 400 Pl’é-ampll
(—6 lentille
Cube polariseur
Compteur de photons
Lame A /2
Filtre bleu
lentille
Filtre rouge

Pompe
P §< Cellule
Séparatrice

50-50 - Objectif de

microscope
LASER TI:SA
A=800nm A

Lame ;
2112 Hacheur optique

. 7

Filtre rouge

Figure 6-14 : montage expérimental de diffusion a &0a 180°

6.4.3 Reésultats préliminaires

L’expérience a été effectuée sur deux types d’etaéin de démontrer la faisabilité de
I'expérience. Le premier objet est la molécule da. Cette molécule push-pull axiale est trés
petite devant la longueur d’onde et rayonne de emandipolaire uniquement puisque les
effets retardés sont négligeables. Ce composé peenzalibrer le montage expérimental car

il peut y avoir des différences d'intensité absokmre les deux voies, provenant des
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différents éléments optiques traversés. Tout d’abkirdensité en fonction de la longueur
d’onde est enregistrée, voir Figure 6-15.

w EN w

o o o)

S S o
l I I

200 —

Intensité HRS (u.a)

100 —

380 385 390 395 400
longueur d'onde (nm)

Figure 6-15 : spectre HRS du Dia pour deux direcdide diffusion quasi-simultanées —

(carrés pleins) 90° - (carrés vides) 180°

L'intensité sur les deux voies est approximativemken méme ce qui permet de
conclure a la bonne symétrie du montage. Un pétialdge spectral du maximum est dd a la
superposition imparfaite des deux points de foaabs dans la cellule issus des deux voies.
Comme ces deux points ne sont pas situés exacteamemhéme endroit, les photons
harmoniques n’entrent pas avec exactement la m@adence dans le spectrometre et cette
différence engendre une différence sur la longaénde harmonique lue. Nous remarquons
également que la largeur spectrale de lintensititisste a 180° est plus faible que celle
diffusée a 90°. Cette différence n'a pas été apndit et il est possible que des effets réels
apparaissent dans une direction plutbét qu'une a@mnme il est directement possible de
comparer les deux voies de maniére absolue, ude étu polarisation sur le Dia a été menée
afin de vérifier si les courbes polarisées V, obenFigure 6-12, sont bien identiques, voir
Figure 6-16. Ensuite, une étude en polarisationuswbjet de taille non négligeable devant la
longueur d’onde, des particules d’argent de 80 erdidmetre, a été menée. Comme cet objet
est grand devant la longueur d’onde incidenteg¢panse HRS est composée d’'une partie non

retardée et d’'une partie retardée, voir Figure 6-17
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Figure 6-16 : Intensité résolue en polarisation dia B (carrés pleins) 90° -(carrés
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Figure 6-17 : Intensité HRS résolue en polarisatienpdrticules d’argent de 80 nm de

diamétre — (carrés pleins) 90° -(carrés vides) 180°



Chapitre6 : Symétrie et Arrangement

Les diagrammes résolus en polarisation de la diffus 90° et & 180° des nano
particules d’argent donnent des résultats tresémifts : la diffusion a 90° donne un
diagramme de rayonnement selon 4 lobes alors gdiflsion a 180° donne un diagramme
selon 2 lobes. En effet, les particules d’argenB@@&m de diametre peuvent étre considérées
en premiére approximation comme sphériques. Corammicelles, cette géométrie conduit a
une réponse quadripolaire selon 4 lobes [19]. Balauler les deux parametngsles courbes
expérimentales ont été ajustées afin dobtenir lakfférents coefficients :

A, 0%, Coo» Arkor Disgs Cleo- ENSUite, Nnous avons placé le point expérimentialesgraphique

n, = f(n7) pour des assemblages calculés de rayon 40 nm.

0.7 —
W Répartition de Thomson 2
0.6 4 O Reépartition de Tammes
0 O Particule Ag 80 nm
0.4 —
w 3
= 0.3 1
~ [N
W 5
(17
0.1 —
w38 W 4
00 g 11U
I | | [ |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

n

Figure 6-18 : graphey, =f(#77) pour une répartition R=40nm

Le point expérimental se place en position (0.2858). Cette position ne correspond
pas a une géométrie particuliére précisément @wdcolais la valeur des deux parametres
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permet de déterminer I'origine de la réponse. Liup@tre; permet en effet de quantifier les
effets non retardés et les effets retardés. Darnsatae provenant des effets retardés,

indique que la majorité de I'’émission provient déulontribution quadripolaire. Cette
quantification permet aussi d’affirmer que I'objprésente une contribution dipolaire
importante : cet objet est donc non centrosymétrigDans un deuxieme temps, nous
constatons que I'écart a la forme sphérique parfdét la forme des nano particules est assez
similaire aux objets & une dizaine de facettes.pgaescules ressemblent donc fortement a des
sphéres cabossées sans qu’une forme réguliéreyti@ére n'’émerge. Il faut cependant rester
extrémement prudent dans [linterprétation de cesultd@s concernant les particules
métalliques. Tout d’abord cette analogie avec leerablages moléculaires repose sur le
passage a I'espace dual en assimilant la réponse dacette des particules a la réponse du
centre de cette face, normale a la surface. Lansgp&HG d’une surface métallique est en
effet dominée par cette contribution mais ce nfEst la seule, d’autres contribution dans le
plan de la facette interviennent, méme si elles slenmoindre importance. Le caractére
métallique aussi a été négligé. Ce caractere irslude champ électrique incident. En effet,
les champs locaux sont tres dépendants de la fdeseparticules, en particulier au plus
grosses tailles, alors que les calculs développé®eisont plus valables que pour un champ
local identique au champ externe appliqué. Enfeyésonances plasmon de surface des nano
particules utilisées rendent les éléments du tenddwyperpolarisabilité complexes et la
dissociation des effets non retardés et retardést wlus possible. Toutefois, les particules
d’argent 80 nm étudiées ici sont de bonnes careidadur une étude préliminaire d'objet a
symétrie sphérique. A cause des arguments présgdeest difficile d’aller plus loin et de
conclure par exemple a une répartition selon Tanariekséléments. Pour une validation plus
précise, cette nouvelle technique de caractérisakis objets de taille nanométrique doit étre
effectuée sur des objets de forme connue.

6.5 Conclusions

Nous avons montré que la diffusion Hyper Rayleiginpet d’'obtenir la géométrie
spatiale d’objets malgré les orientations aléasotte ceux-ci. Grace a la mise en place du
systeme a deux directions d’excitation, il a étésilde de quantifier la partie dipolaire et la
partie quadripolaire émise. L'obtention des deuxapetresn renseigne sur la nature

dipolaire de la réponse et sur la symétrie de €bbjvec ces deux informations importantes,
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il est possible de les combiner pour obtenir langé&wmie de I'objet a condition que sa taille ne
soit pas trop petite auquel cas seul la diffusigoldire prédomine. Cependant, il existe des
limites a l'obtention de l'information. Lorsque lesymétries sont trop proches, ou que le
nombre de sources élémentaires dans un objet @&ejgadizaine, alors il n’est plus possible

de résoudre les symétries dans le détail.
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Conclusion

Le cceur de ce travail de thése est constitué tedbéde biomolécules en optique non

linéaire et du développement de nouvelles techsigpéques pour les sciences du vivant.

Pour la premiére fois, les hyperpolarisabilités detdes aminés, nécessaires a la
compréhension de la construction du signal nonalieéau sein des protéines, ont pu étre
mesurées. Les hyperpolarisabilités des acides diquea ont été mesurées directement en
solution et ont montré des valeurs relativementeforcompte tenu de leur composition.
L’hyperpolarisabilité des acides aminés non aromu@&s a elle aussi pu étre déterminée de

maniere indirecte grace aux mesures réaliséeg qaptide collagénique.

Durant ce travalil, il a également été démontré nuhodele de sommation cohérente,
prenant en compte les dimensions spatiales despshararmet de déterminer I'efficacité non
linéaire et la symétrie du collagene, molécule citmée en triple hélice. En revanche, la
sommation des hyperpolarisabilités des acides am@émématiques, au sein d’un peptide,
n'est plus valable car I'environnement du tryptapdgue alors un grand réle dans la réponse

non linéaire ce qui fait de cet acide aminé uneiat sonde de son environnement.

L’étude du peptide composé de quatre tryptophaneisiteraction avec les interfaces
des membranes a nécessité I'utilisation des coseraies préalablement acquises sur le
tryptophane et son environnement. De plus, la séguen tryptophane de ce peptide est une
séquence tres fréquente dans les protéines menmesgneendant ainsi cette étude tres

prometteuse pour des applications futures.

Les problématiques rencontrées ont nécessité lelagsement de nouveaux outils
expérimentaux ouvrant un champ extrémement larges da domaine de l'optique non
linéaire. Pour la premiéere fois, des cartograpteas3 dimensions en diffusion Hyper
Rayleigh de nano particules uniques ont pu étectfées. Cette nouvelle technique ouvre la
voie a l'étude des propriétés non linéaire d’objetsques méme s’il s’agit ici que des
premiers pas. La deuxieme innovation expérimergstide montage a deux voies d’excitation

qui permet d’enrichir I'observation de la simpldfasion a 90°. Il devient alors possible de



déterminer la symétrie d'un assemblage moléculdoet la taille est bien inférieure aux

longueurs d’onde utilisées.

Ainsi ce travail de thése a répondu a des questmamentales dans le domaine de la
génération de second harmonique des biomolécules permis d’ouvrir de nouvelles
perspectives dans le recouvrement des symétriedosgbeurs d’onde et dans I'étude de

nano objets uniques.
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