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Introduction

Contexte :

Depuis ces 40 dernieres années, la communauté scientifique cherche a toujours mieux
imager le cerveau pour I'observer, le comprendre et détecter d'éventuelles anomalies ou mo-
difications au cours du temps. Le cerveau est principalement composé de neurones qui sont
les cellules de base de la communication neuronale et de cellules gliales qui jouent entre
autre un role de protection et de maintien de la structure neuronale. Dans cette thése, nous
nous sommes intéressés a la compréhension de I'espace extra-cellulaire (ECS — Extra-Cellular
Space) du cerveau qui correspond a l'espace qui existe entre toutes ces cellules. L'ECS est
un environnement clé du cerveau. Nous savons que les nutriments et neurotransmetteurs y
circulent pour assurer une communication neuronale optimale. La structure de I'ECS semble
jouer un rdle dans les processus d'élimination des toxines durant le sommeil [1] et dans le
cadre de la progression de maladies neuro-dégénératives entre autres [2]. Sa structure et ses
dimensions pourraient ainsi varier dans ses diverses situations et également en fonction de
I'4ge et des régions du cerveaux [3]. Malgré son importance, sa viscosité et sa structure locale

sont encore mal appréhendées.

Les techniques couramment utilisées dans le domaine médical pour imager le cerveau
humain comme |'imagerie fonctionnelle par résonnance magnétique (f-MRI, functional Ma-
gnetic Resonnance Imaging), la tomographie par émission positron (PET, Positron Emission
Tomography), la tomographie de rayon X assistée par ordinateur (X-CT rayon X Computed
Tomography), et la tomographie par émission de photons uniques SPECT (Single Photon
Emission Computed Tomography) ont I'avantage d'étre non-invasives. Cependant ces tech-
niques sont limitées par le niveau de contraste entre le signal d'intérét et le bruit de fond
limitant la résolution spatiale (40 ym pour le MRI [4], 2 mm pour le PET [5], 5 um pour le
X-CT [6] et 250 um pour le SPECT [7]).

Les dimensions des structures cellulaires de I'ECS sont souvent plus petites que 10 pum
ce qui est inférieur aux résolutions précédemment citées. De maniere a observer les méca-

nismes cellulaires au sein de tissus a I'échelle microscopique, plusieurs techniques a haute



Introduction

résolution ont été développées comme la microscopie électronique [8] et les techniques de

super-résolution optique [9].

La microscopie électronique offre une trés bonne résolution spatiale (~ 0.04 nm sur des
matériaux non-organiques [10]) et permet de révéler la structure des réseaux cellulaires de
tranches de cerveaux fixés. Les tranches peuvent étre fixée chimiquement [11] ou par cryo-
fixation. La Figure.1 montre un exemple d'images de microscopie électronique de tranches de

cerveau cryo-fixée et fixée chimiquement [12].

Cryo-fixation Fixation chimique
S ) AR ——

2.8

!

Figure 1 : Image de ’ECS de tranche de cerveau fixée par cryo-fixation et par fixation chimique.
Les cellules sont en gris et ’ECS est en bleu. La barre d’échelle est de 1 um. Figure extraite de
la référence [12]

L'espace extra-cellulaire est représenté en bleu et les cellules en gris. Nous pouvons voir
que le réseau de cellules est dense mais que les dimensions caractéristiques de I'ECS révélées
par microscopie électronique dépendent fortement des protocoles de fixation.

Plus précisément, les travaux de Korogod et al. ont montré que le volume de I'ECS était
plus grand pour des tranches cryo-fixées que pour des tranches fixées chimiquement. Cette
valeur a également été obtenue précedemment par des mesures de coefficients de diffusion
moyens de différents traceurs introduits dans I'ECS [13]. La véritable valeur de ses dimensions
intimes reste cependant encore débattue. Par ailleurs, la microscopie électronique ne permet
pas de mesurer ni les propriétés morphologiques de I'ECS dans des conditions physiologiques
ni ses propriétés rhéologiques.

L’étude de la diffusion d’un ensemble de molécules introduites dans I'ECS permet de mesu-
rer ses propriétés rhéologiques a I'échelle macroscopique et dans des conditions physiologiques
via |'étude de I'évolution du profil de fluorescence des molécules introduites dans I'ECS en
fonction du temps (Integrative Optic Imaging measurements). A un instant ¢, les molécules

fluorescentes sont introduites grace a une micropipette dans la zone d’intérét de I'ECS. Les

i
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molécules diffusent naturellement dans |'espace extra-cellulaire. La largeur et I'intensité du
profil de fluorescence enregistré dans le plan focal d'intérét permet d'obtenir une mesure glo-
bale du coefficient de diffusion qui est ensuite comparé au coefficient de diffusion des mémes
molécules dans un gel d’agarose a 0.3%. Le coefficient de diffusion dans I'ECS dépendrait ainsi
de I'augmentation du chemin pris pour contourner les cellules (1/3), de la viscosité (1/3) et
de la présence de cul-de-sac (1/3) avec des contributions similaires [14] [15] [16] [17]. Ce-
pendant, cette méthode ne permet pas actuellement de mesurer directement les propriétés
rhéologiques a I'échelle nanométrique (locale) et donc de rendre compte de I'hétérogénéité
des structures et des propriétés rhéologiques de I'ECS.

Cette impossibilité actuelle est liée aux manques d'approches expérimentales disponibles
pour cette tache, et en particulier la profondeur de pénétration de la lumiére dans les tissus,
le photoblanchiment des molécules généralement utilisées et la limite de diffraction inhérente
aux systemes optiques conventionnels. Cette limite rend compte de la distance minimale entre
deux points lumineux que I'on peut différencier avec un systéme optique (cf. Figure.2). Dans

le spectre visible, cette limite est de 'ordre de 300 nm (\/2).

Critere de Rayleigh

2,44

Points indiscernables Points discernables

Figure 2 : Limite de résolution optique : Critére de Rayleigh

Dans cette these, nous allons exposer des stratégies mises en place pour mesurer les
dimensions caractéristiques et les propriétés rhéologiques de |'espace extra-cellulaire de cerveau
de rongeur sous la limite de diffraction et simultanément.

Pour cela, nous avons développé une technique de microscopie de super-résolution basée
sur le suivi de nanotubes de carbone individuels luminescents avec une précision de localisation
sub-longueur d'onde. Les nanotubes de carbone sont d'excellents émetteurs photo-stables dans
le proche infra-rouge ce qui est un grand avantage pour les applications biologiques car cette
fenétre spectrale correspond a la premiére fenétre de transparence des tissus biologiques.
Nous verrons que par leurs dimensions fortement anisotropes, les nanotubes de carbone ont

des propriétés de diffusion singulieres. De précédents travaux au sein du groupe ont montré

il
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que les nanotubes pouvaient se mouvoir dans les espaces encombrés méme si les dimensions
latérales caractéristiques étaient inférieures a la longueur des nanotubes [18]. De plus, la
photo-stabilité des nanotubes permet de les imager durant plusieurs minutes ce qui sera un
avantage pour mesurer les propriétés rhéologiques locales des environnements.

Pour réaliser ces expériences dans de bonnes conditions, les nanotubes devront étre bio-
compatibles et le rapport signal sur bruit devra étre suffisant pour les détecter en profondeur

dans les tissus, sans les endommager.
Organisation du manuscrit :

Dans le chapitre 1, nous exposerons les propriétés géométriques et optiques des nanotubes
de carbone. A partir de la structure de bande du graphene et des nanotubes, nous exposerons
brievement les propriétés de photoluminescence des nanotubes. Nous verrons également qu'il
sera nécessaire d'encapsuler les nanotubes dans des tensio-actifs pour les individualiser dans

les milieux polaires et les rendre luminescents.

Dans le chapitre 2, nous nous intéresserons aux problématiques de biocompatibilité des
complexes « nanotubes — tensioactifs » dans les milieux biologiques. Pour cela, nous compa-
rerons premierement la cytotoxicité et le degré d'interactions non-spécifiques entre les com-
plexes « nanotubes-tensioactifs » et les cellules pour des complexes qui n'ont pas révélé de
forte toxicité dans des études de la littérature.

Deuxiemement, la richesse des propriétés optiques des nanotubes nous permettra d'envisa-
ger différentes stratégies pour exciter leur photoluminescence. Pour déterminer notre capacité
a détecter la luminescence des nanotubes en profondeur dans les tissus, nous mesurerons les
efficacités de luminescence en fonction des différentes stratégies d'excitations. Compte tenu
des propriétés d'absorption et de diffusion de la lumiére au sein des tissus biologiques, nous
déterminerons la stratégie optimale nous permettant de réaliser nos expériences sans altérer

les conditions physiologiques de nos échantillons.

Gréce aux connaissances des chapitres 1 et 2, nous utiliserons dans le chapitre 3, les
nanotubes comme sonde de |'espace extra-cellulaire (ECS) de tranches de cerveaux de rats
vivantes. Grace a la super-localisation des nanotubes, nous mesurerons les dimensions carac-
téristiques de I'ECS et reconstruirons des cartes super-résolues de la topologie de I'ECS. Nous
proposerons également une approche simple pour mesurer les propriétés rhéologiques locales
de I'ECS. Nous nous intéresserons aux propriétés de I'ECS de cerveaux de rats sains et de

cerveaux de rats dont on a altéré chimiquement |'espace extra-cellulaire.

Nous proposerons dans le chapitre 4 une analyse plus fine de la diffusion des nanotubes

dans les espaces encombrés. Nous exposerons premiérement, les modeles les plus couramment

iv
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utilisés dans la littérature. A partir des modeles macroscopiques et microscopique de diffusion
des nano-objets dans les gels de polymeéres, pris comme systémes modeles, nous proposerons
une stratégie pour mesurer un paramétre de complexité et les viscosités locales intrinseques
des fluides contenus au sein des structures complexes. Nous appliquerons ensuite la méthodo-
logie choisie a la diffusion des nanotubes introduits dans I'espace extra-cellulaire de cerveaux
de rongeurs. Nous verrons qu'a partir des viscosités intrinseques locales et des dimensions
moyennes de I'ECS, nous serons en mesure de modéliser la viscosité moyenne qui serait vue

par des molécules de tailles arbitraires pour simuler les molécules naturellement présentes dans
I'ECS.

Le chapitre 5 sera consacré a une étude purement photonique réalisée sur des nanotubes
ultra-courts (L < 100 nm) qui ne sont pas intrinsequement luminescents. Pour les rendre
luminescents, nous utiliserons des fonctions chimiques afin de créer des défauts luminescents
localisés sur lesquels les excitons ont la possibilité de se piéger et éventuellement de se dé-
piéger.

Dans le futur, il pourrait étre intéressant d'utiliser ces nanotubes ultra-courts pour faciliter
la diffusion et mesurer les viscosités locales qui seraient vues par des molécules naturellement

présentes dans I'ECS.



Chapitre 1

Les nanotubes de carbone

luminescents

Les nanotubes de carbone peuvent étre classés en deux catégories : les nanotubes de
carbone mono-parois (Single Wall Carbon Nanotubes - SWCNTSs) et les nanotubes de carbone
multi-parois (Multi Wall Carbon Nanotubes - MWCNTs). Les MWCNTSs sont composés de
plusieurs feuillets d’atomes de carbone superposés. Les SWCNTs sont eux constitués d'un
seul feuillet d’atomes de carbone et peuvent se sous-diviser en deux familles : les SWCNTs
métalliques et les SWCNTs semi-conducteurs en fonction de I'enroulement du feuillet de
graphene. Sous certaines conditions que nous expliciterons dans ce chapitre, les SWCNTs
semi-conducteurs peuvent étre intrinséquement photoluminescents dans le proche infra-rouge.
Cette propriété est a la base de ce travail de these et sera particulierement utile pour des
applications en neurosciences.

Dans ce chapitre, nous exposerons succinctement les propriétés géométriques et électro-
nique des nanotubes de carbone, avant de présenter les notions de base nécessaires a la com-
préhension de leurs propriétés de luminescence. Nous allons dans un premier temps présenter

quelques détails sur la synthése des nanotubes utilisés lors de cette these.
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1.1 Synthése des nanotubes de carbone

Dans cette thése, nous avons essentiellement utilisé des nanotubes HipCo (High Pressure
Carbon Monoxide) et des nanotubes CoMoCAT ( Cobalt-Molybdenum Catalyst) qui sont syn-
thétisés par dépot chimique en phase vapeur (CVD) [19]. Nous allons premiérement donner
quelques détails sur les procédés de synthése des nanotubes HipCo et CoMoCAT. Nous décrie-
rons ensuite brievement les étapes de synthese des nanotubes par génération d'arc électrique
[20] et par ablation laser [21].

1.1.1 Dépodt chimique en phase vapeur (CVD)

Le dépot chimique en phase vapeur est une méthode de synthese s'appuyant sur des
réactions chimiques entre des composés solides (catalyseurs) et des composés en phase vapeur
(monoxide de carbone - CO). Au contact des catalyseurs, le CO se décompose en carbone
solide C(y et en dioxyde de carbone CO, induisant la croissance des nanotubes a partir des
sites de réaction.

Nanotubes HipCo

La synthese des nanotubes HipCo a lieu dans un écoulement gazeux de monoxyde de
carbone (CO) chauffé et maintenu sous haute pression dans une enceinte. La température
varie typiquement entre 800°C et 1200°C sous une pression de 1 [22] a 100 atm [23]. La
distribution des diamétres des nanotubes varie en fonction de la température et de la pression.
Le pentacarbonyl de fer (Fe(CO)s) sert de catalyseur. Sous I'effet de la chaleur, le Fe(CO); se
décompose et produit des atome de fer en phase vapeur qui s'agregent. Ces agrégats servent
de supports pour la croissance des nanotubes. Le diamétre des nanotubes varie typiquement
entre 0.6 nm et 1.3 nm pour une température de 1200°C et une pression de 10 atm. Les
nanotubes peuvent éventuellement étre ensuite purifiés pour éliminer le fer [24].

Nanotubes CoMoCAT

La syntheése des nanotubes CoMoCAT a été mise au point par D. E. Resasco et al [25]. La

température de synthese varie typiquement entre 700 et 950°C sous une pression de 1 a 10
atm de CO. Dans cette technique, le Cobalt (Co) et le Molybdenum (Mo) sont utilisés comme
catalyseurs. Un substrat d'oxyde de Mo et une couche de cobalt molybdate (CoMoQO,) sont
déposés successivement dans |'enceinte sur une partie de la surface. Du cobalt non-métallique
est déposé en exces sur |'autre partie de la surface. Au cours de la réaction, la structure
cristalline du cobalt va changer. Sous atmosphére de CO, |'oxyde de Mo devient du carbure
de Mo. Cette réaction casse la structure du CoMoQ, permettant la réduction du cobalt par le
monoxyde de carbone. Le cobalt devient métallique. De la méme maniére que pour les HipCo,

le cobalt métallique s'agglomere et les nanotubes croissent sur les agrégats de cobalt grace a
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la réaction de décomposition du CO.

Les proportions de Co et de Mo peuvent varier pour favoriser différents types de nanotubes.
Si le Co est en exces par rapport au Mo, la synthése favorisera les nanotubes multi-parois.
Aprés |'étape de synthese, les nanotubes sont détachés du support. Pour cela, I'échantillon
est tout d'abord plongé dans un bain basique pour éliminer les catalyseurs. Il est ensuite
oxydé dans I'air a 200 - 250°C et est finalement plongé dans un bain d'acide nitrique ou

chlorhydrique.

En fonction des procédés de synthese, la distribution des diameétres des nanotubes varie. La
distribution des HipCo est plus large que celle des CoMoCAT [25] car cette derniére favorise

la synthese de nanotubes de petits diameétres.

1.1.2 Autres méthodes de synthese

Arc électrique

La synthése des nanotubes de carbone par génération d'un arc électrique est un procédé

d’exfoliation. Elle se produit sous atmosphére d'Helium et a basse pression (~ 650 mbar).

Pour cette méthode, un arc électrique est généré entre une cathode et une anode. La
cathode est typiquement munie d'une tige en graphite de ~ 16 mm de diamétre et de ~ 40
mm de long [20]. L'anode posséde également une tige de graphite de plus petit diamétre et de
plus grande longueur. La tige formant I'anode est forée et remplie d'un mélange de catalyseurs
métalliques et de poudre de graphite. Une tension d’environ 30 Volts est maintenue entre
I'anode et la cathode. La distance entre les deux tiges est de quelques millimétres tout au
long de la synthése. La différence de tension génére un courant entre les deux tiges produisant
un arc électrique. Les nanotubes exfoliés se retrouvent sur la cathode sous forme de filaments
de carbone enchevétrés. Avec cette méthode de synthese, le diametre moyen des nanotubes
est typiquement de 1.4 nm.

Ablation laser

Pour la synthése des nanotubes par ablation laser, une cible de Nickel - Cobalt - Graphite
est placée dans une enceinte ou circule un écoulement gazeux d'Argon. La température de
I'enceinte est maintenue autour de 1500 K [26] et un laser irradie la cible. La surface de la cible
se vaporise et un panache de vapeur se dilate et se refroidit trés vite. La température proche
de la cible est estimée autour de 3500 K. Le Nickel et le Cobalt servent de catalyseurs pour
la croissance des nanotubes. Cette technique favorise la synthése de nanotubes mono-paroi

métalliques [21].
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1.2 Propriétés géométriques des SWCNTs

1.2.1 Structure géométrique dans ’espace réel

Pour comprendre la structure géométrique des nanotubes, nous pouvons partir de |'arran-
gement atomique du graphéne.

Le graphene est une couche de graphite a deux dimensions. Les atomes du graphene
forment une structure hexagonale contenant deux atomes par maille. La distance interato-
mique est de 1.42 A [27]. Chaque atome est relié a 3 atomes plus proches voisins. L'axe
longitudinal du nanotube est représenté par le vecteur T qui est aussi appelé vecteur de

translation (cf. Figure.1.1).

Figure 1.1 : (A) Feuillet de graphéne et représentation du vecteur chiral C7h et du vecteur de
translation T pour un nanotube (4,2), (B) Exemple de nanotubes de forme "chaise" et "zig-zag'.

La direction de I'’enroulement du feuillet de graphéene formant un nanotube est définie par

le vecteur chiral Cj, qui est perpendiculaire au vecteur T.
T.C, =0 (1.1)

Le vecteur chiral peut se décomposer en deux vecteurs aj et a3, qui sont les vecteurs de

translation fondamentaux de la maille unitaire du graphéne.

—~
—_
N}

~—

C,=mna+m a;

[
D=
N——

Les coordonnées de a; et a3 dans la base orthonormée (Z, ¢/) sont respectivement ag ( 5

et ag (\/Tg, —%) avec ag = 0.246 nm.
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Les coefficients n et m permettent de nommer les nanotubes par chiralité (n,m). Si
n = 0, le nanotube est de forme "zig-zag", si m = 0, le nanotube est de forme "chaise" et si

n,m # 0, le nanotube est dit "chiral".
En remplacant I'équation 1.2 dans I'équation 1.1, le vecteur T s'écrit :

f == tl Cl_i + tg a_ﬁ (13)

2 2
dr

y , ol dp est le plus grand diviseur commun de 2m + n
R
et 2n + m.

En fonction de la chiralité, nous verrons que les propriétés géométriques et photoniques
des nanotubes sont différentes. Le diametre du nanotube est défini a partir de la norme du
vecteur chiral : ~

[Ch| _ ao

d=""==vVn2+m2+nm (1.4)
m 7r

Plus les coefficients n et m augmentent, plus le diamétre est grand. Le diamétre (d) varie
typiquement entre 0.32 nm pour des nanotubes (4, 0) et 1.35 nm pour des nanotubes (10, 10).
Dans cette thése, nous avons utilisé principalement des nanotubes (6,5) dont le diamétre est
de 0.76 nm. Notons dés a présent que la longueur (L) des nanotubes était beaucoup plus
importante puisqu’elle variait de quelques dizaines de nanomeétres a plusieurs micrométres
[20].

Les nanotubes sont donc des objets uni-dimensionnels (L > d) avec un tres fort confine-
ment suivant deux dimensions et nous verrons que cette géométrie influence leurs propriétés

électroniques et optiques.

1.2.2 Structure géométrique dans ’espace réciproque

Pour comprendre les propriétés électroniques et optiques des nanotubes, il est plus aisé
de passer dans |'espace réciproque. L'espace réciproque est une représentation abstraite des
fréquences spatiales décrites par des vecteurs d'onde notés k. Dans les matériaux, les pro-
priétés électroniques dépendent de la géométrie de I'espace réciproque. Cette géométrie est
directement corrélée a la géométrie du réseau cristallin dans |'espace réel.

Les nanotubes de carbone possédant une structure cristalline locale similaire au graphene
dans I'espace réel, nous pouvons partir de I'espace réciproque du graphéne. Comme le graphéne
possede une structure cristalline hexagonale dans I'espace réel, son réseau réciproque est
également hexagonal (cf. Figure.1.2.A). Le point T" est un point de symétrie centrale de
rotation g Les propriétés des points K et K’ seront discutés a la Section 1.3.

La géométrie uni-dimensionnelle des nanotubes (L > d) nécessite une distinction entre

5
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Figure 1.2 : (A) Réseau réciproque du graphéne : représentation des vecteurs translation b_i et

by dans le réseau réciproque, (B) Discrétisation de la premiére zone de Brillouin du graphéne.

le vecteur d'onde parallele a I'axe du nanotube, /;H et le vecteur d'onde perpendiculaire a
I'axe, k.. Pour un nanotube de longueur infinie, le vecteur d'onde k:_|] n'est pas influencé par
la longueur du nanotube. Le diametre des nanotubes étant petit, le vecteur d'onde k;i est
discrétisé (cf. Figurel.2.B).

Les valeurs et les orientations prises par les deux vecteurs d'onde dans la base du réseau
réciproque vont déterminer les propriétés électroniques des nanotubes. Les vecteurs de base

du réseau réciproque (b:,b;) s'écrivent par définition :
b,a_; = 5i,j (15)

Ou 6;; est le symbole de Kronecker. lls ont pour coordonnées dans I'espace des phases

(Ko hy) -
. 4 (1 . 4r (1
b AT (LB (1 (1.6)
V3ag \27 2 V3ag \2" 2

On note 151, ['orientation de k:l et }32, |'orientation de k_|] Par construction, ces vecteurs

obéissent aux équations suivantes [28] :
Co. K, =21 Cp.Ko=0 (1.7)

f.ﬁl =0 TKQ =27

Leur décomposition dans la base du réseau réciproque s'écrit :

> 277'0_;1 - - - orT - .
Kl = ——= —tgbl + tlbg ,K2 = ——= —mb1 + nbg (18)
00— (b ) Ko = 25T = ()

Le réseau cristallin et la géométrie tubulaire des nanotubes impliquent une continuité de la

fonction d’'onde électronique. Cette continuité se traduit par des conditions aux limites. Pour
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un nanotube de longueur infinie et de circonférence |C},|, la condition aux limites périodique

implique :
p (1) = (ri+Ch) (1.9)
e zEr]’_ — e—zE.(rI+dh)
2T -
L=—= =p|Ki| ,ou pez
|Chl

Cette relation implique que plus le diamétre est petit, plus k| est grand. Sur la Figure.1.2,
les vecteurs d'onde k:i et /;” sont indiqués sur le réseau réciproque du graphene montrant
ainsi la discrétisation de la premiére Zone de Brillouin (BZ) du graphéne. La premiére zone
de Brillouin des nanotubes correspond a la zone de Brillouin du graphéne coupée le long du

vecteur d'onde k?” )

1.3 Propriétés électroniques

Pour comprendre les propriétés électroniques des nanotubes, nous pouvons examiner la
structure électronique des atomes de carbone. Les atomes de carbone possédent 4 électrons
sur leur couche de valence. Dans les nanotubes, les 3 premiers électrons participent aux 3
liaisons sigma, hybridé sp? et le dernier électron est sur |'orbitale p. et forme une liaison 7 avec
un électron p, d'un atome voisin. Les électrons 7 de chaque atome de carbone sont délocalisés
sur I'ensemble de la structure et participent aux propriétés électroniques du graphene et des
nanotubes. Nous pouvons considérer ici que seuls les électrons 7 participent aux propriétés
électroniques. Les dimensions transverses des nanotubes imposent un fort confinement. Les
nanotubes sont donc des systemes quantiques et leurs propriétés électroniques sont dictées
par les valeurs des énergies propres satisfaisant I'équation séculaire de Schrodinger.

Pour connaitre les états électroniques, la premiére étape consiste a écrire le Hamiltonien
moléculaire. Le nombre d'atomes de carbone dans la maille unitaire d’'un réseau hexagonal
est égal a 2. Nous considérons donc ici que la maille unitaire du graphéne est représentée par
deux atomes de carbone possédant chacun un électron 7. Les deux atomes de carbone N;
et Ny ont une masse M et un numéro atomique Z¢. lls sont a une distance ro¢ 'un de
I'autre. Chaque atome possede un électron 7, noté e; et ey distants de r... Le Hamiltonien

moléculaire s'écrit :

H=Ty+T.+ Vye + Vee + Vow (1.10)
—~ 1
Avec T, = —5 >.;A(e;), I'énergie cinétique des électrons,

— 1
Ty = ———Y, A(N;), [I'énergie cinétique des noyaux,
2M¢

7
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. 1 Zo e . .
VNe = —=572i;—— ., le potentiel d'interaction entre les noyaux et les électrons,
2Mo ’ TCe.
i€j
V.e = ————, le potentiel d'interaction entre les électrons,
2Mc
3
Van = ——<,  le potentiel d'interaction entre les noyaux.
rco

La masse des noyaux de carbone étant 2000 fois plus importante que celle des électrons,
les mouvements des noyaux sont négligeables devant ceux des électrons. Nous pouvons donc
considérer qu'ils sont immobiles (approximation de Born-Oppenheimer). Ceci implique que

TE =0et V/N\N est une constante. On a donc :
H=T.+ Vye+ Vee + Vin (1.11)

Cette équation peut se réécrire comme la somme du hamiltonien électronique H,; qui prend
en compte tous les termes faisant intervenir les électrons et du potentiel d'interaction des
noyaux, Vi :

—

H=Hg,+ Vyy (1.12)

Pour résoudre I'équation de Schrodinger, nous avons besoin de déterminer la fonction
d'onde du systeme quantique. La fonction d'onde électronique du systeme est une fonction

d'onde multiélectronique prenant en compte les deux électrons.

Dans I'approximation orbitale, les électrons sont indépendants les uns des autres. La fonc-
tion d’onde multiélectronique est donc la combinaison linéaire de fonctions mono-électroniques,

appelées aussi orbitales. La fonction d'onde du systéme a deux électrons est notée :

1 jpi(e) pr(er)
VE T o (er) () (1.13)

ou 1 et w9 sont les deux spinorbitales. Cette fonction d'onde doit satisfaire I'équation de

Schrodinger :
H ) = Ha [) + Vn [0) = E; [¢)

ou les valeurs de E;t sont les valeurs propres du hamiltonien.

Les énergies propres du Hamiltonien correspondent aux états électroniques permis. Dans

le cas du graphéne et en ne considérant qu'une seule maille, les énergies propres s'écrivent :

3k, k k
E; = $79,| 1 + 4cos <\/_2ao> cos ( y;U) + cos? (‘y;o) (1.14)

8
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ou k, et k, sont les vecteurs de bases de |'espace réciproque, 7y, est la valeur de l'intégrale
d'échange et le signe + représente les énergies de la bande de conduction et de la bande de
valence [28].

La géométrie de ces bandes détermine les propriétés électroniques du graphene. L'équation
1.14 est appelée relation de dispersion. Les bandes d'énergie du graphéene sont représentée sur
la Figure.1.3.A. Les points K et K’ sont des points de singularités électroniques ou la bande
de conduction et la bande de valence se rejoignent ce qui conferent au graphéne ses propriétés
de conducteur (cf. Figure.1.3.B).

A

E(k)
y
-
.-/

ky Ky kx

Figure 1.3 : (A) Bandes électronique de la premiére BZ du graphéne, (B) Singularité des points
K et K’, (C) Superposition de la BZ d’un nanotube (4,2) sur la BZ du graphéne.

Da a la discrétisation du vecteur k|, les bandes électroniques des nanotubes correspondent
aux bandes électroniques du graphéne coupées le long des vecteurs d'onde paralléles (en noir
sur la Figure.1.3.C). Ces lignes de coupe correspondent a des lignes d'états permis ayant

chacune une relation de dispersion (cf. Figure.1.4).

Energie de I'électron

—1t/T —k, 0 ko /T

Vecteur d’onde de I'électron k_//)

Figure 1.4 : Représentation des deux relations de dispersion dégénérées pour un nanotube
(4,2) ; proche du point K (kg > 0) en bleu et proche du point K’ (ky < 0) en rouge
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La symétrie du réseau réciproque autour de point I' (cf. Figure.1.2) implique que pour
toute ligne de coupe proche du point K, il existe toujours une ligne de coupe proche du
point K’ ayant la méme relation de dispersion. Cette dégénérescence inter-vallée implique que
E_,(=k)=E,(k), ot pu = ‘kl’ La Figure.1.4 montre les deux relations de dispersion d'un
nanotube (4,2) semi-conducteur avec p = 15 et ;r = —15 (valeurs arbitraires).

Si une ligne de coupe passe par les points KK’, le nanotube est métallique. Cette propriété
se traduit par la relation :

K = %;mﬁl (1.15)

Ainsi, si 2n + m est un multiple de 3, le nanotube est métallique, sinon il est semi-
conducteur. Selon cette équation, un tier des nanotubes sont métalliques mais en réalité, en
prenant en compte les effets de courbure et la symétrie de groupe, seuls les nanotubes de
forme "chaise" le sont [29].

1.4 Transitions optiques

Les transitions optiques des nanotubes permises dépendent des densités d'états électro-
niques (Density of States - DOS). De facon a simplifier le raisonnement, nous pouvons dans
un premier temps négliger les effets de confinement et considérer le modéle a un électron.
Dans un deuxiéeme temps, nous considérerons ces effets qui imposeront la prise en compte de

processus excitoniques.

1.4.1 Modéle a un électron

Densité d’états électroniques et Singularités de Van Hove

La densité d'états électroniques peut étre définie pour toutes les valeurs d'énergie. Cepen-
dant, nous ne développerons dans cette partie que la densité d'état électronique proche des
points KK'. Ce paragraphe est largement inspiré des travaux de J. W. Mintmire et al. [30] qui
expriment la densité d'états proche de |'énergie de Fermi €, c'est a dire proche des points
KK

Généralement, la densité d'états ne peut étre exprimée de facon exacte qu'en ne considé-
rant que les deux relations de dispersion dégénérées (cf. Figure.1.4). Elle s'écrit :

aEﬂ‘fl

n(E) = ?Z/dké (k= k) | (1.16)

ou k,, est la solution de I'équation £ — E,(k,) = 0, [ est la longueur de la premiére zone de

Brillouin (I = [ dk), et n(E) est le nombre total d'état électroniques par cellule unitaire du

10
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graphene et d'énergie F.
La densité d'états proche de £ correspond aux niveaux d'énergie proche du point K (kp).

Proche de €, les relations de dispersions peuvent s'écrire :

. 30 B, (k)|
’Eu (kz)’ o~ \/_ 0 ‘k kp‘ pour M <1 (1.17)
7o
Cette équation revient a considérer que les énergies d'interactions entre les électrons 7 sont
tres grandes devant I'énergie des bandes dégénérées proche de kr. Quand k — kg |'énergie
|E,, (k — kp)| tend vers 0 ce qui induit des divergences de la densité d'états électroniques,

appelées Singularités de Van Hove (cf. Figure.1.5).

.

A

Y

u
[ |
-

0 p(E)

Figure 1.5 : Densité d’états et Singularités de Van Hove pour un nanotube (6,5). La bande de
valence est en rouge et la bande de conduction en bleu.

Pour chaque ligne proche du point K, la courbure de la structure de bande implique
I'existence de deux valeurs d'énergie minimales qui sont égales a EM(E — kr). Les bandes
étant dégénérées, il existe aussi deux valeurs égales proches du point K' (—kp). Toutes ces
valeurs contribuent a la densité d'état par atome de carbone, p(E) = n(E)/2, qui peut

s'écrire comme suit :

2@0
= (E,E,) 1.18
p(B) = 5 G291 (1.18)

Ou d est le diamétre du nanotube et avec

E
=
g(E,E,) = E*—E2 (1.19)

0 |E| < |E|
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Quand £ — FE,, la densité d'états par atome de carbone diverge. La périodicité des
divergences dépend de la valeur du vecteur d'onde perpendiculaire (k; o %) et donc de la
chiralité du nanotube via le diametre [31].

La Figure.1.5 montre la densités d'états électroniques d'un nanotube (6,5). On retrouve
la bande de conduction en bleu et la bande de valence en rouge.

Les résonances optiques se font sur les transitions .S;;, ou 7 est I'ordre de la transition. Les

énergies de transition s'écrivent :

_ Bago

-

Pour les nanotubes de petits diamétres (de 0,7 a 1 nm), les valeurs des transitions Si;

Sii

p(i) ot p={1,2,4,57,..} (1.20)

sont de I'ordre de 1 eV a 1,6 eV [32], dans le proche infrarouge.

Cependant, le modeéle a un électron décrit précédemment dans le cadre de I'approximation
des liaisons fortes, ne prend pas en compte les effets de confinements dus au petit diametre du
nanotube ce qui rend ce modele incomplet et trop approximatif pour décrire quantitativement
les expériences [33] [34]. Pour décrire plus en détail les transitions optiques impliquées dans

les nanotubes de carbone, il est nécessaire d'introduire des processus excitoniques [29] [35]
[36] [37].

1.4.2 Modele excitonique

Le confinement extréme dii au diamétre des nanotubes considérés implique la formation
d'excitons sous |'effet de I'excitation par la lumiére. Quand le nanotube absorbe un photon,
un électron de la bande de valence passe dans la bande de conduction, ce qui laisse un trou
dans la bande de valence. Le confinement crée une interaction d'attraction coulombienne
entre |'électron (e7) et le trou (e') et par la méme la formation d'un exciton. La formation
de I'exciton est accompagnée d'une énergie de liaison £}, inter-fermionique qui peut atteindre
plusieurs centaines de meV, soit une fraction importante de la transition Sy; [38]. Cette énergie

de liaison dépend entre autres de I'environnement immédiat du nanotube [39].

Etats excitoniques

Les états excitoniques correspondent aux énergie propres solutions de I'équation de Schro-
dinger pour I'exciton. Sans résoudre cette équation, nous pouvons nous baser sur les éléments
de symétrie de la fonction d'onde excitonique pour comprendre phénoménologiquement les
transitions optiquement permises. La fonction d'onde excitonique correspond au couplage
entre la fonction d'onde de I'électron et celle du trou. Pour des petits diameétres (d < 1.5

nm), les écarts entre les Singularité de Van Hove sont relativement grand. En effet, I'écart
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6aovo

minimal étant égal a (cf. Equation.1.20), plus le diamétre du nanotube est petit, plus

I'écart est grand. Cette condition nous permet de calculer la fonction d'onde de I'exciton en

ne prenant en compte que la premiere singularité de Van Hove. La fonction d'onde s'écrit :

o (T_é7 7’_;2) = Z /Acm Pe (T_;) 90:: (T_;L>
c,v
ou . (r.) et ¢, (r,) sont les fonctions d'onde de I'électron et du trou dans la bande de
conduction et de valence respectivement. Le terme A., prend en compte I'enveloppe de la
fonction d'onde. Le signe ' signifie que I'on ne considére que la premiére singularité de Van

Hove. Cette équation prend en compte I'approximation de la masse effective de I'exciton.

L'approximation de la masse effective est valable quand la taille de I'exciton (~ 10 nm)
est trés grande devant la taille de la constante du réseau (ap = 0.14 nm). Physiquement, cela
signifie que le potentiel d'interactions entre I'exciton et le réseau cristallin varie peu a I'échelle

de la cellule unitaire.

De facon a expliciter le terme A, nous supposons que I'enveloppe de la fonction d’onde
varie lentement a I'échelle de la distance interatomique (approximation de la fonction d'enve-
loppe) [40].

Ces approximations permettent d'expliciter la fonction enveloppe et d'écrire la fonction

d'onde approchée sous la forme :

D (re, 1) =~ F(2e — 21) Z /BC,U @c (12) y (Th) (1.21)

c,v

ou F,(z. — zp,) est I'enveloppe de la fonction d'onde. Le terme z, — z;, correspond a la
distance entre |'électron et le trou. L'indice v correspond au niveau de la série de Rydberg pour
les atomes hydrogénoides. La fonction enveloppe prend en compte le potentiel de déformation
(phonons) dii au couplage entre I'exciton et les atomes du réseau. Quand v est paire, la

fonction d'enveloppe est paire.

La fonction d’onde de |'exciton est donc constituée de trois termes dépendant de la géomé-
trie de I'espace (7" et z). La symétrie (parité) de cette fonction d'onde détermine les transitions
optiquement permises. La résolution de I'équation de Schrodinger donne quatre états excito-

niques de symétries différentes.

Les spins de I'électron et du trou nous donnent quatre états de spin possibles : un singulet
et trois triplets. Le nombre total d'états excitoniques est donc de 16 pour chaque singularité de
Van Hove. Les états triplets ont une énergie plus haute que les états singulets et en premiére
approximation, ils n'interviennent pas dans les transitions optiques. En effet, les effets de

spin apportent des corrections de second ordre sur les niveaux d'énergie. Les quatre niveaux
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CHAPITRE 1 : Les nanotubes de carbone luminescents

excitoniques singulets de plus basses énergies pour la premiére Singularité de Van Hove sont

représentés sur la Figure.1.6. Les notations seront explicitées dans la section suivante.

Energie de I'exciton

|
3
S~
~

—ko ko H/T

Vecteur d’'onde de I’'exciton

Figure 1.6 : Représentation schématique des 4 niveaux excitoniques singulets de plus basses
énergies pour la premiére Singularité de Van Hove. La ligne en rouge correspond a l’état brillant.
Figure adaptée de la référence []1]

Transitions optiques permises

Les interactions dipolaires électriques doivent respecter des regles de sélection. Pour ex-
pliquer simplement ces regles de sélection, prenons le cas de I'atome d'hydrogene. L'état
fondamental correspond au nombre quantique n = 1 et donc [ = 0. La parité de la fonction
d’onde hydrogénoique est égale 3 € = (—1). Dans I'état fondamental, la parité est donc égale
a 1. Le premier état excité correspond a n = 2, soit [ = 0 ou 1. La transition n'est permise
que lorsque [ =1 (e = —1), c'est a dire quand la parité de la fonction d'onde de |'état excité
est opposée.

Comme dans le cas de I'atome d’hydrogéne, la transition dipolaire pour I'exciton n'est
permise que si les parités de la fonction d'onde sous une rotation C, avant et apres |'excita-
tion sont opposées. Cette condition correspond a I'état excitonique singulet A;. Un exciton
peut donc étre formé directement a partir de |'absorption d'un photon d'énergie "Ay" (cf.
Figure.1.6). Pour cet état excitonique optiquement permis, |'exciton est dit "brillant".

La fonction d'onde de I'état excitonique A; est impaire. Cette transition n'est donc pas
optiquement permise. Notons que la présence de ce niveau d'énergie, seulement quelques meV
sous le niveau A, participe cependant la dynamique temporelle de désexcitation de I'exciton
[42]. Nous pouvons également voir sur la Figure.1.6 qu'une transition optique assistée par un

phonon est possible pour former des excitons "noirs" d'énergie E, (communément appelés «
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1.4 Transitions optiques

K-momentum dark excitons ») ou dans le processus de relaxation de I'exciton entre les états
d'énergie E, et A, [43].

Propriétés d’absorption

La Figure.1.6 permet de comprendre la présence des 3 pics d'absorption principaux visibles
sur un spectre d'absorption de nanotubes de carbone semi-conducteurs d'une chiralité donnée.
Par exemple, la Figure.1.7 montre les spectres d’absorption de nanotubes (6,5) et (8,4).
Nous pouvons ainsi voir sur ces spectres les deux pics correspondants a des absorptions sur
les transitions Soy et Spp ainsi que le pic correspondant a une absorption vers le K-momentum
dark exciton assistée par phonons que nous appellerons transition KSB (K-momentum exciton-
phonon sideband).

1,6

| (6,5)] 51 | 8,4 Asu
) | [} \
2127 | S 08 - (\
£08 | s 5|
3 1 s Q S22 f\ [
o 22 2 0'4 ] ol
< 0'4 N < /\ ‘(\ Jf \\
i i \ KSB | 1 \/\[/ \/\/\/\/V Y uvr\/v \\_/\/"
0’0 B LIS ELINLINL B B H B 0'0 T T T [ T T T [ T T T [ T T T [T T
04 06 08 1,0 1,2 14 04 06 08 1,0 1,2 1,4
Longueur d’onde (um) Longueur d’onde (um)

Figure 1.7 : Absorption de nanotubes (6,5) et (8,4) en fonction de la longueur d’onde d’ex-
citation montrant les transitions optiquement permises. La figure est adaptée de la référence

[44]

Le spectre d'absorption pour les nanotubes (8, 4) est décalé vers le rouge par rapport aux
nanotubes (6,5). En effet, le diameétre des nanotubes (8,4) est plus grand ce qui diminue
I'énergie des transitions Ej;.

Les nanotubes étant des objets uni-dimensionnels, la section efficace d'absorption peut
étre définie par unité de longueur. Pour une absorption a un photon, le nombre de photons

absorbés N, est linéaire avec |'intensité laser appliquée, I :

I
Nabs ()\) = U)\La (122)

Ou o), est la section efficace d'absorption qui dépend de la longueur d’onde d'excitation \;
hw est I'énergie du photon absorbé ; et L est la longueur du nanotube.

La section efficace d'absorption dépend de la polarisation de |'excitation. Elle est maximale
quand I'excitation est polarisée parallélement a I'axe longitudinal du nanotube [45] [46]. En

effet, dans cette configuration, le terme d'interaction dipolaire est maximal.
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CHAPITRE 1 : Les nanotubes de carbone luminescents

Pour des nanotubes de chiralité (6, 5), la section efficace d'absorption avec une excitation
sur la transition Soy a été déterminée précisément par notre groupe en 2013 : 3.2 x 10717 em?

par atome de carbone [47].

1.5 Photoluminescence des nanotubes de carbone

1.5.1 Photoluminescence

La photoluminescence des nanotubes a été découverte en 2002 par |'équipe de R. Bruce
Weisman [33] pour des nanotubes de carbone encapsulés dans du sodium dedocyl sulfate
(SDS). L'encapsulation permet d'individualiser les nanotubes et de se prémunir ainsi des
phénomenes de quenching de la luminescence liés a des interactions entre nanotubes de
nature (métalliques vs semi-conducteurs) ou de chiralité différentes. La photoluminescence a
lieu a partir du niveau excitonique brillant de plus petite énergie A,, sur la transition Si;.
La longueur d'onde d'émission dépend ainsi de la chiralité des nanotubes via leurs structures
excitoniques. La Figure.1.8 montre une carte d'excitation de la photoluminescence pour un
échantillon de nanotubes suspendus dans du SDS [34]. Chaque pic (en rouge) sur cette Figure

correspond a une chiralité de nanotubes donnée.

0.3000
0.2323
0.1798
0.13%2
. 0.1078
L 0.08348
0.08463
0.05004
o . 0.03875
0.03000
- 0.02323
001798
0.01392
0.01078
0.008348
0.006463
| 0.005004

0.003876
. 0.003000

Excitation wavelength (nm) [v,— ¢, transition]

900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
Emission wavelength (nm) [c,—v, transition]

Figure 1.8 : Carte d’excitation de la photoluminescence pour un échantillon de nanotubes
suspendus dans du SDS. La Figure est reproduite de la référence [34]

Les progrés spectaculaires des méthodes de tri en chiralité des nanotubes de carbone ont
permis plus récemment d’obtenir des spectres de photoluminescence de nanotubes de chiralités
déterminées, comme indiqué sur la Figure.1.9.A.

Cette photoluminescence est en fait suffisamment intense pour étre directement visible

en microscopie de fluorescence de molécules uniques (cf. Figure.1.9.B) ce qui a permis a
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Figure 1.9 : A) Spectres de photoluminescence en fonction de la chiralité des nanotubes [44],
(B) Image d’un nanotube de carbone (6,5) par imagerie de microscopie de fluorescence [48].

la communauté de réaliser de nombreuses études pour comprendre finement les processus
excitoniques complexes a I'origine de la photoluminescence des nanotubes de carbone [49]
[50] [51] [52] [53] [54] [55] sans avoir recours au tri des nanotubes en chiralité. Exposer de
maniere exhaustive tous ces résultats dépasse naturellement le cadre de cette thése, et nous

allons présenter simplement quelques caractéristiques importantes.

1.5.2 Efficacité de la photoluminescence :

Le taux de photoluminescence d'un nanotube individuel dépend de son rendement quan-
tique (Quantum Yield - QY') et de la durée de vie de I'exciton. Les excitons formés pou-
vant se recombiner radiativement ou non-radiativement, les processus de désexcitation non-
radiatifs intrinséques et extrinseques [48] [52] affectent fortement le rendement quantique.
Notre groupe a établi en 2008 que les déclins de luminescence des nanotubes de carbone
étaient biexponentiels (avec une composante longue pouvant atteindre quelques ns et une
composante courte de quelques dizaines de ps) a température ambiante en raison de la pré-
sence de |'exciton noir A; quelques meV en dessous de I'exciton brillant Ay [42]. Ces déclins
peuvent cependant devenir monoexponentiels lors de la présence de processus additionnels
extrinseques. Les processus extrinseques incluent I'interaction des excitons avec les phonons
du réseau, les fluctuations environnementales, les défauts de structure, les impuretés et les
porteurs de charge [49] [48] [52] [56] [54] [57]. Les processus d'annihilation exciton-exciton
sont également une voie intrinséque de désexcitation non-radiative [58]. D'autres processus
intrinséques ont également été décrits dans les nanotubes de carbone (MPD Multi-Phonon
Decay et PAIElI Phonon Assisted Indirect Exciton lonization [59]) et participeraient égale-

ment a diminuer le rendement quantique des nanotubes de carbone. Expérimentalement, le
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CHAPITRE 1 : Les nanotubes de carbone luminescents

rendement quantique d'un ensemble de nanotubes a été estimé au mieux a 1.1% [60]. Il
serait supérieur pour des nanotubes individuels exposés a peu de facteurs extrinséques [61].
Cette différence serait due a la présence de nanotubes non- ou peu luminescents dans les
mesures d’ensemble et aux effets de quenching dus aux interactions "nanotube-nanotube" de
différentes chiralité.

Méme si le rendement quantique des nanotubes est affecté par tous ces processus de
désexcitations excitoniques, la photoluminescence des nanotubes est suffisamment intense et
photo-stable pour étre détecté par microscopie de fluorescence dans des milieux aqueux au

niveau du tube individuel. La photoluminescence est stable sur plusieurs dizaines de minutes
[62] [18].

1.5.3 Mobilité des excitons

Dés 2003, les travaux de M. S. Strano et al. ont montré que I'intensité de luminescence de
nanotubes suspendus dans des milieux aqueux diminuait quand le pH de la solution diminuait
dli a une protonation réversible des parois des nanotubes [63]. L'oxydation des parois créé éga-
lement une diminution de I'intensité de photoluminescence [64] suggérant que la luminescence
des nanotubes était trés sensible a la présence de défauts structuraux sur les parois.

En 2007, les travaux de L. Cognet et al. réalisés sur des nanotubes individuels ont montré
que l'intensité de luminescence des nanotubes sur des segments sub-micrométriques distincts
changeait par pas discrets successifs aprés une exposition a des réactifs acido-basiques et
diazonium [49]. Les pas étaient décorrélés spatialement et temporellement et I'analyse de
I'amplitude des pas a suggéré que les excitons étaient mobiles sur une distance d'environ 100
nm selon un mode de diffusion avant leur recombinaison radiative. Cette distance est appelée
longueur de diffusion des excitons (L.). Sa valeur peut dépendre des tensio-actifs utilisés pour
suspendre les nanotubes [65]. L'effet de la mobilité des excitons sur la photoluminescence des

nanotubes a été largement étudiée expérimentalement et théoriquement [66] [67]

Grace a la combinaison de microscopies d'absorption et de luminescence, la longueur de
diffusion des excitons a également été retrouvée a partir du profil d'intensité de luminescence
de nanotubes longs immobilisés [47] [54]. Les bouts des nanotubes étant des sites de défauts
non-radiatifs et n’étant pas luminescents les profils d'intensité ont permis d'estimer la longueur
de diffusion des excitons.

Pour cette thése, nous retiendrons donc que les excitons photo-créés sont mobiles sur une
distance d’environ 100 nm [49] [66] [68] avant leur recombinaison radiative et que les bouts
des nanotubes agissent en tant que site de désexcitation non-radiative ou aucune photolumi-

nescence n'est générée sur une distance de ~ 100 nm a partir des bouts (cf. Figure.1.10).
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%@ﬁm A

Figure 1.10 : Représentation de la longueur de diffusion des excitons. Les bouts des nanotubes
agissent comme des sites de défauts non-luminescents.

Nous verrons dans le chapitre 5 comment contourner cette limite pour rendre luminescents

des nanotubes ultra-courts dont la taille est inférieure a la longueur de diffusion des excitons.

1.6 Bilan du premier chapitre

Nous avons vu que les nanotubes de carbone ont une forte section efficace d'absorption
associées a des déclins de luminescence rapides. lls peuvent étre ainsi des émetteurs intenses
et tres photostables dans le proche infrarouge malgré leur faible rendement quantique. Cette
propriété est tres avantageuse pour les applications en biologie. En effet, le proche - IR corres-
pond a la premiére fenétre de transparence des tissus biologiques (cf. Chapitre 2, Section 2.2).
Leur photophysique est dictée par des processus excitoniques dont nous avons maintenant une
bonne compréhension. Il est donc possible de mettre a profit I'ensemble de ces connaissances
pour des applications biologiques ce qui a constitué une partie majeure de ce travail de these.
En particulier, nous avons vu que les nanotubes peuvent étre excités sur différentes transitions.
Dans le chapitre suivant, nous explorerons la stratégie d'excitation optimale pour la détection
des nanotubes dans les échantillons biologiques épais.

De surcroit, la découverte de la photoluminescence des nanotubes en 2002 a été réalisée
en milieu aqueux [33] avec des nanotubes encapsulés dans du sodium dedocyl sulfate (SDS).
L'encapsulation permet en effet d'individualiser les nanotubes et de se prémunir ainsi des phé-
nomenes de quenching de la luminescence liés a des interactions entre nanotubes de nature
(métalliques vs semi-conducteurs) ou de chiralité différentes. Cependant, nous savons que
certaines molécules utilisées pour I'encapsulation ne sont pas biocompatibles [69] [70]. Ces
molécules sont potentiellement toxiques et favoriseraient la carcinogénese [70] [69]. Dans le
chapitre suivant, nous avons donc également cherché a optimiser |'encapsulation des nano-
tubes en limitant la cytotoxicité et les interactions non-spécifiques entre les nanotubes et les

cellules constituant les tissus.
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Chapitre 2

Détection optimale de nanotubes de

carbone individuels pour la biologie

Afin de mettre en place une méthodologie dans laquelle les nanotubes de carbone seront
utilisés pour sonder |'espace extra-cellulaire de cerveaux vivants, les nanotubes de carbone
individuels luminescents doivent remplir préalablement deux critéres. lls doivent étre biocom-
patibles pour limiter les interactions non-spécifiques avec les cellules et permettre I'étude de
leur mouvements de diffusion et leur intensité de photoluminescence doit étre suffisamment
importante pour que le signal des nanotubes soit détecté au niveau du tube unique dans les
tissus épais.

L'encapsulation des nanotubes par des molécules amphiphiles (tensioactifs) permet de les
individualiser et de les rendre luminescents.

Nanotube g Parties
P L hydrophiles

Parties
hydrophobes

Figure 2.1 : Section modéle d’un nanotube individuel encapsulé dans des molécules amphiphiles.
Figure reproduite de la référence [33].

Ces molécules possedent une partie hydrophobe (chaines carbonées ou cycles aromatiques)
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et une partie hydrophile (R—O~ ou R—OH ). La partie hydrophobe s'attache aux parois des
nanotubes tandis que la partie hydrophile est en contact avec le milieu polaire. De maniere
générale, les molécules sont attachées par liaisons non-covalentes permettant ainsi de ne pas
altérer les propriétés optiques des nanotubes.

Différentes molécules permettent de suspendre les nanotubes comme le sodium dodecyl
sulfate (SDS) utilisé originellement [33], le sodium deoxycholate (NaDOC) qui produit les
meilleurs rendements quantiques [48] et le Pluronic® ou le phospholipide polyethyléne gly-
col (PLPEG) utilisé dans les milieux biologiques [71] [72]. Cependant, tous les complexes
"nanotube-tensioactifs" ne sont pas biocompatibles. La succession des étapes nécessaires a
I'encapsulation reste généralement similaire dans son principe.

La poudre de nanotubes est tout d'abord mélangée a un tensioactif. Une agitation ou une
sonication sont ensuite réalisées [73] et permet d'individualiser les nanotubes dans les micelles
[72] ce qui les rend photoluminescents. Une étape de centrifugation permet de séparer les
nanotubes encapsulés et les fagots de nanotubes. Les nanotubes contenus dans le surnageant

sont collectés et utilisés dans les milieux aqueux ou les tissus biologiques.

Dans la premiere partie de ce chapitre, nous allons étudier et comparer la biocompatibilité
de certains complexes "nanotube-tensioactif" que nous avons identifiés comme étant des
candidats potentiels pour nos applications en microscopie de molécules uniques.

Dans la deuxieme partie, nous présenterons une étude comparative de différentes longueurs
d'onde d’excitation utilisables pour obtenir avec le meilleur rapport signal sur bruit (RSB) des
nanotubes photoluminescents dans des tissus biologiques. En effet, la richesse des propriétés
excitoniques des nanotubes offrent plusieurs possibilités qu'il convient de comparer. Nous
prendrons en compte les propriétés optiques des tissus et modéliserons |'augmentation de

température induite par I'irradiation laser.

2.1 Identification d’un complexe "nanotube-tensioactif”
biocompatible minimisant les interactions non-

spécifiques avec les cellules

2.1.1 Etat de l'art

Dans cette section, nous allons présenter de maniere synthétique des études de la littérature
ayant identifié différents complexes "nanotube-tensioactif" dits "biocompatibles". Nous avons
sélectionné ces études car elles ont montré des degrés de toxicité limités tout en suspendant

efficacement les nanotubes.
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2.1 Identification d’un complexe "nanotube-tensioactif' biocompatible minimisant les
interactions non-spécifiques avec les cellules

En 2001, la toxicité des complexes "nanotubes-Tween20" (polyéthyléneglycol sorbitan mo-
nolaurate) a été testé sur des porcs. Les porcs ont été exposés aux complexes par des procédés
communément utilisés pour tester les effets de |'amiante sur les voies respiratoires. Le temps
d’'exposition par inhalation était de 4 semaines et la concentration était de 50 ug/ml. Pour
mesurer la toxicité, A. Hucko et al. ont réalisé des endoscopies bronchiques qui n'ont pas

révélé de grosses anomalies pulmonaires ou d'inflammation mesurable [74].

En 2004, I'équipe de R. B. Weisman a étudié la phagocytose des complexes "nanotubes-
F108" (Pluronic®, 4 ug/ml). Le temps d’incubation maximal était de 96 heures. lls ont montré

que la croissance des macrophages n'était pas affectée par ces complexes [75].

Pour nos applications, l'intensité de photoluminescence doit étre stable quelles que soient
les conditions acido-basiques des milieux biologiques. Nous nous sommes donc intéressés aux
travaux de Juan G. Duque et al. menés en 2008 portant sur I'étude de I'influence du pH sur
la photoluminescence des nanotubes. Les auteurs ont montré que I'intensité de photolumines-
cence des complexes "nanotubes-ISPVP" (polyvinylpyrrolidone polymérisé insitu) était moins
sensible aux variations de pH que celle des complexes "nanotubes-SDBS" (sodium dodecyl
benzene sulfonate) seuls [50]. Pour cette raison, nous avons choisi d'inclure les complexes

"nanotubes-ISPVP" dans notre étude.

Des 2009, le groupe de H. Dai a utilisé des nanotubes encapsulés dans du phospholipide
polyéthyléne-glycol (PLPEG). Ils ont observé, pour la premiére fois, la photoluminescence de
nanotubes injectés par intraveineuse dans un animal entier. La photoluminescence était visible
a travers la peau et les os du crane et a permis de révéler le systeme circulatoire des souris. Le
volume injecté était de 200l de nanotubes (260 pg/ml). L'imagerie a été réalisée 30 minutes
et 24 heures apres l'injection [76]. lls ont constaté que plus le poids moléculaire du PLPEG
augmentait, plus le temps de circulation intraveineux était grand. Le poids moléculaire est
relié au nombre de branchements des chaines carbonées du PLPEG et a la longueur de ces
branchements. Plus ce poids augmentait, plus la quantité de nanotubes retrouvés dans le foie
diminuait. Cette étude a suggéré que I'utilisation de PL-PEG pourrait permettre d'éviter les

adsorptions biomoléculaires non-spécifiques avec les cellules biologiques [72].

En 2010, J. Pauwels et al. ont étudié l'influence de plusieurs complexes "nanotube-
tensioactifs" en présence d'un isoforme des enzymes P405 qui joue un rdle important dans le
métabolisme des médicaments. Les complexes ont été introduits dans une solution contenant
I'enzyme. La concentration en complexes était de 670 ug/ml et le temps d'incubation de 5
minutes. lls ont montré que les MWCNTs-Brij35 n’affectaient pas significativement I'activité

de I'enzyme [77].
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En 2011, B. D. Holt et al. ont incubé des complexes "nanotubes-Pluronic" ® F127
(50 pug/ml) avec des cellules Hela pendant 2 jours. Pour cette dose, les SWCNTs-F127 n’ont
pas induit d’augmentation de la mortalité cellulaire mais ont fortement diminué la prolifération
des cellules [78].

En 2012, G. Hong et al. ont mesuré la viabilité de cellules endothéliales dermiques humaines
en présence de complexes "nanotubes-PLPEG" (5kDa). lls ont montré que pour une dose
inférieure a 0.18 g/L, la viabilité des cellules n'était pas affectée [79]. Les terminaisons -PEG
augmenterait la stabilité des nanotubes dans les solutions physiologiques [80]. Cependant, en
2010, S. M. Moghini et al., ont montré que ces complexes activaient le systéme du complément

qui participe aux réactions immunitaires [71].

Les résultats de ces études ont suggéré que ces tensioactifs (c'est a dire le Tween20, le
Pluronic, I'ISPVP, le PLPEG et le Brij35) n'altéraient pas de maniére drastique les conditions
physiologiques nécessaires au maintien de l'intégrité cellulaire. Nous avons donc choisi de les
étudier et comparer leur influence sur des cultures cellulaires. Nous étudierons la viabilité
et la prolifération des cellules exposées a ces complexes, I'intensité de photoluminescence des
complexes et leur capacité a se mouvoir "furtivement" dans les environnements biomimétiques

c'est a dire sans interaction non-spécifiques avec les cellules.

2.1.2 Préparation des échantillons

Pour quantifier ces paramétres, nous avons premierement préparé les complexes "nanotubes-
tensioactifs". Les cellules ont ensuite été préparées et incubées avec les complexes. Ce travail
a été réalisé conjointement avec Zhenghong Gao, en particulier les tests de viabilité et de

prolifération des cellules qui seront décrits ici.

2.1.2.1 Préparation des complexes "SWCNTs-tensioactifs"

Pour les tensioactifs Brij35, F108 et Tween20, nous avons incorporé 2 mg de poudre de
SWCNTs dans 2 ml d'une solution aqueuse contenant 1% de tensioactif. Nous avons ensuite
réalisé une sonication a |I'aide d'un sonicateur a ultrasons de type sonde a une puissance de
6 W pendant 3 minutes. Une étape de centrifugation (10 600 g pendant 1 heure) a permis
de séparer les nanotubes individuels des agrégats. Les nanotubes contenus dans le surnageant
ont ensuite été collectés pour étre utilisés lors des expériences.

Pour le tensioactif PLPEG, nous avons incorporé 2 mg de poudre de nanotubes et 10 mg
de PLPEG dans 2 ml d’eau MiliQ. La centrifugation a été réalisée a une température de 4°C.
Le surnageant a été conservé a 4°C pendant 48 heures puis remis a température ambiante

quelques minutes avant son utilisation.
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Pour le tensioactif ISPVP, nous avons suivi le protocole de la référence [50]. La poudre de
nanotubes a été ajoutée a une solution aqueuse contenant 1% de SDBS. Nous avons ensuite

procédé aux étapes de sonication et de centrifugation. Le surnageant (1 ml) a ensuite été
mélangé & 3 ml de PVP 1%.

Les solutions contenant les nanotubes ont ensuite été filtrées de facon a minimiser les
interactions éventuelles entre I'excés de tensioactif et les cellules [72]. La filtration a été
réalisée par centrifugation ( 2 700 g pendant 30 minutes et a une température de 4°C) a I'aide
de filtres (MWCOfilter, Burlington, MA, USA) dont la taille des pores était de 100 kDalton.
Les nanotubes ont ensuite été re-suspendus dans une solution tampon de phosphate salin
(Phosphate Buffer Saline - PBS) pour étre incubés avec les cellules. La concentration finale
en nanotubes était de 1ug/ml pour reproduire les conditions expérimentales typiques lors des
expériences réalisées dans les chapitres suivants. Cette concentration a été estimée a partir des
spectres d'absorption des solutions de nanotubes en utilisant le coefficient d’extinction molaire
(0.00465 L. mg='.cm™! 4 808 nm) pour les nanotubes [76] dans la loi de Beer-Lambert.

2.1.2.2 Préparation des cellules

Pour notre étude, nous avons utilisé des cellules COS7 qui sont une lignée de fibroblastes
de reins de singes verts d'Afrique couramment utilisée en biologie cellulaire. Les cellules ont été
déposées sur des lamelles de microscopes préalablement stérilisées dans des bains successifs
d'éthanol, de méthanol et de PBS. Les cellules ont ensuite été décollées des supports de

culture cellulaire avec de la trypsine et centrifugées dans un tube a 300 g pendant 5 minutes.

Apres la centrifugation, les cellules formaient un culot dans le tube et I'exces de solu-
tion a été jeté pour enlever la trypsine potentiellement toxique pour les cellules. Les cellules
ont ensuite été re-suspendues dans du milieu de culture DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) supplémenté avec de la streptomycine (100 pg/ml),de la penicilline (100 U/ml)
et 10% de sérum bovin. La solution cellulaire a été déposée sur les lamelles de microscope
préalablement disposées dans des puits spécifiquement concus pour la culture cellulaire. Les
cellules ont été conservées dans un incubateur (95% d'atmosphére humide et 5% de CO, a
une température de 37°C) pendant 24 heures pour assurer |'adhérence des cellules sur les
lamelles. Pour les tests de viabilité et de prolifération, le nombre initial de cellules était de 10°

cellules/ml pour toutes les conditions.

Les nanotubes ont ensuite été incubés avec les cellules pendant 1 et 4 jours. Les cellules
ont été rincées avec du PBS avant les observations pour enlever les nanotubes libres présents

dans le milieu.
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2.1.3 Etude morphologique des cellules

Avant de quantifier |'effet des complexes sur la viabilité et la prolifération des cellules,
nous avons dans un premier temps observé la morphologie des cellules. La Figure.2.2 montre
les images des cellules obtenues par microscopie en lumiere blanche en fonction des complexes

utilisés apres 1 et 4 jours d'incubation.

Control PLPEG

w——

F108 Tween20 Brij35 ISPVP

»
"

1 jour

4 jours

Figure 2.2 : Images en lumiére blanche des cellules COS7 aprés 1 et 4 jours d’incubation avec
les complexes "nanotubes-tensioactifs”. La barre d’échelle est de 30 pum.

Du point de vue morphologique, quand la cellule est bien étalée sur la lamelle c'est une
indication de "la bonne santé" de la cellule. Lorsque la cellule est en souffrance, certains
domaines intra-cellulaires deviennent noirs ce qui est facilement identifiable par microscopie
en lumiére blanche [81]. Si la membrane plasmique de la cellule devient sphérique, cela signifie
vraisemblablement que la cellule est en apoptose. Par ailleurs, si la membrane montre des
protrusions, cela signifie qu'elle nécrose. Lors de la mort cellulaire, la cellule se détache peu a
peu de ses voisines.

Sur la Figure.2.2, nous pouvons voir qu'aprés un jour d'incubation, les morphologies des
cellules incubées avec les complexes "SWCNTs-PLPEG", "-F108" et "-Tween20" étaient tres
similaires a celles qui n'ont pas été en contact avec les nanotubes (Contrdle). Les cellules
étaient bien étalées sur la lamelle de culture. Aprés 4 jours d'incubation, un petit nombre
de cellules mortes possédant des domaines intracellulaires noirs étaient visibles. Avec les ten-
sioactifs Brij35 et ISPVP, la situation était totalement différente car dés le premier jour, la

plupart des cellules se sont détachées de la lamelle et/ou sont mortes. Nous pouvons observer
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sur la Figure.2.2 que la densité cellulaire pour ces complexes est faible.
Pour quantifier la cytotoxicité des complexes nous avons ensuite réalisé des tests de viabilité

cellulaire.

2.1.4 Tests de viabilité

Pour ces tests, les cellules doivent étre comptées précisément. Pour cela, elles ont tout
d'abord été décollées de la lamelle en utilisant de la trypsine (1%) et ont été centrifugées a
2000 r.p.m. pendant 5 minutes. Elles ont ensuite été re-suspendues dans 1 ml de PBS (1X) et
la solution cellulaire a été diluée pour compter les cellules a |'aide d'un hémocytométre. Pour
différencier les cellules mortes des cellules vivantes, nous avons marquées les cellules avec du
bleu de trypan (4%) pendant 20 minutes a température ambiante. En effet, les cellules mortes
ont une membrane perméable qui permet au bleu de trypan de pénétrer dans le cytoplasme
des cellules. Nous avons ensuite recouvert le tout d'une lamelle. Les cellules intactes et mortes
ont été comptées a |'aide d'un microscope éclairé en lumiére blanche (grossissement X10) a

température ambiante dans les quatre coins de I'hémocytométre (cf. Figure.2.3).

o 2]

Figure 2.3 : [llustration d’un hemocytométre. Le comptage des cellules se fait dans les quatre
parties numérotées.

La viabilité cellulaire est donnée par la relation suivante :

abilité — 1 Nombrede cellules mortes (2.1)
veaotte = Nombretotal de cellules '

La Figure.2.4 montre les résultats des tests de viabilité. Les taux de viabilité cellulaire
en présence des complexes "SWCNTs-Brij35" et "-ISPVP" étaient inférieurs a 50% apres 1
jour d’'incubation et inférieurs a 10% aprés 4 jours d'incubation. Ce résultat est en accord
avec les observations morphologiques et suggere que ces complexes altérent les conditions
physiologiques nécessaires a I'intégrité des cellules. Au contraire, les complexes "SWCNTs-
F108", "-Tween20" et "-PLPEG" présentent des taux de viabilité supérieurs a 80% apres
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Figure 2.4 : Résultats des tests de viabilité réalisés sur des cellules COS7.

1 jour d'incubation et supérieurs a 70% aprés 4 jours d'incubation. Cela suggere que les
complexes "SWCNTs-PLPEG", "-F108" et "-Tween20" (a 1 ug/ml) induisent beaucoup moins

de mortalité cellulaire que les complexes "-Brij35" et les "-ISPVP".

2.1.5 Tests de prolifération

Nous avons ensuite réalisé des tests de prolifération cellulaire qui permettent de quantifier
I'effet des complexes sur les mécanisme de division cellulaire. Pour ces tests, les cellules ont
également été incubées, rincées et déposées sur un hemocytomeétre.

Avant |'incubation, le nombre initial de cellules était le méme pour toutes les conditions.
Pour quantifier la prolifération des cellules en présence des complexes, le nombre total de
cellules apres l'incubation a été divisé par le nombre total moyen de cellules en absence de

nanotubes. Les résultats des tests de prolifération sont représentés sur la Figure.2.5.

1 jour

A e B iy =

0,64

Prolifération

0,41

0,0 T T T
Control PL-PEG F108 Tween20 Brij35 ISPVP

Figure 2.5 : Résultats des tests de prolifération réalisés sur des cellules COS7.
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Les complexes "SWCNTs-F108", "-Tween20" et "-PLPEG" présentent des taux de proli-
fération cellulaire supérieurs a 80% des valeurs obtenues pour le contréle aprés 1 et 4 jours
d'incubation. Ces résultats suggerent que les complexes SWCNTs-PLPEG, -F108 et -Tween20
(3 1 pg/ml) sont de bons candidats pour nos applications. Avec les complexes "SWCNTs-
Brij35" et "-ISPVP", les taux de prolifération cellulaire diminuent fortement des le premier
jour d'incubation. Nous les avons donc écartés des ce stade de I'étude et retenu les complexes
"nanotubes-F108", "nanotubes-Tween20" et "nanotubes-PLPEG".

2.1.6 Mesure de ’'interaction "nanotubes-cellules"

Pour la suite de I'étude, il était important de sélectionner les complexes interagissant le
moins possible avec les cellules car nous souhaitons que les nanotubes diffusent efficacement
dans I'espace extra-cellulaire de tissus. Pour étudier ce phénomene, nous avons défini ici le
degré d'interactions non-spécifiques avec les cellules a travers le nombre de nanotubes moyen
collés aux cellules ou internalisés par les cellules (cf. Figure.2.7). Les nanotubes ont été incubés
avec les cellules pendant 24 heures. Juste avant I'imagerie, les cellules ont été rincées avec
du PBS a 35°C pour enlever les nanotubes restés en suspension dans le milieu de culture.

Les lamelles ont ensuite été montées dans une chambre d'imagerie (Ludin Chamber type 1,
Life Imaging Services). Pour enregistrer les positions des cellules et des nanotubes, les échan-
tillons ont été éclairées successivement en lumiere blanche et par microscopie de fluorescence
en champ large.

Nous avons utilisé un microscope droit muni d'un objectif a immersion a eau de grossis-
sement X60 et d'ouverture numérique 1.0. Pour I'imagerie du fluorescence en champ large,
nous avons excité les nanotubes (6,5) sur la transition KSB (845 nm) a I'aide d'un laser
continu Titane-Saphir ajustable en longueur d'onde (Spectra Physics). Ce choix de longueur
d'onde sera explicité dans la section 2.2. La polarisation du faisceau laser était circulaire pour
exciter de facon équivalente les nanotubes orientés aléatoirement dans les échantillons. Afin
de séparer le faisceau d'excitation et la photoluminescence des nanotubes, nous avons utilisé
un miroir dichroique passe-haut 875 nm (FF875-Di01, Semrock). Pour sélectionner unique-
ment la photoluminescence provenant des nanotubes (6,5) (985 nm), nous avons utilisé une
combinaison de filtres passe-haut 900 nm (ET900LP, Chroma) et passe-bas 1000 nm (FESH
1000 Thorlabs). Les filtres ont été enlevés pour I'imagerie en lumiére blanche. Les images ont
été enregistrées a |'aide d'une caméra ProEM CCD (Princeton Instrument).

Pour I'analyse, nous avons colocalisé les images de fluorescence et les images en lumiere
blanche. La Figure.2.6 montre les images obtenues aprés un jour d’incubation a 37°C (5%
CO,).

Sur cette figure, les carrés blancs correspondent aux zones ou se trouvait le laser d’exci-
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F108

Figure 2.6 : Images des cellules en lumiére blanche et des nanotubes excités a 845 nm pour
différents tensioactifs. Les carrés blancs correspondent aux régions ot se trouve le faisceau laser.
La barre d’échelle est de 10 pm.

tation. Les images de fluorescence montrent que certains nanotubes sont colocalisés avec les
cellules.

De facon a quantifier les interactions non-spécifiques, nous avons compté le nombre de
nanotubes observés par cellule. Lors des expériences, nous avons sélectionné les cellules qui
étaient intactes (bien étalées sur la surface de la lamelle et sans domaines intracellulaires
noirs) et cherché la présence de nanotubes. Si une cellule ne comportait pas de nanotubes
alors une valeur nulle a été ajoutée dans la statistique. La Figure.2.7 regroupe les résultats
obtenus pour chaque complexe. La médiane est représentée en rouge, les 25-75 percentiles
sont en bleu et la totalité de la distribution est en noir.

Pour différencier les populations et donc le degré d'interactions non-spécifiques, nous
avons utilisé le test de Mann-Whitney. Pour les complexes "nanotubes-PLPEG" et "-F108",
les différences sont non-significatives (p = 0.12). En revanche, les degrés d'interactions non-
spécifiques entre les complexes "nanotubes-Tween20" et "-PLPEG" sont différents (p < 0.05).
Ce résultat suggere que les nanotubes encapsulés dans le tensioactif Tween20 interagissent de
maniéere plus marquée que ceux encapsulés dans les tensioactifs PLPEG et F108. En effet, lors
des expériences avec les "nanotubes-Tween20", nous trouvions tres facilement des zones avec
des nanotubes collés sur les cellules ce qui n'était pas le cas avec les complexes "-PLPEG" et
"-F108".
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Figure 2.7 : Quantification de l’interaction ’nanotubes-cellules"” en fonction des tensio-actifs
utilisés sur des cellules COS. PLPEG (N = 32 cellules), F108 (N = 36 cellules), Tween20 (N
= 32 cellules)

Dans la suite de I'étude, nous nous sommes donc principalement intéressés aux complexes
"nanotubes-PLPEG" et "nanotubes-F108".

2.1.7 Intensité de photoluminescence

Pour nos applications de suivi de nanotubes individuels, il est primordial de maximiser
I'intensité de photoluminescence pour localiser avec précision les nanotubes et réaliser des
cartes super-résolues de I'espace extra-cellulaire (cf. Chapitre 3).

Pour comparer |'intensité de photoluminescence des deux différents complexes, nous les
avons dispersés dans du milieu de culture (DMEM) pour reproduire les conditions physiolo-
giques. Nous avons ensuite déposé 8ul de cette solution entre lame et lamelle de microscope
et mesuré les intensités de photoluminescence par microscopie de fluorescence en champ large.
Le temps d'intégration était de 30 ms.

Nous avons ensuite enregistré plusieurs zones de I'échantillon de facon a ne pas prendre
en compte deux fois les mémes nanotubes. Pour chaque nanotube, nous avons défini |'inten-
sité de photoluminescence comme étant égale a la photoluminescence totale des nanotubes
intégrée sur la longueur. La Figure.2.8 montre les distributions cumulatives des intensités
de photoluminescence. Nous pouvons voir que |'intensité médiane de photoluminescence des
"nanotubes-PLPEG" (N=162) est 1.5 fois plus importante que celle des "-F108" (N=256).
En toute rigueur, ces distributions peuvent étre légerement affectées par la distribution des
longueurs des nanotubes. Cependant, sur les images de photoluminescence, nous n'avons pas
remarqué de différences significatives entre les longueurs des "nanotubes-PLPEG" et celles
des "-F108" pouvant justifier ce facteur.

Par ailleurs, nous n'avons pas pu mesurer les intensités de photoluminescence des com-
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Figure 2.8 : Distribution cumulative des intensités de photoluminescence de 162 "nanotubes-
PLPEG" et 256 "nanotubes-F108" dans du DMEM.

plexes "nanotubes-Tween20" car lors de la préparation des échantillons, nous avons remarqué
qu'en moins d'une heure, ces complexes s'étaient agrégés entre eux et avaient sédimenté au
fond du tube. Cette observation montre que les "nanotubes-Tween20" ne sont pas stables dans
le milieu de culture. Ce résultat est en accord avec la quantification du degré d'interactions
non-spécifiques mesuré pour ces complexes. En effet, les "nanotubes-Tween20" n’étant pas
stables dans le milieu de culture, la probabilité d'interaction des nanotubes avec les membranes
plasmiques est plus grande.

Nous avons également remarqué que les "nanotubes-F108" collaient fréquemment sur la
lamelle de microscope que ce soit avec ou sans traitement hydrophile de la lamelle au plasma-
cleaner. Ce phénomeéne n’était pas visible en utilisant les complexes "nanotubes-PLPEG".

En effet, méme si de précédentes études ont montré que les "nanotubes-F108" pouvaient
étre utilisés sans risque majeur avec les macrophages [75], des études plus récentes ont montré
que les tensioactifs F108 pouvaient se détacher de la surface du nanotube et rapidement étre
remplacés par le sérum présent dans les environnements physiologiques. Les travaux de P.
Cherukuri et al. ont suggéré que lors de |'injection intraveineuse de ces nanotubes dans des
rats, les protéines contenues dans le sang déplacaient les molécules tensioactives en seulement
une seconde [82]. Les protéines présentes dans le milieu de culture pourraient également se
lier aux parois des nanotubes. Ce phénomeéne est appelé "effet corona" et pourrait affecter les

mouvements de diffusion des nanotubes dans les milieux biologiques.

Pour cette raison, nous avons complété notre étude en prenant en compte les mouvements
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de diffusion des "nanotubes-PLPEG" et "-F108" dans les réseaux biomimétiques.

2.1.8 Mouvements de diffusion des nanotubes dans les réseaux
biomimétiques

Pour finaliser notre étude et tendre vers les conditions proches de nos applications vi-
sées, nous avons étudié notre capacité a mesurer les mouvements de diffusion des complexes
"nanotubes-PLPEG" et "nanotubes-F108" dans des réseaux biomimétiques. Nous avons donc
utilisé des gels d'agarose qui reproduisent la structure hétérogene des environnements biolo-
giques.

La poudre d'agarose (Low Gelling Temperature, lot SLBJ7989V, Sigma-Aldrich) a été
mélangée avec de I'eau MilliQ. Nous avons utilisé un gel de concentration 1.5%. Le mélange
a été chauffé a I'aide d'une plaque chauffante jusqu'a I'obtention d'une solution transparente
homogene. Environ 1.5 ul de solution de nanotubes a été mélangée dans le liquide visqueux
(1 ml). Pour étre siir que les nanotubes que nous observions étaient bien dans le gel, nous
avons préparé des échantillons relativement épais (~ 2 mm d’épaisseur). Pour cela nous avons
déposé 82 ul d'agarose sur une lamelle de microscope. Une deuxieme lamelle a été déposée
dessus avant la gélification et les bords ont été scellés avec de la graisse. Un support maintient

le tout pour I'imagerie (cf. Figure.2.9).

Objectif

Lamelle

Gel d’'agarose
Lamelle

Graisse

e——— Support

Figure 2.9 : Coupe longitudinale d’un échantillon de gel d’agarose.

Nous avons ensuite enregistré les mouvements de diffusion des "nanotubes-PLPEG" et
"-F108". Les temps d'acquisition étaient de 30 ms par image. Clairement, nous avons observé
que les "nanotubes-F108" bougeaient peu tandis que les "nanotubes-PLPEG" diffusaient fa-
cilement dans les canaux des gels.

Les Figures.2.10.(A-C) montrent un nanotube-PLPEG a différents instants de sa trajec-
toire. Grace au bon rapport signal sur bruit, nous avons pu calculer les positions du nanotube
(2096 localisations). Pour cela, nous avons utilisé le plugin GDSC SMLM dans ImageJ et
reconstruit sa trajectoire (cf. Figures.2.10.D). La trajectoire d'un nanotube-F108 sur une

centaine d'images est montrée sur la Figure.2.10.E.
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X (um)

Figure 2.10 : (A-C) Images d’un nanotube-PLPEG diffusant dans un gel d’agarose 1.5%m.
(D) Trajectoire d’un nanotube-PLPEG. (E) Trajectoire d’un nanotube-F108. La barre d’échelle
est de 5 ym

2.1.9 Conclusion

Nous avons vu dans cette section que les "nanotubes-F108", "-Tween20" et "-PLPEG"
présentaient des taux de viabilité et de prolifération cellulaire supérieurs a 80% aprés un jour
d’incubation et supérieur a 70% aprés quatre jours d'incubation. Nous avons effectué des tests
d'interactions non-spécifiques qui ont révélé que les "-Tween20" ne sont pas stables dans le
milieu de culture ce qui augmente la probabilité d'interactions non-spécifiques. L'étude de
I'intensité de photoluminescence des nanotubes dans le milieu de culture a montré que les
complexes "nanotubes-PLPEG" sont 1.5 fois plus brillants que les complexes "nanotubes-
F108". Nous avons également observé que les complexes "nanotubes-F108" collaient parfois a
la lamelle de microscope ce qui a suggéré que |'encapsulation de ces nanotubes pourrait étre
altérée dans le DMEM. Ce résultat a été confirmé par |'étude des mouvements de diffusion
des "nanotubes-F108" et "-PLPEG" dans les gels d'agarose. Nous concluons donc que les
nanotubes encapsulés dans du PLPEG ont une meilleure capacité de diffusion dans les envi-
ronnements biomimétiques. Dans la suite de cette thése, nous utiliserons donc des nanotubes
suspendus par du phospholipide polyéthyléne-glycol (PLPEG). Ces résultats ont été publiés

dans la référence [83].
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2.2 Longueur d’onde optimale pour l’excitation de
la photoluminescence de nanotubes uniques dans

les tissus neuronaux

Dans cette partie, nous allons comparer les différentes longueurs d'onde d'excitation uti-
lisables pour obtenir le meilleur rapport signal sur bruit des nanotubes luminescents dans les
échantillons biologiques épais.

Dans un tissu biologique, les propriétés d'absorption et de diffusion de la lumiére dépendent
de la composition des tissus. Pour ce qui nous intéresse, le cerveau est principalement composé
d’'eau, de sang (hémoglobine, HGb), de graisse, de sels organiques et de protéines [84]. Chaque
constituant participe a |'absorption et a la transmission de la lumiere dans les tissus. La
contribution de chaque constituant sera détaillée dans la section 2.2.5.1. Nous considérerons

dans un premier temps les propriétés optiques globales des tissus.
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Figure 2.11 : Evolution de la transmission des tissus neuronauz en fonction de l’épaisseur de
la tranche. Figure extraite de la référence [85]

La Figure.2.11 montre les pourcentages de transmission de la lumiere a travers des tranches
de cerveau de rat en fonction de la longueur d’'onde de la lumiere et de I'épaisseur des
tranches de cerveau. Sur la Figure.2.11, nous distinguons quatre zones ou la transmission est
importante. Ces zones sont appelées "fenétres de transparence" des tissus.

La premiére fenétre se situe entre 650 nm et 950 nm, la deuxieme entre 1100 nm et 1350
nm, la troisieme entre 1600 nm et 1870 nm et la quatrieme est centrée autour de 2200 nm.

La pénétration de la lumiere dans les fenétres Il et Il est plus importante que dans la

fenétre | [85]. La fenétre Il présente un maxima de transmission.

Les nanotubes (6,5) peuvent &tre excités sur les transitions Say et KSB (cf. Chapitre

1) qui sont respectivement a 568 nm et 845 nm. Ces longueurs d'onde se situent dans la
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premiére fenétre de transparence des tissus. La photoluminescence des nanotubes (6,5) se
situe a 985 nm. En raison de leur abondance dans les syntheses HipCo et CoMoCAT, de leur
forte brillance et de la possibilité de les détecter avec une caméra silicium a trés bas bruit,
nous nous sommes concentrés sur les nanotubes (6, 5).

Par ailleurs, de récentes études ont montré que ces nanotubes peuvent étre excités par
up-conversion suite a une excitation autour de 1100 nm [86] [87] [88]. Cette longueur d'onde
se situe au bord de la deuxieéme fenétre de transparence des tissus. L'excitation des nanotubes
(6,5) par up-conversion est donc une stratégie a explorer pour nos applications. Elle pourrait
augmenter la profondeur de pénétration de la lumiere.

Dans les travaux de N. Akizuki et al. menés en 2015 [86], les nanotubes ont été excités
a 1100 nm a faible intensité laser pour exclure les processus d'excitation multi-photonique
et a 568 nm (Saz). lls ont montré que l'intensité de photoluminescence ne dépendait pas de
la longueur d'onde d'excitation (1100 nm ou 568 nm) ce qui a suggéré que le mécanisme
d'excitation par up-conversion ne correspondait pas a un processus Raman anti-Stokes. L'in-
tensité des spectres de photoluminescence des nanotubes augmentait avec la température ce
qui pourrait suggérer un processus faisant intervenir un ou plusieurs phonons permettant de
réaliser I'up-conversion a partir d'un état excitonique de basse énergie [86]. lls ont également
montré que l'intensité de photoluminescence était sublinéaire avec I'intensité d’'excitation des
nanotubes (cf. Figure.2.12) ce qui pourrait exclure les possibilités de photoémission induite
par une absorption faisant intervenir plusieurs photons ou une recombinaison Auger car dans

ces cas la dépendance serait sur-linéaire.
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Figure 2.12 : Evolution de la photoluminescence par up-conversion en fonction de l'intensité
d’excitation. Figure reproduite de la référence [80].

Les auteurs ont suggéré que la dépendance sublinéaire de la photoluminescence en fonction
de l'intensité laser confirme I'existence d'un état intermédiaire de basse énergie et de durée de

vie courte produisant la saturation de la photoluminescence. Cet état intermédiaire pourrait
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provenir de défauts préexistants sur les nanotubes créés lors de la synthése.

En 2016, les travaux de S. Aota et al. [88] ont montré que I'intensité de photoluminescence
par up-conversion dépendait de la polarisation du laser d'excitation comme la photolumines-
cence lors d'une excitation sur la transition Soy (en cos?f) mais que cette dépendance faisait
apparaitre une constante supplémentaire. Ce résultat suggere une modification des régles de
sélection pour les états électroniques initialement excités. Cet état excité ne correspondrait pas
a I'état excitonique intrinseque 1D mais a un état excitonique localisé (0D) dii a la présence

de défauts localisés.

2.2.1 Etudes préliminaires sur le mécanisme de génération de

la photoluminescence par up-conversion

Dans ce contexte ou la nature des défauts luminescents sous une excitation par up-
conversion n'est pas complétement comprise, nous avons effectué une étude préliminaire visant
a déterminer si les défauts intervenant dans le mécanisme de up-conversion pouvaient étre
photo-induits. Pour cela, nous avons utilisé des nanotubes DOC de longueur moyenne ~ 4 pm.
En effet, cette encapsulation permet de produire des nanotubes (6,5) trés brillants et dont
la longueur est supérieure a la limite de diffraction (~ 430 nm) ce qui nous a permis d'avoir
I'opportunité de voir des inhomogénéités de photoluminescence sur un méme nanotube.

Plusieurs sources laser ont été utilisées pour exciter les nanotubes (6,5) : un laser solide
continu a 568 nm (Saphirre Coherent) et un laser continu Nd :YAG a 1064 nm (Mephisto

emCCD camera
900 -1000 nm: E,, (6,5) PL

H
Excitations
568 nm \
1064 nm ——>»
Objective
X 60
ON =140

Figure 2.13 : Montage expérimental de microscopie de fluorescence en champ large.
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Coherent). La polarisation de tous les faisceaux lasers était circulaire pour exciter de fagon
équivalente les nanotubes dispersés sur la lamelle et d’orientations aléatoires.

Afin de séparer le laser d'excitation et la photoluminescence, un miroir dichroique passe-
haut 875 nm (FF875-Di01, Semrock) a été utilisé pour I'excitation sur la transition Say .
Pour |'excitation par up-conversion, nous avons utilis¢é un miroir dichroique passe-bas 1050
nm (Edmund Optics). De facon a sélectionner uniquement la photoluminescence venant des
nanotubes de chiralité (6,5) (985 nm), nous avons utilisé une combinaison de filtre passe-
haut 900 nm (ET900LP, Chroma) et passe-bas 1000 nm (FESH 1000 Thorlabs). Le montage

expérimental est résumé sur la Figure.2.13.

Pour cette étude, nous nous sommes placés dans le régime de basses intensités. Les
intensités lasers étaient de 0.2 KW /cm? (Sy,) et 3.2 kW/cm? (up-conversion). La Figure.2.14

montre plusieurs nanotubes excités successivement sur la transition Sos et par up-conversion.

“ k.

Figure 2.14 : Images de la photoluminescence d’un nanotube DOC excité sur la transition
S22(0.2 kW/em?) et par up-conversion (3.2 kW/cm?). La caméra est en mode Low Noise et le
temps d’intégration est de 100 ms. Les tmages sont moyennées sur 50 images brutes. La barre
d’échelle est de 1 um.

Superposition

"'L

Clairement, nous observons une anti-corrélation spatiale des sites de photoluminescence.
Ce résultat est directement compatible avec les références [36] et [88] car il suggere que
I'excitation par up-conversion s'effectue préférentiellement sur des sites de défauts localisés
fournissant des états de basses énergies suivi de processus multi-phononiques permettant

I'émission a partir de I'état excitonique dit "brillant" (cf. Figure.2.15).
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Figure 2.15 : Représentation des états des sites de défauts localisés pouvant étre a [’origine du
mécanisme d’ up-conversion.

Nous avons ensuite cherché a déterminer si ces défauts localisés pourraient correspondre
a des défauts photo-induits par une excitation intense sur la transition Sos.

Pour cela, nous avons tout d'abord enregistré la photoluminescence des nanotubes excités
par up-conversion a 3.2 kW/ cm? (cf. Figure.2.16.A). Ces images ont été prises comme réfé-

rence. Nous avons ensuite enregistré un film de ces mémes nanotubes excités sur la transition

avant génération aprés génération
des défauts des défauts
1064 nm 568 nm 568 nm 1064 nm
3,2 kWicm? 0.2 kW/cm? 0,2 kW/icm? 3,2 kW/cm?

150
100
50

Intensité (u.a.)

Figure 2.16 : Images de la photoluminescence d’un nanotube DOC' excité par up-conversion a
3.2 kW/cm? (A), sur la transition Say a 0.2 kW/em? avant la photo-génération des défauts (B)
et aprés la photo-génération des défauts (C), par up-conversion a 3.2 kW/cm? aprés génération
des défauts (D). Les intensités des figures A et D sont multipliées par 2 pour une meilleure
visualisation. La barre d’échelle est de 1 um.

Sao pour une intensité de 0.2 KW/cm? (cf. Figure.2.16.B). Nous avons augmenté I'intensité
laser d’excitation sur la transition Sy, pendant 4 minutes (I = 1.1 kW/cm?) pour photo-
induire des défauts. Nous avons ensuite baissé cette intensité et ré-enregistré une image pour
une intensité de 0.2 kW/cm? a 568 nm (cf. Figure.2.16.C) pour visualiser la création des
défauts et donc la diminution de la photoluminescence. Finalement nous avons enregistré la

photoluminescence des nanotubes excités par up-conversion pour une intensité de 3.2 kW /cm?
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identique a celle de départ (cf. Figure.2.16.D).

La Figure.2.16 montre les images d'un nanotube excité selon la séquence précédemment
décrite. Nous voyons que le signal de photoluminescence apres l'irradiation intense sur la
transition Sg; a fortement diminué a cause de la création de défauts photo-induits (cf. Fi-
gure.2.16.C). La photoluminescence des nanotubes excités par up-conversion aprés la création
de ces défauts est également plus faible a la fin qu'au début de la séquence. Cela suggere
que les défauts photo-induits ne favorisent pas |'excitation de la photoluminescence par up-
conversion. La photoluminescence par up-conversion serait donc favorisée par d'autres défauts
intrinséques au niveau du réseau cristallin idéalement hybridé sp?, vraisemblablement de type
sp? [86]. Nous avons également observé qu'aprés une excitation par up-conversion intense, le
signal de photoluminescence avec une excitation sur la transition S,y diminuait.

Méme si la nature des défauts luminescents sous une excitation par up-conversion n'est pas
totalement identifiée, nous nous sommes tout de méme intéressés a |'opportunité d'utiliser
cette stratégie pour exciter des nanotubes biocompatibles dans les tissus épais. Pour des
applications biologiques, les nanotubes encapsulés dans du DOC ne sont pas biocompatibles.

Nous avons donc utilisé par la suite des nanotubes encapsulés dans du PLPEG.

2.2.2 Détection et suivi de nanotubes biocompatibles photolu-

minescents uniques excités par upconversion

Pour une utilisation des nanotubes individuels en imagerie dynamique, |'intensité de pho-
toluminescence des nanotubes excités par up-conversion doit étre stable et le rapport signal
sur bruit doit étre important. Dans un premier temps, nous avons souhaité montrer que |'ef-
ficacité de détection des "nanotubes-PLPEG" excités par up-conversion était semblable aux

efficacités de détection obtenues par des excitations sur les "transitions" Sqy et KSB.

Pour cette étude, une solution de nanotubes (~ 15-30 ul) a été dispersée sur une lamelle
de microscope (20 x 20 mm) a l'aide d'une tournette (Speciality Coating Systems G3P-
8-Spincoat, INC.) a une vitesse de 2500 r.p.m. pendant 3 minutes. Les lamelles ont été
préalablement nettoyées dans un plasma-cleaner (Harrick Plasma, ITACA New York modeéle
PDC 002) pendant deux minutes. En effet, le plasma permet d’enlever les impuretés a la
surface des lamelles et de les rendre hydrophiles. L'échantillon a ensuite été monté sur une
lame de microscope pour les observations en microscopie de fluorescence en champ large.

La Figure.2.17 montre un nanotube encapsulé dans du PLPEG excité consécutivement
avec les trois longueurs d'onde d'excitation : 568 nm (Sy2), 845 nm (KSB), 1064 nm (up-
conversion). Nous avons utilisé un laser continu Titane-Saphir ajustable en longueur d’onde

a 845 nm (Spectra Physics) pour exciter les nanotubes sur la transition KSB.
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Figure 2.17 : Images de la photoluminescence d’un nanotube PLPEG excité au trois longueur
d’onde d’intérét. Les intensités laser sont de : 0.4 kW/em? (568 nm), 1.6 kW/cm? (845 nm),
et 6.4 kW/em? (1064 nm). Le temps d’intégration est de 100 ms. La barre d’échelle est de 500
nm.

Pour cette séquence d'acquisition, nous avons tout d'abord excité le nanotube a 845 nm,
puis a 1064 nm et enfin a 568 nm. En effet, |'excitation sur la transition Sy, (568 nm) peut
induire des défauts permanents sur le nanotube si l'intensité laser est supérieure a |'intensité de
saturation. Ces défauts pourraient induire une diminution de I'intensité de photoluminescence
au cours de notre étude. Nous pouvons voir sur la Figure.2.17 qu’en ajustant les intensités
d'excitation, les rapports signaux sur bruit du nanotube présenté sont similaires pour les trois

longueurs d’'onde d’excitation.

Nous avons ensuite étudié la stabilité du signal de photoluminescence des nanotubes
excités par up-conversion. Pour cela, nous avons enregistré le signal de photoluminescence
d'un nanotube fixé sur une lamelle de microscope en fonction du temps. Le temps d'intégration
était de 100 ms et l'intensité d'excitation était de 6.4 KW /cm? (cf. Figure.2.18).
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Figure 2.18 : Photo-stabilité d’un nanotube PLPEG excité par up-conversion. L’axe des or-
données correspond au nombre de coups par pizel. Le temps d’intégration est de 100 ms et
Uintensité laser est de 6.4 kW/cm?.

Le profil en gris correspond aux signaux de photoluminescence moyennés sur 10 images et

le profil bleu correspond au bruit. Nous pouvons voir que la photoluminescence des nanotubes-
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PLPEG excités par up-conversion est relativement stable durant plus de 6 minutes.

Nous avons donc ensuite cherché a déterminer si le rapport signal sur bruit des nanotubes
excités par up-conversion était assez grand pour les suivre a cadence vidéo dans des conditions
physiologiques. Pour cela, nous les avons introduits dans du milieu de culture contenant du

sérum de veau foetal.

1um

Figure 2.19 : Trajectoire et image d’un nanotube (6,5) PLPEG diffusant dans du DMEM
et excité par up-conversion. Le temps d’intégration est de 30 ms et ’intensité laser est de 3.2
kW/ecm?. La barre d’échelle est de 1 pm.

La Figure.2.19 montre la trajectoire d'un nanotube diffusant dans le DMEM ainsi que
la capture d'image du nanotube a un instant donné de sa trajectoire. Le rapport Signal sur
Bruit est d'environ 6. Ce résultat suggere que le suivi de nanotubes biocompatibles individuels
excités par up-conversion est réalisable pendant des temps relativement longs. Nous allons
donc étudier précisément si cette stratégie d'excitation des nanotubes est envisageable pour

des études dans des cerveaux vivants.

2.2.3 Comparaison de ’efficacité de photoluminescence des "nanotubes-

PLPEG" en fonction des longueurs d’onde d’excitation

Pour connaitre les valeurs des intensités d'excitation nécessaires a la détection des nano-
tubes biocompatibles dans les tissus neuronaux, nous avons cherché a quantifier les efficacités
de photoluminescence en fonction des longueurs d'onde d'excitation : 568 nm (Sy2), 845 nm
(KSB) et 1064 nm (up-conversion).

Pour cela, nous avons pris en compte la puissance de nos sources lasers P, les transmissions
du microscope en fonction des longueurs d'onde T) et la taille des faisceaux selon |'axe x
(042) et y (of,) dans le plan d’observation. L'intensité laser au centre du faisceau gaussien

est donnée par la relation suivante :

T,-P
Ip=—2

 2M04407,y

(2.2)
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Les transmissions du microscope 7T dépendent des transmissions du dichroique et de I'ob-
jectif. Elles ont été obtenues en mesurant les puissances a I'entrée et a la sortie du microscope
pour chaque longueur d'onde. La taille de chacun des faisceaux laser a été obtenue en mesu-
rant le signal de photoluminescence d'une solution concentrée de nanotubes encapsulés dans
du DOC et dispersés dans |'eau. Pour cela, nous avons enregistré le signal de photolumines-
cence tout en se déplacant dans le plan focal. Nous avons ensuite moyenné toutes les images
du film (cf. Figure.2.20). Cette méthode permet de lisser le profil du faisceau qui a ensuite
été modélisé par une gaussienne a deux dimensions. La largeur a mi-hauteur de la gaussienne
définit le diameétre de notre faisceau. Les pixels de la caméra ont été préalablement mesurés
3 I'aide d'une grille micrométrique et font 0.27 x 0.27 um?.

Le signal de photoluminescence des nanotubes dépend du rendement quantique 7,, de la

section efficace d'absorption o) et de I'intensité d'excitation au niveau du nanotube I} :

PLNT X Tlq O Ae%? (23)

L'intensité d'excitation au niveau du nanotube est déterminée en prenant en compte le
centroide des faisceaux laser (x, yo) dans I'image, leur largeur a mi-hauteur o, , et la position

du nanotube dans l'image (zn7, ynT) :

ot = 70)° | (ynt — yo)Z)] (2.4)

Iy =1y exp [—ln2 <( +
2 2
Tfa Tfy
Pour mesurer I'évolution du signal de photoluminescence en fonction des intensités d’exci-
tation, nous avons enregistré 50 images de chaque zone contenant des nanotubes pour chaque

longueur d'onde et chaque intensité I, ;. Pour chaque nanotube, nous avons dessiné une ré-

Faisceau laser TempS/'

Intensités laser

Figure 2.20 : Visualisation de la séquence expérimentale permettant de calculer les signauz de
photoluminescence en fonction de l’intensité laser.

gion ou il y a le nanotube ROInt et une région ou il n'y a pas de nanotube ROIp;; (cf.
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Figure.2.20). Pour mesurer le signal de photoluminescence, nous avons pris la valeur maxi-
male de l'intensité dans I'image ROIy7 et nous avons soustrait la valeur moyenne du bruit
(moyenne de ROIpg,,i;). Nous avons ensuite fait une moyenne temporelle sur les 50 images
pour chaque intensité laser I ;.

Nous avons ensuite obtenu le signal détecté moyen PL yr par pixel en fonction de I'intensité
laser au niveau du nanotube Ig% (cf. Figure.2.21). Les barres d'erreur correspondent aux

valeurs de la déviation standard des signaux de photoluminescence sur les 50 images.
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Figure 2.21 : Fvolution du signal de photoluminescence d’un nanotube-PLPEG (6,5) excité a
845 nm.

Nous avons répété cette analyse pour chaque nanotube et chaque longueur d'onde d'ex-
citation. Nous avons choisi de ne pas exciter les mémes nanotubes avec les trois longueurs
d'onde consécutivement. Cette méthode permet de ne pas étre biaisé par la création éventuelle
de défauts permanents sur les nanotubes.

Pour chaque intensité |y ;, nous avons alors moyenné les couples de points (PLyr, %) sur
le nombre de nanotubes étudiés (N = 16 pour le 568 nm, 13 pour le 845 nm et 12 pour le
1064 nm) :

PL =< PLyt >Ny et [=< I]%mTC >N (25)

La Figure.2.22 regroupe les résultats obtenus pour les trois longueurs d’onde d'excitation.
Pour des excitations sur les transitions Sy et KSB, nous constatons que le signal de photo-
luminescence est linéaire avec l'intensité d'excitation. La saturation de la photoluminescence
pour la Sy, n'est pas visible car les intensités lasers utilisées sont inférieures a I'intensité de
saturation de I'ordre de 1-2 KW /cm? [42]. Par contre, pour une excitation par up-conversion,

le signal de photoluminescence en fonction de l'intensité laser est légerement sublinéaire.
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Figure 2.22 : Evolution du signal de photoluminescence en fonction des intensités laser pour
les trois longueurs d’onde d’intérét (vert : 568 nm, rouge : 845 nm et noir : 1064 nm). Les
temps d’intégration sont de 100 ms.

Cette dépendance est en accord avec les travaux de N. Akizuki et al. [86] méme si elle n'est
pas totalement comprise. Dans la suite, par soucis de simplification, nous considérerons que
cette dépendance est linéaire (cf. Figure.2.22). Cela nous a permis de définir I'efficacité de

photoluminescence Ap;, comme étant égale a la valeur de la pente dans le régime linéaire.

App = =~ (2.6)
dI I<Isat

Elle est proportionnelle au produit de la section efficace d'absorption o) et du rendement
quantique 7, :

Apr, <140 (2.7)

La Figure.2.23 présente les efficacités de photoluminescence normalisées (Apr norm) @

'efficacité de photoluminescence des nanotubes excités par up-conversion (Apy ).

Apr,
A norm — 2.8
Ph APL,uc ( )
Les incertitudes de Apy ,0rm sont données par :
AA AApr ve
AAPL,TLOTWL = APL,norm < P + L ) (29)
APL APL,uc
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ou AApy, et AApy, . sont les incertitudes sur les valeurs des pentes calculées précédemment.

17,0 + 1,2

568 nm 845 nm 1064 nm

Figure 2.23 : Efficacités de photoluminescence normalisées des nanotubes-PLPEG. Les temps
d’intégration sont de 100 ms.

La transition Syo étant optiquement résonnante, nous pouvons voir sur la Figure.2.23 que
I'efficacité de photoluminescence sur cette transition est sans surprise supérieure aux autres.
Le rapport des efficacités de photoluminescence entre des excitations sur les "transitions" Syo
et KSB est d'environ 3.7 ce qui est en accord avec de précédentes études réalisées au sein du
groupe [89]. Nous pouvons noter que I'efficacité de photoluminescence sous une excitation

par up-conversion est 17 fois plus faible que I'efficacité sur la transition Ss,.

2.2.4 Détection des nanotubes individuels dans des tissus neu-

ronaux

La qualité de détection des nanotubes dans les tissus épais est donnée par le rapport signal
sur bruit de fond (RSB). Nous allons donc mesurer ce rapport pour des nanotubes introduits
dans des tranches de cerveaux de rats. De plus, en fonction des longueurs d'onde d'irradiation,
les tissus absorbent plus ou moins fortement la lumiére. Cet effet pourrait conduire a une
augmentation locale de la température susceptible d'altérer I'intégrité des tissus. Nous allons
donc également évaluer cet effet.

Pour mesurer le signal de photoluminescence des nanotubes (6,5) au sein des tissus bio-
logiques, nous avons injecté les nanotubes dans le ventricule du cerveau d'un jeune rat. Le
protocole sera explicité dans le Chapitre 3. Ce mode d'injection minimise I'inflammation des
tissus [90]. A partir du site d'injection, les nanotubes diffusent vers les différentes régions
du cerveau. L'animal a été sacrifié 30 minutes apreés l'injection. Le cerveau a été disséqué et

des tranches de cerveau de 100 um d'épaisseur ont été préparées. Pour cette expérience, les
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tranches de cerveaux ont été fixées et marquées avec du DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole)

qui permet de visualiser les noyaux des cellules (cf. Figure.2.24.A).

E A\ (6,5) emitting nanotubes
0 1

Figure 2.24 : (A) Image du noyau des cellules marquées avec du DAPI (La barre d’échelle
est de 20 um), (B)-(C)-(D) images de plusieurs nanotubes encapsulés dans du PLPEG situé a
50 um de profondeur dans une tranche de cerveau de rat excité d des intensités laser de 0,5
EW/cm? (568 nm), 0,7 kW/em? (845 nm) et 23.8 kW/cm? (1064 nm) de gauche a droite. Les
barres d’échelles sont de 5 pum.

Nous avons choisi une zone située a 50 um de profondeur. Nous avons ensuite excité les
nanotubes successivement sur la "transition" KSB, par up-conversion et sur la transition Ss,.
Expérimentalement, nous avons ajusté les intensités de facon a observer un rapport signal sur
bruit similaire (entre la KSB et I'up-conversion) ou un nombre de coups détectés similaire
(entre la KSB et la Sy).

Pour une excitation a 568 nm, nous pouvons voir sur la Figure.2.24 un fort signal d'auto-
fluorescence comme attendu a cette longueur d’onde [91]. Pour quantifier le rapport signal sur
bruit, nous avons ensuite tracé les profils d'intensité des nanotubes enregistrés (cf. Figure.2.25)
correspondant aux lignes blanches sur les Figures.2.24.B-C-D. La Figure.2.25 montre effec-
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Figure 2.25 : Intensités des profils 1 et 2 présentés sur les Figures.2.24.B-C-D.

47



CHAPITRE 2 : Détection optimale de nanotubes de carbone individuels pour la biologie

tivement que |'amplitude du fond est tres faible pour |'up-conversion comparativement aux
autres. Plus la longueur d'onde d’excitation augmente plus le signal de fond diminue [92]. Les
rapports signaux sur fond sont respectivement de 2.5, 0.3 et < 0.1 pour les excitations a 1064
nm, 845 nm et 568 nm. En revanche, le rapport signal sur bruit (RSB) qui est une grandeur
plus pertinente en imagerie, est d'environ 25 pour les excitations a 1064 nm et 845 nm tandis
qu'il n'est que de 5 pour une excitation a 568 nm.

Ces résultats suggerent que I'auto-fluorescence des tissus ne permet pas de détecter effi-
cacement les nanotubes excités a 568 nm en profondeur méme si I'efficacité de photolumines-
cence sur cette transition est importante. L'auto-fluorescence pourrait étre due a la présence
de granules cytoplasmiques présentes dans les astrocytes [93] et/ou due a des fluorophores
endogénes [94].

L'excitation des nanotubes sur la transition KSB et par up-conversion semblent étre toutes
deux appropriées dans les tissus. Pour assurer I'intégrité des tissus vivants, I'augmentation lo-
cale de la température sous I'effet de I'irradiation laser doit cependant étre évaluée, d'autant
plus que des intensités d'excitation trés différentes sont utilisées a ces deux différentes lon-

gueurs d'onde.

2.2.5 Intégrités des tissus soumis a des illuminations laser
2.2.5.1 Coefficients d’absorption et de diffusion de la lumiére dans les tissus

L'élévation locale de la température dépend des propriétés d'absorption et de diffusion de la
lumiére des tissus neuronaux. De nombreux constituants du cerveau participent a |'absorption
et la diffusion de la lumiere via leurs coefficients d'absorption 1, et de diffusion p. Le cerveau
est composé principalement de 77% (W) d'eau [95], de 10% (F,) de graisse [96] et de 3%
(B) d’hémoglobine (HGb) dont 60% (S,) sont saturés en oxygene [84]. Il est également
constitué de sels minéraux et de protéines. Cependant, ces deux constituants ne participent
pas a l'absorption de la lumiere dans le spectre visible et infra-rouge. Les protéines absorbent
en effet principalement dans I'ultra-violet (A < 250 nm) [97].

Les valeurs des coefficients d'absorption et de diffusion pour chaque longueur d’onde vont
nous permettre de modéliser |I'augmentation de la température au niveau de |'échantillon liée
a l'illumination laser.

Le coefficient d'absorption total prend en compte la composition du cerveau et s'écrit :

/La,tot = WﬂaJ/V + Fa,ua,F + BSa,ua,o:cy + B<1 - Sa),ua,deso:cy (210)

OU fly, [F, Hozy €t Udesomy SONt les coefficients d'absorption de I'eau, de la graisse, du

sang saturé en oxygéne et du sang non-oxygéné. Ces coefficients dépendent de la longueur
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d'onde de la lumiére [84]. Les premiéres colonnes du tableau 2.1 regroupent les valeurs de ces

coefficients pour nos trois longueurs d'onde d'intérét a partir des données de la référence [84].

A (nm) Ha, W Ha,F Ha,ozy Ha,desoxy Ha,tot Hs
(em™) | (em™!) | (em™!) | (em™!) | (em™!) || (em™!)
268 6.5-107% | 6-1072 300 300 9 21.5
845 51072 6-1072 ) 3 0.17 11.7
1064 8107t 4-1071 3 0.5 0.7 8.7

Table 2.1 : Coefficients d’absorption de chaque constituant, coefficient d’absorption total fiq tot
et de diffusion de la lumiére us dans des cerveauz de rats.

Les propriétés d'absorption sont presque systématiquement dominées par la contribution
du sang. Quand la longueur d'onde augmente, la contribution du sang diminue et celle de
I'eau augmente. Le coefficient d'absorption total de la lumiere comporte ainsi un minimum

pour une illumination laser a 845 nm.

Le coefficient de diffusion de la lumiére dépend également de la longueur d'onde d'illumi-

nation et s'écrit [84] :

ou an~ 27.4em™1

est un facteur d'échelle, f,,, ~ 31.5% correspond a la contribution de
Rayleigh et by ~ 1.087 est une puissance relative a la diffusion de Mie [84]. Le premier
terme de I'équation 2.11 correspond au régime de Rayleigh qui a lieu lorsque la taille des
constituants est trés petite devant la longueur d’onde de la lumiére. La diffusion de la lumiere
est relativement isotrope. Le deuxieme terme correspond a la diffusion de Mie, valable quelle
que soit la taille des constituants et fortement orientée dans le sens de propagation de I'illumi-
nation. Les valeurs du coefficient de diffusion total s sont résumées dans la derniére colonne
du tableau 2.1 pour chaque longueur d'onde d'intérét. Plus la longueur d'onde diminue, plus
le coefficient total de diffusion de la lumiére augmente.

A I'aide des paramétres de diffusion et d'absorption de la lumiere dans les tissus et des
efficacités de photoluminescence des nanotubes, nous allons modéliser I'augmentation de tem-

pérature au niveau de |'échantillon.

2.2.5.2 Modélisation de Paugmentation de température des tissus sous 'effet

d’une irradiation laser

L'objectif est de modéliser I'augmentation de température d'un tissu neuronal vivant dans

les conditions expérimentales précédentes. Pour cela, nous avons considéré le cas d'un nano-
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tube localisé a 50 um de profondeur dans un cerveau. Une lamelle de microscope d'épaisseur
170 pm recouvre la tranche. Nous avons modélisé la tranche de cerveau par un disque d'épais-
SeUr €ranche = 2 mm et de diamétre d o pequ = 1 cm. Ces parametres sont caractéristiques par
exemple des tranches para-saggitales de cerveaux de souris dgées de 4 a 6 mois. L'échantillon

est éclairé en champ large aux différentes longueurs d’onde évoquées précédemment.

I
tranche de cerveau :
|
|
|
|

4

| r

it

Objectif A :
|

50 um

1 170 pm

Figure 2.26 : Schéma du systéme étudié pour modéliser I’augmentation locale de la température
sous leffet de lillumination laser. Les dimensions du nanotube ne sont pas a l’échelle.

Pour cette modélisation, nous nous sommes placé dans le repére cylindrique (7, 2). L'équa-

tion de la chaleur s'écrit :
oT . - .

pC, - wn + div(—k - grad(T')) = Lps(T, 2) (2.12)

ou p, Cp, k, T et I,(7, 2) sont la masse volumique, la capacité calorifique, le coefficient

de conduction thermique du cerveau, la température et le terme de source de chaleur. Le

premier terme a gauche dans |'équation 2.12 correspond aux mouvements de convection qui

dépendent du temps. Le deuxiéme terme est lié a la diffusion de la chaleur. Le terme source a

droite correspond a l'irradiation laser sur le volume du tissu considéré. Nous avons considéré

que les faisceaux étaient gaussiens et nous avons négligé ici leur divergence selon I'axe Z. Le

terme source s'écrit donc :

. 172

I(7,2=0)=Ilyerp | — =55 (2.13)
2 Ry

ol 7" est le vecteur radial, Ry et I correspondent a la largeur a mi-hauteur du faisceau gaussien

et a la valeur de I'intensité maximale au centre du faisceau gaussien.

L'intensité transmise au point de profondeur dz s'écrit :

7;*2

I,(r,dz) = Iy exp(—ﬁ) - exp(—(fatot + 1hs)d2) (2.14)
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Cette équation n'est valable que pour une profondeur inférieure ou égale a la longueur de

Rayleigh. La fraction de lumiére absorbée entre les points de profondeur z et z + dz est :

-2
- T
dIabs(Ta Z) = HMatot dz ]0 exp(_ﬁ) ' 6xp<_(ﬂa,tot + Ms)z) pour  z > Zigmelle (215)

Ce terme correspond a notre source de chaleur. De facon a simplifier le probleme, nous
avons émis certaines hypotheses.

Comme les temps d'exposition des tranches a la lumiere sont de I'ordre de plusieurs
minutes (~ 30 min), nous n'avons considéré que les solutions a |'état stationnaire. Nous avons
également considéré que la lamelle est non-absorbante et non-diffusante. Cependant, nous
avons pris en compte sa conductivité thermique dans la modélisation. Nous avons considéré
que les conductivités thermiques de la lamelle et de la tranche de cerveau ne dépendaient pas
de la température et que le cerveau était un milieu homogene. L'équation de la chaleur peut

ainsi se réécrire sous la forme :

— kAT = Ly (7, 2) (2.16)

Nous avons considéré qu'il n'y avait pas de transfert de chaleur possible aux bords de
I'échantillon. Pour les études in vivo, les échantillons sont maintenus a 35°C pendant les
expériences. La température au niveau des bords a donc été fixée a 35°C. Pour chaque longueur
d'onde, nous avons ajusté l'intensité laser d'excitation en z = 0 en prenant en compte les
efficacités de photoluminescence des nanotubes (cf. Figure.2.23) et les propriétés d"absorption
et de diffusion de la lumiere des tissus afin d’obtenir le méme signal de photoluminescence
venant du nanotube considéré. Tous les jeux de parametres sont regroupés dans le tableau
2.2.

Parametres 568 nm | 845 nm | 1064 nm
Ry (pm) 60 60 60
]{iverre (W/(mK)) 1.3 1.3 1.3

Ecerveaw (W/(m.K)) | 0.539 0.539 | 0.539 [98]
I—o (kW/cm?) 0.23 0.8 3.64
I.—50 um (kW /cm?) 0.2 0.75 3.47
Hator (cm™1) 9 0.17 0.7
fstor (cm™h) 21.5 11.7 8.7

Table 2.2 : Jeux de parametres pour la modélisation de l'augmentation de la température au
sein de ’échantillon soumis a une irradiation laser

La simulation a été réalisée grace au logiciel Comsol Multiphysique. Les résultats de la
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modélisation de |'augmentation de température au niveau de la tranche de cerveau sont

présentés sur la Figure.2.27.
AT (K)

R
0 2 4 6 8 10 12 14

845 nmﬁ 1064 nmﬁ

Figure 2.27 : Modélisation de l’augmentation de la température au sein de tranches de cerveau
de rat. La ligne en pointillés blanche correspond a linterface entre la lamelle de microscope et
la tranche de cerveau. Les fleches indiquent le sens de propagation des lasers. L’échelle est de
500 pm

La simulation indique que les augmentations de températures sont maximales pour une
profondeur de 250 pm. Elles valent 8°C (568 nm), 0.8°C (845 nm) et >15°C (1064 nm). Pour
une excitation par up-conversion, I'augmentation de température dans le tissu est tres élevée
et pourrait altérer certaines protéines cellulaires. En effet, la température totale (Ty + AT)
au niveau de |'échantillon est supérieure a 50°C ce qui correspond au seuil de température
provoquant une dénaturation protéique pouvant mener a la nécrose des cellules par coagula-
tion. Bien siir, cette augmentation de température est fortement liée a la faible efficacité de

photoluminescence des nanotubes par up-conversion.

En faisant varier |'épaisseur de la tranche de cerveau dans la simulation, nous avons vu que
plus |'épaisseur de la tranche augmente, plus I'augmentation de la température est importante.
En effet, les coefficients d’absorption et de diffusion dépendent de la profondeur (unités en
cm™1). Quand I'épaisseur de la tranche augmente, la quantité d'énergie déposée dans le tissu

augmente.

Nous avons également modélisé I'augmentation de la température sans la contribution
du sang dans les coefficients d'absorption totaux du cerveau. Les résultats ont montré que
I'absence du sang dans le cerveau diminuait I'augmentation de la température d'un facteur ~

4. Ce cas de figure pourrait correspondre au cas de tranches d'organotypiques.

Ces résultats ont fait I'objet d'une publication dans la référence [99].
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2.3 Bilan du Chapitre 2

Nous avons montré dans ce chapitre que la viabilité et la prolifération de cellules étaient
moins affectées par I'utilisation des tensioactifs PLPEG, F108 et Tween20 nécessaires a la
suspension des nanotubes dans les liquides. Les nanotubes encapsulés dans le Tween20 ne sont
pas stables dans le milieu de culture ce qui augmente le nombre d'interactions non-spécifiques
entre les nanotubes et les cellules. L'intensité de photoluminescence des nanotubes encapsulés
dans du PLPEG et dispersés dans du milieu de culture est supérieure a celle des nanotubes
encapsulés dans le F108. Les nanotubes encapsulés dans le PLPEG ont une meilleure capacité
de diffusion dans les environnements biomimétiques.

Pour toutes ces raisons, nous avons choisi dans la suite de cette theése d'utiliser des
nanotubes encapsulés dans du PLPEG pour étudier les propriétés rhéologiques de |'espace

extra-cellulaire de cerveaux vivants.

Nous avons également montré que |'efficacité de photoluminescence des nanotubes excités
sur la transition Sgo a 568 nm est la plus favorable comme attendu. Cependant, a cette
longueur d'onde d'excitation, I'auto-fluorescence des tissus est importante ce qui ne permet
pas d'obtenir un rapport signal sur bruit de fond nécessaire a la détection des nanotubes
dans les tissus épais. L'excitation des nanotubes (6,5) par up-conversion a 1064 nm permet
d'obtenir une meilleure profondeur de pénétration et limite fortement I'auto-fluorescence des
tissus. Le rapport signal sur bruit peut atteindre une valeur de 25 a 50 um de profondeur
pour un nanotube (6,5) excité a une intensité de 23 kW /cm? ce qui permet de détecter les
nanotubes avec un fort rapport signal sur bruit et ainsi connaitre leurs positions avec précision.
Cependant, I'efficacité de photoluminescence des nanotubes excités par up-conversion est tres
faible ce qui nécessite I'utilisation d'une intensité d'excitation tres élevée. L'augmentation de
la température au niveau de la tranche de cerveau étant proportionnelle a l'intensité laser
appliquée, I'excitation par up-conversion induit une augmentation de la température >15°C

qui pourrait altérer les protéines présentes dans les cellules.

Une excitation sur la transition KSB a 845 nm semble ainsi étre la meilleure stratégie pour
détecter les nanotubes (6, 5) individuels dans les échantillons épais. En effet, le rapport signal
sur bruit est de 25 a 50 um de profondeur pour un nanotube (6,5) excité a 0.7 kW/cm?,
I'auto-fluorescence est faible et la profondeur de pénétration est relativement grande. De
plus, I'efficacité de photoluminescence est convenable et n'induit pas d'augmentation de la
température au niveau de I'échantillon (<1°C).

Pour les applications en neurosciences, nous allons donc utiliser des nanotubes encapsulés
dans du PLPEG et excités sur la transition KSB afin de sonder la structure et mesurer les

viscosités locales de |'espace extra-cellulaire.
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Chapitre 3

Imagerie de super-résolution de
I’espace extra-cellulaire du cerveau
par suivi de nanotubes de carbone

individuels

Le cerveau est composé d'un réseau impliquant plusieurs types de cellules, en particulier
des neurones, principaux responsables de I'activité cérébrale et des cellules gliales (astrocytes,
oligodendrocytes, macrophages et cellules NG2) qui jouent entre autres un role de soutien et
de protection du tissu neuronal.

L'espace extra-cellulaire (ECS) correspond a I'espace qui existe entre toutes ces cellules.
Son volume a été estimé a ~ 20% du volume total du cerveau [100]. L'espace extra-cellulaire
contient du liquide cérébrospinal (CSF) mais aussi des glycosaminoglycanes et des protéogly-
canes [101] [102] ainsi que des fibres d'acide hyaluronique (glycosaminoglycane non-sulfaté)
qui maintiennent les structures cellulaires en place [102]. Les travaux de G. Bruckner et al.
menés en 1996 ont suggéré que la matrice extra-cellulaire n'était pas homogéne et qu'elle
possédait des particularités locales [103]. De nombreuses molécules clés comme les neuro-
transmetteurs et les nutriments circulent dans cet espace pour assurer une communication
neuronale optimale.

Dés 1993, A. Lehmenkuler et al. ont montré que le volume de |'espace extra-cellulaire
variait en fonction de I'dge et des régions du cerveau [3]. La compacité de I'ECS pourrait
se modifier pendant le sommeil pour faciliter |'élimination des toxines produites par I'activité
cérébrale [1]. L'ECS pourrait également jouer un réle dans les maladies neuropsychiatriques
et neuro-dégénératives [2].

Malgré de nombreuses études au cours de ces 30 dernieres années, la compréhension du

role et de la structure de I'ECS sont toujours énigmatiques et apparues récemment comme



CHAPITRE 3 : Imagerie de super-résolution de ’espace extra-cellulaire du cerveau par
suivi de nanotubes de carbone individuels

primordiales pour la compréhension du fonctionnement du cerveau.

3.1 Imagerie de tissus biologiques a tres haute réso-

lution

3.1.1 Microscospie électronique

La microscopie électronique a été pendant longtemps I'unique méthode de choix pour
visualiser les structures nanométriques des tissus. Dés les années 1950, D. C. Pease et al.
ont développé une technique pour sectionner et visualiser des tranches de foie de rats par
microscopie électronique. lls ont montré cependant que des biais de mesure pouvaient venir
de la fixation et du découpage des tranches [104]. De maniére générale, les tranches étaient
fixées avec du collodion et de la paraffine ou de I'osmium [11] [105]. Dans leurs travaux, D.
C. Pease et al. ont conclu qu'il n'existait pas d'espace extra-cellulaire entre les cellules du
cerveau. Cependant, ces travaux ont été contredits par la suite.

Récemment, les travaux de N. Korogod et al. menés en 2015 ont montré que les dimensions
de I'espace extra-cellulaire observé étaient en effet différentes en fonction des protocoles de
fixation [12]. La Figure.3.1.A, montre des images de microscopie électronique de tranches de
cerveaux obtenues selon deux protocoles de fixation : cryo-fixation et fixation chimique. En
cryo-microscospie électronique [106] [107], les échantillons sont fixés trés rapidement a une

température cryogénique qui permet de mieux préserver la structure des tissus observés.

L R — 25 -
A Cryo-fixation Fixation chimique B Fixation C N p=0.003
gl 1) ABT 2 v o) ey Frais e 2 !—\
Yo chimique =~ 20
¢ =
g o
2
o 154
&
3
o 101
(5]
o
5 5
0.

Cryo fix Chemical fix

Figure 3.1 : (A) Image de I’ECS de tranche de cerveau fizée par cryo-fixation et par fization
chimique. Les cellules sont en gris et ’ECS en bleu. La barre d’échelle est de 1 um. (B) Image
d’une tranche de cerveau frais et d’une tranche de cerveau fixée chimiquement, (C) Volumes de
lespace extra-cellulaire mesurés en fonction des deux protocoles de fixation.

Plus précisément, sur la Figure.3.1.A, reproduite de la référence [12], les cellules sont
grises et |'espace extra-cellulaire est en bleu. Nous pouvons voir que I'ECS est polymorphe et

tortueux. Les dimensions caractéristiques observées sont plus grandes pour une cryo-fixation
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que pour une fixation chimique. Le volume moyen de I'ECS sur des tranches fixées par cryo-
fixation serait d'environ 15% alors qu'il serait seulement de ~3% pour des tranches fixées
chimiquement. Cet effet de rétraction est clairement visible sur la Figure.3.1.B ot I'on peut
voir que le volume total d'une tranche de cerveau fixé chimiquement est plus faible que celui
d'un cerveau intact.

Ainsi, la microscopie électronique permet maintenant d'observer des structures a priori
mieux préservées. En revanche, elle ne donne pas acces aux propriétés de ces structures dans

des conditions physiologiques.

3.1.2 Méthodes dynamiques non-résolutives

S'agissant de conditions physiologiques, le volume et |a tortuosité de I'ECS ont été mesurés
successivement en étudiant la diffusion d’ensemble de différents types de molécules : radio-
traceurs [13], ions [108] ou molécules fluorescentes [109]. Ces études réalisées principalement
par le groupe de C. Nicholson depuis plus de 40 années ont permis de mesurer le coefficient
de diffusion apparent de molécules injectées dans |'espace extra-cellulaire et donc de rendre
compte de I'encombrement de cet espace vu par ces molécules dans des conditions physiolo-
giques. L'étude de la diffusion du sucrose et de |'insuline introduits par perfusion et détecté
par radioactivité a permis d'estimer le volume de |'espace extra-cellulaire du cortex cérébral de
différentes espéces animales entre 17% et 20% [13]. En injectant des molécules fluorescentes
dans les tissus et en étudiant I'évolution du profil d'intensité de fluorescence en fonction du
temps (cf. Figure 3.2), C. Nicholson et al. ont mesuré la tortuosité T' des tissus définie arbi-

trairement comme dépendant du rapport entre les coefficients de diffusion des molécules dans

les tissus et dans des gels de faibles concentration (0.3%), T' = \/Dg.3%/DEgcs-

t=8sec

t=16sec t=32sec
l//’\\

s
=0.02 0.00 0.00 0.01 0.02 0.03
r=r'/M (cm) r=r /M (em)

S S S S
-0.02 0.00 0.00 0.01 002 0.03

S S R S—Y N S S S Y
-0.02 0.00 0.00 0.01 0.02 0.03 -0.02 0.00 0.00 0.01 0.02 0.03

r=e' /M (em) r=r'/M (cm)

Figure 3.2 : Techniques d’tmagerie optique intégrative pour mesurer la tortuosité de l’espace
extra-cellulaire a partir de la diffusion de molécules fluorescentes. Figure adaptée de la référence
[109].
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Ce rapport contiendrait une information sur |'augmentation de chemin pris par les molé-
cules dii a la présence d'obstacles, la présence de culs-de-sac, les effets visqueux, les interac-
tions spécifiques et non-spécifiques.

La présence des obstacles, des cul-de-sac et la viscosité contribueraient apparemment de
maniére équivalente (1/3) dans la diminution du coefficient de diffusion des nano-objets dans
I'espace extra-cellulaire de cerveaux [14] [15] [16] [17]. Les valeurs des contributions ont
été obtenues a partir de modéles semi-quantitatifs pouvant expliquer les résultats observés
expérimentalement [14]. Il est cependant impossible de révéler directement la géométrie de

I'ECS dans ses conditions physiologiques avec ces approches "macroscopiques”.

3.1.3 Les techniques de super-résolution optiques

Dans ce contexte, les techniques de super-résolution optiques pourraient permettre de
mesurer la structure locale de I'espace extra-cellulaire dans des conditions physiologiques. Ces
techniques permettent en effet d’'observer des structures dont la taille est inférieure a la taille
de la tache de diffraction d'un instrument d'ouverture numériqua N.A. a la longueur d'onde
A(~ 122X/ (2 N.A.)) inhérente aux méthodes d'imagerie optiques conventionnelles.

[l ne s'agira pas ici de faire une revue exhaustive des techniques de super-résolution optiques
mais nous allons simplement en énoncer les principes généraux. Des revues sur le sujet peuvent
étre facilement consultées [110] [111] [112]. Cette section a été inspirés de la référence [9].

La Figure.3.3.B montre |'image simulée d'un objet micrométrique fluorescent obtenue par
microscopie conventionnelle (d'épi-fluorescence en champ large par exemple). Nous pouvons
voir que cette technique ne permet pas de révéler les détails de I'objet réel (A) a cause de la

limite de diffraction.

Diffraction
limited image

Figure 3.3 : (A) Représentation didactique d’un objet micrométrique a observer, (B) et de
limage de l’objet limitée par diffraction obtenue par microscopie de fluorescence conventionnelle.
La barre d’échelle est de 1 um. Figure reproduite de la référence [9]

Pour obtenir des informations structurelles a I'échelle nanométrique, plusieurs techniques
d'imagerie de super-résolution ont été développées ces derniéres années basées sur différentes

approches.
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Pour les techniques utilisant une déplétion sélective de la fluorescence (STED - STimu-
lated Emission Depletion et RESOLFT - REversible Saturable Optical Linear Fluorescence
Transitions) (cf. Figure.3.4.C), les échantillons sont scannés en utilisant un faisceau excita-
teur fortement focalisé et un faisceau de déplétion en forme d'anneau ce qui permet d'éliminer
la fluorescence provenant des molécules environnantes et donc d'obtenir des résolutions de

I'ordre de 60 nm a 80 nm dans des échantillons biologiques [113].

RESOLFT/STED

—y

over the sample

Scanning laser beams

microscopy
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|
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Figure 3.4 : Techniques d’imagerie de super-résolution :(C) STED et RESOLFT,(D) SIM,
(E) Approches utilisant le clignotement des molécules fluorescentes uniques. La barre d’échelle
est de 1 um. Figure reproduite de la référence [9]

En structurant le faisceau excitateur, la technique SIM - Structured Illlumination Micro-
scopy (cf. Figure.3.4.D) permet de reconstruire une image super-résolue sans scanner |'échan-
tillon a partir d'acquisitions multiples utilisant des structures différentes. Le temps d'acqui-
sition pour imager une zone de 50 um x 50 pum est d'environ 1 seconde. Cette technique
permet d’'obtenir des résolutions latérales améliorées d'un facteur 2 par rapport a la limite de
diffraction, voire jusqu'a 20 nm avec des méthodes non-linéaires [114].

La troisieme famille d'approches est basée sur la super-localisation de molécules uniques.
En induisant un clignotement aléatoire des molécules fluorescentes sous excitation continue
uniforme de I'échantillon (cf. Figure.3.4.E) il est possible d'isoler le signal de fluorescence
provenant de chaque molécule et donc de localiser leur position avec une résolution latérale
typique de I'ordre de 20 a 60 nm en fonction du rapport signal a bruit dans les échantillons
[115].

A ce jour, il existe peu d'applications de ces méthodes a |'étude de |'espace extra-cellulaire.
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Avant d'expliciter la méthode mise au point dans notre groupe, se basant sur I'imagerie de
nanotubes individuels, nous pouvons citer le travail tout récent du groupe de V. Nagérl (1INS,
Institut Interdisciplinaire de NeuroSciences de Bordeaux) utilisant la microscopie STED. Des
molécules fluorescentes ont été introduites a haute concentration dans I'espace extra-cellulaire
de tranches de cerveaux organotypiques [116] et la fluorescence des molécules présentes dans

I'ECS a été mesurée a haute résolution par microscopie STED.

Figure 3.5 : Image de ’ECS d’une tranche de cerveau organotypique par microscopie STED
(imagerie utilisant la déplétion par émission stimulée). Les cellules sont en blanc et ’ECS en
noir. La barre d’échelle est de 4 pm. Figure reproduite de la référence [116]

La méthode a été nommée SUSHI (SUper-resolution SHadow Imaging) pour indiquer que
les images présentées ont été obtenues par inversion de contraste. Nous pouvons voir sur la
Figure.3.5 que le réseau cellulaire est tres dense et polymorphe. Cette technique permet de
visualiser de maniere tres détaillée la structure cellulaire de tranches de cerveaux maintenues
en culture organotypiques dans les premiers microns a la surface de |'échantillon. Cependant,
la résolution se dégrade rapidement au-dela des 5 premiers micrometres et cette approche ne
permet pas actuellement de mesurer les propriétés rhéologiques locales de I'ECS.

Aucune des stratégies actuelles ne permet donc de mesurer les dimensions de |'espace
extra-cellulaire sur des tissus intacts a des profondeurs pour lesquelles les tissus ne sont pas

abimés par le découpage des tranches (2 10-20 um).

3.2 Cartes super-résolues de ’espace extra-cellulaire

de tranches de cerveaux intactes en profondeur

Nous allons expliciter ici notre stratégie de super-résolution basée sur le suivi de nanotubes
de carbone diffusant dans I'espace extra-cellulaire. Grace au bon rapport signal sur bruit dans

le spectre infra-rouge (cf. Chapitre 2), nous avons vu qu'il était possible de détecter le signal
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de photoluminescence de nanotubes individuels en profondeur dans les tissus épais. De plus,
la grande photostabilité des nanotubes nous permet d’enregistrer de longues trajectoires. Une
des clés de notre approche viendra de la géométrie uni-dimensionnelle des nanotubes qui leur
permet de diffuser efficacement dans les espaces encombrés méme si les dimensions latérales
sondées sont inférieures a la longueur des nanotubes [18]. Ainsi, a partir de la super-localisation
du centroide des nanotubes au cours du temps lorsqu'ils diffusent dans les tissus, nous allons
reconstruire des cartes super-résolues de |'espace extra-cellulaire pour fournir pour la premiere
fois une image de ces structures dans des tranches épaisses de cerveaux intacts vivantes.

Le travail présenté ici a été réalisé en collaboration avec le groupe de Laurent Groc de
I'Institut Interdisciplinaire de Neuroscience (CNRS UMR 5297, Bordeaux, France). Les expé-
riences présentées dans ce chapitre ont été réalisées avec Antoine G. Godin et Zhenghong Gao,

post-doctorants au sein de notre groupe ainsi que Juan A. Varela, post-doctorant a I'lINS *.

3.2.1 Protocole expérimental

Des nanotubes de type HiPCo ont été encapsulés dans du phospholipide polyéthyléne-
glycol (PLPEG) comme décrit dans le protocole du Chapitre 2 (Section 2.1.2). La carte
d'excitation de la photoluminescence (PLE) de nos échantillons de nanotubes-PLPEG montre
la présence de plusieurs chiralités (cf. Figure.3.6) et les nanotubes (6,5) imagés par la suite

représentent 3-5% du nombre total de nanotubes photoluminescents.

Excitation (nm)

900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400
Emission (nm)

Figure 3.6 : Spectre d’excitation de la photoluminescence de mos échantillons de nanotubes
encapsulés dans du PLPEG. Le cercle blanc correspond a la population de nanotubes de chiralité
(6,5) imagés par la suite.

x. Tous les animaux utilisés ont été traités selon les regles "Animal Care and Use Commitee" de
I"Université de Bordeaux/CNRS.
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La concentration totale de nanotubes de carbone dans nos échantillons a été estimée a
3 pg/ml. Les injections ont été réalisées sur de jeunes rats Sprague-Dawley (Janvier), agés
de 1 a 4 jours et anesthésiés par hypothermie. Au total, 12 rats ont été utilisés. Environ 5
ul de solution de nanotubes ont été injectés dans chaque ventricule latéral pour minimiser
I'inflammation des tissus [90]. La Figure.3.7 montre la localisation des sites d'injection. Les

ventricules latéraux du cerveau de rat sont représentés en noir.

site d’injection

lambda

Injection in vivo Coupe para-saggitale du cerveau

Figure 3.7 : Injection in vivo des nanotubes de carbone dans les ventricules latéraux de cerveau
de rats. Les ventricules sont représentés en noir sur les coupes longitudinale et para-saggitale.

Pour trouver le point d'injection, une ligne a été tracée mentalement en reliant les yeux
et le lambda que I'on voit facilement a travers la peau. Le point d'injection était localisé 2
mm en dessous du milieu de cette ligne. L'injection a été effectuée a une profondeur de 2.6
mm pour les rats P1, 2.9 mm pour les rats P2, 3.1 mm pour les rats P3 et 3.5 mm pour les
rats P4 ou Pi correspond a I'age postnatal des rats en jours.

Entre 10 minutes et 3h apres l'injection des nanotubes, les rats ont été euthanasiés par
dislocation cervicale et des tranches de cerveau para-saggitales ont été préparées dans une
solution de fluide cérébrospinal artificiel (ACSF) contenant 126 mM de NaCl, 3.5 mM de KClI,
2 mM de CaCl,, 1.3 mM de MgCls, 1.2 mM de NaH;POy, 25 mM de NaHCO3 et 12.1 mM de
glucose (gazé avec 95% d'O,, 5% de COy a pH 7.35). Les tranches ont ensuite été déposées
dans une chambre d'imagerie contenant une solution d’ACSF oxygénée et maintenue a 33°C.
Elles ont été maintenues en vie en faisant circuler I'ACSF a I'aide d'une pompe péristaltique.

Les nanotubes ont été excités sur la transition KSB (cf. Chapitre 2). Grace au grand
rapport signal sur bruit observé, la photoluminescence des nanotubes individuels était visible
jusqu'a ~ 300 um de profondeur. La Figure.3.8 montre les images de la photoluminescence

des nanotubes enregistrées a différentes profondeurs dans la tranche de cerveau de rat.
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Figure 3.8 : Image de photoluminescence montrant la distribution des nanotubes dans le tissu
en fonction de la profondeur du plan d’observation. Le temps d’intégration est de 57 ms par
image. La barre d’échelle est de 10 pm.

Les nanotubes étaient visibles dans différentes régions du cerveau comme le néocortex,
I'hippocampe et le striatum. Cette observation est importante car cela indique que les nano-

tubes ont diffusé efficacement a partir du site d'injection dans I'ECS.

3.2.2 Précision de localisation d’un nanotube individuel : super-

localisation

Pour reconstruire les cartes super-résolues de I'ECS, nous avons enregistré les mouvements
de diffusion des nanotubes de carbone au sein de I'espace extra-cellulaire. Nous avons modélisé
la fonction d'étalement du signal (PSF - Point Spread Function) de luminescence issue des
nanotubes par des profils gaussiens asymétriques 2D dans chaque image.

La Figure.3.9 montre |'image brute d'un nanotube individuel et I'ajustement gaussien
associé. Le centroide du profil gaussien nous donne la position du nanotube a l'instant ¢.

Nous avons également défini |'orientation du nanotube 6 comme étant |'angle formé entre
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Intensités de Intensités de
Image brute Fit gaussien _ I'image brute _ la gaussienne

Figure 3.9 : Extraction de la position et de l’intensité de photoluminescence des nanotubes.
L’image brute de la PSF du nanotube est ajustée par un profil gaussien. Le centroide du pro-
fil gaussien mous donne la position et lintégrale de la gaussienne nous donne l’intensité de
photoluminescence. La taille des pizels est de 270 nm.

I'axe horizontal et le plus grand axe de la gaussienne 2D.

Pour calculer la précision avec laquelle nous super-localisons le centroide des nanotubes,
nous avons enregistré une séquence d'images contenant des nanotubes qui ne bougeaient pas.
Nous avons modélisé la PSF de ces nanotubes par des profils gaussiens sur toutes les images
du film et nous avons mesuré les variations spatiales des centroides. Nous avons ensuite tracé
I'histogramme de ces variations et avons considéré que la largeur a mi-hauteur était égale a
notre précision de localisation.

Dans nos échantillons, la valeur moyenne de notre précision de localisation était de 40
nm a 40-50 um de profondeur. Comme présenté dans le paragraphe suivant, |'ajustement
gaussien de la PSF des nanotubes nous permettra également de mesurer la longueur de
chaque nanotube ce qui nous sera utile par la suite pour calculer les propriétés rhéologiques

locales des milieux.

3.2.3 Mesures in situ de la longueur des nanotubes

La longueur des nanotubes a été estimée a partir de la largeur a mi-hauteur des ajustements
gaussiens 2D selon le plus grand axe (cf. Figure.3.9). Dans la pratique pour chaque nanotube
diffusant dans I'ECS, nous avons sélectionné uniquement les images pour lesquelles le rapport
signal sur bruit était supérieur a3 70% du rapport maximal pour ne prendre en compte que
les images ou le nanotube se trouvait dans le plan focal objet. Nous avons ensuite tracé
I'histogramme de ces largeurs et avons pris la valeur la plus probable (FW M H,,,.). La

Figure.3.10 montre un exemple d’histogramme des largeurs a mi-hauteur d'un nanotube et
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I'ajustement utilisé pour obtenir la valeur ayant le maximum d’occurrences.
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Figure 3.10 : Histogramme des largeurs a mi-hauteur pour un nanotube de 890 nm obtenues
a partir de l'ajustement du signal de photoluminescence du nanotubes par des profils gaussiens.
L’ajustement en rouge par une fonction "Extreme Generalized Value" nous donne la valeur ayant
le mazimum d’occurence.

Nous avons ensuite enlevé a cette valeur le diamétre de la tache d'Airy (d iy ~ 450 nm)
pour déconvoluer le signal de la PSF et la longueur réelle des nanotubes. Nous avons également
ajouté la longueur de diffusion des excitons (L. ~ 90 nm) car les bouts des nanotubes sont
des sites de défauts non-luminescents qui ne sont pas visibles par microscopie de fluorescence

(cf. Chapitre 5). Nous avons donc défini la longueur des nanotubes comme suit :

L= \FWMH? —d,, + 2L, (3.1)

Airy

La distribution des longueurs des nanotubes analysés dans I'ECS est représentée sur la
Figure.3.11.A (N= 23). Les longueurs varient entre 490 nm et 780 nm.

1000

500

Length (nm)

0 1000 2000 3000

Figure 3.11 : (A) Distribution des longueurs des nanotubes diffusants dans les tranches de cer-
veau de rats, (B) Exemple d’image enregistrée par imagerie AFM pour mesurer les longueurs des
nanotubes présents dans nos solutions, (C) Histogramme des longueurs des nanotubes mesurées
par AFM. La barre d’échelle est de 1 pum.

A titre de comparaison, la longueur moyenne des nanotubes contenus dans nos suspensions

a également été mesurée par microscopie a force atomique (N = 112). Pour cela, les nanotubes
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ont été dispersés sur une lamelle préalablement nettoyée dans un plasma cleaner. Pour enlever
I'exces de PLPEG, les échantillons ont été rincés avec de I'eau Milli-Q. Les images ont été
enregistrées en utilisant une pointe SizN4 de 8 nm de diamétre (cf. Figure.3.11.B). Pour chaque
nanotube isolé, la longueur a été mesurée avec le plugin NeuronJ d'ImagelJ. L histogramme
des longueurs est représenté sur la Figure.3.11.C et la longueur médiane mesurée était de ~
500 nm ce qui est cohérent avec la distribution présentée sur la Figure.3.11.A.

Dans la suite de ce travail, le diamétre des nanotubes retenu a été de 5 nm. Cette valeur
prend en compte le diamétre des nanotubes de chiralité (6,5) (~ 1 nm) et la couche de
PLPEG encapsulant le nanotube (~ 2 nm) [117].

3.2.4 Mesure des dimensions caractéristiques de I’espace extra-

cellulaire de cerveaux de rats

En regroupant I'ensemble des localisations de chaque nanotube, nous avons pu reconstruire

des cartes super-résolues de |'espace extra-cellulaire (cf. Figure.3.12).

Figure 3.12 : Cartes super-résolues de l’espace extra-cellulaire de tranches de cerveaux de rats
sains. La barre d’échelle est de 2 um.

Les trajectoires utilisées dans la Figure.3.12 comportent de 10 000 a 20 000 localisations.
Chaque point de la trajectoire a été représenté par un profil gaussien de largeur a mi-hauteur
égale a notre précision de localisation moyenne. L'échelle de couleur correspond a la densité
du nombre de points. Plus le nombre de localisations est grand, plus le dégradé de couleurs
devient clair. La Figure.3.12 suggere d'ores et déja visuellement que les morphologies des

régions de I'espace extra-cellulaire explorées par les nanotubes sont trés variables.

Plus quantitativement, a partir de ces trajectoires, nous avons mesuré les dimensions carac-
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téristiques de I'ECS, notées . Pour cela, nous montrons sur la Figure.3.13.A-B comment nous
avons modélisé la distribution de toutes les localisations (N = 20 000) d'un nanotube par une
combinaison de profils gaussiens asymétriques. Nous avons ensuite tracé sur la Figure.3.13.C

I'histogramme des largeurs a mi-hauteur de ces profils pour le nanotube considéré.

25
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Figure 3.13 : (A) Ezemple des localisations obtenues (N = 20 000) pour un nanotube dif-
fusant dans une tranche de cerveau, (B) Modélisation de la distribution des localisations par
une combinaison de profils gaussiens asymétriques,(C) Histogramme des dimensions de l’espace
extra-cellulaire obtenues a partir des ajustements gaussiens prenant en compte tous les points
de la trajectoire considérée.

En répétant la méme analyse sur différents nanotubes, nous avons tracé le méme histo-

gramme pour 'ensemble des nanotubes considérés (N=14) (cf. Figure.3.14.A).

Tranches de cerveau A
vivantes : Ajustement
gaussien

Cryo-fixation B
Kogorod et al. eLife 2015

Occurence
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Figure 3.14 : (A) Histogramme des dimensions de I’ECS de tranches de cerveaux vivantes ob-
tenu a partir de 14 trajectoires de nanotubes, (B) Histogramme des dimensions caractéristiques
de ’ECS obtenues par cyo-microscopie éElectronique sur des tranches de cerveauzx cryo-firées

[12].

Nous avons obtenu que les dimensions de |'espace extra-cellulaire de tranches de cerveaux

de rats vivantes, &, étaient hétérogenes puisqu’elles variaient entre ~ 50 nm et 700 nm.
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Nous avons ensuite comparé nos valeurs expérimentales aux valeurs obtenues dans la litté-
rature par cryo-microscopie électronique [12] (cf. Figure.3.14.B). De maniére remarquable, les
distributions sont quasiment identiques, validant |'"hypothése suggérée par la cryo-microscopie
selon laquelle, dans un cerveau intact et vivant, les dimensions de I'ECS révélées par micro-

scopie électronique sont plus larges que ce que |'on imaginait auparavant.

3.2.5 Dimensions de I’espace extra-cellulaire mesurées par ana-

lyse dynamique

Nous avons également mesuré les dimensions de I'espace extra-cellulaire par une analyse
dynamique utilisant la distribution des déplacements des nanotubes au carré (DSD - Distribu-
tion of Squared Displacement). Cette approche a été développée principalement par Antoine
Godin. Nous en retracons ici les principes généraux. Le DSD correspond a la probabilité de
trouver le nanotube considéré dans un cercle de rayon 7 au temps 75,4 par rapport a sa position
initiale.

Gréace a la mesure de I'orientation du nanotube dans le repére du laboratoire, nous avons
décorrélés les mouvements paralléles et perpendiculaires a I'axe longitudinal du nanotube et
calculé les DSD selon ces deux directions. Pour un mouvement unidimensionnel, le DSD s'écrit
[89] :

DSD(r,m0y) = erf <\/7‘2 /<AR2>(%)> (3.2)

ot le terme (AR?)(7;,,) correspond au déplacement quadratique moyen 2 I'instant 7,, '
La Figure.3.15.A et B montre un exemple de distributions pour des échelles de temps

inférieures a 300 ms. Nous avons découplé les mouvements paralléles et perpendiculaires

0.3 03
A B DSD(TY)
0.2 02
O O
v =
0.1 0.1
0 0 .
0 0.01 0.02 0.03 0 0.01 0.02 0.03
? (um?) ol ~ T 2 (um?)

Figure 3.15 : (A-B) Exemple de cartes de probabilités (DSD) de trouver un nanotube dans un
cercle de rayon r || auzx instants 7.

1. Les modeles de diffusion seront exposés dans la Section 3.2.6 et dans le Chapitre 4.
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a I'axe du nanotube de maniére a obtenir les DSD.,,. Pour chaque 7, nous avons ajusté
le DSD ¢y par I'équation 3.3 pour obtenir le déplacement quadratique moyen (MSD =

<ARi,\\ (7)))-

2
DSD; 1 (riy;Tiag) = > Aserf (Wiu [(AR? || ) (Tiag)) (3.3)
=1

ou ¢ = 1,2 correspond au nombre de parametres ou populations prises pour ajuster la formule
sur les données expérimentales.

Des exemples sont donnés sur la Figure.3.16. Les valeurs expérimentales sont tracées
en lignes épaisses et les ajustements sont tracée avec des lignes fines. Les déplacements

quadratiques moyens mesurés dans cet exemple sont encadrés sur la Figure.3.17.
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Figure 3.16 : (A-B) Ajustement des DSD expérimentaux par l’équation 3.3 en utilisant 2
populations. Les données expérimentales sont représentées en rouge et bleu foncée a = = 100
ms.

Nous pouvons voir sur la Figure.3.17 que le déplacement quadratique moyen paralléle est
linéaire en fonction des intervalles de temps considérés ce qui indique que les mouvements

longitudinaux du nanotube ne sont pas confinés par la géométrie du réseau. Au contraire, le
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Figure 3.17 : (A-B) Déplacements quadratiques moyens paralléle <’I“%>” et perpendiculaire (r}) |
en fonction de l'intervalle de temps considéré T.
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déplacement quadratique moyen perpendiculaire montre une saturation révélant un confine-
ment des mouvements transverses du nanotube considéré.

Les plus petites dimensions caractéristiques de |'espace extra-cellulaire responsables de ce
confinement (£,) ont finalement été extraites a partir de la valeur de (R; | )? = (£,)%/6
puisque |'exploration transverse des nanotubes doit refléter I'étroitesse des lieux visités par
les nanotubes. L'histogramme des dimensions caractéristiques de I'ECS obtenues par cette
analyse est montré sur la Figure.3.18.A et comparée a I'analyse des localisations présentée
dans la section 3.2.4 (cf. Figure.3.18.B).
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Figure 3.18 : Histogramme des dimensions caractéristiques de ’ECS obtenues par l'analyse
dynamique (A) et lanalyse statique (B).

Nous pouvons voir que la distribution obtenue avec |'approche des DSD est plus étroite
que celle obtenues avec I'étude statique sur |I'ensemble des localisations et qu'elle est plus
centrée sur les petites valeurs (cf. Figure.3.18). Ceci était attendu car intrinséquement, cette
approche donne une mesure des plus petites dimensions. Nous obtenons ainsi un bon accord
entre les deux méthodes d'analyse totalement indépendantes.

L'étude de la diffusion des nanotubes en profondeur dans I'ECS nous a donc permis de
mesurer les dimensions caractéristiques de |'espace extra-cellulaire de tranches de cerveaux de

rats vivantes.

3.2.6 Mesure de la viscosité linéaire locale de ’espace extra-

cellulaire de cerveaux de rats : Etude simplifiée

Cette étude simplifiée a été initiée par Antoine Godin. L'extension de cette analyse fera

I'objet du chapitre 4. La diffusion des nanotubes de carbone permet également d'obtenir
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des informations sur les propriétés rhéologiques locales de I'espace extra-cellulaire. A partir

des trajectoires, nous avons calculé le déplacement quadratique moyen (MSD) en 2D en

fonction de I'intervalle de temps considéré (7) afin de remonter a la viscosité du milieu. Nous

avons simplement considéré ici que le déplacement quadratique moyen était proportionnel

au coefficient de diffusion instantané des nanotubes Dy;, qui dépend de la géométrie du

nanotube (L et d), de la température T et de la viscosité "linéaire" du milieu 7z, :
3 kpTin(2¢)

(AR?) = MSD(r) = 4Dpp7 avec Dy =~

3.4
8 WnLinL ( )

. L .
ou ¢ = 7 et kp correspondent au rapport d'aspect des nanotubes et a la constante de
Boltzmann. L'origine de cette formule sera explicitée dans le Chapitre 4 et nous verrons

comment aller au-dela de cette hypothese simplificatrice.

A partir du calcul des déplacements quadratiques moyens pour chaque intervalle de temps
tAt = 7 ol ¢ varie entre 1 et le nombre maximum d'images N, nous avons tracé le MSD,,,
dans le référentiel du laboratoire en fonction de l'intervalle de temps (cf. Figure.3.19 en noir)

ainsi que les MSD | le long de I'axe et perpendiculaire a I'axe du nanotube.

MSD (um?)

Figure 3.19 : Déplacements quadratiques moyens (MSD) en fonction de l’intervalle de temps
7. La longueur du nanotube était de 650 nm.

Pour des échelles de temps inférieures a 200 ms, le MSD,,, dans le repére du laboratoire
était égal a la somme des MSD)| | paralléles et perpendiculaires (cf. Figure.3.19 en magenta).
Cependant, pour des échelles de temps longues, le MSD,,,, dans le repére du laboratoire n'était
pas égal a la somme des MSD | paralléles et perpendiculaires dans le repere du nanotube
(cf. Figure.3.19 en bleu et rouge). Cela suggére fortement que les mouvements du nanotube

pour des temps longs (7 > 200 ms) étaient confinés par la géométrie du réseau.
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MSDyy < MSDy+ MSD, pour 7> 200ms
MSDgy = MSD|+MSD, pour 7 <200ms (3.5)

Ce résultat a suggéré que pour des échelles de temps courtes, le nanotube explorait "quasi-
librement" des sous-domaines de I'espace extra-cellulaire [89] ce qui permet d'extraire la
viscosité locale "linéaire" dans ce régime.

Pour obtenir la viscosité locale, la trajectoire du nanotube considéré a donc été découpée
en petits intervalles de temps. A chaque instant ¢ de la trajectoire, une fenétre temporelle
glissante [i — TAt;i + TAt] a été définie et le MSD instantané a été calculé. La Figure.3.20

montre un exemple d'analyse de la trajectoire d'un nanotube a plusieurs instants .

0.2 0.4 0.2 0.4
Temps (s) Temps (s)

0.2 0.4 0.2 0.4
Temps (s) Temps (s)

Figure 3.20 : Ezxzemples d’analyse du déplacement quadratique moyen instantané a quatre
instants de la trajectoire. Les points de la trajectoire pris pour mesurer le MSD sont en dégradé
de orange. La régression linéaire sur les 8 premiers points permettant de mesurer le coefficient
de diffusion est tracée en rouge.

La colonne de gauche montre la trajectoire en bleu et les points utilisés pour tracer le
déplacement quadratique moyen instantané en fonction du temps. La droite rouge sur la
Figure.3.20 correspond a la régression linéaire sur les 3 premiers points du MSD. A partir de
I'’équation 3.4, nous avons calculé le coefficient de diffusion instantané Dy;, assigné a une
certaine localisation dans la trajectoire.

A partir de I'équation 3.4 et en connaissant la longueur et le diametre du nanotube, nous
avons ensuite calculé la viscosité linéaire locale du milieu a chaque instant et a chaque lieu.

3 kpTIn(20)

3 ksTin(29) 3.6
Min =g "D, T, (3.6)
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3.2 Cartes super-résolues de ’espace extra-cellulaire de tranches de cerveaux intactes en
profondeur

Tout au long de la trajectoire, nous avons ainsi obtenu une valeur de la viscosité linéaire

locale et avons généré des cartes de viscosités locales (cf. Figure.3.21).

Matrice saine

Figure 3.21 : Exzemple de cartes de viscosités et de diffusions locales pour des tranches de
cerveaux de rat vivantes intactes. La barre d’échelle est de 500 nm.

Chaque point a été représenté par un profil gaussien de largeur a mi-hauteur égale a notre
précision de localisation. Lorsque la distance entre deux points de la trajectoire du nanotube
était inférieure a notre précision de localisation (50 nm) ou si le nanotube revenait a la méme
position, nous avons moyenné les valeurs des viscosités locales. Le coefficient de diffusion
étant proportionnel a la viscosité linéaire, cette figure représente également le coefficient de
diffusion linéaire. La viscosité linéaire locale était trés hétérogene et variait entre 1 mPa.s (en
rouge) et 50 mPa.s (en bleu) ce qui est jusqu'a deux ordres de grandeur plus grand que la
viscosité du fluide cérébrospinal (~ 0.7 - 1 mPa.s [118] [119]). La pertinence de cette valeur

sera discutée dans le chapitre suivant.

3.2.7 Modification chimique de ’espace extra-cellulaire

Nous avons également mesuré la viscosité linéaire locale de cerveaux de rats dont la
matrice extra-cellulaire a été altérée chimiquement de maniére a savoir si les nanotubes étaient
sensibles aux modifications de I'ECS. Pour cela, nous avons injecté une enzyme, |'hyaluronidase
de testicules bovins (20 mg/ml dans du PBS), dans le ventricule des cerveaux la nuit précédant
les injections des nanotubes. Cette enzyme couramment utilisée en neurobiologie [120] a pour
propriété de digérer la matrice extra-cellulaire. La Figure.3.22 montre un exemple de carte

super-résolue des viscosités linéaires locales obtenues pour une matrice extra-cellulaire altérée.
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Figure 3.22 : Exemple de cartes de viscosités et de diffusions locales pour des matrices extra-
cellulaire altérée. La barre d’échelle est de 2 pum.

Nous avons obtenu que I'espace exploré par les nanotubes est beaucoup plus grand dans
les cerveaux dont la matrice a été altérée. Conjointement, la viscosité linéaire locale variait
entre 1 mPa.s et 25 mPa.s. Une comparaison des coefficients de diffusion linéaires pour des
matrices saines et pour des matrices altérées a montré |'apparition d'une deuxieme population

(cf. Figure.3.23) pour la matrice altérée dont les coefficients de diffusion sont plus élevés.

Naive Altered

N
o
o
o

2,000

Occurence
Occurence

I I I 0
0 02 04 06 038 1.0 0 02 04 06 08 1.0

D (um?Zs™") D (um?s7)

Figure 3.23 : Cocfficients de diffusion des nanotubes dans les matrices saines et altérée mon-
trant 'apparition d’une deuxiéme population dans les matrice altérées.

Ce résultat montre que les nanotubes explorent bien I'ECS des cerveaux. De plus, ce
résultat suggere que I'enzyme a altéré la matrice de maniere locale et non-uniforme. Les pro-
priétés de diffusion des nanotubes de carbone permettraient donc de mesurer les modifications
rhéologiques de I'espace extra-cellulaire induites artificiellement par réactions enzymatiques et

ouvre des perspectives importantes pour |'étude de I'ECS dans des conditions physiologiques
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ou pathologiques. L'ensemble de ce travail a fait I'objet d'une publication dans la référence
[89].

3.3 Bilan du Chapitre 3

Nous avons vu dans ce chapitre que les mouvements de diffusion des nanotubes permettent
de sonder efficacement les espaces encombrés comme |'espace extra-cellulaire de cerveaux
intacts vivants. A partir du point d'injection, les nanotubes se sont dispersés efficacement par
diffusion dans I'ECS dans différentes régions du cerveau.

Grace a I'ensemble des localisations de chaque nanotube dans I'ECS, nous avons recons-
truit des cartes super-résolues de la morphologie de I'espace extra-cellulaire de cerveaux vi-
vants et mesuré ses dimensions caractéristiques. Les tailles et morphologies de I'ECS sont tres
hétérogenes en fonction des régions sondées par les nanotubes et les valeurs obtenues coin-
cident avec les valeurs mesurées par cryo-microscopie électronique réalisée sur des tranches
de cerveaux fixées [12].

Par ailleurs, |'analyse des déplacements quadratiques moyens instantanés des nanotubes
nous a permis de mesurer les viscosités linéaires locales de |'espace extra-cellulaire en considé-
rant que les déplacements quadratiques moyens étaient proportionnels a I'intervalle de temps.
Cette possibilité offerte par les nanotubes ouvre la voie a I'étude rhéologique de I'ECS avec
des résolutions spatiales jamais attendues.

Cependant, le modeéle d'analyse de la viscosité présenté dans ce chapitre est trop simpli-
ficateur. En effet, la viscosité linéaire inclue certainement les effets d’encombrement liés a la
tortuosité du réseau cellulaire qui pourrait avoir tendance a faire diminuer le coefficient de
diffusion et donc augmenter les valeurs de viscosités apparentes obtenues.

Pour affiner cette analyse, nous allons présenter dans le chapitre suivant, différents modéles
qui pourraient permettre de décorréler les effets de confinement et la viscosité in situ de
I'espace extra-cellulaire et rendre compte plus finement de la structure et de la rhéologie de

I'ECS dans des cerveaux intacts.
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Notations du Chapitre 4

«, paramétre de complexité du réseau
o, taux de relaxation de la particule
C, concentration des gels en poudre d'agarose
C'*, concentration critique des gels
C,., rigidité dans le plan d'un feuillet de graphéne
d, diametre d'un objet unidimensionnel
D, coefficient de diffusion macroscopique d'une molécule plongée dans un espace complexe
D)1, coefficients de diffusion parallele et perpendiculaire a I'axe longitudinal d'un objet uni-
dimensionnel
D,, = (D + D.)/2, coefficient de diffusion d’'un objet unidimensionnel dans le plan 2D
d'observation
Dy, coefficient de diffusion rotationnel d'un objet unidimensionnel
DS4%  coefficient de diffusion rotationnel dans le modéle d'Odijk
D(?Oi, coefficient de diffusion rotationnel dans le modéle de Doi
Dr;in, coefficient de diffusion instantané d'une particule plongée dans un espace complexe
(approximation linéaire du MSD sur des échelles de temps courtes)
D, coefficient de diffusion débarrassé des effets de tortuosité
Do, coefficient de diffusion d'une particule plongée dans un fluide newtonien homogene
e, épaisseur de la membrane de gel
E, module d"Young
(E), énergie cinétique de la particule
7, viscosité d'un fluide newtonien homogéne
NLin, Viscosité linéaire incluant les effets de tortuosité S, les effets hydrodynamiques F et les
effets visqueux.
nieo = viscosité linéaire théorique
7, Viscosité complexe débarrassée des effets de tortuosité
theo

N’ = viscosité complexe débarrassée des effets de tortuosité théorique

nw, viscosité de |'eau



Notations du Chapitre 4

7o, Viscosité intrinseque du fluide contenu dans les canaux présents dans les réseaux

Tso,0. Viscosité intrinseque du fluide en absence de gel C' =0

I, effets hydrodynamiques

F..;, force extérieure de dérive ou d’'entrainement

Fiocn, force stochastique caractéristique du mouvement brownien

v, puissance permettant de relier les dimensions locales et la concentration des gels

i, coefficient de friction parallele et perpendiculaire pour un objet unidimensionnel plongé
dans un fluide newtonien homogéne

I', paramétre prenant en compte les effets hydrodynamiques et visqueux

I's, terme de fluctuation des vitesses de la particule

I, moment d'inertie

kg, constante de Boltzmann

k, perméabilité hydraulique

ko, perméabilité hydraulique en absence de différence de pression AP

V'k, longueur hydrodynamique d’écrantage

\/ ko theo. longueur hydrodynamique d'écrantage estimée pour nos gels a partir des dimensions
locales théoriques

K, rigidité de courbure des nanotubes

[, dimension caractéristique de I'écoulement

L, longueur d'un objet unidimensionnel

L, longueur de persistance des nanotubes de carbone

Aa, longueur de déflexion

m, masse de la particule diffusante

MSD, déplacement quadratique moyen (Mean Square Displacement)

MSD) ., déplacements quadratique moyen paralléle et perpendiculaire a I'axe longitudinal
d'un objet unidimensionnel

M S Dy, déplacement quadratique angulaire moyen

v),L, 01 facteurs correctifs dans les coefficients de diffusions paralléle, perpendiculaire et
rotationnel prenant en compte la géométrie des extrémités des objets unidimensionnels

AP, différence de pression

¢ = L/d, rapport d'aspect d'un objet unidimensionnel

¢y, fraction volumique d'agarose dans les gels

(), débit dans I'équation de Darcy

7, position de la particule

o, position initiale de la particule

R, rayon d'une particule sphérique

Re, nombre de Reynolds
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Notations du Chapitre 4

Ry, rayon hydrodynamique de la particule diffusante

¢, rayon d'une fibre d'agarose

or||, ., déplacements parallele et perpendiculaire a |'axe longitudinal d'un objet unidimensionnel
p, masse volumique du fluide

S, effets de la tortuosité

Swn, effets de la tortuosité du réseau vus par les nanotubes de carbone
Shano—sphere, effets de la tortuosité du réseau vus par les nano-spheres

std(«), déviation standard du paramétre de complexité o

std(n,,), déviation standard de la viscosité débarrassée des effets de tortuosité 7,
t, temps

T, température du fluide

At, temps d'intégration des images

(t), pic de Dirac

T, intervalle de temps

T4, temps de désengagement des nanotubes

U, vitesse de la particule diffusante

Vg, Vvitesse initiale de la particule diffusante

vy, vitesse de |'écoulement fluide

V', volume d'un ellipsoide

(Z, ), repére du laboratoire

x|, position sur I'axe longitudinal d'un objet unidimensionnel

&, dimensions caractéristiques locales des canaux présents dans les réseaux
(&theo), dimensions caractéristiques locales théoriques moyennes des canaux présents dans les

gels
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Chapitre 4

Analyse de la diffusion des
nanotubes de carbone dans les
espaces complexes : extraction des

parametres rhéologiques locaux

Nous proposons dans ce chapitre d’affiner I'analyse de la diffusion des nanotubes en uti-
lisant leurs propriétés de diffusion singuliere pour définir un paramétre de complexité et la
viscosité locale in situ de |'espace extra-cellulaire vus par les nanotubes. En comparant nos
données expérimentales a des modeéles macroscopiques et microscopiques nous en déduirons
alors la viscosité qui serait vue, non pas par des nanotubes, mais par des molécules de tailles
sub-micrométriques arbitraires naturellement présentes au sein du cerveau.

La structure du chapitre est la suivante : Dans la partie 1, nous exposerons brievement
les notions de base du mouvement brownien d’'objets sphériques et uni-dimensionnels plongés
dans un fluide homogene. Dans la partie 2, nous ferons un état de |'art des modeéles de diffusion
de nano-objets dans les espaces confinés les plus couramment utilisés. Dans la partie 3, nous
exposerons les étapes de la méthodologie proposée pour définir un parameétre de complexité
et la viscosité in situ locale des espaces encombrés vue par les nanotubes. Dans la partie 4,
nous validerons cette méthodologie pour des nano-objets diffusant dans des gels d'agarose en
s'appuyant sur certains modeles présentés dans la partie 2. Dans la partie 5, nous appliquerons

cette méthodologie a la diffusion des nanotubes dans I'espace extra-cellulaire du cerveau.



CHAPITRE 4 : Analyse de la diffusion des nanotubes de carbone dans les espaces
complexes : extraction des paramétres rhéologiques locaux

4.1 Mouvements browniens d’objets individuels - In-

troduction

Comme toute molécule ou particule plongée dans un fluide, les nanotubes sont soumis au
mouvement brownien en milieu aqueux. Le mouvement brownien a été observé pour la premiére
fois en 1828 par Robert Brown. En tant que botaniste, il a étudié le mouvement de particules
contenues dans les grains de pollen et dispersées dans I'eau [121]. L'origine du mouvement
des particules était inconnue. En 1905, Einstein a décrit la théorie moléculaire cinétique de
la chaleur [122]. Il a découvert que I'agitation thermique était a I'origine du mouvement
des particules de tailles micrométriques. Avant de s'intéresser au mouvement brownien des
nanotubes, nous allons tout d'abord considérer le cas d'un objet sphérique plongé dans un
fluide.

4.1.1 Mouvement brownien d’objets sphériques dans un fluide

newtonien

Prenons le cas d'une particule sphérique de rayon R, de masse m et qui se déplace a une
vitesse . Le principe fondamental de la dynamique nous donne :
ov

m& - _mav77+ ﬁext + ﬁstoch (41)

Le premier terme a droite correspond aux forces de frottement entre la surface de la sphére
et le fluide qui s'opposent aux déplacements de la particule. La résultante des forces dépend
de la taille de la sphere (R) et de la viscosité (1) du fluide dans lequel la sphére diffuse. Elle

est donnée par la loi de Stokes :

— ma,¥ = —6mnRY (4.2)

ou «, est le taux de relaxation de la particule. Cette loi est solution de I'équation de Navier-
Stokes pour une particule sphérique plongée dans un fluide newtonien homogene dans I'ap-
proximation d'un écoulement laminaire. Nous avons supposé ici que les particules du fluide
n'interagissaient pas entre elles.

Le deuxiéme terme a droite dans I'équation 4.1 est une force extérieure éventuelle qui
oriente les déplacements de la particule dans sa direction. La force extérieure pourrait étre due
a une vitesse de dérive ou de gravitation. Elle sera prise nulle pour un systeme sans convection.
Cette hypothése est réaliste dans le cas d'un systéme isolé. Les effets de la gravitation sur la

particule peuvent étre négligés par rapport aux forces visqueuses. Pour une particule en silice
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de rayon 40 nm plongée dans de I'eau, la résultante des forces visqueuses est en effet 10° fois
plus importante que le poids de la particule et que la poussée d'Archimede.

Le troisieme terme a droite dans I'équation 4.1 correspond a la force stochastique décrivant
les collisions entre les particules du fluide et |'objet sphérique. Elle est a |'origine du caractere
aléatoire du mouvement brownien. Elle est caractérisée par sa valeur moyenne et sa fonction

d'autocorrélation :
< Faoen >=0 et < Fyoon(t) Fagoen(t + 7) >= 20 ym?2 6(7) (4.3)

Ou 6(7) est le pic de Dirac et I'; correspond a un terme de fluctuation des vitesses.
La moyenne d'ensemble de la force stochastique est nulle. Cette propriété traduit qu’en

—

I'absence de force extérieure (Fe,; = 0), la vitesse moyenne de la particule a I'état stationnaire

—

((Z): = 0) est nulle.

La fonction d'autocorrélation de la force stochastique prend en compte la probabilité de
localisation de la particule aux instants ¢ et t + 7. Cette fonction est nulle quand 7 # 0 et
maximale pour 7 = 0.

En résolvant I'équation 4.1 (conditions initiales : t = 0, ¥ = ©j), la vitesse de la particule
est donnée par :

1t~ /
v(t) = e ™ 4 — / Floen(t)e @ = qay’ (4.4)
m Jo

En intégrant cette équation (conditions initiales : t = 0, 77 = 7)), la position de la particule a

I'instant ¢ est :

L—e @t 1 gt 1 — e =0
() = 7 + T 4 = / Foon(t) —S— at’ (4.5)
a, m Jo Q
Le déplacement quadratique moyen (MSD - Mean Square Displacement) qui décrit la
surface moyenne explorée par une particule diffusante pendant un intervalle de temps 7 est

défini par la relation suivante :

MSD(7) = Ar?(r) = ((r(t+ 1) = 7(1))*) (4.6)

T

En introduisant I'équation 4.5 dans I'équation 4.6, le MSD peut s'écrire :

r
MSD(1)=2 07]; T avec T3> a,’ (4.7)

v
Pour une particule en silice de diamétre 40 nm qui se déplace dans I'eau, |'ordre de grandeur
de o ! est de 10 ps ce qui est trés petit devant les échelles de temps considérées au cours de

cette thése. Nous nous placerons donc toujours dans ce régime par la suite.
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Le terme de fluctuation des vitesses (I' ;) dépend des parameétres du fluide et de la particule.

Par conservation de |'énergie, nous pouvons écrire :

1 3
E) == 22N = ZkoT 4.8
(E) = Sm () = Sk (43)
En introduisant I'équation 4.4 dans I'équation 4.8, le terme de fluctuation des vitesses

peut se réécrire :
3 ]{ZBT Q)

L'y -

(4.9)

Ce terme est relié au coefficient de diffusion (D) qui correspond a la moyenne du carré
des déplacements effectués en une seconde via le théoréme de "fluctuations-dissipation" :

Iy

Do = (4.10)

%
A partir des équations 4.2, 4.9 et 4.10, le coefficient de diffusion d'un objet sphérique de

rayon R plongé dans un fluide homogeéne de viscosité 7 s'écrit :

kgT
= 4.11
6™ R ( )

Le déplacement quadratique moyen (MSD) en 3D peut donc se ré-écrire simplement

comme

MSD(t) = Ar*(T) ~ 6Dy -7 avec 7> a,’ (4.12)

4.1.2 Mouvement brownien d’objets uni-dimensionnels

Dans cette partie, nous ne serons pas exhaustifs sur tous les modeles développés pour
décrire la diffusion d’objets uni-dimensionnels. Nous nous concentrerons sur des modeéles que
nous avons estimé pertinents pour les nanotubes.

En 2006, R. Duggal et M. Pasquali ont montré que I'expression de la diffusion rotationnelle
des nanotubes diffusants dans un liquide homogene était en accord avec |'expression de la
diffusion rotationnelle de tiges rigides [123]. Dans leurs travaux, les auteurs avaient pris en
compte le modele de Broersma (1981).

En 1984, M. M. Tirado et al. ont comparé la diffusion rotationelle et translationnelle
prédites par le modeéle de Broersma [124], le modeéle de Happel et Brenner [125] et le modeéle
de Tirado et Garcia (1980) pour des fragments d’ADN de petites longueurs considérés comme
rigides [126]. En comparant le diamétre des fragments d'ADN reporté dans la littérature et
leurs mesures du diameétre via la diffusion rotationnelle et translationnelle, M. M. Tirado et

al. ont conclu que le modéele de Tirado et Garcia produisait un diametre plus proche de la
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littérature que celui obtenu avec le modele de Broersma et celui de Happel et Brenner. Notons
que dans ces travaux, la flexibilité de 'ADN n’a pas été prise en compte.

Bien avant le développement de ces modéles, F. Perrin et al. avaient décrit le mouvement
brownien d'ellipsoides rigides (1934) [127]. Dans cette section, nous allons exposer et comparer

les différents modeéles cités ci-dessus.

Modeéle de Perrin (ellipsoide) :

Le modeéle de Perrin décrit les propriétés de diffusion des ellipsoides. La Figure.4.1 montre

un ellipsoide d’orientation 6 définie dans le repére du laboratoire (Z,7). L'objet étant aniso-

<u

>
X

Figure 4.1 : Ellipsoide contenu dans le plan (Z,§) montrant les déplacements élémentaires
paralléles 07| et perpendiculaires dr] a l'aze longitudinal de Uellipsoide.

trope, son mouvement brownien est également anisotrope. Nous distinguons ainsi les mouve-
ments paralleles 5;” et perpendiculaires 671 a I'axe longitudinal de I'ellipsoide.
Les coefficients de diffusion translationnels s'écrivent :
Dy, = kel (4.13)
ML
Pour un ellipsoide de diametre d et de longueur L, les coefficients de frottement, v | sont
définis par [128] :
N, L = 37T77LGH,L (4.14)

Avec :

o _8[ 20 20°-1 (o4 VF 1 -
Tl e e V-1

8[ ¢ 2¢2—3 -
Gi=" Lb?—l oy <¢+\/¢2—1)] (4.15)

Ou ¢ = L/d est le rapport d'aspect. Le diamétre des nanotubes que nous avons utilisé
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dans les chapitres suivants était d'environ 1 nm a quelques nanomeétres, et leurs longueurs
variaient typiquement entre 500 nm et quelques micrometres. Leurs rapports d'aspect étaient
donc trés grand devant 1 ce qui nous permet de simplifier les équations 4.15 et d’écrire les

coefficients de diffusion selon les axes longitudinal et perpendiculaire comme suit :

_ kgT'in (2¢) D, - kT In (2¢)

=" 1 4.16
I 2mnL € 4L pour ¢ > ( )

Le coefficient de diffusion D, est deux fois plus faible que le coefficient de diffusion Dj.
La longueur de I'ellipsoide étant plus grande que le diameétre, la résultante des forces de
frottement entre les particules de fluide et I'axe longitudinal est plus grande que celle qui
s'applique sur la section perpendiculaire. Les mouvements perpendiculaires a I'axe sont donc

moins grands que ceux paralléles a |'axe.

Les déplacements quadratiques moyens selon I'axe paralléle au nanotube M.SD) et per-
pendiculaire M SD, sont proportionnels aux coefficients de diffusion parallele D) et perpen-

diculaire D :

MSD||(7'):2D||'T et MSDJ_(T)IQDJ_‘T (4.17)

Notons que méme si les nanotubes diffusent dans les trois dimensions de |'espace, dans
cette thése, nous mesurerons exclusivement la projection dans le plan image de la diffusion
des nanotubes dans la limite de la profondeur de champ du microscope (~ 1 um a 845 nm).

Nous nous restreindrons donc a I'analyse de la diffusion dans un plan.

Les déplacements quadratiques moyens dans le plan (Z,y) s'écrivent :

MSD,, =4D,, -7 (4.18)
Avec DD
D, = J; L

Pour des grands rapports d'aspect, le coefficient de diffusion dans le plan peut donc s'écrire :

D,
Y8 mnL

(4.19)

Cette formule est celle utilisée dans le chapitre 3 (Section 3.2.6).

Nous pouvons également étudier les orientations du nanotube en fonction du temps. Selon
le modéle de Perrin, le coefficient de diffusion rotationnelle d'un ellipsoide plongé dans un fluide

homogene s'écrit [127] :

36



4.1 Mouvements browniens d’objets individuels - Introduction

kgT
Dy = BT avec Y9 = 6V Gy
Yo
d2
ouV = %WLZ est le volume de I'ellipsoide et :

2064 —1[24%—1 -
Go=3" [¢2_1zn(¢+\/¢2—1>—¢] (4.20)

Pour ¢ > 1, I'équation 4.20 peut s'écrire :

_  keTn (20)

D
o L3

(4.21)

Dans le plan d'observation, la rotation 6 correspond a un degré de liberté. Le déplacement

quadratique moyen angulaire s'écrit donc :

MSD@(T) = 2D9 T (422)

Notons que la validité du modele de Perrin a été étudiée expérimentalement sur des

ellipsoides micrométriques diffusant dans I'eau en 2D par le groupe de Yodh [129].

Modéle de Broersma (cylindre) :

Le modele de Broersma a été utilisé dans les travaux de Duggal et al. pour modéliser
la diffusion des nanotubes de carbone plongés dans un fluide homogene [123]. Ce modéle
décrit les propriétés de diffusion de cylindres plongés dans un fluide. La résultante des forces
visqueuses est définie a partir de I'équation de Oseen qui constitue une variante de la loi de
Stokes. L'équation d'Oseen prend en compte un terme supplémentaire dans I'expression de la

force visqueuse qui dépend du nombre de Reynolds Re.

pl vy
n

ou p est la masse volumique du fluide et [ correspond a la dimension caractéristique de

3
— ma,U = 6mnRY (1 + 8Re> avec Re = (4.23)
I'écoulement fluide.

3
La force visqueuse dans |'équation d'Oseen est donc 1+§Re fois plus grande que dans
I'équation de Stokes. Cependant, pour un ellipsoide de rapport d'aspect égal a 500 diffusant
dans de I'eau, le nombre de Reynolds est de I'ordre de 1076 ce qui est trés petit devant 1.

Dans notre cas, nous pouvons donc considérer que les deux équations sont semblables.

Selon Broersma, pour un cylindre de longueur L et de diamétre d, les coefficients de
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diffusion s'écrivent [124] [126] :

= 2L CoTE T 4mnL

kgT (In(¢) +6.1)
mnl3

Ou vy, vy et 0, sont des facteurs correctifs prenant en compte la géométrie des extrémités

et Dyg=3

(4.24)

des cylindres. lls sont décomposés en puissances de 1/In(2¢) [124] :

0.15 13.5 37 22
=0 50 T et T o) (In(20))
0.15 8.1 18 0
VL= 0800 = oy T n2e)E T e (in(26))!
0.2 16 63 62

5. = —0.446 — (4.25)

n(20) ~ (in(20)? " (n@d)F  (In(29))"

Ces facteurs seraient valables pour ¢ > 4.6.

Modéele de Tirado et Garcia de la Torre (cylindre) :
Le modéle de M. M. Tirado et J. Garcia de la Torre [130] [131] s'applique également

aux cylindres. La force visqueuse est décrite par la loi de Stokes. En comparant le modele
de Broersma et celui de Tirado et al. dans le cas de petits fragments d'’ADN, le modele de
Tirado a semblé étre le plus approprié [126].

Dans ce modéle, M. M. Tirado et al. ont construit un cylindre a partir de I'assemblage

d'anneaux qui sont eux-méme constitués de petites spheres [132] (cf. Figure.4.2).

Figure 4.2 : Modélisation d’un cylindre a partir de l’assemblage d’anneauz constitués de petites
perles selon le mode B dans le modéle de Tirado et Garcia. Figure extraite de la référence [132].

La limite continue a été obtenue en faisant tendre le volume des sphéres vers 0. Les
expressions des coefficients de diffusion sont les mémes que dans le cas du modéle de Broersma

mais les facteurs correctifs sont décomposés en puissances de 1/¢ :

v = —0.207 4 0.980/¢ — 0.133/¢”

88



4.1 Mouvements browniens d’objets individuels - Introduction

v, = 0.839 4 0.185/¢ — 0.233 /¢
51 = —0.662 4+ 0.917/¢ — 0.055/ ¢ (4.26)

Ces formes fonctionnelles reproduisent bien les valeurs expérimentales dans le cas de la diffu-
sion de I'ADN dans un fluide homogene pour ¢ < 30. Pour ¢ > 30, la valeur des coefficients
de diffusion sont affectées par la flexibilité de '’ADN qui n’est pas prise en compte dans ce
modele [126].

Modele de Happel et Brenner (ellipsoide) :

Dans les travaux de M. M. Tirado, les auteurs ont également comparé leur modele avec le
modeéle de Happel et Brenner [125]. Ce modele est valable pour des cylindres et des ellipsoides.
Dans ce modele, une force de friction élémentaire est associée a chaque point du cylindre (ou
de I'ellipsoide). Cette force est a |'origine d'une composante de vitesse qui s'annule avec la
vitesse de la particule a I'équilibre. lls ont distingué le cas des cylindres ou le diametre est
indépendant de la position sur I'axe longitudinal (x) et le cas des ellipsoides ou le diametre
varie en fonction de la position sur I'axe longitudinal. La force de friction totale peut étre
décomposée en puissance de (z/L). Les expressions des coefficients de diffusion sont les
mémes que dans le cas du modéle de Broersma. En négligeant les termes d'ordre 2 pour
le rapport d'aspect dans |'expression de la force de friction, les facteurs correctifs pour un
ellipsoide valent : vy = —0.5, v, = 0.5 et 6, = —0.5 [133].

Comparaison et limites des modeéles dans le cas des nanotubes de carbone :

Pour chaque modéle, les auteurs ont pris en compte des géométries de cylindres ou d'el-
lipsoides. Nous allons maintenant comparer les modeles précédemment cités pour des objets
rigides de grand rapport d'aspect. Pour cela, nous avons tracé le coefficient de diffusion dans
le repére du laboratoire (#,7) pour un nanotube diffusant dans I'eau, de rapport d'aspect
variant entre 10 et 1000.

Sur la Figure.4.3, nous pouvons voir que les modéles ne donnent pas exactement les
mémes coefficients de diffusion. La différence est particulierement prononcée pour des rapports
d'aspect inférieurs a 100 (cf. partie grise dans la Figure.4.3).

Le modele de Happel et Brenner minimise le coefficient de diffusion tandis que le modéle
de Perrin le maximise. Plus le rapport d'aspect augmente, plus les modéles convergent. L'écart
relatif entre le modéle de Happel et Brenner et celui de Perrin est de I'ordre de 12.5% pour
des nanotubes de rapport d'aspect égal a 100. Par la suite, nous serons amenés a calculer
la viscosité des milieux dans lesquels diffusent les nanotubes. En termes de viscosité, |'écart
relatif entre les modeéles représente une incertitude moyenne de 0.1 mPa.s pour une viscosité de
1 mPa.s. Pour nos applications, cette incertitude est relativement faible. Comme les rapports

d’'aspect des nanotubes utilisés dans les chapitres 3 et 4 sont supérieurs a 100, nous avons
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Figure 4.3 : Coefficient de diffusions dans le plan (x,y) d’un objet uni-dimensionnel en fonction
de son rapport d’aspect ¢ = L/d pour les différents modéles cités.

considéré, pour plus de simplicité, que de telles différences étaient minimes par rapport aux
autres incertitudes de mesure et nous utiliserons donc le modele de Perrin décrivant la diffusion

d'ellipsoides de tres grand rapport d’aspect comme référence.

4.2 Diffusion de nano-objets dans les espaces com-

plexes : Etat de l’art

Plusieurs modeles ont été développés pour reproduire théoriquement I'évolution du coef-
ficient de diffusion d'objets plongés dans des espaces confinés en fonction de I'encombrement
local moyen. Ces modeles peuvent étre classés en différentes catégories selon les paramétres
pris en compte (effets stériques, effets hydrodynamiques...). Nous avons choisi de ne pas faire
une liste exhaustive des modéles existants. Nous allons simplement exposer dans les sections
422,423 et 4.2.4 les modéles macroscopiques et microscopiques qui nous ont semblés les
plus pertinents. Ces sections seront inspirées de la revue "Physical models of diffusion for

polymer solutions" [134].

4.2.1 Les gels de polymeres comme systeme modele d’environ-

nements complexes

Avant de présenter les différents modeles, nous allons introduire brievement les gels d'aga-
rose et leurs parametres de structure connues. Les gels d'agarose sont des gels de polyméres

couramment utilisés comme systeme modele pour étudier la diffusion de nano-objets dans des
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espaces encombrés [135] [136] [137] [138]. Dans la partie 4.4, nous utiliserons également ce

systeme modele pour valider la méthodologie développée pour les nanotubes.

Les gels sont composés de brins de polymeres en solutions. Lorsque la concentration en
polymére est supérieure a la concentration critique (C > C*) et que la température est
inférieure a la température de transition vitreuse, les gels sont formés d'un enchevétrement

aléatoire de polymeres reliés par des points de réticulation.

Régime dilué Régimes semi-dilué Régimes semi-dilué Régimes concentré
C<C* c-cC* C>C* C>>C*

Figure 4.4 : Schéma représentant les solutions de polyméres en fonction de la concentration
en polymeére.

Les enchevétrements de polymeres forment des canaux de différentes formes et de diffé-
rentes tailles. Plus la concentration de polymeéres augmente, plus la distance entre les points
de réticulation est faible. La taille moyenne de canaux ou pores présents dans les gels d'aga-
rose a été mesurée entre autres par microscopie a force atomique ou diffusion de neutrons en
fonction de la concentration en poudre d'agarose. Selon les études, les auteurs ont montré
que la taille moyenne était proportionnelle a C~7 ot v = 0.64 [139], 0.59 [140] ou 0.76 [141].
La valeur de la puissance se situe entre celle prédite par le modeéle d'Ogstén (0.5) pour de
longues chaines rigides [142] et celle prédite par De Gennes (0.75) pour des chaines flexibles
[143].

Cependant les tailles moyennes obtenues pour un gel de méme concentration pourraient
dépendre de plusieurs facteurs. En 1988, les travaux de T. K. Attwood et al. ont suggéré
que la distribution spatiale des structures au sein d'un méme gel n’était pas homogene [144].
Dans les travaux de M. Maaloum et al menés en 1998 [140], la taille moyenne des pores
variaient entre 810 nm et 201 nm pour des gels de concentration variant entre 0.5% et 5%
respectivement, avec des variations relatives d’'environ 20%. Les auteurs ont montré que la
taille moyenne des pores dépendait de la force ionique du solvant. En 2004, N. Fatin-Rouge et
al. ont montré que la taille moyenne des pores pouvait dépendre également de la rapidité de
gélification [145]. Dans la suite de ce travail (Section 4.4.2), nous utiliserons v = 0.76 pour

décrire la structure des gels d'agarose comme dans la référence [141].
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4.2.2 Modeles d’analyse macroscospiques prenant en compte la

tortuosité des espaces complexes

Les modeles de Maxwell-Fricke [146], de Mackie et Meares [147], d'Ogston et al. [148]
et de Johansson et al. [149] prennent en compte les effets d'obstruction pour rendre compte
de la tortuosité éventuelle du milieu. Comme évoqué précédemment, ces modeles ont été
développés pour rendre compte de la diffusion de molécules dans des gels d'agarose, mais
aussi dans les gels de polymeres constitués d'acide hyaluronique.

De maniere générale, les effets d'obstruction sont caractérisés par une augmentation du
chemin pris par les particules pour contourner les obstacles présents le long de leur trajectoire
(cf. Figure.4.5). Plus I'environnement est complexe et tortueux, plus I'augmentation de chemin

sera importante.

;

Figure 4.5 : Schéma représentant l'augmentation du chemin pris par la particule pour contour-
ner les obstacles et qui rend compte de la tortuosité du milieu.

Dans le modele de Maxwell-Fricke, le coefficient de diffusion dépend de la fraction volu-
mique en polymeére ¢, ~ C/100, et d'un facteur dépendant de la géométrie des molécules
diffusantes. Le coefficient de diffusion macroscopique est proportionnel a ¢, !. Ce modéle a
permis d'estimer une valeur "maximale raisonnable" du coefficient de diffusion macroscopique
en présence d'obstacles. Ce modele est valable pour I'étude de petites molécules de solvant

dans des solutions de polymeres diluées.

Le modele de Mackie et Meares est basé sur la tortuosité du réseau. Ici, la tortuosité
correspond a l'augmentation du chemin pris par la molécule diffusante pour contourner les
obstacles. Le réseau fibreux a été modélisé par un arrangement cubique de fibres dont I'espa-
cement n'est pas trés hétérogene. Les auteurs ont montré que ce modele reproduisait bien les

données expérimentales pour de gels de concentration variant entre 0.1% et 0.5%, c'est a dire

2
_ . . . . N 1-— v
peu concentrés. Le coefficient de diffusion macroscopique est proportionnel a (1 +z ) . Ce

modele est valable pour des molécules de tailles similaires a |a taille des monomeres composant

les fibres de polymeére.

Le modeéle de Johansson et al., appelé aussi "Théorie des spheres dures", prend également
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en compte les effets stériques des obstacles. Ce modele décrit la diffusion de spheéres dans des
réseau de gels constitués de cellules cylindriques [149]. Les auteurs ont montré que ce modéle
reproduisait bien la diffusion de sphéres dans des réseaux de polymeres flexibles ou rigides.
Dans ce modele, le coefficient de diffusion macroscopique dépend de la fraction volumique
¢y, du rayon des particules diffusantes I?),, du rayon des fibres 7. Dans leurs travaux, les
auteurs ont montré que ce modeéle reproduisait bien la diffusion de I'albumine dans I'acide
hyaluronique avec des concentrations d’acide hyaluronique variant entre 0.4% et 0.6%, ce
qui est peu concentré. Cependant, ce modeéle ne serait pas valide pour décrire le mouvement
brownien de molécules dont la taille varie entre 0.5 nm a 3 nm avec une longueur de persistance

des fibres de polymeére de 20 nm et un rayon de fibre de 0.5 nm [150].

Modéle macroscopique d’Ogston et al. :

Dans la suite, nous nous intéresserons particulierement au modeéle d'Ogston et al. qui décrit
les processus de pénétration des objets dans des matrice de fibres d’orientations aléatoires [142]
et qui fournit une expression analytique du coefficient de diffusion. Les auteurs ont montré
que ce modele était valide pour des solutions de polymeéres dans le régime dilué et le régime
semi-dilué.

Ce modeéle décrivait a |'origine les processus de sédimentation des protéines dans de |'acide
hyaluronique entre autres [148]. En premiére approximation, les comportements de diffusion
des protéines en fonction de la concentration en polymeéres pourraient étre assimilés aux
processus de sédimentation. Dans ce modele, le coefficient de diffusion dépend de la taille du

diffusant R}, du rayon des fibres du polymere r et de la fraction volumique du polymeére ¢,,.

b exp (—Rh 2'5> (4.27)

ou D, correspond au coefficient de diffusion des molécules dans un fluide homogene de méme
viscosité. Notons que le rayon d'une fibre d'agarose 7; a été estimé entre 4 - 3 nm [151] et
1.9 nm [152] en fonction des méthodes de mesures. Par la suite, nous avons choisi de maniére
arbitraire de prendre un rayon de fibre d'agarose égal a 1.9 nm.

Remarque :

D'autres modéles comme les modeéles de Cuckier et al. [153], d'Altenberger et al. [154], de
Phillies et al. [155] et de Gao et Fagerness [156] se basant sur les équations de Navier-Stokes

hydrodynamiques sont arrivés a des formes fonctionnelles équivalentes a celle d'Ogston pour

le coefficient de diffusion macroscopique.

D P
Do = exp (—bey) (4.28)

ol b est un coefficient qui représenterait les interactions hydrodynamiques entre les fibres de
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polymeére et les molécules diffusantes et qui dépendrait de la taille des molécules diffusantes.
Le coefficient p varierait entre 0.5 et 1 selon les modeles et dépendrait largement de la nature

des polymeres utilisés [157]. Cette forme fonctionnelle a été utilisée pour décrire la diffusion
R
de protéines [155]. G. D. J. Phillie a suggéré que b devait étre proportionnel a 7};{ ot vk

correspond a la plus petite distance d'approche entre la molécule diffusante et les fibres de

polymére appelée également longueur hydrodynamique d'écrantage [151].

4.2.3 Modeles d’analyse prenant en compte la tortuosité des
espaces complexes et les interactions hydrodynamiques
locales

Pour prendre en compte, non seulement la tortuosité mais aussi les effets hydrodynamiques

locaux liés a la présence des parois proches des objets diffusants, nous allons présenter deux

modeles : I'un macroscopique et |'autre microscopique.

Modele macroscopique de E. M. Johnson et al. :

Ci-dessous, nous avons choisi de décrire le modéle de E. M. Johnson et al. menés en 1996

qui prend en compte les interactions stériques (tortuosité), notées S (f) et les interactions

Vi

s'écrit comme le produit des deux interactions [158] :

R :
hydrodynamiques, notées [ <h> . Dans ce modéle, le coefficient de diffusion macroscopique

D Ry,
Do~ F <\/E> S (f) (4.29)

-1

R, 1[(Ry\*
1+h+<h>

NCREAW avec <\/E> = —2030(ln¢v+0.931) (4.30)

Ty

(3)-

et

2
S(f) = exp(—0.84 1) avec f= (1 + ?’) by (4.31)
f

ou ry et R, correspondent respectivement au rayon des fibres de polymeéres et des particules
diffusantes. Nous pouvons reconnaitre que le terme S a la méme structure que les équations
4.27 et 4.28. Les auteurs ont suggéré que les coefficients 0.84 et 1.09 n’avaient pas de
significations physiques et pourraient varier en fonction des systemes étudiés (cf. Remarque
précédente de la page 93).

Le terme de friction F' provient d'une modification de I'équation de Darcy (Equation 4.32)

décrivant I'écoulement d'un fluide dans un milieu poreux et prenant en compte la perméabilité
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-

v

Figure 4.6 : Schéma représentant l’effet de la présence des parois sur le profil de vitesse d’un
écoulement fluide.

du milieu [159]. Ce terme pourrait étre compris qualitativement par un effet analogue a la
forme du profil de vitesse d'un écoulement fluide entre les parois du gel (cf. Figure.4.6). Plus
les parois seraient proches, plus les mouvements de la particule serait ralentis.

Ce modele pourrait donc nous permettre de dé-corréler les effets de tortuosité due a
la présence d'obstacles et les effets hydrodynamiques diis aux dimensions des pores et a la
géométrie des objets diffusants. Notons que, dans |a référence [158], E. M. Johnson et al. n'ont
pas utilisé I'équation 4.30 pour calculer vk mais ils ont suggéré que ce terme correspondait
a la perméabilité hydraulique. Expérimentalement, cette valeur a été mesurée en placant une
membrane de gel d'épaisseur e connue dans un filtre a ultrafiltration. Une différence de pression
AP a été appliquée sur la membrane et le débit () a été mesuré en collectant et pesant le

liquide filtré. La perméabilité a été calculée avec la formule de Darcy :

nw Qe
koo ———
& AP

ou ny correspond a la viscosité de |'eau. Les auteurs ont ensuite utilisé la perméabilité

(4.32)

en absence de différence de pression (k) pour ajuster leur modele sur leurs données ex-
périmentales. Dans la partie 4.4.2, nous comparerons nos données expérimentales avec ce
modele. Pour cela, nous verrons que nous aurons besoin d'estimer les valeurs de perméabilité

hydraulique de nos gels.

Modele microscopique : diffusion anormale d’un objet individuel

Les modeles décrits ci-dessus sont des modeles de diffusion macroscopique qui découlent
d'une analyse sur des échelles de temps longues et sur un ensemble de molécules. Ces modeles
permettent d'obtenir une mesure d’ensemble du coefficient de diffusion des molécules dans les
environnements confinés. Dans notre cas, nous souhaitons accéder aux caractéristiques locales
de I'espace exploré par les nanotubes. Il nous faut donc relier les caractéristiques de diffusion
d'un objet individuel aux modeles macroscopiques décrits ci-dessus. Nous proposons d'utiliser
le modele de diffusion anormale pour combiner |'analyse dynamique d'un objet individuel et
les modeles macroscopiques décrits ci-dessus.

De maniére générale, la diffusion d'un nano-objet individuel est dite anormale lorsque le
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déplacement quadratique moyen n'est pas linéaire avec |'intervalle de temps [160], ce qui est
le cas dans nos expériences. Ce phénomene a largement été observé et modélisé [161] pour
décrire la diffusion de nano-objets dans les gels de polymeres [145] [162] mais aussi dans les
environnements biologiques tel que les cerveaux humains [163], les cerveaux de rats [164] et
les cellules [165].

Dans le modele de la diffusion anormale, le déplacement quadratique moyen MSD peut

s'écrire sous la forme :

MSD(t) =T -t (4.33)

ou la puissance o peut varier entre 0.5 et 1. Lorsque v < 1, la diffusion est anormale et les
mouvements de la particule diffusante sont affectés par les obstacles présents dans les gels.
Quand o = 1, la diffusion peut étre considérée comme libre (mouvements browniens).
Quand « > 1, la diffusion est dite markovienne ce qui correspondrait a des trajectoires ou
certains déplacements sont trés supérieurs au déplacements quadratiques moyens (processus
de Markov-Levy). Le régime ol o > 1 est également observé lorsqu’'une force extérieure de

dérive ou d’entrainement intervient dans le processus de diffusion.

Tous les modéles présentés ci-dessus ont été construits pour des objets sphériques et/ou
uni-dimensionnels de rayons hydrodynamiques variant entre 2 nm et 10 nm. Les longueurs des
nanotubes que nous avons utilisés étaient supérieures a 500 nm, soit un rayon hydrodynamique
supérieur a 10 nm. Nous chercherons donc par la suite a vérifier si ces approches peuvent étre

applicable au cas des nanotubes.

4.2.4 Impact de la flexibilité des nanotubes sur leur diffusion

dans les espaces encombrés

La flexibilité des nanotubes a été observée par Duggal et al. dés 2006 [123]. Lorsqu'ils sont
plongés dans un fluide, les nanotubes peuvent se courber sous I'effet de I'agitation thermique.
Cette propriété dépend de la rigidité des nanotubes. De maniere générale, la rigidité x d'un
matériau dépend du module d'Young E et du moment d'inertie /. Le moment d'inertie [
prend en compte la géométrie de I'objet (longueur, diamétre) et la répartition spatiale de Ia
matiere (cylindre creux dans le cas des nanotubes). Dans le modeéle théorique du cylindre

creux continu de rayon R, la rigidité de courbure s'écrit :

d 3
k= FEI =nC, <2> (4.34)
ou C) est la rigidité dans le plan d'un feuillet de graphéne et dépend du module de Young.
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La valeur théorique a été estimée ab initio et vaut environ 345 J/m? [166]. Expérimentalement,
N. Fakhri et al. ont trouvé que la rigidité dans le plan était égale a 678 & 22 J/m? [62]. Cette
valeur a été calculée a partir des mesures de |'amplitude des modes de vibration de nanotubes
individuels de différentes chiralités plongés dans des fluides homogenes de différentes viscosités.
L'origine de la différence entre la valeur théorique et les valeurs expérimentales n'est pas encore
comprise.

La longueur de persistance L, des nanotubes correspond a la distance sur laquelle les

fluctuations thermiques n'influencent pas la courbure du nanotube :

. K
P kT

Les travaux de N. Fakhri et al. ont montré comme attendu par I'équation 4.34 que la lon-

L (4.35)

gueur de persistance des nanotubes mono-paroi était proportionnelle au cube de leur diameétre
[62] :

L, < d® (4.36)

La longueur de persistance varie entre 26 um et 138 um pour des nanotubes de diameétres
variant entre 0.7 nm et 1.2 nm. Elle est de 26 xm pour des nanotubes de chiralité (6, 5).

Un nanotube "long" (L > L,) est considéré comme flexible tandis qu'un nanotube "court"
(L < L,) est considéré comme rigide. Lorsque L ~ L,, le nanotube est dit semi-flexible. Cette
caractéristique affecte les propriétés de diffusion des nanotubes dans les milieux encombrés.

En 2010, N. Fakhri et al. (Collaboration entre le groupe de Matteo Pasquali - Rice Uni-
versity et notre groupe) ont étudié les mouvements de diffusion de nanotubes semi-flexibles
dans des gels d'agarose [18]. Lorsqu'un nanotube diffuse dans un espace encombré, comme

dans un gel d'agarose, sa diffusion est impactée par sa flexibilité.

/\'

'~

50 100

Figure 4.7 : Reptation d’un nanotube de carbone de longueur L dans un gel d’agarose (1.5%).
La barre d’échelle est de 5 um. Cette figure est reproduite de la référence [18]
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La Figure.4.7 est extraite de ces travaux [18]. Cette figure montre les différentes courbures
adoptées par le nanotube a différents instants de sa trajectoire. Sous les contraintes géomé-
triques locales du réseau de pores, la courbure du nanotube change. Le caractére semi-flexible

des nanotubes engendre un mouvement de reptation.

En tracant les déplacements quadratiques moyens paralléles (MSD)) et perpendiculaires

(MSD ) (cf. Figure.4.8), nous pouvons distinguer deux régimes de diffusion.
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Figure 4.8 : Déplacements quadratiques moyens perpendiculaires MSD, et parallele MSD) a
Uaze du nanotube, notés An® et As* dans l'article, en fonction du temps T (multiplié par la
diffusion rotationnelle Dy, notée D, dans la référence) montrant les deux régimes de diffusion.
Figure reproduite de la référence [18]

Aux temps courts, le nanotube reste confiné et se courbe selon un mode de vibration
dominant imposé par la géométrie locale du milieu. Aux temps longs, le nanotube se désengage
et explore de nouveaux canaux. Le temps de désengagement, 7,4, correspond au temps que
met le nanotube pour parcourir la longueur de déflexion \y4. Cette longueur dépend de la taille

des canaux & et de la longueur de persistance L, :

Ag = (Lp52)1/ ’ (4.37)

Pour des temps inférieurs a 74, le MSD | est proportionnel 3 7%/%. Cette dépendance est
également attendue pour le MSD.. Pour des temps supérieurs a 74, le MSD, est proportionnel
a 7 tandis que le MSD) est proportionnel a 72 pour "rattraper" la dépendance linéaire. En
d’autres termes, aux temps courts, le mouvement des nanotubes est imposé par son orientation

forcée par I'environnement et aux temps longs, le nanotube perd la mémoire de son orientation
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initiale et la diffusion devient isotrope.

L'étude de la diffusion rotationnelle en fonction de la géométrie locale du réseau et de
la longueur des nanotubes permet d'identifier les régimes pour lesquels les nanotubes sont
considérés comme rigides ou semi-flexibles.

Nous pouvons voir sur la Figure.4.9 qu'en fonction du rapport L/),4, la diffusion rota-
tionnelle dans les milieux encombrés obéit au modele d'Odijk [167] ou au modeéle de Doi
[168].
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Figure 4.9 : Diffusion rotationnelle Dy (notée D, dans la référence) des nanotubes en fonction
du rapport entre la longueur des nanotubes et la longueur de déflexion Ny (notée N dans la
référence). Figure reproduite de la référence [18]

Dans le modele d'Odijk, la diffusion rotationnelle est inversement proportionnelle a la

longueur de persistance et est indépendante de la taille des pores :

g kgT
DYt = 4.38
0 anLQ ( )
Dans le modele de Doi, les nanotubes "courts" (L < \;) sont considérés comme rigides.

La diffusion rotationnelle dépend de la taille des pores et de la longueur des nanotubes :

4 L3 g

Odijk

ppei — () . poi (4.39)
Ad

Le tableau 4.1 regroupe les longueurs minimales typiques pour lesquelles les nanotubes

suivent le régime d'Odijk et sont donc considérés comme semi-flexibles en fonction de la

taille moyenne des canaux présents dans les gels d'agarose. Nous avons considéré ici les

nanotubes (6, 5) de diamétre 0.7 nm avec une longueur de persistance de 26 um. Les longueurs
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minimales ont été obtenues a partir du point d’intersection entre les deux modeles de diffusion

rotationnelle et dépendent des dimensions des canaux.

Concentration Taille moyenne des Longueurs minimales pour
des gels (%) canaux & (pum) lesquelles les nanotubes sont
semi-flexibles (pm)

0.5 0.4 1.7

1 0.28 1.3

1.5 0.2 1.1

2 0.18 0.95

2.5 0.15 0.85

Table 4.1 : Longueurs minimales pour lesquelles les nanotubes sont considérés comme semi-
flexibles en fonction de la taille moyenne des canaux £ présents dans les gels d’agarose.

Ainsi ce serait dans les plus petites dimensions mesurées dans I'ECS de cerveaux vivants
(Chapitre 3) et pour des nanotubes de longueur supérieure a 800 nm que les nanotubes
peuvent étre considéré comme semi-flexibles et que la diffusion est affectée par leur flexibilité.
Dans nos expériences dans les cerveaux, les nanotubes utilisés avaient en général des longueurs

inférieures a 800 nm.

4.3 Meéthodologie proposée pour extraire la viscosité
locale et la complexité d’un environnement com-

plexe a partir de la diffusion d’un nanotube in-

dividuel

Dans cette partie, nous allons proposer une méthodologie pour mesurer les parameétres
rhéologiques locaux d'espaces complexes et plus particulierement, un paramétre de complexité
et la viscosité in situ locale vue par les nanotubes.

Afin d'exposer notre méthodologie basée sur I'analyse de la diffusion anormale, nous allons
présenter |'exemple de I'analyse de la trajectoire d'un nanotube arbitraire diffusant dans un

gel d'agarose.

4.3.1 Détails expérimentaux

Dans cette expérience, nous avons utilisé des nanotubes encapsulés dans du sodium deoxy-

cholate (DOC). Le diametre des nanotubes encapsulé dans du DOC a été considéré égal a
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1 nm car le DOC est plus compact que le PLPEG utilisé dans les cerveaux. La longueur des
nanotubes a été calculée de la méme maniére que dans le chapitre 3 par un ajustement gaus-
sien de la PSF des nanotubes. Pour fabriquer le gel d'agarose a 2% de concentration, nous
avons mélangé la poudre d'agarose avec une solution contenant 0.1%m de DOC pour éviter
que les nanotubes ne collent aux parois du gel. Le diametre théorique des canaux était de 120
nm. La poudre d'agarose et la solution ont été chauffées jusqu’'a ce que le mélange devienne
transparent. De maniere a comparer les mouvements des nanotubes a ceux de nano-spheres,
les solutions de nanotubes et de nano-spheres faiblement concentrées ont été introduits simul-
tanément dans le mélange avant gélification. Les échantillons de gels ont ensuite été montés
de la méme maniere que dans le Chapitre 2. Les nanotubes ont été excités sur la transition
KSB (845 nm, cf. Chapitre 2) et nous avons enregistré ses mouvements de diffusion avec un

temps d'intégration de 20 ms.

4.3.2 Détermination du parametre de complexité d’un gel d’aga-
rose et de sa viscosité moyennés sur la trajectoire d’un

nanotube individuel

Dans cette section, nous allons proposer deux méthodes d'analyse permettant d’extraire
un parameétre de complexité des gels. Ce parameétre nous servira ensuite a calculer les viscosités
locales du gel d'agarose.

Analyse de la trajectoire via I'ajustement global du déplacement quadratique

moyen (MSD) :

Nous avons premierement super-localisé le centroide du nanotube (L = 940 nm) dans

chaque image de la trajectoire comme dans le Chapitre 3. Nous avons ensuite calculé son
déplacement quadratique moyen en 2D (MSD) en fonction des intervalles de temps. La Fi-
gure.4.10 montre la trajectoire du nanotube (10 000 localisations) ainsi que son MSD associé.

Nous pouvons voir sur la Figure.4.10.B que le MSD est sublinéaire ce qui est caractéristique
d'une diffusion anormale. Plus l'intervalle de temps est grand, plus le nombre d'obstacles
rencontrés par la particule diffusante est grand induisant ainsi une réduction du MSD par
rapport a une variation linéaire. Le MSD peut étre modélisé par une puissance de |'intervalle

de temps 7% :

MSD(7) =4T - 7® = 4D, (1) -7 avec Dy(r)=T-7>"" (4.40)

ou D, (7) correspond au coefficient de diffusion qui prend en compte les interactions entre le
nanotube, le fluide et les parois du gel. Le terme «, parfois appelé "paramétre fractal", décrit

la complexité de I'environnement dans lequel diffuse I'objet.
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Figure 4.10 : (A) Trajectoire d’un nanotube de longueur 940 nm diffusant dans un gel d’agarose
de concentration 2% (10 000 localisations), (B) Déplacements quadratiques moyens en fonction
de lintervalle de temps pour le nanotube considéré (en bleu) et modélisation du MSD par une
puissance T (en noir).

Si o = 1, le mouvement peut étre considéré comme libre et D, =1'= Dy;, :

F:l)Lin:

3 kgT 2L
In <>

— 441
8TLnLin d ( )

ou Dy;, et 1, correspondent au coefficient de diffusion du nanotube et a la viscosité vue
par le nanotube dans le cas ot le MSD est linéaire avec I'intervalle de temps. |l s'agissait de
I'hypothese simplificatrice du Chapitre 3 appliquée pour des temps courts.

La complexité du milieu peut &tre définie comme (1 — «) avec av = 0.6 dans notre exemple.
En supposant que ce paramétre est constant tout au long de la trajectoire, et a partir des
équations 4.40 et 4.41, nous pouvons définir a chaque échelle de temps la viscosité in-situ,
No(T) vue par le nanotube qui permet comme nous allons le voir dans la section 4.4.2 de
s'affranchir des effets liés a la tortuosité de I'environnement vue par le nanotube pendant

I'échelle de temps considérée.

3 kT 2L o1
B §7TLDQ(T)m (d) (7) (4.42)

Cette viscosité 7], est nommée viscosité par abus de langage mais ne posséde pas les

M (T)

unités d'une viscosité. Pour les applications numériques, nous définissons donc la viscosité

in-situ comme étant égale a :

1a(7)
(1 = 15)‘1_1

Cette viscosité 7, a les unités d'une viscosité. Elle dépend naturellement de la forme de

(4.43)

O[:

I'objet et de ses interactions hydrodynamiques avec son environnement local mais aussi de
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I'échelle de temps considérée.

Souhaitant réaliser cette analyse sur des temps courts, c'est a dire sans considérer la
trajectoire globale mais différents instants le long de la trajectoire, les MSDs que nous devrons
considérer seront bruités et un ajustement robuste par la Formule 4.40 serait délicat. Nous
avons donc mis en place une méthode analytique pour extraire le parametre a qui ne nécessite
pas d'ajustement du MSD.

Analyse de la trajectoire sans I'ajustement du déplacement quadratique moyen :

Pour cela, nous avons analysé le MSD (cf. Figure.4.11) en calculant analytiquement les

2
~15
E
— 1t
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w
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Figure 4.11 : Déplacements quadratiques moyens en fonction de 7 et calcul des pentes Do (T)
pour chaque intervalles de temps T = jAL.

valeurs de D, (7) définit pour chaque intervalle de temps 7 = jAt.

Do (jAL) = MSJ%A” (4.44)

Selon I'équation 4.40, nous pouvons écrire la relation suivante :

Da (jAt) Fj .a—1
= « 4.4
Da(At) — T’ (4.45)

ou I'; correspond au terme défini dans I'équation 4.41 et qui pourrait varier en fonction de
I'intervalle de temps considéré (7 = jAt).

A partir de I'équation 4.45, nous pouvons écrire :

a—1=In (%E) /In(7) (4.46)
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Pour déterminer le parametre «, nous avons d'abord calculé et tracé le logarithme du
rapport entre D, (jAt) et D,(At) pour chaque intervalle de temps jAt (cf. Figure.4.12.A).

Le paramétre o correspond ainsi a la valeur de la pente de la courbe représenté sur la Fi-

OO A

0 2 4 6 8 0 5 10 15 20

Figure 4.12 : Méthode d’extraction du paramétre fractal . (A) Courbe représentant le loga-
rithme de l’équation 4.45, (B) Calcul des pentes de la Figure.A entre chaque intervalle de temps
T=XAtetT=(X+1)At

gure.4.12.A. Cependant, cette courbe n'est pas strictement linéaire ce qui suggere que le
paramétre « varie en fonction de l'intervalle de temps considéré. Cet effet peut étre lié aux
variations du paramétre [" entre les deux intervalles de temps considérés.

Pour extraire « en s'affranchissant des variations de I", nous avons ensuite calculé la pente

de la courbe d'équation 4.46 :

o (PeG030) (D80 g, (Di00)

Dol Da(A) Da(A)
n( + 1) —In(j) =T oG (4.47)

o —

Les résultats de ce calcul sont montrés sur la Figure.4.12.B. La valeur de a (= 0.6)
indiquée sur la Figure correspond a la valeur moyenne du coefficient sur 30% de la trajectoire.
Ce pourcentage est communément admis dans les études statistiques de diffusion des objets
dans des fluides et permet de ne pas considérer les valeurs pour lesquelles le nombre de points
est trop faible.

Les valeurs du parametre de complexité, «, obtenues avec I'ajustement global du MSD en
7 (cf. Figure.4.10.B) ou avec I'équation 4.47 sans ajustement (cf. Figure.4.12.B) sont donc
similaires. Pour la suite, la seconde méthode nous a semblé plus appropriée pour mesurer les
viscosités locales car les paramétres I' et « sont calculés analytiquement qui ne nécessite pas
d'ajustement du MSD.
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4.3.3 Détermination du parametre de complexité d’un gel d’aga-
rose et de sa viscosité localement le long de la trajectoire
d’un nanotube individuel

Nous allons maintenant déterminer les viscosités locales et la complexité le long de la

trajectoire du nanotube diffusant dans le gel d'agarose. Cela permettra de reconstruire des

cartes de la viscosité locale du fluide contenu entre les enchevétrements de fibres d'agarose.

4.3.3.1 Extraction du parametre de complexité local

Pour cela, nous avons généré une fenétre glissante de 12 points le long de la trajectoire

(cf. Figure.4.13) pour calculer le MSD instantané en chaque point de la trajectoire.
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Figure 4.13 : (A) Trajectoire du nanotube (bleu) et points considérés pour le calcul (dégradé
de orange), (B) MSD instantané en fonction de lintervalle de temps (noir) et ajustement
linéaire (rouge), (C) Logarithme de l’équation 4.45, (D) Extraction du paramétre de complexité
instantané.

Les valeurs du paramétre « sont déterminée a partir des 6 premiers points du MSD soit
6At ~ 120 ms (Equation 4.47).
A partir de cette analyse, nous avons dans un premier temps généré des cartes du para-

metre de complexité (a) local obtenu. La Figure.4.14 montre I'exemple de cette carte pour
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le nanotube considéré.
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Figure 4.14 : (A) Carte des paramétres o locauz, (B) Distribution des paramétres o au sein
de la trajectoire considérée.

Nous pouvons voir que le régime de diffusion du nanotube dépend des régions sondées
(cf. Figure.4.14.A) et que la distribution du paramétre de complexité varie entre 0 et 1 (cf.
Figure.4.14.B). Comme attendu, notons que la médiane de la distribution des paramétres «
locaux (cf. Figure.4.14.B) est égale aux valeurs obtenues a partir de I'ensemble de la trajectoire
(o = 0.6 de la Section 4.3.2). Nous avons aussi tracé ce parametre en fonction du temps
sur la Figure.4.15. Chaque point de la figure correspond a une moyenne sur 6 points de la

trajectoire.

Figure 4.15 : Oscillation du paramétre de complexité local en fonction du temps.

Au cours du temps, le paramétre « varie ainsi entre les valeurs extrémales de la distribution
précédente ce qui suggere que la diffusion du nanotube oscille entre une diffusion confinée
(0<a<1) et une diffusion libre (o« = 1). Occasionnellement, la diffusion contient des processus
de Markov-Levy (a>1) que nous interprétons comme des transitions entre un état confiné et
un état libre. Les valeurs de o négatives quant a elles correspondraient au cas ou le nanotube
revient sur ses pas. En effet, les déplacements quadratiques moyens seraient dans ce cas plus

petits pour des temps longs que pour des temps courts.
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4.3.3.2 Calcul des viscosités in situ locales

A partir de la détermination du parameétre de complexité («v), nous pouvons maintenant
calculer les viscosités locales in situ en utilisant I'équation 4.42 (page 102). Nous avons ici pris
7 = 3At, soit 25% du MSD instantané. En effet, cet intervalle de temps est identique a celui
utilisé dans le Chapitre 3 qui correspond au temps caractéristique sur lequel le déplacement
quadratique moyen perpendiculaire des nanotubes dans I'ECS de cerveau ne montre pas de
plateau (cf. Figure.3.17). Nous les avons ensuite comparés aux valeurs de viscosités locales
linéaires obtenues précédemment avec |'équation 4.41 et reconstruit des cartes de viscosité

locales.
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Figure 4.16 : Distribution des viscosités locales linéaires (A) et in situ (C), Carte des viscosités
linéaires (B) et in situ (D) vues par le nanotube.

La Figure.4.16.A montre la distribution des viscosités linéaires locales obtenues avec le
modele de diffusion linéaire pour un nanotube. La Figure.4.16.C montre la distribution des
viscosités in situ locales. La viscosité linéaire varie entre 1 mPa.s et 50 mPa.s alors que la
viscosité in situ varie entre 1 mPa.s et 10 mPa.s. Les valeurs de viscosités dans la légende
correspondent a la valeur médiane des viscosités locales. La courbe rouge correspond a un
ajustement des histogrammes par une distribution LogNormale. Nous présentons également
sur la Figure.4.16.B-D, les cartes locales des deux viscosités.

Comme attendu, |'analyse de complexité procure des viscosités locales, 7, plus homogenes
et plus faibles que I'analyse linéaire simpliste, 7., car cette derniere ne s'affranchit pas des

effets de tortuosités (et hydrodynamiques). Dans ce contexte, 7, procure une valeur plus
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réaliste de la viscosité locale vue par les nanotubes.

4.4 Validation du modele d’analyse sur des gels d’aga-

rose

Apres avoir présenté la méthodologie sur un exemple, nous présentons dans cette partie
une étude systématique en fonction de la concentration des gels d'agarose. Nous comparerons
également les paramétres rhéologiques des gels obtenus en utilisant la diffusion des nanotubes
et la diffusion de nano-sphéres de 37 nm de diameétre et nous validerons notre méthodologie

en se basant sur les modeles macroscopiques d'Ogston et al. et de Johnson et al. (cf. Section
4.2.2 et 4.2.3).

4.4.1 Evolution du parametre de complexité en fonction de la

concentration des gels

La Figure.4.17 montre la médiane des parametres de complexité o locaux obtenus pour
les nanotubes et les nano-sphéres en fonction de la concentration des gels. Les boites corres-
pondent a I'ensemble des trajectoires avec la médiane totale en rouge, les 25 et 75 centiles

en bleu et le maximum et minimum de |'ensemble de la distribution en noir.

i 5 0.8
0.6 0.6
0.4 + 0.4
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0.2 0.2
03 04 06 1 15 2 03 04 06 1 15 2
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Figure 4.17 : Fvolution du parameétre o en fonction de la concentration en gel pour des nano-
tubes et des nano-sphéres de 37 nm de diamétre.

Pour les nanotubes, nous pouvons distinguer trois régimes. Quand « est proche de 1
(ligne de couleur cyan), la diffusion des nanotubes peut &tre considérés comme libre. Quand

la concentration du gel augmente, le parameétre o diminue vers une valeur inférieure a 0.75
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(ligne magenta). En réalité, le paramétre o dépend de la longueur des nanotubes et de la
taille des canaux présents dans les gels (résultats non-montrés ici). Ce régime correspond au
régime de reptation en accord avec les travaux de N. Fakhri et al. dans lequel les auteurs
ont montré que pour des échelles de temps courtes, le MSD est proportionnel & 797 [18].
Ce résultat valide I'approche développée pour extraire le parametre « a partir de I'analyse
des MSD instantanées (cf. Section 4.3.3) mais aussi a partir du MSD global. Ce résultat
suggere également que les échelles de temps que nous avons considérées pour déterminer «
et les viscosités in situ sont inférieures au temps de désengagement des nanotubes. Lorsque
la concentration du gel est égale a 2%, le paramétre de complexité est proche de 0.5 ce qui
suggere que le nanotube est confiné. Cette valeur pourrait correspondre au modéle de Rouse
décrivant la diffusion de chaines dans les environnements encombrés au temps courts [169]. |l
pourrait également correspondre a un régime intermédiaire ou le rayon hydrodynamique des
particules diffusantes est compris entre la longueur de corrélation des gels et le diamétre des
tubes dans lesquels elles diffusent sur des temps caractéristiques compris entre le temps de
relaxation des segments de polymeéres de tailles comparables a la taille des particules et le

temps de relaxation des blobs [170].

Pour les nano-sphéres, lorsque la concentration est inférieure ou égale a 1%, les mouve-
ments de diffusion peuvent &tre considérés comme libres (« proche de 1). Quand la concen-

tration est égale a 2%, les nano-sphéres semblent fortement confinées (a < 0.75).

De maniére générale, il existe donc, dans nos expériences, 3 états possibles de diffusion
pour les nanotubes (libre, reptation, confiné) et seulement 2 pour les nano-sphéres (libre,

confiné).

4.4.2 FEvolution des viscosités linéaires et in situ en fonction de

la concentration des gels
4.4.2.1 Evolution des viscosités locales déterminées avec des nano-spheres

Nous avons ensuite calculé les viscosités linéaires 1;, et les viscosités in situ n, pour
chaque concentration et pour les nano-sphéres (cf. Figure.4.18).

Nous voyons que plus la concentration en gel augmente, plus les viscosités linéaires et in
situ augmentent.

Pour comprendre cette évolution, nous avons souhaité comparer ces résultats avec les
modeles macroscopiques de E. M. Johnson et al. et d'Ogston et al.. Pour cela, nous avons
dl dans un premier temps estimer les valeurs théoriques de perméabilités hydrauliques (k)
présentes dans les équations du modele de E. M. Johnson et al. (cf. Equation 4.30 de la page
94).
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Figure 4.18 : Evolution de la viscosité linéaire ng;, et in situ n, en fonction de la concentration
en gel d’agarose pour les nano-sphéres.

Estimation des perméabilités hydrauliques a partir de la littérature :

Nous avons supposé que les valeurs de perméabilité hydrauliques dépendaient de la lon-
gueur de corrélation des gels. La longueur de corrélation théorique (ou rayon transversal des

canaux) dépend de la concentration d'agarose :

7

{Cineo) (nim) = 5 e 575 ¢ 07 (4.48)

Cette formule ad hoc a été déterminée en prenant en compte la forme fonctionnelle de
Nath et al. %7 [nath__dynamics_ 2018] et les valeurs tabulées dans les travaux de N.
Fatin-Rouge ( () = 77 nm pour ¢, = 0.015 [145]) et celles de T. K. Attwood et al. ((¢) =
37 nm pour ¢, = 0.04 [144]). Nous pouvons noter que les valeurs expérimentales obtenues

doivent dépendre des conditions de fabrication des gels.

En prenant comme référence les travaux de E. M. Johnson et al. [158], nous avons alors
tracé la racine carrée des valeurs de perméabilité hydrauliques expérimentales de la référence
[158] qui considere une différence de pression nulle (1/ko) en fonction de la longueur de

corrélation théorique estimée des gels (&;5c,) de la formule 4.48.

Dans la Figure.4.19, nous obtenons une variation linéaire que nous avons ajusté par une

droite d'équation :

/Ko theo(nm) = 0.5 (§ineo) (nm) — 8 (4.49)

A partir de cette équation, les valeurs de (&ineo) €t y/kotneo que nous utiliserons sont
regroupées dans le tableau 4.2.
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Figure 4.19 : Ajustement des valeurs de perméabilités hydrauliques expérimentales en fonction
de la longueur de corrélation théorique des gels.

Concentration (&theo) (nm) \/ ko theo (M)
des gels (%m)

0.3 216 100

0.4 179 82

0.6 138 561

1 100 42

1.5 77 31

2 64 24

Table 4.2 : Taille des canauzr présents dans les gels et valeurs théoriques de perméabilités
hydrauliques en fonction de la concentration des gels.

Comparaison des valeurs de viscosités locales expérimentales avec les

modeles macroscopiques :

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux valeurs de viscosités in situ
locales. Pour cela, nous avons superposé la courbe théorique donnant les effets hydrodyna-
miques, F' (Equations 4.19 et 4.30) sur les valeurs expérimentales de viscosités in situ 7,
en prenant en compte les valeurs de perméabilités hydrauliques théoriques que nous avons

estimées précédemment.

La courbe théorique tracée sur la Figure.4.20 correspond a I'équation suivante :

theo 1 kBT

_ I = — 4.50
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T'%’ = n*° (mPa.s)
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Figure 4.20 : Evolution de la viscosité in situ n, en fonction de la concentration en gel d’aga-
rose pour les nano-sphéres. Les viscosités in situ sont modélisées par les équations 4.30

ol 7)o, correspond a la viscosité intrinséque des gels d'agarose qui devrait étre égale a
la viscosité du fluide utilisé pour fabriquer les gels. La viscosité de nos solutions contenant
0.1% de DOC a été préalablement mesurée a partir de la diffusion libre des nanotubes dans la
solution et vaut 1., = 1.540.7 mPa.s. Nous pouvons voir sur la Figure.4.20 que I'évolution des
effets hydrodynamiques théoriques en fonction de la concentration des gels est en accord avec
nos points expérimentaux pour des concentrations inférieures a 2%. Pour une concentration
de 2%, les valeurs des viscosités in situ expérimentales obtenues avec les billes sont supérieures
a la valeur théorique.

Cet effet pourrait venir d'effets de piégeage des nano-sphéres. En effet, le rapport entre les
dimensions des canaux (2 &eo = 128 nm) et le diamétre des nano-sphéres (37 nm) est théo-
riquement d'environ 3.4. Cependant, ce rapport pourrait varier en raison d'une hétérogénéité
des tailles des canaux et du diamétre des nano-sphéres.
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Figure 4.21 : Histogramme des diameétres des nano-sphéres FF8793 mesurés a partir de la
diffusion des billes dans ’eau.
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En effet, nous pouvons voir sur la Figure.4.21 que la distribution du diameétre des nano-
spheres mesurée a partir de la diffusion des billes dans de I'eau est large. La valeur la plus
probable est de 37 nm (valeur prise dans les modéles) mais la médiane vaut 50 4+ 11 nm. Le
diamétre médian donné par le fabriquant est de 45 + 7 nm.

Ce résultat suggere donc que la viscosité in situ calculée est bien reliée au parameétre F
décrivant les effets hydrodynamiques dans le modéle de E. M. Johnson et al. lorsque le rapport
R/Vk est grand.

Nous nous sommes également intéressés aux effets d'obstruction (S) induits par la tor-

tuosité. A partir de I'équation 4.29 et de I'équation 4.50, nous pouvons écrire :

N
S = 4.51
NLin ( )

Nous avons donc tracé les valeurs expérimentales de ce rapport en fonction de la concen-

tration des gels (cf. Figure.4.22).

08¢

06! ,-inll_av-;-
0.4-@%’@%%%

03 04 06 1 1.5 2
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N
NLin

0.27

[}

Figure 4.22 : Evolution des effets d’obstruction pour les nano-sphéres en fonction de la concen-
tration des gels. La courbe de couleur cyan correspond a la courbe théorique dans le modéle
d’Ogston.

Pour modéliser S, nous avons choisi d'utiliser le modele d'Ogstén car : 1) ce modéle ne
dépend pas de parameétres numériques, 2) la dépendance des effets d'obstruction en fonction
de la concentration est plus faible pour le modeéle d'Ogston (S o exp (¢%°)) que pour celui
de Johnson (S o exp (¢)) ce qui se rapproche le plus de nos expériences.

Nous pouvons voir, comme attendu, que les effets d'obstruction (;’) augmentent quand
la concentration des gels augmente. Méme si la courbe théorique (en cyan) ne reproduit
pas fidelement nos résultats expérimentaux, nous pouvons tout de méme observer la méme

tendance et surtout la valeur moyenne de S ~ 0.5 qui reproduit bien nos observations.
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Nous avons finalement tracé les viscosités linéaires théoriques combinant les effets d'obs-
truction du modéle d'Ogston et les effets hydrodynamiques du modele de Jonhson et al.
(cf. Figure.4.23) pour les comparer aux mesures expérimentales de 7.;,. Théoriquement, la

viscosité linéaire peut se ré-écrire comme suit :

M = 7; = (4.52)
107 . _
e =ML (MPa.s) %

@ ¥
g e
£ 10 55 @
" aRe
g e

10°

03 04 06 1 15 2
Concentration (%)

Figure 4.23 : Evolution de la viscosité linéaire ng;, en fonction de la concentration en gel
d’agarose pour les nano-spheres. Les viscosités linéaires sont modélisées par l’équation 4.52

Nous pouvons voir sur la Figure.4.23 que la courbe théorique des valeurs de viscosités
linéaires ainsi définie reproduit bien les données expérimentales pour des concentration infé-
rieures a 2%.

Nous avons donc considéré par la suite que le modele d'Ogston était pertinent pour
modéliser les effets de tortuosité dans nos expériences. La tortuosité géométrique pourrait
étre définie comme étant égale a \/1/75 Ce résultat vient valider la méthodologie développée

dans ce chapitre pour extraire le paramétre de complexité local et les viscosités in situ locales.

4.4.2.2 Evolution des viscosités locales déterminées par 1’utilisation de na-

notubes

Nous avons procédé de la méme maniere avec les nanotubes. Nous avons tracé les viscosités
linéaires et in situ obtenues avec la diffusion des nanotubes (cf. Figure.4.24).

Nous avons considéré que les nanotubes étaient rigides et que leur rayon hydrodynamique
correspondait a celui d'ellipsoides [149] de grand rapport d'aspect. Quand L/d > 1, R, =
\/mLd/4. Le rayon moyen expérimental calculé a partir de cette équation était de 33 nm.

Comme avec les nano-sphéres, nous avons superposé les courbes théoriques sur les valeurs
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Figure 4.24 : Fvolution de la viscosité linéaire np;, et in situ n,, en fonction de la concentration

en gel d’agarose pour les nanotubes. Les viscosités linéaires et in situ sont modélisées par les
équations 4.52 et 4.50.

expérimentales des viscosités in situ. Les courbes théoriques reproduisent remarquablement
bien les données expérimentales obtenues a partir de |'analyse de la diffusion "anormale"
instantanée sur toute I'échelle de concentrations des gels a la différence des nano-sphéres qui
pouvaient étre piégées dans les gels les plus concentrés.

Nous avons également tracé |'évolution des effets d’obstruction en fonction de la concen-
tration (cf. Figure.4.25).
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Figure 4.25 : FEvolution des effets d’obstruction en fonction de la concentration en gel d’aga-
rose. La courbe cyan correspond au modéle d’Ogstin.

Nous pouvons voir sur la Figure.4.25 que les effets d'obstruction augmentent quand la

concentration augmente comme dans le cas des nano-sphéres. La tendance de la courbe
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théorique du modeéle d'Ogston reproduisent raisonnablement bien les données expérimentales.
En conclusion, cette étude indique que les nanotubes accedent effectivement a des espaces
plus confinés que les nano-sphéres et que leur diffusion est moins affectée par les effets de

tortuosité (Snr < Snano—sphere) grace a leur plus petits diamétres.

Remarque sur les déviations standards du paramétre de complexité o et de la viscosité in situ 7, :

Pour chaque trajectoire, la déviation standard du paramétre de complexité («) et des visco-
sités in situ locales pourrait nous permettre de mesurer les hétérogénéités de structures et/ou
de viscosité intrinseque au sein de la trajectoire. Comme pour les applications biologiques,
nous utiliserons uniquement la diffusion des nanotubes de carbone pour leur meilleure acces-
sibilité (et propriétés de photoluminescence dans le proche infra-rouge), nous nous sommes

intéressés principalement aux déviations standards obtenues avec les nanotubes.

0.8 . =
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“ ﬂ ﬁ i
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Figure 4.26 : Déviation standard des paramétres o et des viscosités in situ obtenus avec la
diffusion des nanotubes.

Nous pouvons voir sur la Figure.4.26 que la déviation standard médiane du parametre «
est relativement constante et vaut 0.45. Elle peut néanmoins dépendre fortement des trajec-
toires considérée (interaction non-spécifique résiduelle nanotube-gel). La déviation standard
des viscosités in situ varie quant a elle en fonction de la concentration. Sa valeur moyenne
est de 5 mPa.s et sa valeur maximale est de 10 mPa.s pour un gel a 2%.

En comparant I'amplitude des distributions des valeurs de viscosités (cf. Figure.4.24) et de
« (cf. Figure.4.17) et I'amplitude de la distribution de leur déviation standard (cf. Figure.4.26),
nous pouvons voir que les amplitudes des distributions sont comparables ce qui suggeére que
I'ensemble des valeurs mesurées vérifient |'hypothése ergodique.

Nous pouvons également noter que dans le cas des nano-spheéres : 1) les déviations stan-
dards du parametre de complexité local en fonction de la concentration ne sont pas constantes,
2) le nombre de points par trajectoire est plus faible. Ces deux informations nous ont éga-

lement conforté dans notre choix d’utiliser les nanotubes de carbone pour sonder |'espace
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extra-cellulaire de tranches de cerveaux.

4.4.2.3 Estimation de la viscosité intrinseque du fluide contenu dans les gels

A partir de I'équation 4.50 de la page 112, nous pouvons calculer les viscosités intrinséques
du fluide contenu dans les gels. Pour les calculer, nous avons pris en compte ici les dimensions

caractéristiques moyennes des interstices des gels estimées dans la Section 4.4.2.

Noo (mPa.s)

0.3 04 0.6 1 1.5 2
Concentration %

Figure 4.27 : Viscosités intrinseques du fluide contenu dans les gels obtenues a partir de la
diffusion des nanotubes. Les lignes pointillées (cyan) correspondent a la viscosité des solutions
de DOC : 1,0 = 1.5 £ 0.7 mPa.s.

Nous pouvons voir sur la Figure.4.27 que, comme attendu, la viscosité intrinséque locale
du fluide mesurée au sein des gels d'agarose varie peu en fonction de la concentration des
gels. La zone grisée correspond a la viscosité des solutions de DOC (75,0 = 1.5+ 0.7 mPa.s.)
utilisés pour fabriquer les gels et mesurée a partir de la diffusion des nanotubes en absence de
gel. Au vu des incertitudes de mesures, nous pouvons considérer que les valeurs des viscosités
intrinseques 7., obtenues dans les gels sont cohérentes avec celle obtenue dans du DOC en
absence de gel. La dispersion des points pourrait venir de I'"hétérogénéité des tailles de canaux
ainsi que d'un effet de température. En effet, lors des expériences, la température pouvait

varier entre 21°C et 25°C en fonction des échantillons.

En conclusion, les valeurs numériques des différents parametres calculées et mesurées a

partir de la diffusion des nanotubes dans les gels sont regroupée dans le tableau 4.3.
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¢ Eiheo Ry, o NLin | Mo (MPa.s) F Moo
(Y%om) | (nm) | (nm) (mPa.s) (mPa.s)
0 00 33 1.5 £ 0.7
0.3 260 36 0.87 £ 0.22 3.4 14406 | 076 £0.02 | 1.0 £ 0.3
0.4 210 30 0.6 £ 0.22 6.1 1.6 +£1.0 | 0.75£003 | 1.2+04
0.6 155 40 0.67 £ 0.22 4.7 1.5+09 | 059 =003 | 09=+0.2
1 104 32 0.71 £ 0.23 8.5 23+£14 | 052002 | 1.2+£04
1.5 7 32 0.63 = 0.23 10.7 2714 | 042002 | 1.1 £04
2 62 27 0.54 + 0.22 15.3 34+£21 | 037£002 | 1.3£0.2

Table 4.3 : Récapitulatif des valeurs des différents paramétres pris en compte pour calculer la
viscosité intrinséque du fluide contenu dans les gels 7so.

Finalement, en connaissant la taille moyenne caractéristique des gels ou toute autre struc-
ture complexe (£) et a partir de la viscosité intrinseque du fluide, 7., contenu au sein des
structures, il est maintenat possible de modéliser la viscosité in situ, 1,, qui serait vue par des

objets de différentes tailles et en particulier semblables a celle des molécules de I'ECS.

o

50 100 200 300 500
¢ (nm)

Figure 4.28 : Viscosités in situ vues par différents nano-objets en fonction des dimensions
caractéristiques : molécules de 1 4 10 nm (rouge), nanotubes de 400 a 900 nm de longueur
(vert) et billes de 15 a4 50 nm de diamétre (blew) pour 1o = 1 mPa.s.

La Figure.4.28 montre la viscosité in situ qui serait vue par des molécules sphériques dont
le diamétre varie entre 1 nm et 10 nm (rouge), des nanotubes de 1 nm de diamétre et de
longueur variant entre 400 nm et 900 nm (vert) et des billes de diamétre variant entre 15 nm
et 40 nm (bleu) en fonction des dimensions caractéristiques des canaux dans lesquelles elles

diffusent.
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4.5 Extraction du parametre de complexité et de la
viscosité in situ locales au sein de ’espace extra-

cellulaire de tissus de cerveaux vivants

Au vu de ces résultats, nous avons donc choisi d'utiliser le modele de diffusion anormale
pour mesurer la complexité et les viscosités locales in situ de |'espace extra-cellulaire vues par
les nanotubes.

Dans cette partie, nous allons donc : (i) réanalyser les trajectoires de nanotubes de car-
bone diffusant dans I'espace extra-cellulaire de tranches de cerveaux de rats sains ou altérés
chimiquement présentées dans le Chapitre 3 et (ii) analyser des données supplémentaires de
nanotubes diffusant dans |'espace extra-cellulaire de tranches de cerveaux de souris sains et
altérés dans le cadre d'un modele de maladie de Parkinson, avec la méthodologie développée

dans ce chapitre.

4.5.1 Caractéristiques de I’espace extra-cellulaire de cerveaux

de rats sains et altérés induites chimiquement

Parameétre de complexité local de I'ECS de tranches de cerveaux de rats sains

et altérés chimiquement :

Nous avons présenté dans le Chapitre 3 I'étude de la diffusion de nanotubes pour analyser
les dimensions et la viscosité linéaire de |'espace extra-cellulaire de tranches de cerveaux de
rats. Nous avions étudié des cerveaux sains et des cerveaux dont la matrice extra-cellulaire
avait été altérée chimiquement in vivo par l'introduction d'une enzyme, la hyaluronidase qui
digere |'acide hyaluronique. L'analyse du Chapitre 3 ne décorrélait pas les effets de tortuosité et
hydrodynamiques et fournissait simplement la viscosité linéaire 1.;,. Nous allons maintenant
réanalyser ces données avec le protocole présenté dans le début de ce chapitre pour obtenir
la complexité et la viscosité in situ 7,

La Figure.4.29 montre ainsi, les parametres de complexité de I'ECS de cerveaux de rats
dans les deux conditions considérées.

Nous pouvons voir que le paramétre de complexité («) est plus grand pour les cerveaux
dont la matrice a été altérée ce qui indiquerait que les mouvements de diffusion des nanotubes
sont devenus plus libres. Ce résultat suggere que le degré de complexité de I'ECS altéré est plus
faible suite a I'injection de I'enzyme qui a pour propriété de détruire la matrice extra-cellulaire.

De plus, la médiane de la déviation standard du paramétre fractal (std(a) en rouge)
suggere qu'au sein d'une méme trajectoire, les nanotubes diffusant dans les matrices altérées

sondent des zones plus hétérogenes, c'est a dire avec des complexités plus variables que dans
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Figure 4.29 : Paramétre de complexité de l’espace extra-cellulaire de cerveaux de rats sains et
altérés chimiquement.

le cas des matrices saines. Ce résultat est cohérent avec les résultats obtenus dans le Chapitre
3 montrant |'apparition d'une deuxiéme population dans les coefficients de diffusion qui ont

indiqué que I'enzyme altérait la matrice de maniére locale et non-uniforme (cf. Figure.3.23).

Viscosités locales de I’ECS de tranches de cerveaux de rats sains et altérés

chimiquement :

Nous avons ensuite calculé les viscosités linéaires et in situ de I'espace extra-cellulaire

des tranches de cerveaux (cf. Figure.4.30.A-B). De maniére évidente, les viscosités linéaires
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Figure 4.30 : Distributions des valeurs médianes des viscosités linéaires (A) et in situ repré-
sentées en échelle linéaire (B) et en échelle logarithmique (Bbis) locales vues par les nanotubes
obtenues chez les rats en fonction de laltération. C) Déviations standards des viscosités in situ.
D) Contributions des effets d’obstruction (S).

et in situ de I'ECS de cerveaux intacts sont plus grandes que celles des matrices altérées

(NLin > Ma) dl @ une forte tortuosité dans les cerveaux. Les déviations standards des viscosités
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in situ au sein de chaque trajectoire (cf. Figure.4.30.C) sont supérieures a ~ 10 mPa.s ce
qui est supérieur a la valeur maximale obtenue dans les gels d'agarose. Ces valeurs suggérent
que les dimensions locales et/ou les viscosités intrinséques locales varient fortement au sein
d'une méme trajectoire. Notons que les effets d'obstruction (S, cf. Figure.4.30.D) sont plus
grands pour les matrices saines que pour les matrices altérées ce qui suggere que la tortuosité
géométrique (~ \/1/75) est plus grande dans les matrices saines. Comme ce parametre évolue
dans le méme sens que le paramétre «, nous choisirons par la suite de ne pas le représenter

pour éviter les redondances.

A partir de I'analyse dynamique de la distribution des déplacements au carré (DSD) présen-
tée dans le Chapitre 3, nous connaissons les plus petites dimensions caractéristiques moyennes
de I'espace extra-cellulaire pour les matrices saines et altérées. Nous avons donc pu calculer
les viscosités intrinséques (7)) de |'espace extra-cellulaire des tranches de cerveaux de rats en
faisant I'approximation d’utiliser les valeurs moyennes des dimensions. Les valeurs numériques

sont regroupées dans le tableau 4.4.

¢ (nm) o NLin Na Neo mPa.s

Matrices 150 £ 40 0.57 £ 0.26 51 14.0 £ 6.6 3.6 +£0.9
saines

Matrices 270 + 60 0.70 £ 0.09 25 105 £ 132 | 3.5 +24
altérées

Table 4.4 : Récapitulatif des valeurs numériques prises en compte pour calculer la viscosité
intrinséque (M) du fluide contenu dans ’ECS de cerveauz de rats.

En supposant que les dimensions locales sont homogenes pour chaque trajectoire considé-
rée, ces résultats suggerent que les viscosités intrinseques moyennes de |'espace extra-cellulaire
sont similaires pour les matrices saines et altérées. lls suggérent également que (i) I'hétéro-
généité du parametre de complexité est plus petite dans les matrices altérées que dans les
matrices saines et que (ii) I'hétérogénéité des viscosités intrinseques est plus grande dans les
matrices altérées que dans les matrices saines. Cela pourrait provenir de |'approximation forte
d'utiliser une taille moyenne des dimensions de I'ECS qui est plus hétérogéne dans le cas des
matrices altérées (cf. Figure.4.29 a droite).

L'effet de I'enzyme est donc de réduire la tortuosité moyenne du cerveau et non d'en
changer la viscosité intrinseque moyenne. Le résultat est raisonnable car dans un cerveau sain,
I'acide hyaluronique agit comme un réseau et non comme un constituant soluble du fluide de
I'ECS. Dans un cerveau altéré chimiquement, les résultats suggerent que I'acide hyaluronique
serait, dans certaines régions, dissout dans le fluide contenu dans I'espace extra-cellulaire.

Il n'est pas non plus exclu que d'autres mécanismes entre en jeu dans I'hétérogénéité des
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viscosités intrinseques moyennes.

Ce travail est encore en cours. |l s'agira par la suite de prendre en compte les dimensions
caractéristiques locales de I'ECS tout au long de la trajectoire et non des valeurs moyennes
pour quantifier plus précisément les variations de viscosités intrinséques. Nous pouvons noter
que dans ces expériences et avec le modele de diffusion anormale, les viscosités intrinseques
obtenues ne sont pas égales a la viscosité du fluide cérébrospinal qui a été estimé a des valeurs
étonnamment faibles entre 0.7 mPa.s et 1 mPa.s selon les conditions expérimentales [118]

mais sont légérement supérieures.

4.5.2 Caractéristiques de ’espace extra-cellulaire de cerveaux
de souris sains et dans un modele de la maladie de Par-

kinson

Nous avons récemment utilisé la méme méthode pour étudier les caractéristiques de |'es-
pace extra-cellulaire du cerveau dans un autre systéme, a savoir, des souris saines et des souris
servant de modele de maladie de Parkinson. Nous ne rentrerons pas dans les détails de cette
nouvelle expérience, mais nous en donnerons les grandes lignes pour nous concentrer sur les

analyses a partir du protocole décrit dans ce chapitre.

Protocole expérimental :

Pour ces expériences, nous avons utilisé 16 souris males C57BL/6J (Charles River), agées
de 10 semaines. Les expériences ont été approuvées par l'instance "Animal Care and Use
Commitee" de I'Université de Bordeaux/CNRS (Licence APAFIS : 5520-2016052514328805").
Les expériences ont été conduites avec Chiara Paviolo, post-doctorante dans le groupe et en
collaboration avec le groupe de E. Bezard et plus particulierement avec Fédérico Soria, post-
doctorant au sein de I'Institut des Maladies Neurodégénératives (CNRS UMR 5293, Bordeaux,
France). La maladie de Parkinson est une maladie neuro-dégénérative qui serait induite par
une forme mal-repliée d'alpha-synucléine. La forme "normale" de cette protéine n'induirait pas
de dégradation de la matrice extra-cellulaire.

Nous avons choisi dans cette these de ne pas décrire en détail les protocoles de préparation
des échantillons qui ont été réalisés par F. Soria. Cependant, nous pouvons considérer sché-
matiquement que nous étudions les propriétés rhéologiques de cerveaux de souris dans trois
conditions physiopathologiques : des cerveaux sains (Contrdle), des cerveaux dans lesquels
nous avons injecté une forme normale de I'alpha-synucléine (NLB) et des cerveaux dans les-
quels nous avons injecté la forme mal-repliée (LB). L'alpha-synucléine normale et mal-repliée
ont été prélevées sur des patients atteints de la forme sporadique de la maladie de Parkinson.

Les différentes formes ont été purifiées par un gradient de sucrose [171] [172] et soniquées.
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4.5 Extraction du parametre de complexité et de la viscosité in situ locales au sein de
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Nous avons ensuite injecté les nanotubes dans le ventricule latéral 4 mois aprés I'inoculation
de I'alpha-synucléine. Les souris ont été sacrifiées 2 heures apres l'injection des nanotubes
par dislocation cervicale et I'imagerie a été réalisée dans des conditions similaires a celles des
cerveaux de rats (cf. Section 3.2.1 du Chapitre 3) en ajustant cependant la composition de

I'’ACF pour les souris.

Parametre de complexité de I'ECS de cerveaux de souris :

La Figure.4.31 montre les distributions du parametre de complexité obtenu pour chaque
condition.
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Figure 4.31 : Paramétre de complexité de l’espace extra-cellulaire de cerveaur de souris en
fonction des altérations induites.

Nous observons que le parametre de complexité dans les cerveaux sains est de |'ordre de
1 ce qui suggere que les nanotubes ont des mouvements de diffusion quasi-libres. Pour les
animaux auxquels on a injecté la forme non-malade de I'alpha-synucléine (NLB), le paramétre
de complexité est de I'ordre de 0.58. Notre interprétation est que |'ajout de cette substance
induirait une inflammation des tissus et la prolifération des astrocytes ce qui pourrait expliquer
que la complexité de |'espace extra-cellulaire ait augmenté. Pour les cerveaux auxquels on a
injecté I'alpha-synucléine malade (LB), le paramétre de complexité est légérement supérieur
a celui des NLB. Ce résultat suggere que la complexité des cerveaux malades a diminué en
moyenne et cela s'accompagne d'une plus grande hétérogénéité des valeurs de o observés.

Les résultats d'analyses histologiques réalisées par nos collaborateurs de I'lMN, ont suggéré
que la forme toxique d'alpha-synucléine activait les microglies du cerveau qui induisait une
dégradation de la matrice extra-cellulaire qui se traduirait par une diminution de la complexité.
Cette observation serait donc en accord avec les résultats présentés sur la Figure.4.31.

Notons que les médianes des déviations standards du paramétre de complexité (cf. Fi-
gure.4.31 a droite et en rouge) pour les cerveaux NLB et LB sont légérement inférieures a
celle des cerveaux controle et les écarts sont de I'ordre de ceux obtenus avec les gels d'agarose

(cf. Figure.4.26, std(«) ~ 0.45). Ce résultat suggére que les complexités locales vues par les
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nanotubes au sein d'une méme trajectoire ne sont pas tres hétérogenes.

Viscosités de I’ECS de cerveaux de souris en fonction des altérations

induites :
Nous avons également mesuré les viscosités linéaires et in situ locales dans I'ECS de

cerveaux de souris (cf. Figure.4.32).
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Figure 4.32 : Distributions des viscosités linéaires et in situ locales vues par les manotubes
obtenues chez les souris en fonction de [’altération.

Les viscosités linéaires et in situ médianes vues par les nanotubes (lignes rouges) sont
du méme ordre de grandeur quelles que soient les conditions expérimentales mais avec des
variabilités beaucoup plus importantes dans les conditions LB et NLB. De plus, les valeurs
de viscosités varient plus fortement pour les souris LB. Ces observations recoupent, comme
attendu, celles présentées pour le parameétre «. Par ailleurs, la forte hétérogénéité de la viscosité
in situ dans les conditions NLB et LB est encore plus évidente au sein d'une méme trajectoire
comme indiqué par 'analyse de la déviation standard (std(«)) de la Figure.4.32.

Ces résultats sont encourageants et d'autres expériences sont en cours pour confirmer ces
résultats.

4.5.3 Cartes de viscosités in situ locales de ’ECS de cerveaux
vivants qui seraient vues par des molécules sub-micrométriques

de différentes tailles

Au cours de ce chapitre, nous avons vu qu'il était possible de mesurer et analyser la viscosité
vue par un nanotube dans un espace complexe 7, et d'extraire la viscosité intrinseque du fluide
qui le compose 7,. Ceci a été rendu possible car les paramétres de tortuosité et les parameétres
hydrodynamiques ont été décorrélés (S et F). Il est donc maintenant possible de générer les
cartes de viscosité pour des nano-objets de tailles arbitraire diffusant dans I'ECS de cerveau

(neurotransmetteurs, protéines...).
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Pour cela, nous avons dans un premier temps généré la carte des paramétres de complexité

« locaux a partir de la trajectoire d'un nanotube (cf. Figure.4.33).

Figure 4.33 : FExemple de carte représentant le paramétre de complexité au sein de I’ECS d’un
rat sain. Les dimensions de cette figure sont de 1.5 um x 1.7 um.

Pour cette trajectoire la valeur médiane du parametre « local était de 0.71 + 0.13 ce qui
suggere que ce nanotube était la plupart du temps confiné (a < 0.75) mais avec de fortes
variations locales comme nous pouvons le voir sur la Figure.4.33.

Nous avons ensuite calculé les valeurs médianes des viscosités linéaires, in situ et intrin-
seque. Pour calculer la viscosité intrinseque, nous avons supposé que les dimensions caracté-
ristiques locales étaient constantes et égale a 150 nm. Les valeurs médianes et les déviations

standards pour cette trajectoire sont regroupées dans le tableau 4.5.

Nrin (MPa.s) Mo (mPa.s) Moo (mPa.s)
Valeurs médianes 21.3 £ 10.2 9.3 £ 3.2 24 £0.38

Table 4.5 : Récapitulatif des valeurs médianes de viscosités locales linéaires, in situ et intrin-
seques au sein de ’ECS d’un cerveau de rat sain.

Afin de rendre compte de |'hétérogénéité locale des propriétés de I'espace extra-cellulaire
de cerveaux, nous avons ensuite représentée les cartes de viscosités linéaires et in situ locales
(cf. Figure.4.34.A-B). Comme attendu, les valeurs de viscosités in situ locales sont nettement
plus faibles que les viscosités linéaires.

La Figure.4.35.A montre maintenant la carte des viscosités locales intrinseques 7., en
considérant que les dimensions caractéristiques locales sont constantes, et les Figure.4.35.B-
D montrent des cartes de viscosités in situ locales qui seraient vues par des molécules de 5
nm, 20 nm et 40 nm de diamétre. L'échelle de couleur sur la Figure.4.35 est 10 fois plus
petite que celle de la Figure.4.34. Comme attendu, plus la tailles des molécules augmente,
plus les viscosités in situ locales augmentent. Cette méthodologie pourrait ainsi s'avérer tres
prometteuse pour étudier les propriétés de diffusion des différents constituants de I'ECS du

Ccerveau.
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Figure 4.34 : Exemple de cartes montrant les viscosités locales linéaires, in situ et intrinséques
de UECS d’un cerveau de rat sain. Les dimensions de chaque carte sont de 1.5 ym x 1.7 ym.

5 5
4 4
3 . 3
&‘8 ‘:'Ig
2 2
1 1
0 0
5 5
4 4
i 3 = 3 =
o 2 =
| < ) =
.il-:ﬂl . 1 1
s 0 0

Figure 4.35 : Ezemple de cartes montrant les viscosités locales in situ de ’ECS d’un cerveau
de rat sain qui seraient vues par des molécules de 5 nm, 20 nm et 40 nm de diamétre. Les
dimensions de chaque carte sont de 1.5 um x 1.7 pm.

Remarquons que pour aller plus loin dans I'analyse fine des viscosités vues par des molécules
de tailles arbitraires, il nous faudra utiliser les dimensions caractéristiques locales de I'ECS.

Ceci sera possible grace aux cartes super-résolues présentées au Chapitre 3.

Quelques pistes pour aller plus loin :

La principale limite du modeéle développé dans ce chapitre est que les valeurs des « sont
dégénérées pour des concentrations en gel variant de 0.4% a 1%, c'est a dire lorsque le
nanotube fait des mouvements de reptation (a = 0.75). Cette dégénérescence ne nous permet
pas de mesurer les dimensions locales caractéristiques avec ce modeéle dans le régime de

reptation. Pour pallier a ce probléme, il pourrait étre intéressant d'utiliser les valeurs de « en
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fonction de du rapport L pour lever la dégénérescence et/ou d'utiliser la diffusion rotationnelle
des nanotubes dans le régime de Doi.

Il pourrait également étre intéressant d'utiliser les valeurs de o négatives qui pourraient
correspondre au cas ou les nanotubes reviennent sur leurs pas sur les échelles de temps

considérés (~ 300 ms) pour révéler les cul-de-sacs rencontrés par le nanotube (cf. Figure.4.36).

Figure 4.36 : Exemple de carte montrant les sites ou le parameétre o est négatif. Les dimensions
de cette carte sont de 1.5 um x 1.7 uym.

Résumé de la procédure pour extraire les parameétres rhéologiques

Pour mesurer les paramétres rhéologiques des milieux complexes, nous nous sommes servis
du modele de diffusion anormal des nano-objets. Dans ce modele, le déplacement quadratique
moyen (MSD) est sub-linéaire en fonction de l'intervalle de temps 7 et peut étre ajusté par
la forme fonctionnelle 7.

Pour calculer les parameétres rhéologiques sur des intervalles de temps courts et donc loca-
lement, la premiere étape consiste a extraire le parameétre de complexité o grace a I'équation
4.47. Connaissant «, il est maintenant possible de calculer la viscosité in situ, n, grace a I'équa-
tion 4.43. Cette viscosité in situ contient les effets hydrodynamiques F' (Equation 4.30) et les
effets visqueux, 7). Elle dépend du rayon hydrodynamique des nano-objets (R;, = \/mLd/4
pour les nanotubes) et des dimensions locales £. A partir de la connaissance de £ mesuré dans
le Chapitre 3 a I'aide de I'analyse dynamique des DSD (Equation 3.3), nous pouvons estimer
les effets hydrodynamiques F' et calculer la viscosité intrinseque du fluide contenu dans les

canaux présents dans les réseaux (Equation 4.50).

4.6 Bilan du Chapitre 4

Nous avons exposé dans ce Chapitre différents modéles de diffusions de nano-objets de

forme sphérique et cylindrique dans des fluides homogenes et dans les espaces encombrés
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comme les gels d'agarose et |'espace extra-cellulaire de cerveaux de rongeurs.

Nous avons vu dans un premier temps que la diffusion des nanotubes dans un fluide
homogene pouvait étre modélisé par celle d'objets cylindriques. Pour des nanotubes considérés
comme rigides et de grands rapports d'aspect, les modeles de diffusion couramment utilisés
dans la littérature convergent avec des écarts relatifs inférieurs a 10%. Nous avons utilisé ici
le modele de Perrin et al. dont la forme fonctionnelle est la plus simple.

Nous avons également vu que les nanotubes peuvent se mouvoir dans les espaces en-
combrés méme si leurs dimensions caractéristiques locales sont inférieures a la longueur des
nanotubes.

Dans le Chapitre précédent, nous avions mesuré la viscosité linéaire de I'ECS de cerveaux
de rats. Comme nous |'avons vu, cette viscosité dépendrait de la viscosité intrinséque du fluide
contenu entre les obstacles mais aussi de la densité d'obstacle rencontrés. Pour décorréler les
effets dus aux obstacles (augmentation du chemin pris par les molécules pour contourner les
obstacles) et les effets dus a la viscosité, nous nous sommes servis du modéle de diffusion
"anormale".

Ce modeéle nous a permis de mesurer le paramétre de complexité («) et la viscosité in situ
des milieux vue par les nanotubes. En comparant les résultats expérimentaux obtenus a partir
de la diffusion de billes et de nanotubes dans les gels d'agarose et les modeles de diffusion déja
existants dans la littérature, nous avons conclu que la viscosité in situ pourrait étre modélisée
par la contribution des forces visqueuses décrites dans le modele de Johnson et al. [158]. Ce
modele de diffusion macroscopique permet de séparer la contribution hydrodynamique et la
contribution stérique (tortuosité) dans les coefficients de diffusion des nano-objets.

A partir des résultats obtenus pour les viscosités linéaires et in situ, nous avons vu que
dans notre cas, les effets stériques pouvaient étre modélisés par le modéle d'Ogston [148].
Cette observation a suggéré que le modeéle de diffusion "anormale" des nano-objets dans les
espaces encombrés permettait de s'affranchir de I'augmentation de chemin pris par les objets
d{ a la présence des obstacles.

Nous avons ensuite appliqué I'analyse dynamique de la diffusion "anormale" des nanotubes
a I'espace extra-cellulaire de cerveaux de rongeurs intacts. Ce travail est encore en cours et
les résultats numériques sont susceptibles d'étre affinés. De maniére générale, nous avons vu
que lorsque la matrice extra-cellulaire est dégradée chimiquement ou pathologiquement, le
paramétre de complexité moyen variait tandis que la viscosité in situ moyenne vue par les
nanotubes n'était pas significativement différente. Cependant, les déviations standards des
viscosités sont tres grandes ce qui montrerait que les propriétés rhéologiques locales sont tres
hétérogenes.

En connaissant les dimensions caractéristiques locales moyennes au sein de chaque trajec-

toire, nous avons modélisé la viscosité in situ locale qui serait vue par des molécules de tailles
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(< 10 nm) semblables a celles de neuro-transmetteurs ou autres molécules de I'ECS.

Il pourrait étre intéressant, par la suite, d'utiliser des nanotubes dont le rayon hydrodyna-
mique est similaire a celui de petites molécules. De cette facon, les viscosités in situ vues par
ces nanotubes et celles qui seraient vues par de petites molécules seraient similaires. Il faudrait
pour cela disposer de nanotubes de carbone photoluminescents ultra-courts. Cela fera I'objet

du chapitre suivant.
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Chapitre 5

Génération de nanotubes de carbone
ultra-courts luminescents par

localisations des excitons

L'utilisation de nanotubes ultra-courts (L < 100 nm) dont la taille s’approche de celle des
molécules de I'ECS pourrait étre trés utile pour mesurer les propriétés rhéologiques locales
en complément des études présentées dans les chapitres précédents. Cependant, nous allons
voir que de tels nanotubes ultra-courts ne sont pas intrinsequement photoluminescents car ils

seraient alors plus petits que la longueur de diffusion des excitons (L. ~ 100 nm).

Nous allons présenter dans ce chapitre comment nous avons pu générer pour la premiere
fois des nanotubes ultra-courts photoluminescents. Cette stratégie est basée sur I'introduction
de défauts luminescents agissant comme des centres émetteurs localisés. Nous présenterons
également une étude au niveau du tube individuel utilisant la microscopie de super-résolution
pour révéler la position de localisation des excitons sur ces sites émetteurs avec des résolutions

sub-longueur d'onde.



CHAPITRE 5 : Génération de nanotubes de carbone ultra-courts luminescents par
localisations des excitons

5.1 Etat de ’art

5.1.1 Photoluminescence des nanotubes en fonction de leur lon-

gueur

Le taux de luminescence des nanotubes dépend entre autres de la durée de vie des excitons
qui peut étre affectée par la présence de défauts de structure [52] ou d'impuretés introduites
lors de la synthese des nanotubes. Les bouts des nanotubes sont en général particulieérement
riches en défauts luminescents générés par exemple lors des étapes de sonication pour les
encapsuler. Les nanotubes que nous étudions sont ainsi en général des nanotubes dont les
extrémités sont "ouvertes" [56]. En étudiant I'intensité de photoluminescence de solutions
de nanotubes triés par longueur, T. Hertel et al. ont montré que plus la longueur des na-
notubes diminuait plus le rendement quantique et donc la luminescence diminuait [66] (cf.
Figure.5.1.A). Ce résultat a suggéré que les bouts des nanotubes possédaient bien des défauts
de structure qui induisent une recombinaison non-radiative des excitons limitant fortement
I'intensité de photoluminescence. Nous pouvons noter qu'aucune mesure de luminescence n'a

été réalisée pour des nanotubes de longueur inférieure a 200 nm (cf. Figure.5.1.A).

A B o datasetA /'
O datasetB /

1.0 % l% % 1 A datasetC/
X 106 | /
5 0.8- § 0
© ]
2 2

>

5 0.6 § é
=
<] =
& 044 S 2 108 2
_ [}
o 0.24 o PL quantum yield IS

0.0 T T T T T T L + x

0 200 400 600 800 1000 100 300 1000 4000
Length / nm Length / nm

Figure 5.1 : A) Efficacité quantique de solutions de nanotubes suspendus en fonction de leur
longueur, B) Intensité de photoluminescence de nanotubes de carbone individuels en fonction
de leur longueur. Figures reproduites des références [66] et [173]

Une étude reportant un résultat similaire a également été réalisée sur des nanotubes
individuels et a montré que I'intensité maximale de photoluminescence était linéaire avec la
longueur des nanotubes [173] (cf. Figure.5.1.B).

En combinant I'imagerie par absorption modulée et I'imagerie de fluorescence, Laura Oud-
jedi et al. ont montré au sein de notre groupe que la longueur des nanotubes mesurée sur les
images d'absorption était plus grande que celle mesurée sur les images de fluorescence [47]

(cf. Figure.5.2). La différence entre ces deux mesures provient de la longueur de diffusion des
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Figure 5.2 : A) Image d’un nanotube individuel obtenue par microscopie confocale d’absorp-
tion modulée, B) Image du méme nanotube obtenue par microscopie confocale de fluorescence,
C) Profils d’intensité correspondants a l'image par absorption modulée (noir) et fluorescence
(rouge), D) Profils d’intensité simulés prenant en compte la longueur de diffusion des excitons
L¢. La ligne rouge correspond au meilleur ajustement avec L, = 120 nm. Figure reproduite de
la référence [}7].

excitons L, : sur une distance égale a la longueur de diffusion des excitons, les bouts des
nanotubes ne sont pas visibles par microscopie de fluorescence. Ce résultat est en accord avec
I'absence de mesures d'intensité de photoluminescence pour des nanotubes de longueur infé-
rieure a 200 nm dans les études précédentes. De ce fait, un nanotube ultra-court de longueur
inférieure ou égale a ~ L. ne sera pas intrinsequement luminescent. Nous allons voir que si
nous sommes capables de piéger les excitons sur des sites localisés situés sur les parois des

nanotubes, nous pourrons rendre luminescents les nanotubes ultra-courts.

5.1.2 Défauts luminescents dans les nanotubes de carbone

Récemment, il y a eu un fort engouement pour la génération de sites de luminescence loca-
lisés sur les nanotubes. L'origine de cette localisation provient de I'introduction de défauts sp?
le long des nanotubes. Nous pouvons citer les travaux des groupes de R. B. Weisman [92], S.
Doorn [174], Y. Miyauchi [175] et Y. Wang [176] qui ont utilisé différentes stratégies comme le
dopage par des atomes d'oxygéne ou I'ajout de fonctions aryle sur la structure des nanotubes
[177] [176]. Ces fonctionnalisations covalentes créent une hybridation sp® qui perturbe loca-
lement les propriétés électroniques du réseau initialement hybridé sp?. La fonctionnalisation
crée ainsi un état localisé optiquement permis et dont I'énergie de |'exciton "brillant" de plus
basse énergie £}, est inférieure a celle de I'exciton libre d'énergie Ey; (cf. Figure.5.3.A). La
Figure.5.3.A-B montre que l'intensité de photoluminescence des nanotubes fonctionnalisés est
nettement augmentée par rapport a celle des nanotubes non-fonctionnalisés et que la longueur
d’onde d'émission est décalée vers I'infra-rouge (cf. Figure.5.3.A’-B’). Le décalage en énergie
dépend de la chiralité des nanotubes et des fonctions chimiques utilisées [176] [179].

Selon I'hypotheése actuelle, suite a une excitation sur une transition optique permise, un
exciton libre est créé. Cet exciton diffuse le long du nanotube. La présence des fonctions

chimiques induits une modification des propriétés électroniques locales des nanotubes créant
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Figure 5.3 : A) Spectre de photoluminescence et A’) Carte d’excitation de la photolumines-
cence pour des nanotubes non-fonctionnalisés, B) Spectre de photoluminescence et B’) Carte
d’excitation de la photoluminescence pour les mémes nanotubes aprés la fonctionnalisation, C)

Modéle de piégeage des excitons ET, sur les sites de défauts. Figure reproduite des références
[176] et [178]

un puit de potentiel dans lequel I'exciton créé peut se piéger et se re-combiner radiativement
en émettant un photon d'énergie E},. La Figure.5.3.C résume ce mécanisme.

Dans ce contexte, nous avons postulé que l'introduction de défauts luminescents sur des
nanotubes ultra-courts devrait les rendre luminescents. Le travail présenté ici a été réalisé

en collaboration avec le groupe de YuHuang Wang (Université du Maryland) pour la partie
fonctionnalisation.

5.2 Nanotubes ultra-courts luminescents

5.2.1 Préparation des nanotubes ultra-courts

Les nanotubes utilisés pour cette étude proviennent d'un travail réalisé par Z. Gao en 2015
au sein du groupe et qui visait a étudier les propriétés d'absorption des nanotubes ultra-courts
[180].

La poudre de nanotubes (30 mg) a été mélangée a 10 ml de solution d'eau Milli-Q
contenant 0.3% de DOC (sodium Deoxycholate). La dispersion des nanotubes dans la solution
a été réalisée a I'aide d'une sonication pulsée de type sonde a une puissance de 45 W pendant
5 heures. La durée de I'impulsion était de 0.5 s et le délai entre les impulsions était de 0.2 s.
Pour cette étape, le récipient a été placé dans un bain de glace pour limiter |'augmentation de
température qui pourrait dégrader le DOC. Aprés la sonication, I'échantillon a été centrifugé
pendant 30 minutes a 3500 r.p.m. (1300 g, Eppendorf Centrifuge 5804 R) pour enlever les
agrégats et autres matériaux non-solubles. Le surnageant (9 ml) a été collecté et dilué dans

20 ml d'une solution contenant 0.3% de DOC. Apres la dilution, I'échantillon a été centrifugé
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5.2 Nanotubes ultra-courts luminescents

deux fois pendant 2 heures a 45000 r.p.m. (184000 g, Beckman Coulter) pour enlever les
agrégats et les catalyseurs. Le surnageant a été collecté et les nanotubes ont été triés par

longueurs grace a une ultracentrifugation a gradient de densité.

C
SWCNT

lodixanol C 2

50
lodixanol gg
7.5%

lodixanol v
60 %

-

Figure 5.4 : A) Gradient de densité contenant de l’iodizanol a différentes concentrations, B)
Distribution des nanotubes aprés Uultracentrifugation a gradient de densité, C) Echantillons des
nanotubes triés par longueurs. Figure reproduite de la référence [180]

Le gradient de densité a été fabriqué a partir de quatre couches successives de solutions
contenant 60%, 10%, 7.5% et 5% d'iodixanol (OptiPrep, Sigma-Aldrich). La solution de
nanotubes a été déposée sur le gradient de densité et a été centrifugé a 184 000 g pendant
3 heures a une température de 4°C. Aprés |'ultracentrifugation, les nanotubes de différentes
longueurs étaient distribués le long du gradient de densité (cf. Figure.5.4.B). Les nanotubes
ont ensuite été délicatement collectés par fraction de 0.9 - 1 ml (cf. Figure.5.4.C). Pour faciliter
la conservation et maintenir I'équilibre chimique, la concentration en DOC a été augmentée
a 1%. Les échantillons de nanotubes triés ont été stockés a 4°C.

Pour notre étude, nous avons choisi une fraction ayant une longueur médiane inférieure a 50
nm. La distribution des longueurs de ces nanotubes a été mesurée par imagerie AFM (Atomic
Force Microscopy) sur 88 nanotubes et par imagerie photo-thermique sur 472 nanotubes
[180].
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Figure 5.5 : A) Distribution des longueurs des nanotubes mesurés par AFM, B) Histogramme
des signauzx obtenus par imagerie photo-thermique (PHI)

La Figure.5.5.A montre que la longueur médiane des nanotubes était précisément de 43

nm. Le signal photo-thermique (PHI) provenant de nanotubes dispersés est proportionnel a
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I'absorption de la lumiére par les nanotubes qui est également proportionnelle a la longueur
des nanotubes. La distribution du signal PHI sur la Figure.5.5.B indique que la distribution des
longueurs est principalement uni-modale (en accord avec les longueurs mesurées par AFM) et

donc que les nanotubes sont bien individualisés.

5.2.2 Fonctionnalisation des nanotubes ultra-courts

La fonctionnalisation des nanotubes a été réalisée par Y. Piao et M. Kim, membres de
I'équipe de YuHuang Wang basée a I'Université du Maryland.

Les nanotubes sélectionnés précédemment ont été re-suspendus dans une solution conte-
nant 1% de sodium dodecyl sulfate (SDS) et du D5O. lls ont ensuite été fonctionnalisés avec
des groupes hexyl perfluorés -(CF3)5;CF3 [179]. Pour cela, les nanotubes ont été mélangés a
7.6 mM de NaHCO3; (EMD chemicals, HPLC grade) et 0.16%v de CH3CN (Acros organics,
HPLC grade, 99%). Du NayS,04 (3.6 mM, Sigma Aldrich, 85%) a ensuite été ajouté sous

agitation magnétique a température ambiante et a |'abri de la lumiére pendant 24 heures.

5.2.3 Photoluminescence des nanotubes ultra-courts

5.2.3.1 Mesures d’ensemble

Les cartes d'excitation de la photoluminescence (PLE) des nanotubes avant et aprés la
fonctionnalisation (cf. Figure.5.6) ont ensuite été réalisées. Les échantillons ont été excités
avec une source Xenon (450 W) dispersée par deux réseaux monochromateurs. La largeur
des fentes d'excitation et d'émission était de 10 nm. La photoluminescence des solutions de
nanotubes a été collectée a I'aide d'un spectro-fluorométre NanoLog (HORIBA Jobin Yvon)

muni d'un détecteur InGaAs refroidi. La carte PLE des nanotubes avant la fonctionnalisation
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Figure 5.6 : Cartes PLE des nanotubes usCNT (A) et des nanotubes f-usCNT (B).

(usCNT, cf. Figure.5.6.A) ne montre pas de signal perceptible comme attendu car la longueur

de ces nanotubes (~ 43 nm) est inférieure a la longueur de diffusion des excitons (~ 100 nm).

136



5.2 Nanotubes ultra-courts luminescents

La Figure.5.6.B indique que la fonctionnalisation rend les nanotubes ultra-courts (f-usCNT)
photoluminescents avec un pic de photoluminescence principal trés intense centré autour de
1160 nm E7; et un pic secondaire autour de 985 nm FE;;. Nous chercherons a expliquer
I'origine du pic secondaire dans la section.5.2.3.3.

Pour s'assurer que la photoluminescence ne provenait pas des fonctions chimiques ajou-
tées, nous avons mesuré les spectres d'absorption des nanotubes avant (usCNT) et apres la
fonctionnalisation (f-usCNT) (cf. Figure.5.7). Les spectres ont été réalisés directement apres la
préparation des échantillons. lls ont été enregistrés a |'aide d'un spectro-photometre Lambda
1050 UV-vis-NIR (Perkin Elmer) équipé d'un tube photomultiplicateur et d'un détecteur In-
GaAs. Les spectres d'absorption montrent un pic centré autour de 985 nm FE; ce qui suggere
que la majorité des nanotubes présents dans nos échantillons étaient de chiralité (6,5) et
qui confirme que la forte photoluminescence a I'énergie E}; ne provient pas des fonctions
chimiques mais bien des états localisés sur les sites de défauts luminescents dans le modeéle
de piégeage des excitons (cf. Figure.5.3).

0.02

0.01

Absorption (u.a.)

0.00

400 600 800 1000

Longueur d’'onde (nm)

Figure 5.7 : Spectres d’absorption des nanotubes usCNT (en noir) et f-usCNT (en rouge).

5.2.3.2 Mesures sur des nanotubes individuels

Pour savoir si la photoluminescence des nanotubes ultra-courts pouvait étre détectée a
I'échelle du nanotube individuel, nous avons ensuite mesuré les signaux de photoluminescence
des nanotubes par microscopie de fluorescence avant et apres fonctionnalisation. Les mesures
ont été réalisées a I'aide d'un microscope inversé équipé d'un objectif a huile d'ouverture
numérique 1.4 et de grossissement X60 (cf. Figure.5.8). Les échantillons de nanotubes non-
fonctionnalisés et fonctionnalisés ont été excités en champ large avec un laser continu émettant
a 568 nm (Coherent Saphirre) sur la transition Sy, des nanotubes (6,5) a une intensité
d’excitation de 0.5 kW/cm?. La polarisation du laser était circulaire pour exciter de facon

équivalente les nanotubes qui étaient dispersés sur des lamelles de microscope et qui avaient
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Figure 5.8 : Montage expérimental de fluorescence utilisé pour caractériser les nanotubes ultra-
courts.

des orientations aléatoires. Les nanotubes non-fonctionnalisés ont été imagés a I'aide d'une
caméra visible ProEM CCD (spectre de détection : 300 - 1000 nm). Comme le montre la
Figure.5.6, la longueur d'onde de photoluminescence principale des nanotubes fonctionnalisés
(Aémis > 1000 nm) ne peut pas étre détectée a I'aide de la caméra visible ProEM CCD.
Nous avons donc également utilisé une caméra infra-rouge (XEVA 1.7 320 TE3, spectre de
détection : 800 - 1700 nm). Nous avons placé un filtre passe-haut (RazorEdge 1064, Semrock)
devant la caméra infra-rouge pour sélectionner uniquement la photoluminescence venant du
pic principal E7;. Les deux caméras ont été montées sur deux bras de détection séparés par
un cube séparateur 50/50.

La Figure.5.9 montre un exemple typique des signaux obtenus pour les nanotubes non-

fonctionnalisés et fonctionnalisés.

E;; emission
usCNT

E,;* emission
f-usCNT

Figure 5.9 : Images typiques en microscopie de fluorescence de nanotubes usCNT (A) et de
nanotubes f-usCNT (B) excités a 568 nm.

La photoluminescence des nanotubes fonctionnalisés est directement visible a I'échelle

individuelle (cf. Figure.5.9.B). Le temps d'intégration utilisé pour imager les nanotubes fonc-
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tionnalisés était de 100 ms et de plusieurs secondes pour les nanotubes non-fonctionnalisés.

Nous avons ensuite tracé la distribution des intensités de photoluminescence des nanotubes

100

50 4

Nombre de nanotubes f-usCNT

0
0 5] 10 15

Intensité de PL (u.a. x10%)
Figure 5.10 : Distribution des intensités de photoluminescence des nanotubes f-usCNT.

fonctionnalisés pour 265 nanotubes (cf. Figure.5.10). Cette distribution est uni-modale ce qui
suggére que les signaux de photoluminescence enregistrés correspondent aux signaux prove-
nant de nanotubes individuels et non de paquets de nanotubes. Nous pouvons donc conclure
que nous avons obtenu pour la premiére fois des nanotubes ultra-courts luminescents et de
surcroit, avec une efficacité de photoluminescence suffisante pour les détecter au niveau du
tube individuel.

5.2.3.3 Origine de la photoluminescence a 1’énergie F;

Nous nous sommes intéressés a |'origine du pic de photoluminescence a I|'énergie Fi;
apparu sur la Figure.5.6.B et qui n’était pas présente avant la fonctionnalisation.

Pour savoir si la photoluminescence a |'énergie Fy; pouvait étre colocalisée avec la pho-
toluminescence a I'énergie E7, provenant des mémes nanotubes, nous avons simultanément
enregistré la photoluminescence des nanotubes fonctionnalisés sur les deux caméras avec des
temps d'intégration de 200 ms.

Sur la Figure.5.11, la premiére et deuxieme colonne correspondent aux signaux de photo-
luminescence détectés sur la caméra infra-rouge et la caméra visible. Les tailles des pixels sur
les deux caméras ne sont pas égales. Nous avons donc eu besoin de redimensionner la taille
des pixels des images obtenues sur la caméra visible en interpolant les images bi-linéairement
a I'aide du Plugin "Scale" de ImageJ. La troisieme colonne correspond donc a I'image redi-
mensionnée obtenue sur la caméra visible. La derniere colonne correspond a la superposition
des images obtenues sur la caméra infra-rouge et des images redimensionnées obtenues sur la

caméra visible.
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Emission E, * Emission E,, Ey; (pixels re- de I'émission
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Figure 5.11 : A) Images de nanotubes f-usCNT détectés sur la caméra IR (A) et sur la caméra
visible (B), C) Images de la colonne B redimensionnées, D) Superposition des colonnes A et C.
L’échelle est de 5 pm.

Sur la ligne 2, nous observons deux légers signaux sur la caméra visible. En superposant
les images obtenues sur la caméra visible et infra-rouge, nous voyons que les signaux sont
colocalisés.

Comme les signaux peuvent étre localisés sur les mémes nanotubes, nous avons supposé
que la génération d’excitons piégés pouvait participer au retour de fluorescence a partir d'ex-

citon non piégés. Nous avons alors envisagé trois scénarios.

Hypothése du dépiégeage thermique des excitons "localisés" :

Nous avons supposé dans un premier temps que le signal pouvait provenir du dépiégeage

thermique des excitons piégés au niveau des états localisés de défauts (cf. Figure.5.12).

Site de
piégeage

® E, . * exciton E,, exciton

Figure 5.12 : Mécanisme de dépiégeage thermique des excitons "localisés”.

Sous I'effet thermique, I'énergie de I'exciton peut migrer d'un niveau d'énergie bas vers

un niveau d'énergie plus haut induisant un dépiégeage de l'exciton qui a une probabilité
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5.2 Nanotubes ultra-courts luminescents

non nulle de se recombiner radiativement et émettre un photon d'énergie E};. Pour valider
cette hypothese, nous avons donc étudié I'influence de la température sur les spectres de

photoluminescence (cf. Figure.5.13.A).
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Figure 5.13 : A) Spectre de photoluminescence en fonction de la température, B) Courbe de
van’t Hoff des nanotubes f-usCNT.

Nous avons obtenu que plus la température augmentait, plus le pic de photoluminescence
provenant des excitons piégés diminuait. Cette dépendance pourrait étre dii au dépiégeage des

excitons sous |'effet thermique. Le rapport entre la population d'exciton qui se sont dépiégés
*

et celle d'excitons qui sont restés piégés est proportionnel au rapport des intensités —X dans

11
le modele d'analyse de van ‘t Hoff.

*

# x exp(—AEihermige/ksT) (5.1)
11

ou les intensités I3, et I1; correspondent a I'amplitude des pics modélisés par des profils
de Voigt.

L'énergie nécessaire au dépiégeage des excitons AEjpermiqe correspond a la pente de la
Figure.5.13.B, appelée aussi courbe de van't Hoff. Dans notre étude, cette énergie vaut 109
meV. Comme attendu, cette valeur est plus faible que la différence d'énergie optique EJ; - E14
qui vaut 183 meV. Cette différence peut étre comprise en termes d’'énergie de réorganisation
vibrationnelle au niveau des sites de défauts [178].

A partir de cette analyse, nous pouvons calculer le pourcentage d'excitons pouvant étre
dépiégés thermiquement qui est égal a exp(—AE nermiqe/kpT) et vaut 2% a température
ambiante. Ce pourcentage ne refléte pas le rapport des intensités des pics a I'énergie E7; et
E4q sur la carte PLE de la Figure 5.6.B (~ 25%).

Nous avons donc supposé que d'autres mécanismes pouvaient entrer en jeu comme le

"state filling" des états qui correspond a une saturation du remplissage des états excitoniques.
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Ce mécanisme limiterait le piégeage des excitons sur les défauts et augmenterait ainsi I'inten-

sité de photoluminescence [;;.

Hypothése du "state filling" des états a I'origine de la photoluminescence F; :

Les travaux de M. lwamura et al. [181] réalisés sur des nanotubes comportant des sites de
défauts localisés ont montré que l'intensité de photoluminescence en fonction de l'intensité
d'excitation provenant de sites de défauts saturait plus vite que la photoluminescence pro-
venant d’états excitoniques "libres". La recombinaison radiative des excitons au niveau des
défauts serait trés lente (~ 1072 ps™!) par rapport au taux de piégeage des excitons (~ 107!
ps~!) [175] ce qui favoriserait le remplissage des états quantiques locaux dans la structure 0-D
des défauts jusqu'au point ou tous les états localisés sont remplis ce qui laisserait la possibilité

d’avoir des excitons libres pouvant se recombiner radiativement.

-

Site de
piégeage

® E..* exciton

Figure 5.14 : Modéle de "state filling" des états localisés sur les sites de défauts.

Pour tester cette hypothese, nous avons donc mesuré les intensités de photoluminescence
en fonction de l'intensité d'excitation pour nos échantillons de nanotubes. Pour cela, nous
avons utilisé des nanotubes dispersés sur des lamelles de microscope. Nous avons premiérement
étudié les f-usCNT (cf. Figure.5.15.A) en enregistrant leur photoluminescence sur la caméra
infra-rouge.

Comme les nanotubes ultra-courts (usCNT) ne sont pas intrinséquement visibles par mi-
croscopie de fluorescence, nous avons choisi d'utiliser des nanotubes de 120 nm de longueur
moyenne (CNT) issus de la méme préparation que les nanotubes ultra-courts pour comparer
les intensités de saturation. Nous avons enregistré le signal de photoluminescence de CNTs
individuels a 985 nm a I'aide de la caméra visible (cf. Figure.5.15.B). Les temps d'intégration
étaient de 200 ms pour les deux caméras. Nous avons excité les nanotubes sur la transition Soy
(568 nm) et le faisceau laser était polarisé circulairement. La Figure.5.15 montre I'évolution
moyennée de la photoluminescence en fonction de I'intensité laser pour 8 nanotubes f-usCNT

et 12 nanotubes CNT. Les barres d'erreurs correspondent a la déviation standard du signal
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pour tous les nanotubes.
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Figure 5.15 : Fvolution de l’intensité de photoluminescence des nanotubes f-usCNT da 1160
nm (A) et CNT a 985 nm (B) en fonction de l'intensité laser.

Nous avons ensuite ajusté ces courbes par des courbes de saturation d’'équation suivante :

I/Isat
PL=§5—"—""—
L+ 1/

ou S est I'amplitude du signal et I,,, 'intensité de saturation. L'intensité de saturation
des f-usCNT était de 0.8 kW/cm? et celle des CNT était de 4.3 kW /cm?. L'intensité de

saturation est donc plus faible pour des nanotubes fonctionnalisés que pour des nanotubes

(5.2)

non-fonctionnalisés. Ces résultats sont en accord avec les travaux cités dans le début de cette
section ce qui suggere que le "state filling" des états sur les sites de défauts peut participer
effectivement dans notre étude a I'observation de I'apparition du signal de photoluminescence

a I'énergie F/; pour les nanotubes ultra-courts fonctionnalisés.

Conclusion :

Il est fortement probable que les deux scénarios (dépiégeage thermique et "state filling")
exposés précédemment puissent se produire simultanément. |l n'est pas non plus exclu que
les défauts créent une barriére de potentiel qui limiterait le piégeage des excitons sur les sites
de défauts et qui augmenterait la probabilité qu'un exciton reste "libre" (cf. Figure5.16.C).
Une telle éventualité a été prédite pour d'autres types de défauts [182] et cette barriere de
potentiel dépend fortement du type de fonction chimique utilisée. En conclusion, nous avons

résumé les trois modeles sur la Figure.5.16.
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Figure 5.16 : A) Schéma d’un nanotube comportant deux défauts, B) Modéle de dépiégeage
thermique des excitons, C) Présence d’une barriére énergétique empéchant le piégeage des exci-
tons, (D) Modéle de "state filling" dans le puit de potentiel des défauts.

5.3 Super-localisation des sites de photoluminescence

Nous nous sommes ensuite intéressés a la densité de défauts présents sur les nanotubes
ultra-courts. Sachant que la limite de diffraction a 1160 nm est de 1.22A\/N.A. ~ 500 nm et
que la longueur médiane des nanotubes est inférieure a 50 nm, pour résoudre la localisation
des sites luminescents sur les nanotubes ultra-courts, nous avons dii utiliser une technique de
microscopie de super-résolution. Nous avons vu au Chapitre 3 différentes stratégies pour la
microscopie de super-résolution. Ici, nous avons adapté la méthode basée sur la localisation
de molécules individuelles qui a précédemment permis de révéler entre autres la courbure

sub-longueur d’onde des nanotubes de carbone [51].

5.3.1 Génération et observation du clignotement des nanotubes

Afin d'appliquer la méthode de super-résolution basée sur la localisation d'émetteurs in-
dividuels (tels que PALM, STORM, PAINT par exemple), il est nécessaire de faire clignoter
les sites luminescents pour les individualiser. Nous avons donc di générer un clignotement
des nanotubes. Pour cela, nous les avons dispersés directement sur une lamelle de microscope
préalablement nettoyée dans un plasma cleaner. Les nanotubes situés a la surface de la la-
melle clignotaient grace a la présence de charges de surface interagissant avec le nanotube
et empéchant ou non |'émission de photoluminescence. Ce comportement a déja été reporté
dans la littérature avec des nanotubes longs fonctionnalisés [174]. Nous avons enregistré le
signal de photoluminescence en fonction du temps sur la caméra infra-rouge avec un temps
d'intégration de 200 ms. La Figure.5.17 montre des exemples de profils de clignotement pour
quatre nanotubes. Le temps d’enregistrement était supérieur a 3 minutes.

Les profils montrent la présence de plusieurs niveaux de photoluminescence bien identi-
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Figure 5.17 : Signaux de photoluminescence de quatre nanotubes en fonction du temps (A-
D). Les triangles rouges (verts) représentent les marches négatives (positives) unitaires, E)
Histogramme de amplitude des marches. Le temps d’intégration pour chaque image est de 200
ms.

fiables au sein des nanotubes individuels. Nous avons ensuite tracé I'histogramme de I'ampli-
tude des marches (N = 64) sur la Figure.5.17.E. Nous pouvons voir que la distribution est
bimodale. Le rapport d'intensité de photoluminescence entre les deux pics de la distribution
vaut 1.8 (proche de 2). Ce résultat indique que les nanotubes ultra-courts possedent plusieurs
centres émetteurs et qu'ils se comportent comme des émetteurs individuels. Le premier pic
correspondrait a |'intensité d'un site luminescent et le second pic proviendrait du clignotement

de deux sites simultanément comme on peut le voir sur les profils de la Figure.5.17.C et D.

5.3.2 Localisation super-résolue des sites de photoluminescence

Nous allons maintenant décrire la procédure utilisée pour localiser précisément la position
de ces sites émetteurs.

Pour chaque profil, nous avons moyenné environ 15 images avant et apres les marches
observées (pour augmenter le rapport signal sur bruit) dont I'amplitude correspond a un seul
clignotement (cf. Figure.5.18). Nous avons ensuite soustrait ces images et pris la valeur absolue
pour obtenir I'image correspondant a |'intensité de photoluminescence qui proviendrait d'un
site luminescent individuel qui a clignoté. Nous avons ensuite utilisé le Plugin GDSC SMLM
dans ImageJ pour ajuster ce signal par une gaussienne circulaire et ainsi obtenir la position
du site luminescent avec une précision "super-résolue" [9]. La Figure.5.18 résume les étapes

de calculs.
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B. Super-localisation d’un site de défaut
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Figure 5.18 : Super-localisation des sites de défauts a partir des profils de photoluminescence.

La précision de localisation a été calculée a partir de la formule de Mortensen [183]. Elle
dépend du nombre de photon venant du signal (.S;) et ceux venant du bruit (B,). Elle dépend
également du gain de la caméra (G = 20 e~ /ADU), de la taille des pixels (a = 490 nm/pxl)
et de la largeur a mi-hauteur de la gaussienne o utilisé pour I'ajustement. La précision de

localisation est donnée par la formule suivante :

Precision = 2y/2Var, (5.3)

. o2 (16  8molb?
ou Var,=-"2—+—5%—
s \9 sa?
CL2 Sz BT

aveco- =0+ -—, s=— et b=

12’7 G G

Pour visualiser les différentes étapes de calcul nécessaires a la construction des cartes super-
résolues des sites luminescents, nous allons prendre I'exemple d'un nanotube. La Figure.5.19.A
correspond a l'image brute moyennée sur tout le film du nanotube considéré. A partir des
différentes marches présentes sur le profil de clignotements, nous avons obtenu plusieurs
localisations. La Figure.5.19.B correspond a |'ensemble des localisations représentées par des
gaussiennes circulaires et dont les largeurs a mi-hauteur sont égales a la moyenne des précisions

de localisation obtenues pour chaque localisation (Equation 5.3).
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5.3 Super-localisation des sites de photoluminescence

Figure 5.19 : Regroupement des localisations selon le critére de Rayleigh. A) Image brute d’un
nanotube, B) Image reconstruite a partir des localisations, C) Image B agrandie montrant les
localisations (points rouges) et leur précision moyenne représentée par des gaussiennes 2D, D)
Localisations en rouge et critére de Rayleigh (cercles blancs), E) Regroupement des localisations
(bleu) et leur précision moyenne (cercles), F) Superposition de l’image reconstruite B et de la
localisation des sites de défauts luminescents (bleu).

La Figure.5.19.C correspond a un grossissement de la Figure.5.19.B. Les localisations
obtenues avec |'ajustement dans ImageJ sont représentées par des points rouges. Il est possible
que statistiquement nous détections plusieurs fois le méme site luminescent clignotant. Afin
de rendre compte de cette possibilité, nous avons représenté chaque localisation avec sa propre
précision (en ligne pointillée sur la Figure.5.19.D).

Lorsque la distance entre deux localisations était inférieure a I'une des deux valeurs de
précisions, nous avons considéré que la luminescence provenait d'un seul site ou deux sites
indiscernables par notre analyse. Pour appliquer cela, nous avons compté le nombre de points
contenus dans chaque cercle pointillé. Nous avons ensuite considéré les cercles qui contenaient
un maximum de points. La localisation des sites luminescents correspond au barycentre des
points (localisations initiales) contenus dans chaque cercle (en bleu sur la Figure.5.19.E).
Nous avons également recalculé notre précision de pointée moyenne (cercles pointillés bleus)

en prenant en compte le nombre de points #.

< Var, >
VH#

Nous avons finalement représenté les sites luminescents en superposant leur localisation et

< Precision >= 2\/2Var!, et Var, = (5.4)

leur précision (en bleu sur la Figure.5.19.F) sur I'image des gaussiennes circulaires initialement

générée pour la Figure.5.19.C.
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CHAPITRE 5 : Génération de nanotubes de carbone ultra-courts luminescents par
localisations des excitons

Nous avons répété cette analyse pour tous les nanotubes en ne sélectionnant que les
nanotubes dont la distance maximale entre tous les sites luminescents est inférieure a 100
nm pour exclure la possibilité que plusieurs nanotubes soient présents dans la tache d'Airy
du microscope. La Figure.5.20.A-E montre les résultats obtenus pour 5 nanotubes. Notre
précision moyenne sur toutes les localisations recalculées et pour I'ensemble des nanotubes

était de 22 nm.

Occurence
=

[*]

10 20 30 40 50 60 70
AL (nm)

Figure 5.20 : A-E) Superposition des images reconstruites a partir des localisations extraites
des profils et de la position finale des sites de défauts pour 5 nanotubes, F) Distribution de la
longueur minimale entre deux sites de défauts luminescents, G) Schéma d’un nanotube fonc-
tionnalisé. La fonctionnalisation est privilégiée sur les bouts du nanotube diminuant ainsi le
taux de recombinaison non-radiatif.

Ces images montrent directement la localisation des sites luminescents avec une précision
inférieure a la longueur de diffusion des excitons "libres".

Pour tous ces nanotubes, nous avons finalement calculé la distance minimale AL entre
deux sites luminescents (cf. Figure.5.20.F). La valeur moyenne de cette distance était de 47 +
17 nm (N = 13). Cette valeur est trés proche de la longueur moyenne des nanotubes obtenue
par imagerie AFM (< L > = 43 nm) ce qui suggere que la fonctionnalisation serait favorisée
sur les bouts des nanotubes (cf. Figure.5.20.G). Cette hypothése est cohérente avec les travaux

de Y. Zhang et al. qui ont suggéré que |'alkylation se faisait propagativement a partir des sites
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5.4 Bilan du Chapitre 5

de défauts déja présents avant la fonctionnalisation [184], c’est a dire, préférentiellement sur
les bouts des nanotubes ultra-courts. L'alkylation sur les bouts des nanotubes empécherait
les processus de recombinaison non-radiatifs normalement présents sur des nanotubes non-
fonctionnalisés. Le travail de ce chapitre a fait I'objet d'une publication dans la référence
[185].

5.4 Bilan du Chapitre 5

Dans ce chapitre, nous avons vu que la fonctionnalisation des nanotubes avec des fonctions
chimiques adéquates permet de rendre luminescents des nanotubes ultra-courts qui ne sont
pas intrinsequement luminescents.

Les excitons 1-D sont piégés sur les sites de défauts 0-D luminescents qui seraient pré-
férentiellement localisés sur les bouts des nanotubes. Il s'agit de la premiere réalisation de
nanotubes ultra-courts photoluminescents.

L'induction du clignotement des nanotubes nous a permis de super-localiser les sites lu-
minescents par une méthode de super-résolution avec une précision d'environ 25 nm. Les
résultats suggerent que les sites luminescents se comportent comme des émetteurs indépen-
dants ce qui pourrait étre intéressant dans le développement d'émetteur de photons uniques
pour l'information quantique [186]. De plus, les propriétés optiques et géométriques de ces na-
notubes pourraient étre avantageuses pour |'imagerie biologique. En effet, leur photo-stabilité
autour de 1160 nm se situe dans la deuxiéme fenétre de transparence des tissus ce qui pourrait
augmenter le signal détecté et donc permettre de sonder |'espace extra-cellulaire de cerveaux
a des profondeurs plus importantes. De plus, des études préliminaires ont suggéré que ces
nanotubes pouvaient également étre excité sur la transition S;; a 985 nm qui se situe éga-
lement dans une fenétre de transparence des tissus avec des intensités d'excitation 5 fois
plus petites. Cette longueur d'onde d'excitation pourrait permettre de diminuer les signaux
d'auto-fluorescence éventuels et la faible intensité d'excitation pourrait limiter I'augmentation

de température au niveau de I'échantillon.
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Conclusions et Perspectives

Dans cette thése, nous avons présenté comment les nanotubes pouvaient étre utilisés pour
sonder des environnements biologiques encombrés et révéler leur architecture aux échelles
nanométriques. Nous nous sommes intéressés particulierement a I'espace extracellulaire du
cerveau, dont nous avons défini des parametres structuraux et rhéologiques comme ses di-
mensions locales, un parameétre de complexité de I'environnement sondé (tortuosité) et la

viscosité in situ locale vue par les nanotubes.

Pour arriver a ce résultat, il est nécessaire d'utiliser des complexes nanotubes-tensioactifs
biocompatibles. A partir de la littérature, nous avons identifié certains tensioactifs potentiel-
lement biocompatibles pour réaliser nos expériences. Nous avons premierement réalisé des
tests de cytotoxicité et prolifération cellulaire et nous avons estimé le degré d'interactions
non-spécifiques entre les nanotubes et les cellules. Puis nous avons vu que le phospholipide
polyéthyléne glycol (PLPEG) n'affectait pas de maniére significative les taux de prolifération
et la viabilité des cellules. L'estimation du degré d'interaction non-spécifique a suggéré que les
complexes "nanotubes — PLPEG" interagissaient trés peu avec cellules ce qui a motivé notre

choix pour la suite de cette these.

Grace a la richesse des propriétés optiques des nanotubes il est possible de les exciter a
différentes longueurs d'onde (sur la transition Sqj, sur une transition assistée par phonons
KSB, ou par un mécanisme d'up-conversion). Nous avons comparé quantitativement ces pos-
sibilités pour optimiser la détection des nanotubes dans les échantillons biologiques épais
tout en préservant les conditions nécessaires a l'intégrité tissulaire. Pour cela, nous avons
premiérement mesuré |'efficacité de photoluminescence des nanotubes en fonction des lon-
gueurs d'onde d'excitation. Nous avons vu que la transition optique Sy; (568 nm) était la
plus efficace, suivie de la transition assistée par phonons (KSB, 845 nm) et de I'excitation
par up-conversion (1064 nm). Nous avons ensuite mesuré |'intensité des signaux de pho-
toluminescence des nanotubes au sein d'une tranche de cerveau de rats fixée. Nous avons
observé comme attendu que |'auto-fluorescence des tissus limitait le rapport signal sur bruit
lors d'une excitation a 568 nm. Plus la longueur d'onde d’'excitation augmente, plus les si-

gnaux d'auto-fluorescence diminuent. Les rapports signal sur bruit a 845 nm et a 1064 nm



Conclusions et Perspectives

étaient de 25 pour un nanotube (6,5) a 50 um de profondeur excité a une intensité de 0.7
kW /cm? et 23 KW/cm? respectivement. Cela valide la possibilité de détecter efficacement la
photoluminescence des nanotubes en profondeur dans les tissus. En raison de la multiplicité
des composants constituant un tissu biologique, les tissus absorbent plus ou moins la lumiere
en fonction des longueurs d'onde d'illumination. Cela peut donc induire une augmentation
locale de la température au sein d'un échantillon soumis a une illumination laser. Grace a la
connaissance des efficacités de photoluminescence des nanotubes excités aux longueurs d'onde
d'intérét et en prenant en compte les propriétés optiques des tissus a ces longueurs d'onde,
nous avons modélisé les augmentations de température de I'échantillon. Nous avons obtenu
que l'excitation de la photoluminescence de nanotube (6,5) individuels sur la transition as-
sistée par phonon (KSB) n'induisait pas d'augmentation de la température notable (AT <
1°C) contrairement a |'excitation par up-conversion (AT > 15°C). Nous pouvons noter que
ce résultat dépend fortement de I'efficacité de photoluminescence pour les longueurs d'onde

considérées et dépend donc de la chiralité des nanotubes individuels considérés.

Nous avons ensuite présenté une étude révélant que dans des tissus biologiques, la diffusion
des nanotubes est tres singuliere a cause de leur géométrie unidimensionnelle. Leur petit
diameétre leur permet d'explorer efficacement les espaces encombrés et leur grande longueur
régule leur diffusion. Grace a cette exploration efficace et a I'application d'une technique
de microscopie de super-résolution basée sur le suivi de molécules individuelles, nous avons
mesuré les dimensions caractéristiques de |'espace extra-cellulaire de tranches de cerveaux de
rats vivantes. Des analyses dynamiques et statiques nous ont permis d'estimer les dimensions
caractéristiques moyennes autour de 150 nm £ 40 nm. Ce résultat est tres similaire aux
mesures effectuées par microscopie électronique sur des tranches de cerveaux cryo-fixées.
Cela indique et confirme que les dimensions de I'ECS de cerveaux vivants sont effectivement

plus grandes que ce que |'on n'imaginait auparavant.

En analysant finement les propriétés de diffusion des nanotubes, nous avons alors pu
estimer les propriétés rhéologiques de I'espace extra-cellulaire des cerveaux étudiés. En com-
binant des modéles macroscopiques et microscopiques de la littérature, nous avons proposé
une analyse dynamique de la diffusion "anormale" des nanotubes permettant d’introduire un
parametre de complexité local et d'estimer les viscosités in situ locales vues par les nanotubes
diffusant dans les espaces complexes, en s'affranchissant des effets de tortuosité du milieu.
De plus, en prenant en compte les effets hydrodynamiques, notre analyse a permis d’extraire
les viscosités intrinséques locales du fluide présent au sein de ces structures complexes. L'ap-
proche a été validée en étudiant expérimentalement la diffusion de nanotubes dans des gels
d'agarose dans lesquels la viscosité intrinseque du fluide a été retrouvée indépendamment de

la taille des canaux présents dans les gels.
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Nous avons ensuite appliqué cette méthodologie pour analyser la diffusion des nanotubes
dans I'ECS de cerveaux de rats et de souris. Les résultats obtenus pour des matrices saines et
des matrices altérées indiquent que les nanotubes permettent de détecter des modifications
locales de la matrice extra-cellulaire. Nous concluons que si nous connaissons les dimensions
caractéristiques locales de I'ECS, il nous sera possible de modéliser les viscosités in situ qui
seraient vues, non pas par des nanotubes, mais par des molécules dont les tailles seraient

similaires a celles de molécules messageres présentes intrinsequement ou administrées au sein
de I'ECS.

Pour ce faire, il serait intéressant de corréler les images super-résolues avec les mesures
de viscosités locales. Une autre stratégie pourrait étre d'utiliser la polarisation du faisceau
excitateur pour obtenir une mesure locale du coefficient de diffusion rotationnelle dans le

régime de Doi et donc estimer dynamiquement les dimensions caractéristiques locales.

Tous les nanotubes luminescents utilisés dans cette thése (et dans la littérature) ont
des longueurs supérieures a la centaine de nanometres. Il serait néanmoins intéressant de
pouvoir utiliser des nanotubes ultra-courts pour assurer un continuum de dimensions avec les
nanoparticules sphériques. Cependant, les nanotubes ultracourts ne sont pas intrinsequement
luminescents. Nous avons donc exposé dans cette these une stratégie permettant de les rendre
luminescents. Nous avons fonctionnalisé les nanotubes par liaisons covalentes afin de créer des
états de défauts sp® localisés ol les excitons peuvent &tre piégés et avoir une probabilité de se
recombiner radiativement pour émettre un photon. En mesurant les propriétés de luminescence
de ces nanotubes fonctionnalisés a I'échelle du nanotube individuel, nous avons révélé que les
nanotubes pouvaient émettre simultanément a I'énergie intrinséque E;; et a |'énergie Ej,
liée aux défauts. Pour expliquer ce résultat, nous avons proposé différents mécanismes qui
pourraient avoir lieu simultanément comme le dépiégeage thermique des excitons, la présence
d'une barriere de potentielle limitant I'efficacité de piégeage des excitons et le "state filling"
des états localisés. Grace a l'induction de clignotement des nanotubes fonctionnalisés, nous
avons alors super-localisé les sites luminescents avec une précision moyenne inférieure a 25
nm. Les résultats ont suggéré que la fonctionnalisation avait préférentiellement lieu sur des

sites de défauts structuraux déja présents comme sur les bouts des nanotubes.

Pour des nanotubes de 50 nm de longueur, le rayon hydrodynamique pris en compte dans
les modeles de diffusion serait de I'ordre de 15 nm ce qui est proche de la taille des molé-
cules naturellement présentes dans I'ECS. La contribution des forces visqueuses et des forces
stériques dans les coefficients de diffusion seraient donc trés similaires. Cette caractéristique
pourraient donc en faire de bons candidats pour mesurer directement les viscosités in situ
locales vues par de petites molécules circulant dans I'ECS. De plus, la fonction d'étalement

de ces nanotubes pourrait étre assimilée a celle d'objets sphériques. Cette particularité pour-
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rait permettre en outre de mesurer les viscosités locales dans les 3 dimensions de |'espace,
en implémentant la méthode d'imagerie SELFI (SELF - Interference) développée au sein du
groupe basée sur I'auto-interférence du signal de luminescence [115].

L'ensemble des travaux présentés dans cette thése et en particulier I'analyse de la diffu-
sion "anormale" instantanée des nanotubes individuels luminescents pourrait étre appliquée
a différents systémes pour détecter des changements structurels et/ou de compositions du
fluide contenu dans I'ECS de cerveaux ou d'autres organes comme par exemple 1) durant
la morphogéneése ou 2) au cours de I'évolution de certaines maladies dans lesquelles I'espace
extra-cellulaire joue un réle important ou 3) a la suite de |'administration de médicaments. |l
pourrait particulierement étre utile pour étudier les modifications de I'ECS lors de la formation
des tumeurs. En effet, le volume de I'espace extracellulaire au sein des mélanomes peut varier

entre ~ 5% et 70% [187] du volume total de I'amas cellulaire.
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Résumé :

Le cerveau est composé principalement de neurones qui assurent la communication neu-
ronale et de cellules gliales qui jouent un rdle de soutien et de protection du réseau neuronal.
L'espace extra-cellulaire correspond a I'espace qui existe entre toutes ces cellules ce qui re-
présente environ 20% du volume total du cerveau. Son organisation est complexe et il y
circule les neurotransmetteurs et de nombreuses autres molécules nécessaire au bon fonction-
nement du cerveau et a la communication neuronale optimale. Ainsi, il se modifie au cours de
I'age, I'apprentissage ou lors de maladies neuro-dégénératives. Cependant, ses dimensions et
sa viscosité locales restent encore mal-connues. Pour appréhender ces parametres clés, dans
cette these, nous avons développé une stratégie basée sur le suivi de nanotubes de carbone
individuels luminescents. Nous avons appliqué cette approche a la mesure des propriétés struc-
turelles et visqueuses de |'espace extra-cellulaire de tranches de cerveaux de rongeurs vivantes
a |'échelle nanométrique. L'organisation du manuscrit est la suivante. Apres une introduction
des propriétés de photoluminescence des nanotubes de carbone, nous y présentons |'étude
nous ayant permis de sélectionner le protocole optimal d'encapsulation des nanotubes pour
réaliser nos applications biologiques. Nous y présentons également une étude quantitative
décrivant I'augmentation de température de I'échantillon sous I'effet d'irradiations lasers a
différentes longueurs d'ondes et permettant de détecter des nanotubes individuels dans une
tranche de cerveau. Grace a une analyse fine des propriétés singulieres de diffusion des na-
notubes de carbone dans les espaces complexes, nous présentons ensuite la stratégie mise en
place pour reconstruire des cartes super-résolues (i.e. avec des résolutions sous la limite de
diffraction) de la morphologie de |'espace extracellulaire. Nous montrons également que deux
propriétés locales de cet espace peuvent étre extraites : un parametre de complexité propre
aux structures (tortuosité) et la viscosité in situ du fluide vue par les nanotubes. Cela nous a
conduit a proposer une méthodologie permettant de modéliser la viscosité in situ qui serait
vue, non pas par les nanotubes, mais par toute molécule de tailles arbitraire pour simuler
celles intrinsequement présentes ou administrées dans le cerveau pour des traitements phar-
macologiques. Enfin, nous présentons une stratégie permettant de rendre luminescents des
nanotubes de carbone ultra-courts qui ne sont pas intrinsequement luminescents et dont leur
utilisation pourrait constituer une approche complémentaire pour mesurer la viscosité locale
de I'ECS.

Mots clés : Nanotubes de carbone, suivi d’objets individuels, microscopie de super-

résolution, neurosciences, espace extra-cellulaire du cerveau, diffusion



Abstract :

The brain is mainly composed of neurons which ensure neuronal communication and glial
cells which play a role in supporting and protecting the neural network. The extracellular
space corresponds to the space that exists between all these cells and represents around 20 %
of the whole brain volume. In this space, neurotransmitters and other molecules circulate in
to ensure optimal neuronal functioning and communication. Its complex organization which
is important to ensure proper functioning of the brain changes during aging, learning or
neurodegenerative diseases. However, its local dimensions and viscosity are still poorly known.
To understand these key parameters, in this thesis, we developed a strategy based on the
tracking of single luminescent carbon nanotubes. We applied this strategy to measure the
structural and viscous properties of the extracellular space of living rodent brains slices at
the nanoscale. The organization of the manuscript is as follows. After an introduction of the
photoluminescence properties of carbon nanotubes, we present the study that allowed us to
select the optimal nanotube encapsulation protocol to achieve our biological applications. We
also present a quantitative study describing the temperature increase of the sample when
laser irradiations at different wavelengths are used to detect single nanotubes in a brain slice.
Thanks to a fine analysis of the singular diffusion properties of carbon nanotubes in complex
environments, we then present the strategy set up to reconstruct super-resolved maps (i.e. with
resolution below the diffraction limit) of the brain extracellular space morphology. We also show
that two local properties of this space can be extracted : a structural complexity parameter
(tortuosity) and the fluid's in situ viscosity seen by the nanotubes. This led us to propose a
methodology allowing to model the viscosity in situ that would be seen, not by the nanotubes,
but by any molecule of arbitrary sizes to simulate those intrinsically present or administered in
the brain for pharmacological treatments. Finally, we present a strategy to make luminescent
ultra-short carbon nanotubes that are not intrinsically luminescent and whose use could be a

complementary approach to measure the local viscosity of the extracellular space of the brain.

Keywords : Carbon nanotubes, single particles tracking, super-resolution

microscopy, neurosciences, brain extra-cellular space, diffusion



Résumé :

Le cerveau est composé principalement de neurones assurant la communication neuronale
et de cellules gliales jouant un role de soutien et de protection du réseau neuronal. L'espace
extra-cellulaire correspond a I'espace entre toutes ces cellules et représente environ 20% du
volume total du cerveau. Son organisation est complexe et il y circule les neurotransmetteurs et
de nombreuses molécules nécessaires au bon fonctionnement du cerveau. Ainsi, il se modifie
au cours de I'age, |'apprentissage ou lors de maladies neuro-dégénératives. Néanmoins, ses
dimensions et sa viscosité locales sont encore mal-connues. Pour appréhender ces parametres
clés, dans cette these, nous avons développé une stratégie basée sur le suivi et I'imagerie de
super-résolution de nanotubes de carbone individuels luminescents. Nous avons appliqué cette
approche a la mesure des propriétés structurelles et visqueuses de |I'espace extra-cellulaire de

tranches de cerveaux de rongeurs vivantes a |'échelle nanométrique.

Mots clés : Nanotubes de carbone, suivi d’objets individuels, microscopie de

super-résolution, neurosciences, espace extra-cellulaire du cerveau, diffusion

Abstract :

The brain is mainly composed of neurons which ensure neuronal communication and glial
cells which play a role in supporting and protecting the neural network. The extracellular
space corresponds to the space that exists between all these cells and represents around 20
% of the whole brain volume. In this space, neurotransmitters and other molecules circulate
in to ensure optimal neuronal functioning and communication. Its complex organization
which is important to ensure proper functioning of the brain changes during aging, learning
or neurodegenerative diseases. However, its local dimensions and viscosity are still poorly
known. To understand these key parameters, in this thesis, we developed a strategy based
on the tracking and super-resolution imaging of single luminescent carbon nanotubes. We
applied this strategy to measure the structural and viscous properties of the extracellular

space of living rodent brains slices at the nanoscale.

Keywords : Carbon nanotubes, single particles tracking, super-resolution

microscopy, neurosciences, brain extra-cellular space, diffusion
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