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AVANT-PROPOS

AVANT-PROPOS

L'activité de recherche, que j'ai menée au cours de ma thése avait pour objectif la recherche et
I'élaboration de nouveaux traceurs fluorescents™ qui puissent répondre a au moins deux critéres :

O permettre des études dans des milieux biologiques et,

 développer des observations en microscopie optique en champ proche.

Ce travail a été réalisé, pour la majeure partie, au Département de Chimie-Physique des Réactions,
dans le Groupe de Recherches et Applications en Photophysique et Photochimie (DCPR-GRAPP,
UMR 7630 CNRS-INPL, Groupe ENSIC).

Cette étude a été menée dans le cadre de recherches se situant a l'interface physique-chimie-biologie,
grice aux compétences du DCPR-GRAPP, pour l'aspect chimie-physique et a I'expérience de nos

partenaires du domaine biomédical pour l'aspect biologie.

* . . [
Tout au long du manuscrit, nous parlerons indifféremment de rotors, traceurs ou sondes fluorescent(e)s.
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AcOEt
AFM
CCM
CHCl3
CH,Cl
Cx
DCCI
DiOCq
DMABE
DMABN
DMASCM
DMF
DMSO
DO
DPPC
éq.
EtOH
FC

Gly

HCl
HOBT
ICT

IR

LUV
MeOH
MgSO4
MgO
MLV
mol
mol.
NA
NAD
NaOH
NalO4
NH40OH
0Os0Og4

acétate d'éthyle
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"3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide"
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DL-a-dipalmitoylphosphatidylcholine

équivalent

éthanol
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INTRODUCTION GENERALE

Au cours de ces derniéres décennies, ou les techniques d'analyse demandent de plus en plus
d'efficacité et de polyvalence, la spectroscopie de fluorescence a pris un essor considérable dans bon
nombre d'applications. Polymeéres, systemes micellaires, membranes biologiques, protéines, acides
nucléiques et cellules vivantes sont des exemples bien connus de systemes pour lesquels I'estimation
de parameétres locaux, comme la polarité, la fluidité, la mobilité moléculaire, le pH ou le potentiel
€lectrique est possible grace a l'utilisation de traceurs fluorescents. Leur succes s'est accru en raison
de la sensibilité des techniques fluorimétriques, des changements spécifiques des propriétés de
fluorescence de la sonde avec son environnement et de la capacité du traceur a fournir des

informations sur des phénomenes rapides.

La localisation exacte du traceur fluorescent dans une cellule vivante est primordiale pour une bonne
interprétation des informations qu'il transmet. Selon le probléme a étudier, la sonde fluorescente doit
cibler la membrane plasmique, le cytoplasme, la membrane des organites ou les organites eux-mémes.
Par exemple, pour des mesures de pH ou de concentration d'ions intracellulaires (Ca2+, K+), il est
important d'avoir un traceur libre de se mouvoir a l'intérieur du cytoplasme, alors que pour des études

de fluidité membranaire, il est nécessaire que le traceur se maintienne au sein de la membrane.

Le futur des sondes fluorescentes est donc trés certainement lié a la synthése de nouveaux
fluorophores plus sélectifs, et actuellement, 'utilisation combinée de plusieurs sondes est en pleine
expansion. En utilisant des domaines précis d'excitation et d'émission, il devient facile de suivre
simultanément plusieurs paramétres physiologiques comme le potentiel membranaire et le pH, ou le

pH et la concentration en calcium, ou bien les trois combinés.

Pour répondre a ces nouveaux besoins, nous nous sommes intéressés aux rotors moléculaires
fluorescents connus depuis 1962 pour leurs caractéristiques photophysiques bien particuli¢res
puisque leur émission de fluorescence est sensible aux modifications de 'environnement moléculaire
(polarité, viscosité, température, pression, pH...). De nombreux travaux sont consacrés a
I'élaboration de divers rotors moléculaires fluorescents, ainsi qu'a 1'étude et a la compréhension de
leurs propriétés photophysiques. Une grande majorité des études dans ce domaine concernent les
dérivés simples du benzene substitué par des groupements donneur et accepteur situés en para l'un de

['autre.

A un degré moindre, certains composés hétérocycliques ont également été retenus pour la particularité
de leurs propriétés d'émission de fluorescence. En particulier les dérivés
7-(N,N-dialkylamino)coumarine ont été abondamment décrits depuis 1975, ces composés étant

actuellement en pleine expansion dans leur utilisation en tant que sondes biologiques fluorescentes.
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Elaboration de sondes fluorescentes pour des applications d'intérét biologique...

Le travail présenté dans ce mémoire s'inscrit dans cette stratégie de recherche de nouveaux traceurs
fluorescents, dérivés de 7-(N,N-dialkylamino)coumarine ayant des caractéristiques photophysiques
sensibles aux modifications de l'environnement moléculaire et pouvant présenter un intérét potentiel
pour des applications biologiques.

L'objectif principal a consisté a étudier les propriétés photophysiques relatives au milieu d'étude, de
composés 7-(N,N-dialkylamino)coumarine substitués en position-3 par des fonctions acides, esters
ou amides, afin de préparer des composés fluorogéniques capables de réactions spécifiques vis-a-vis

de groupements fonctionnels présents dans les organites subcellulaires.

Parallélement, ces organites étant souvent de taille inférieure au micrometre, il semblait intéressant de
pouvoir suivre le comportement de ces traceurs fluorescents au sein de ces organites par une
technique de microscopie en plein essor depuis ces dix dernicres années : la microscopie optique en
champ proche (SNOM). Cette étude comporte donc un second objectif, 1i€ au premier par notre intérét
pour des applications relatives au domaine biologique : le développement d'un appareil SNOM
commercial pour l'observation de la fluorescence de cellules biologiques, marquées avec des rotors
moléculaires fluorescents. La condition nécessaire, mais non suffisante pour pouvoir unir ces deux
objectifs étant de disposer de sondes fluorescentes qui puissent répondre a au moins deux critéres :
- permettre des €études dans des milieux biologiques en utilisant une lumiére excitatrice au-dela de
450 nm, domaine d’absorption des composants cellulaires et,
- développer des observations de fluorescence par microscopie optique en champ proche. Cela
nécessite 'utilisation d'échantillons dans lesquels sont incorporés des traceurs fluorescents dont la
longueur d'onde d'excitation est de 488 nm (longueur d'onde du laser argon disponible sur

l'appareil).

Bien qu'il existe de nombreux fluorophores dont la longueur d'onde d'excitation se situe autour de
488 nm (rhodamine 123, acridine orange, fluorescéine...), notre objectif est de pouvoir marquer les
€chantillons & observer par des traceurs fluorescents spécifiques permettant de caractériser les

propriétés de leur environnement immédiat.

Dans le premier chapitre de ce mémoire, nous rappelons bri¢vement la définition et le comportement
de rotors moléculaires fluorescents de base : les dérivés du 4-(N,N-diméthylamino)benzonitrile. Nous
décrivons ensuite les différents rotors déja synthétisés et étudiés dans notre équipe avant d'aborder
une breéve €tude sur les coumarines ol nous montrons l'importance des différents substituants
présents sur un type bien particulier de dérivés coumarine : la classe des
7-(N,N-dialkylamino)coumarines, du fait de leur fluorescence située dans la partie bleue-verte du

spectre visible.
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INTRODUCTION GENERALE

La synthése des dérivés 7-(N,N-dialkylamino)coumarine substitués en position-3 est décrite dans le
chapitre II. Plusieurs composés fluorescents ont €t€ synthétisés puis caractérisés par différentes

techniques physico-chimiques.

Le chapitre III regroupe les résultats de 1'étude du comportement photophysique des nouveaux rotors
moléculaires. L'objectif est de déterminer d'une part leurs propriétés d'absorption photonique et
d'autre part leurs propriétés d'émission de fluorescence, tant en excitation continue, qu'en excitation
pulsée. Nous avons €galement mis en évidence les modifications des propriétés d'absorption et
d'émission de fluorescence de ces traceurs en fonction de la polarité, de la viscosité, ou de la

température du milieu d'étude.

Le travail présenté dans le chapitre IV a eu pour objectif dans un premier temps, d'étudier des
systemes moléculaires organisés de type liposomes, en ce sens que ces systémes représentent des
modéeles de milieux biologiques. Pour une température spécifique, température de transition Ty, le
phospholipide subit un changement d'état o l'on observe le passage de 1'état de gel (aspect rigide
ordonné) a I'état de cristal-liquide (aspect fluide désordonn€). Ainsi, I'état physique de la bicouche
phospholipidique représente une importante propriété des liposomes et nous montrons qu'il est
possible, au moyen de ces nouveaux traceurs fluorescents, de déterminer la température de
transition Ty des phospholipides.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié le comportement de ces traceurs au sein d'une
monocouche de cellules endothéliales afin de connaitre la spécificité de nos sondes et de pouvoir
utiliser la double potentialité des rotors moléculaires, a renseigner sur les variations de polarité et de
viscosité, qui pourraient permettre de suivre les modifications métaboliques survenant dans des

organites subcellulaires.

L'acquisition par notre laboratoire en 1995 d'un microscope optique a champ proche a facilité le
second objectif de ce travail de these, qui fut de développer des applications de cette technique pour
des observations de milieux biologiques.

Nous avons subdivisé€ le chapitre V en deux parties distinctes. Puisque ce travail représente la
premiére contribution du DCPR-GRAPP dans le domaine des applications li€es a la microscopie
optique en champ proche, et dans la mesure ou cette technique est encore assez peu répandue, nous
avons en premiere partie de ce chapitre décrit les trois grandes familles de microscopies en champ
proche, a savoir la microscopie a effet tunnel, la microscopie a force atomique et la microscopie
optique en champ proche, en mettant I'accent sur cette derniére.

Dans une seconde partie, nous décrivons I'évolution de nos résultats expérimentaux dans le domaine
biologique ainsi que les modifications qu'il a fallu apporter a l'appareil commercial pour pouvoir

observer la fluorescence d'échantillons biologiques marqués par différents fluorophores.

Finalement, nous avons rassemblé les principales conclusions de cette étude, et exposé les

perspectives qui s'ouvrent a la lumiere des résultats.
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CHAPITRE I : Etat de l'art sur les rotors moléculaires fluorescents

I.1. INTRODUCTION

Les traceurs fluorescents sont largement étudi€s dans des domaines tout aussi variés que la physique,
la chimie, la biologie et les sciences médicales pour l'investigation de la structure et de la dynamique
de la matiére de systémes vivants (tableau (I.1).1).

DOMAINE D'APPLICATION INFORMATION

Polymeéres Dynamique des chaines polyméres, volume libre, orientation des chaines
dans le cas d'échantillons étirés, miscibilité, séparation de phase,

diffusion d'espéces a travers une matrice de polymeéres, suivi de

polymérisation

Surfaces solides Nature de la surface de silice colloidale, d'argile, de gels de silice :

rigidité, polarité et modifications de surface

Surfactants Concentration micellaire critique, nombre d'agrégation, propriétés
d'interface, polarité, dynamique des solutions de surfactants, transition de

phase, influence d'additifs

Membranes biologiques Fluidité, interactions lipides-protéines, sites accessibles, changements
structuraux, changements induits par la lumiére, effets d'additifs,

localisation de protéines

Vésicules Caractérisation de la bicouche, microviscosité, transition de phase,

pH interne, perméabilité

Protéines Sites de liaisons, sites accessibles, dynamique, distance, transitions
conformationnelles

Acides nucléiques Flexibilité, torsion dynamique, structure hélicoidale, coupure photonigue

Cellules vivantes Visualisation de membranes, de lipides, de protéines, d'ADN, de la

surface d'antigénes, étude de la dynamique des membranes, de la
perméabilité, du pH intracellulaire, des concentrations cytoplasmiques en
calcium, sodium, de ['activité enzymatique, des interactions cellules-
cellules et cellules-virus, de la fusion des membranes, de la viabilité, de
l'activité cytotoxique

Tableau (1.1).1

Informations fournies par les traceurs fluorescents

dans différents domaines [Valeur, 1993].
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Elaboration de sondes fluorescentes pour des applications d'intérét biologique...

Les rotors moléculaires fluorescents sont des traceurs dont les propriétés d'émission de fluorescence
dépendent d'une rotation interne. Pour cette raison, ils sont tres utilisés pour I'étude de volume libre,
de mobilité de chaines ou de microhétérogénéité dans des matrices de polymeres. Ils se sont
également avérés trés intéressants pour 1'étude de systémes moléculaires organisés et plus précisément
de systémes biologiques modeles, et c'est 1'une des raisons pour laquelle nous en avons fait notre

traceur de prédilection.

Dans ce premier chapitre, aprés une bréve définition des rotors moléculaires fluorescents, nous
rappellerons les caractéristiques des rotors moléculaires de type 4-(N,N-dialkylamino)benzéne
substitué qui ont fait }'objet de nombreuses études. Puis, nous ferons un récapitulatif des différents
rotors qui ont été synthétisés et étudiés au DCPR-GRAPP avant d'aborder une bréve étude sur les
coumarines, composés qui sont largement utilisés en tant que traceurs biologiques fluorescents
[Hoult, 1996]. Bien que leurs propriétés de fluorescence dépendent pour beaucoup de la position et
du type des substituants présents sur le motif coumarinique, la grande majorité des coumarines
absorbe la lumiére largement au-dessus de 330 nm ce qui permet une excitation en dehors des limites
d'absorption des protéines et des acides nucléiques.

En derniere partie de ce chapitre, nous montrons I'importance des différents substituants présents sur
un type bien particulier de dérivés coumarine : la classe des 7-aminocoumarines, du fait de leur

fluorescence située dans la partie bleue-verte du spectre visible.

Enfin, nous concluerons ce chapitre bibliographique en expliquant et en justifiant la sélection des

différents composés coumariniques que nous avons choisis de synthétiser et d'étudier.
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CHAPITRE I : Etat de l'art sur les rotors moléculaires fluorescents

I.2. LES ROTORS MOLECULAIRES FLUORESCENTS

1.2.1. DEFINITION

Les rotors moléculaires sont des composés qui par absorption photonique entrainent la formation
d'état(s) électronique(s) excité(s) qui peut(vent) se relaxer au moins par deux voies :

- des processus radiatifs, dont la fluorescence,

- des processus non radiatifs, dont des rotations internes, des isomérisations, etc.
Ces derniers processus dépendent, entre autres, de la viscosité du milieu, de I'espace accessible pour

une(des) rotation(s) et de la participation des molécules du solvant.

Ces rotors, constituent des capteurs photophysiques sensibles a 1'environnement moléculaire. En
particulier, leur rendement quantique de fluorescence varie avec la rigidité de la molécule, la viscosité
du solvant, la température, etc. [Loutfy, 1982]. La position de leur(s) longueur(s) d'onde d'émission

de fluorescence dépend de la polarité du milieu [Rettig, 1994].

L'intérét principal de ce type de sonde réside dans la faible durée de vie de I'état excité formé qui,
apres transfert radiatif (fluorescence) vers I'état fondamental, redonne le produit de départ.
Parallelement a cette émission de fluorescence, et selon les degrés de liberté, un groupement
particulier de la molécule peut subir une rotation partielle et conduire & un transfert radiatif a partir
d'un état TICT ("Twisted Intramolecular Charge Transfer") ou a un transfert non radiatif favorisé. En
effet, dans la majorité des cas, la structure chimique des rotors fait intervenir la juxtaposition de deux
groupes, 1'un donneur et l'autre accepteur, séparés par une jonction plus ou moins longue mais
permettant un transfert de charge intramoléculaire a 1'état excité et la plupart du temps une torsion de la
molécule, a I'image de la représentation de la figure (1.2).1.

5 5*
4%3/ 4 P
.—.—»
: E :

Etat B* Etat A*: état TICT

Figure (1.2).1
Représentation du transfert de charge intramoléculaire a I'état excité et

du changement d'arrangement géométrique des groupes donneur et accepteur.

D'une maniére générale, le comportement photophysique des rotors moléculaires est largement 1i€ &
leur structure chimique. En particulier, leur comportement en terme d'émission de fluorescence
dépend des possibilit€s de rotation de 1a molécule et de la présence de conjugaison complémentaire, au

noyau benzénique par exemple.
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Elaboration de sondes fluorescentes pour des applications d'intérét biologique...

1.2.2. CONCEPT DE L'ETAT TICT A PARTIR DES ROTORS DU TYPE
4-(N,N-DIALKYLAMINO)BENZENE SUBSTITUE

La découverte par Lippert et al. en 1962 de la fluorescence double du DMABN (figure (1.2).2), un
dérivé simple du benzéne substitué par des groupements donneur-accepteur, et les études qui ont suivi
par Grabowski et al. en 1979, sur des composés modeles dérivés (MIN, TMABN, CBQ:

figure (1.2).2), ont donné naissance au concept de I'état TICT, état twisté a transfert de charges

> O Y O

C C C
[ Il i
N N N

intramoléculaire.

[
N

DMABN MIN TMABN CBQ

Figure (1.2).2
Représentation schématique de
différents modeles présentant un état TICT.

A/ Concept de l'état TICT
i/ Influence de la structure du composé

Ce concept permet une interprétation de la fluorescence double observée pour le
4-(N,N-diméthylamino)benzonitrile (DMABN) : ce composé présente une bande d'émission de
fluorescence dite "normale” autour de 350 nm (bande B) et une bande dite "anormale" (bande A)
apparaissant dans les solvants polaires autour de 450 nm, qui dépend de la liberté de conformation du
groupement diméthylamino et dont 'orbitale contenant les deux €lectrons libres peut étre paralléle ou

perpendiculaire au systéme des orbitales 7 du cycle benzénique.

Pour une molécule de type donneur-accepteur pouvant posséder un état TICT, les groupements
donneur (D) et accepteur (A) sont généralement coplanaires dans 1'état fondamental et dans 1'état
excité de Franck-Condon (état FC) initialement atteint. Pour la conformation perpendiculaire TICT,
les orbitales T du donneur (groupement diméthylamino) et de l'accepteur (groupement nitrile) sont

orthogonales et ne se recouvrent pas, elles ne sont donc pas couplées, ce qui conduit 2 un moment

dipolaire maximal dans cet état excité et minimal dans I'état fondamental.

Page 8



CHAPITRE 1 : Etat de l'art sur les rotors moléculaires fluorescents

Pour la conformation plane (état B*) il existe une interaction mésomére entre les groupements
donneur et accepteur qui conduit ensuite a une séparation de charges dans 1'état TICT.

Ces systémes possédent donc un double minimum de potentiel pour l'état excité : en plus du
minimum d'énergie correspondant a la géométrie plane, il existe un minimum d'énergie inférieur avec
une séparation totale des charges (pas d'interaction mésomeére entre D et A) correspondant a la
géométrie perpendiculaire de I'état TICT (figure (1.2).3).

3 S
=N Ve
c,n0” | cHo” _\~=/ ®\cH,
c

EtatB * EtatA ™

Energie

Figure (1.2).3
Fluorescence du composé modele 4-(N,N-diméthylamino)benzoate d'éthyle (DMABE) :
dynamique et représentation schématique de la surface d'énergie potentielle
pour la réaction B*& A™.

Par absorption photonique, I'état excité localisé plan, LE ou état B*, est d'abord peuplé, avec peu de
changement du moment dipolaire permanent de la molécule. Ensuite, dans les solvants polaires, il y a
un rapide transfert de charge intramoléculaire. Ce processus, favorisé par la formation d'un état avec
séparation de charges, stabilisé par rotation autour de la liaison du groupe amino avec le groupe
phényle, provoque le transfert d'€lectrons d'un état excité€ plan a un état polaire TICT : les deux états
excités A™ (TICT) et B* émetteurs de fluorescence sont en équilibre thermique [Rettig, 1986] et
1'équilibre entre ces deux états s'établit pendant la durée de vie de 1'€tat excité [Hicks, 1985].
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Elaboration de sondes fluorescentes pour des applications d'intérét biologique...

Rotkiewicz et Rubaszewska, 1980, ont été les premiers a proposer la dynamique de relaxation du
DMABN (figure (1.2).2) qui implique une torsion interne du groupe diméthylamino, couplée avec un
transfert d'électrons de l'azote soit & l'orbitale p*y (plane) du groupe cyano, soit & l'orbitale p*; du
groupe benzonitrile.

Ainsi, il existe a I'état excité une réaction qui conduit & partir de la conformation plane (responsable de
I'émission de la bande B) a un produit possédant un minimum d'énergie pour la conformation

perpendiculaire (responsable de I'émission de la bande A).

Pour des composés comme le MIN (figure (1.2).2) qui posséde une structure rigide avec une
conformation coplanaire pour le groupe dialkylamino et le squelette benzonitrile, seule 1a bande B est

observée (@ =0° ; la torsion du groupe dialkylamino est empéchée) [Baumann, 1992 ;

Grabowski, 1979].
Par contre, des molécules fixées de fagon rigide & la position perpendiculaire (@ = 90°) ne présentent

que la bande A (comme pour le composé CBQ, figure (1.2).2) [Rotkiewicz, 1980].
ii/ Schémas cinétiques et voies de relaxation

Les cinétiques du processus de relaxation de I'état excité sont résumées sur la figure (1.2).4 qui
représente les constantes d'équilibre kga et kap ainsi que les constantes de déclin radiatif (ka et kf A)

et non radiatif (knrB et knr A) vers ]'état fondamental.

kg kan Kfa knrA

Figure (I.2).4

Schémas cinétiques.

Les énergies d'activation de la réaction réversible B* <A™ représentent la barriére d'énergie
intrinséque et la barriére dynamique due aux propriétés de viscosité du solvant. De plus, la réaction
B* A" implique d'autres phénomenes que la rotation autour de certaines liaisons. En effet, dans le
cas du DMABN, cette transition implique :

- larotation intramoléculaire,

- le croisement des €tats excités et le couplage non adiabatique,

- le complément du transfert de charge,

- larelaxation des molécules de solvants polaires autour de ce dipdle "naissant".
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CHAPITRE I : Etat de l'art sur les rotors moléculaires fluorescents

L'existence des états TICT est possible si leur minimum d'énergie est situ€ sur un niveau plus bas que

celui de I'état plan (B™), cette condition étant exprimée par I'inégalité suivante [Rettig, 1986] :

Ep* - ETict >0
avec : ETICT = IP(D) - EA(A) +C+ Esolv

- Ep* : minimum d'énergie a l'état excité de 1'état B*,

- ETIcT : minimum d'énergie a I'état excité de 1'état N (état TICT),

- IP : potentiel d'ionisation du groupement donneur,

- EA : affinité électronique du groupement accepteur,

C : attraction coulombienne mutuelle des groupements donneur et accepteur,

- Egolv : énergie de stabilisation polaire par le solvant.

La position du niveau d'énergie de I'état A” (état TICT) par rapport a celui de I'état B* dépend des
propriétés donneur-accepteur d'électrons des sous-systémes, représentées par IP et EA. La
stabilisation par le solvant et l'attraction coulombienne mutuelle permettent également la stabilisation

préférentielle de 1'état A* par rapport a l'état précurseur B*.

1l faut souligner, que pour expliquer la formation de la deuxiéme bande d'émission de fluorescence,
généralement présente dans les composés de type "benzene" [Rothmund, 1997], plusieurs
mécanismes avaient été proposés parallélement a la notion d'état TICT [Rettig, 1994].

Toutes les propositions allaient dans le sens d'une explication des rdles importants joués par d'une
part, la rotation de la liaison entre le groupe amino et le cycle benzénique et d'autre part, la

solvatation.

Parmi les propositions, pour expliquer la fluorescence double du DMABN, nous citerons en dehors
de 1'état TICT :

- T'inversion des niveaux S1(1L,)/Sz(1Lp) résultant d'un changement de solvant [Lippert, 1987],

- la formation d'un exciplexe avec le solvant [Visser, 1985],

- la formation d'un complexe avec le solvant [Kosower, 1983],

- la formation de dimeére a 1'état fondamental et/ou la formation d'excimere [Khalil, 1976],

- le transfert d'un proton a I'état excité [Kosower, 1976],

- la solvatation spécifique avec une ou plusieurs molécules d'eau [Cazeau-Dubroca, 1986]

- la rehybridation de 'atome d'azote (forme pyramidale ou forme planaire)

[Schuddeboom, 1992 ; Zachariasse, 1994].
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B/ Facteurs d'influence pour la formation de l'état TICT

La formation de 1'état TICT est influencée par plusieurs facteurs, dont la polarité du solvant,
I'équilibre conformationnel de 1'état fondamental, le caractére électroattracteur des substituants, la

viscosité du solvant, etc.

i/ Influence de la polarité du solvant

|
H,G CH R
H,C CH 3 (3 /
3 ><o/ \N
=T N T / O
rotation de 90° H
C C\
Z o CyHs o/ 0C,H;5

hV abs

CH R
H 3
H3$<o/ CHy H3$<9/CH3 3C\‘
mouvement du solvant
transfert
d électron rotation du groupe
diméthylamino
O CoH

O/ O0CyHj O O0CyHg O 285

Figure (1.2).5
Intervention du solvant polaire pour la conversion du modéle moléculaire (DMABE)
de 1'état fondamental & 1'état excité a transfert de charge [Kosower, 1985].

Dans les solvants polaires, I'état TICT peut étre stabilisé par la réorientation du solvant en entrainant
un recouvrement des paires d'électrons du solvant et de ceux du soluté (figure (I1.2).5). La mobilité
du solvant pourrait contréler la cinétique de transfert rapide d'électrons [Kosower, 1985].

Pour expliquer ce phénomene, un modele moléculaire simplifié, basé sur le composé DMABE,
illustre les réarrangements moléculaires impliqués dans le processus de transfert d'électrons et un
dipole modele montre les changements qui interviennent dans les interactions électrostatiques au

cours du transfert d'électrons.
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CHAPITRE I : Etat de ['art sur les rotors moléculaires fluorescents

ii/ Influence de la nature des substituants

La figure (1.2).6 présente la différence des substituants en terme de charges partielles lors du
remplacement du groupe ester du DMABE par un groupe accepteur d'électrons plus fort, comme le

groupe nitrile pour fournir le DMABN [Weisenborn, 1989].

+0,0522 ———» H; C CH 3C\ . CH,| —=—— +0,0586

+ 0,1584 + 0,1555

-0,1902 @ ——mm— - 0,0830

-0,05290 ——» H5C20 O ”l - _(,1463
DMABE DMABN

Figure (1.2).6
Densités de charge a I'état fondamental pour les rotors DMABE et DMABN.

Pour des conditions identiques, le rendement de fluorescence de I'état TICT est plus élevé pour l'ester
que pour le groupe nitrile [Rettig, 1985], en raison de la formation plus efficace de 1'état TICT pour
l'ester. De plus, la transition B* --> A* (TICT) est isotherme ou légeérement exothermique pour les
esters dans les solvants non polaires, tandis qu'elle est endothermique pour les nitriles [Wermuth,
1983].

iii/ Influence de la viscosité du solvant

La viscosité du solvant est considérée comme un facteur important pour contrdler la vitesse de
formation de 1'état TICT, en particulier si le processus ne fait pas intervenir une barri¢re d'énergie
[Wermuth, 1981].

La valeur de R (intensité de fluorescence de la bande A/intensité de fluorescence de la bande B : 1o/IR)
est utilisée pour comparer la facilité de formation de 1'état A dans différents polymeéres.

En utilisant un rotor dérivé du 4-(N,N-diméthylamino) benzoate (DMABZ) greffé a des
poly(méthacrylates de méthyle) (copDB) (figure (1.2).7), Hayashi et al., 1987, et Tazuke et al.,
1990%®, ont montré que la formation de 1'état TICT dépendait de la concentration du polymeére et

surtout de la viscosité et du volume libre.
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T e
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Figure (1.2).7
Schéma représentant le copolymeére copDB.

La dépendance de la fluorescence du copolymeére avec la pression (donc la viscosité) est corrélée aux
changements de volume libre du solvant. L'augmentation de la pression qui entraine une diminution
de I'espace entre le rotor DMABZ greffé et la chaine principale fait décroitre la vitesse de formation de
I'état A dans les polymeéres [Hayashi, 1987].

La formation de I'état TICT rend donc cette sonde fluorescente appropriée pour étudier la mobilité des
segments dans une solution. Lorsqu'une petite quantité de rotor est accrochée a un polymere, la
formation de I'état TICT est définie par la relation R = A/B qui est contrdlée par la distance de la
chafine principale et par la structure des chaines voisines ainsi que par la conformation de la chaine de
polymére [Tazuke, 1989]. Une augmentation de I'encombrement des chaines branchées bloque la

croissance de la valeur de R avec le temps.
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CHAPITRE 1 : Etat de l'art sur les rotors moléculaires fluorescents

I.3. LES PRINCIPALES CLASSES DE COMPOSES TICT

Les classes les plus importantes de composés TICT ont été€ répertoriées dans la publication de

Rettig, 1986. Ici, seuls les composés ayant des propriétés caractéristiques seront décrits.

Les composés TICT étudiés jusqu'a maintenant contiennent en majorité des groupements amino
substitués. Dans certains cas, ce sont des composés TICT directement actifs, c'est-a-dire que c'est la
liaison reliant le groupement amino au reste de la molécule qui subit une rotation. Dans d'autres cas,
le groupement amino augmente le caractére donneur de la partie donneur d'électrons, tandis que la
rotation a lieu autour d'une autre liaison. Dans le premier cas, on parle de dérivés "amines

aromatiques”, dans le second cas de dérivés "aryl-anilines".
[.3.1. LES AMINES AROMATIQUES

Parallelement au DMABN, les dialkylanilines avec d'autres substituants accepteurs (-COOC;Hs,
-COOH, -COCH3, -CHO, -CONH>) présentent également une fluorescence double (figure (1.3).1).

H3C\ o CH; HiC\  CHs HiC\ - CH;
N N N
C C C
7N Il 7N
H5C20 O HO O
N
DMABE DMABN DMABA

Figure (1.3).1
Exemples d'amines aromatiques.

Dans beaucoup de cas, des composés modeéles pontés ou déja twistés ont permis d'établir la validité
du modele TICT. Des composés tels que le 4-(N,N-diméthylamino) pyridine (DMAPYR) ou le
4-(N,N-diméthylamino) pyrimidine (DMAPYM) (figure (I1.3).2) ou les substituants accepteurs sont

remplacés par une substitution aza, donnent €galement lieu a une fluorescence duale.

HsC\ o CHs HiC\ - CH,
N N
O U
y J
N N
DMAPYR DMAPYM

Figure (1.3).2

Composés pontés présentant une fluorescence duale.
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1.3.2. LES ARYL-ANILINES

Dans le cas des aryl-anilines (figure (I.3).3), le groupement amino contribue essentiellement a

augmenter le caractere électrodonneur de la partie donneur. Ces composés peuvent €tre comparés au
DMABN (composé de type donneur-accepteur) en changeant le groupement accepteur cyano par des

groupes aromatiques plus importants tels que le benzonitrile, le naphtaléne, I'anthracene, le pyrene,

etc.
H3C\ / CH3 H3C\ / CH3
N N
E
ADMA DMAS

Figure (1.3).3

Composés ayant un groupement accepteur aromatique.

Un des composés les plus étudiés est la ADMA (4-(N,N-diméthylamino)-9-anthracényl benzénamine)
dont I'étude du comportement photophysique montre que 1'état TICT le plus important est celui
impliquant la partie dialkylanilino comme élément donneur, et la partie anthracéne comme groupement
accepteur.

D'autres composés de ce type étudiés récemment sont les dérivés du stilbéne pour lesquels la simple
liaison subissant une rotation n'est pas celle du groupement diméthylamino mais celle se trouvant en
position-4 de la dialkyl-aniline. Une étude plus détaillée de ce type de composés sera décrite dans la

partie [.4.3 de ce chapitre.
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1.3.3. LES HETERO-AROMATIQUES

Lorsque le groupement diméthylamino est remplacé par un hétérocycle tel que pyrrole, indole ou
carbazole (figure (I1.3).4), I'émission de fluorescence est fortement déplacée vers les grandes
longueurs d'onde. Ces composés présentent généralement une seule bande d'émission de

fluorescence correspondant 4 la bande "anormale” A*.

STeRs
SR
i i

PBN CBN

Figure (1.3).4

Composés ayant le groupement diméthylamino remplacé par un hétérocycle azoté.
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I.4. LES ROTORS MOLECULAIRES FLUORESCENTS ETUDIES AU GRAPP

De nombreux rotors moléculaires fluorescents absorbant et émettant a diverses longueurs d'onde, ont
été étudiés au DCPR-GRAPP dans le cadre de différents projets.

Absorbance Fluorescence (a)
1,0 7
A
Rotor (0)-COOEt
0.5 1 Type ''Benzéne"
B Aex = 305 nm
0,0 T T T T T T " T T T T AemB = 349 nm
200 300 400 500 600 700 800 5 =453
A (nm) emA =252 I
Lo Absorbance  Fluorescence (b)
Rotor (1)-CN
0,57 Type '"Benzylidéne"
Aex = 424 nm
0,0 T T d T T T T T T T T Aem = 468 nm
200 300 400 500 600 700 800
A (nm)
Absorbance Fluorescence
C
L0 (¢)
Rotor (2)-CN
0,57 Type 'Cinnamylidéne'
Aex = 482 nm
0,0 T 1 T 7 T T T T T T T }‘«em =562 nm
200 300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figure (1.4).1
Spectres normalisés d'absorption UV-Visible et d'émission de fluorescence
pour des rotors, dans 1'acétate d'éthyle.
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1.4.1. CAS DES DERIVES DE TYPE BENZENE

Le 4-(N,N-diméthylamino)benzoate d'éthyle (figure (1.4).2), généralement dénommé DMABE est
représentatif des rotors du type "benzéne". Dans ce cas, le groupe donneur (N,N-diméthylamino) est

relié au groupe accepteur éthoxycarbonyle, a travers le noyau benzénique.

0
I

C\
CH; . OBt
N

CH,

Figure (1.4).2
Le 4-(N,N-diméthylamino)benzoate d'éthyle : DMABE (rotor (0)-COOEt).

Ce rotor, et les dérivés qui en découlent présentent généralement le méme comportement
photophysique que le DMABN décrit précédemment, a savoir deux bandes d'émission de
fluorescence, correspondant a deux états excités qui dépendent fortement de la polarité et de la
viscosité de l'environnement moléculaire [Adibnejad, 1996]. A titre d'exemple, la figure (1.4).1a
présente, les tracés normalis€s de 1'absorption photonique et de 1'€mission de fluorescence du rotor

DMABE dans I'acétate d'éthyle.

I.4.2. CAS DES DERIVES DE TYPE BENZYLIDENE ET CINNAMYLIDENE

Les rotors de type "benzylidéne" ont été étudiés par Loutfy et ses collaborateurs, et sont amplement
décrits dans la littérature [Abdel-Mottaleb, 1990 ; Loutfy, 1982 et 1986].

Au DCPR-GRAPP, des rotors moléculaires des types "benzylideéne" et "cinnamylidéne" ont fait
l'objet de diverses recherches, aussi bien pour leurs synthéses chimiques que pour I'étude de leurs
propriétés photophysiques et de leurs applications. Les premiers travaux datent de 1986, avec 1'étude
menée par Bentikouk [Bentikouk, 1988 et 1990], suivie par diverses autres recherches {Grondin,

1994 ; Mossiére, 1992 ; Thauvin, 1991 ; Xuereb, 1991].

Divers rotors ont été synthétisés afin de posséder des molécules présentant des solubilités varides
pour les milieux aqueux ou non, et surtout pour posséder des molécules ayant des groupements
fonctionnels permettant ensuite de les greffer sur d'autres composés d'intérét (médicaments,
polymeres, etc.). A titre d'exemple, la figure (1.4).3 regroupe différents rotors glucidiques
synthétisés spécialement pour des applications d'intérét biologique [Adibnejad, 1996].
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CN
CH= c<
i CONHGlu
R CH,OH
N 0
R! Glu= OH od
CN HO
CH=CH-CH=C
/O/ CONHGIu
R'_
N
I
Rl

Figure (1.4).3
Rotors glucidiques synthétisés au GRAPP [Adibnejad, 1996].

A/ Composés de type benzylidéne

Les rotors du type "benzylideéne" ont des groupements donneur (N,N-diméthylamino) et accepteur
(esters, cyano, amides, etc.) qui restent du méme type que précédemment, mais qui sont séparés par

le noyau benzénique conjugué a une double liaison (figure (1.4).4).

R2

/
CH—C\ .
R' R
~
N

1|z‘ R' = H, CH;
R’ = CN, COOEt

R’® = CN, COOEt, COOH
CONH(CH,),;CH;, CONHCH(CH,),

Figure (1.4).4
Rotors de type "benzylidéne" synthétisés au DCPR-GRAPP [Bentikouk, 1990].

Dans le cas des dérivés de type "benzylidéne" I'émission de fluorescence se traduit par une seule
bande. La figure (I.4).1b regroupe les tracés normalisés pour l'absorption photonique et pour
I'émission de fluorescence dans l'acétate d'éthyle pour le rotor (1)-CN (R! = CHj3 ; R2, R3= CN).
En comparaison des dérivés de type "benzene", on peut remarquer un déplacement des spectres

d'absorption et d'‘émission vers les hautes longueurs d'onde dii & 'augmentation de la conjugaison
apportée par la présence de la double liaison.

La polarité du milieu est aussi un facteur qui influence la longueur d'onde d'émission de fluorescence
des rotors de type "benzylidéne" ; 'augmentation de la polarité du solvant entraine un déplacement de

Lt max vers le rouge (effet bathochrome).
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CHAPITRE I : Etat de l'art sur les rotors moléculaires fluorescents

La viscosité du milieu influence l'efficacité de 1'émission de fluorescence. En effet, tout facteur qui
empéche la libre rotation des rotors diminue le transfert de charge intramoléculaire entrainant une

augmentation du rendement quantique de fluorescence.
B/ Composés de type cinnamylidéne

Des structures analogues a celles des composés du type "benzylidéne", mais avec une conjugaison
plus longue, par exemple deux doubles liaisons, conduisent aux dérivés du type "cinnamylidéne"
(figure (1.4).5).

R2

CH=CH - CH=C\
R! R3
AN

N

l 1
R riog, CH,

R? = CN, COOEt

R? = CN, COOEt, COOH

CONH(CH,),,CH,, CONHCH(CH,),

Figure (1.4).5
Rotors de type "cinnamylidéne" synthétisés au DCPR-GRAPP [Bentikouk, 1990].

Comme pour les dérivés de type "benzylidéne" 1'émission de fluorescence des dérivés de type
"cinnamylidéne" se traduit par une seule bande. La figure (I.4).1c regroupe a titre d'exemple les
tracés normalisés pour I'absorption photonique et pour 1'émission de fluorescence dans 'acétate
d'éthyle du rotor (2)-CN (R1=CHj ; R2, R3=CN).

L'analyse des différents spectres d'absorption et d'émission de fluorescence de la figure (1.4).1
souligne le déplacement progressif vers les grandes longueurs d'onde apporté par la présence de la
conjugaison a la fois pour l'absorption et I'émission de fluorescence en allant du rotor de type
"benzeéne" (pas de conjugaison) au rotor de type "benzylidéne" (une double liaison) puis au rotor de

type "cinnamylidéne" (deux doubles liaisons).
1.4.3. CAS DES DERIVES DE TYPE STILBENE

Les dérivés du stilbene possedent plusieurs liaisons flexibles (liaisons 1, 2, 4 et 5 ; figure (1.4).6) qui
vont exercer une certaine influence sur les propriétés photophysiques de ces composés.
L'immobilisation d'une ou plusieurs de ces liaisons par leur insertion dans un cycle rigide a permis
d'étudier l'influence de la rotation de chaque liaison sur les propriétés photophysiques de la molécule
[Lapouyade, 1992 ; Letard, 1993 et 1994 ; Rettig, 1989].
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N

Stilbéne

1
accepteur

Dérivé bisubstitué du stilbéne

Figure (1.4).6
Le stilbéne et ses dérivés bisubstitués.

Au cours de récents travaux menés au DCPR-GRAPP [Jungen, 1996], une étude particuliere a été
effectuée sur les propriétés photophysiques d'un dérivé stilbene : le 4-(N,N-diméthylamino)-stilbéne-
4'-carboxylate de méthyle ou DMASCM (figure (1.4).7).

CH COOCH
S

cu,”

Figure (1.4).7
DMASCM : 4-(N,N-diméthylamino)-stilbéne-4'-carboxylate de méthyle.

Les spectres d'émission de fluorescence du DMASCM en solution dans différents solvants présentent
une seule bande d'émission quel que soit le solvant utilisé. Cependant la structure de cette bande varie
en fonction de la polarité du solvant. En effet, le spectre d'émission de fluorescence est trés structuré

dans les solvants apolaires tel le cyclohexane alors qu'il ne 1'est pas dans des solvants faiblement et

fortement polaires (figure (1.4).8).
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Figure (1.4).8

Spectres d'émission de fluorescence du DMASCM

dans le cyclohexane (1) et le toluéne (2) (Aex = 365 nm).

Ces résultats sont en accord avec la théorie de 1'existence de trois €tats excités pour les dérivés

bisubstitués du stilbéne.

Le DMASCM posséde un groupement dialkylamino ayant d'excellentes propriétés de donneur et
susceptible de subir une rotation. Ce composé posséde donc un état excité A” (état TICT) en plus de

I'état excité plan E™ et de I'état P* conduisant 2 l'isomérisation photochimique. Le schéma cinétique

représenté sur la figure (1.4).9 montre les trois états excités singulets du DMASCM.

Kea

Kag

kEP

L'étude des spectres de fluorescence montre que dans les solvants apolaires, la formation de I'état A™
est défavorisée et seule est observée I'émission a partir de 1'état E*, qui conduit 4 un spectre
d'émission de fluorescence structuré. En revanche, dans les solvants légérement et fortement
polaires, la constante de vitesse de formation de 1'état excité A™ est trés élevée car dans les solvants

olaires il n'y a pratiqguement pas de barriére d'activation entre les états E* et A™ et ce dernier est ainsi
p Y a pratiq p

Fluorescence

% Excitation

kap

=] — —P

*
Fluorescence P

Transition
non radiative

Y

E

Schéma photophysique des composés du type DMASCM.

Figure (1.4).9

N

responsable de l'essentiel de 'émission de fluorescence.
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Figure (1.4).10
Variation de la structure vibronique du spectre d'émission de fluorescence du

DMASCM dans le mélange cyclohexane-toluéne, en fonction du volume de tolueéne ajouté.

Le spectre d'émission dans le cyclohexane pur présente un épaulement a 415 nm. L'ajout de petites
quantités de toluene qui est légérement plus polaire, conduit & la diminution progressive de cet
épaulement et donc a la diminution de la structuration du spectre (figure (1.4).10).

L'épaulement de la bande d'émission serait donc caractéristique de 1'émission de fluorescence
provenant de la relaxation de 1'état E¥ qui serait par conséquent responsable de l'essentiel de
I'émission de fluorescence dans les solvants apolaires. Lorsque la polarité du solvant est
progressivement augmentée, 1'émission de fluorescence est composée d'un recouvrement des bandes
provenant de la relaxation des états E* et A™, ce qui se traduirait donc par la réduction de 1'épaulement

de la bande d'émission.
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I[.5. LES ROTORS MOLECULAIRES FLUORESCENTS DERIVES DES
COUMARINES

Poursuivant Ies recherches menées au sein de notre groupe dans le domaine des rotors moléculaires
fluorescents appliqués a des syst€mes biologiques, nous avons principalement abordé au cours de ce
travail, I'élaboration de divers composés polycycliques possédant comme unité de base le motif

coumarinique.
I.5.1. EVOLUTION DE DIFFERENTES STRUCTURES COUMARINIQUES

Les coumarines et leurs dérivés sont trés largement distribués dans la nature. Elles constituent une
importante famille de produits naturels possédant un large spectre d'activit€ biologique. Plus de 800
d'entre elles sont connues [Yasuda, 1984] et sont présentes dans les herbes, la peau des agrumes et
les feuilles de certains légumes. A titre d'exemple, la coumarine elle-méme est rencontrée dans le
trefle et utilisée comme aromate pour 1'élaboration de parfums.

Les coumarines naturelles ou synthétiques possédent des activités pharmacologiques trés diverses
[Hoult, 1996 ; Liu, 1997 ; Ratanasavanh, 1996]. Parmi les exemples les plus importants, nous
pouvons citer celles utilisées pour le traitement de diverses maladies de la peau (les psoralénes), ou

celles employées comme anticoagulants dans le domaine thérapeutique (dicoumarole/warfarine).

Bien que la coumarine (figure (1.5).1) émette assez peu de lumiére, de nombreux dérivés

coumariniques sont hautement fluorescents et servent dans l'industrie des détergents, des papiers et

des textiles notamment pour limiter le jaunissement des matériaux de couleur blanche.

5 4
Tk
7

9o

Figure (1.5).1

Structure coumarine.

Les coumarines en grande majorité absorbent la lumiére au-dessus de 330 nm et parallélement a cette
propriété, elles montrent le plus souvent des rendements quantiques de fluorescence relativement
élevés (0,5 et plus). Pour un grand nombre de coumarines substituées, la fluorescence varie en
fonction des facteurs environnants tels que le pH et la polarité du solvant.

Les 7-aminocoumarines, du fait de leur fluorescence située dans la partie bleue-verte du spectre
visible (410-590 nm), sont particulierement utiles pour un bon nombre d'applications
[Yarborough, 1974]. Ces structures ont fait I'objet de nombreuses études, qui ont mis en évidence le

role de la fonction amino et I'influence du substituant alkyle porté par cette fonction.
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L'influence sur les propriétés photophysiques d'un second groupement, placé en position-4 ou -3 sur

la structure coumarinique a également été largement étudiée [Jones II, 1985].

Répertorier tous les dérivés existants ou ayant fait 1'objet d'une étude est impossible, aussi nous
allons dans cette partie nous limiter 2 la compréhension de l'influence des différents substituants
associée au role du milieu d'étude, sur les propriétés photophysiques des coumarines substituées en
position-7 par un groupement dialkylamino électrodonneur, et en position-4 ou -3 par un groupement

électroattracteur.
A/ Influence de 1l'alkylation du groupement amino sur les propriétés photophysiques

Les coumarines, utilisées comme colorant a laser [Jones II, 1980]a’b, posseédent un substituant ayant
un fort caractére électrodonneur, qui peut étre un groupement hydroxyle, ou un groupement
dialkylamino généralement placé en position-7. La coumarine 1 (figure (I.5).2) a ét€ le premier dérivé
coumarine qui a permis de mettre en évidence leurs propriétés d'action laser [Sorokin, 1969].

Me Me Me
X X X
H
H\ N Et N
II\I (6] (0] ll\I 0 0] II\I (0] O

H coumarine 120 Et coumarine 2 Et coumarine 1

Figure (I.5).2

Structure moléculaire de dérivés 7-aminocoumarine qui lasent dans le bleu [Reynolds, 1975].

La coumarine 2 [Srinivasan, 1969] et la coumarine 120 [Drexhage, 1973] furent ensuite étudiées

suivies par plus de 100 dérivé€s coumarines reconnus pour leur utilité en tant que colorant laser.

Le rendement quantique de fluorescence des dérivés coumarine de la figure (1.5).2 est élevé dans la
plupart des solvants organiques. Si cela est encore vrai en milieu aqueux pour les coumarines
120 et 2, le dérivé ayant deux groupements alkyle sur l'azote (coumarine 1) présente un rendement
quantique de fluorescence trés réduit dans un environnement de forte polarité. Cet effet est encore
plus prononcé pour les composés similaires qui portent un groupement attracteur en position-3 ou -4
(figure (I.5).3), puisque leur efficacité est réduite méme dans des solvants modérément polaires,

comme 1'éthanol ou le méthanol.
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CF, CF3 . 40
XX ~x AN
= Et Me OEt
Me\ AN AN

N 0] (o) Il‘I 0] O II\I 0] (@)

l

Me Et Me

coumarine 152 coumarine 35 coumarine 14

Figure (I.5).3
Dérivés coumarine ayant de faibles rendements quantiques
de fluorescence en milieu polaire [Reynolds, 1975].

Ce comportement est expliqué en se basant sur celui des dérivés rhodamine [Drexhage, 1973] : on
suppose que la densité€ des électrons 7 de la liaison entre le groupement amino et le noyau benzénique

est réduite dans ['état excité et, de ce fait, la mobilité du groupement amino augmente la probabilité
des transitions non radiatives vers I'état fondamental.

L'hypothése d'une désactivation non radiative des rhodamines ou des coumarines, par l'intermédiaire
du groupement amino mobile, a conduit naturellement a la synthése de colorants "rigides" comportant
des groupements julolidine comme la coumarine 102 (figure (1.5).4) et conduisant & une amélioration

de l'efficacité laser [Reynolds, 1975].

CH, CF; . 40
X ~ \
x OEt
N 0 0 N O 0 N o] 0

coumarine 102 coumarine 153 coumarine 314

Figure (I1.5).4

Dérivés coumarine ayant un groupement amino rigide [Reynolds, 1975].

Les dérivés 4-trifluorométhyle portant deux substituants alkyle sur le groupement amino (coumarines
152 et 35 : figure (I.5).3) ont de faibles rendements quantiques de fluorescence. En rigidifiant le
groupement amino, une amélioration considérable des performances de ces produits (coumarine 102
et 153) est observée. Un effet similaire a €té observé entre les composés 14 et 314. On constate
également un déplacement vers les hautes longueurs d'onde du maximum d'émission de ces
composés, puisque le groupement amino rigidifié est un groupement électrodonneur plus efficace que

le diméthyl- ou le diéthylamino [Reynolds, 1975].
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Enfin, Reynolds et Drexhage, 1975, ont montré qu'il n'était pas nécessaire, pour améliorer les
caractéristiques de fluorescence, de rigidifier le groupement amino si celui-ci porte un seul

groupement alkyle, comme dans le cas du composé 307 (figure (1.5).6).

La fluorescence des aminocoumarines est donc affectée par :

- larngidification du groupement dialkylamino qui empéche la rotation et conduit a une fluorescence
plus soutenue des composés B par rapport aux composés A (figure (1.5).5),

- le groupement porté par l'amine pour les rotors libres de subir une rotation (pour NRj, le déclin
non radiatif est selon l'ordre : R = éthyle > R = méthyle > R = hydrogéne),

- une diminution du déclin non radiatif dans le cas de -NHj et -NHR pour les composés qui portent
un substituant en position-6 (en ortho de l'amine),

- la présence d'un groupement en position-3 ayant une structure délocalisée,

- la présence d'un groupement €lectroattracteur en position-4 qui influe davantage sur les

modifications liées a la polarité du solvant.

R
R
N
N
Bt N o o
ll\I (@) O
B

Et A

Figure (I.5).5
Influence du substituant dialkylamino.

Les dérivés 7-aminocoumarine, portant une amine primaire, secondaire ou tertiaire bloquée subissent,
a I'état excité, un transfert de proton hautement émissif. Néanmoins, les amines tertiaires, libres de
subir une rotation (telles que -NEt2) ont un transfert de protons a l'état excité ayant un déclin peu ou
pas radiatif. En fait, l'introduction d'un substituant alkyle sur le groupement amino va changer la
basicité de Bronsted de ces composés, et donc augmenter la probabilité de formation de 1'état TICT
[Druzhinin, 1995].

Une chose est apparue clairement, les coumarines sont divisées en deux familles, en terme de
proprié€tés photophysiques (durée de vie et rendement quantique de fluorescence) lorsque la polarité
du solvant augmente :
- pour les dérivés ayant une fonction amino substituée, 1'émission de fluorescence et la durée de vie
de I'état excité sont trés nettement réduites dans les solvants polaires,
- pour les dérivés ayant une structure rigide, (figure (1.5).4), 1a réponse en fonction de la polarité
du milieu est moins importante, et on constate une réduction du rendement quantique de

fluorescence dans des solvants polaires et visqueux, tels que le glycérol.
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B/ Roéle et influence du substituant en position-4

En augmentant Ie degré d'alkylation du groupement amino, les longueurs d'onde d'émission se sont
peu a peu décalées vers les grandes longueurs d'onde, et un déplacement important vers le rouge a été
obtenu en ajoutant des substituants sur I'hétérocycle. La synthése de dérivés coumariniques substitués
en position-4 non plus par un groupe méthyle mais par un groupement trifluorométhyle, a permis
d'améliorer leur stabilit€ photochimique [Schimitschek, 1974]. La figure (1.5).6 donne des exemples
de ces nouveaux dérivés : le groupement trifluorométhyle sur les coumarines 307 et 151 augmente la
longueur d'onde d'émission de 50 nm par rapport aux coumarines 2 ou 120 (figure (1.5).2) dans les

mémes solvants.

CF3 CF3 CF3
~ S ~
Et
H m H\ /@[i N m
II\I 0] (6] II\I 0 O II\I O O

H Et Et
coumarine 151 coumarine 307 coumarine 6

A¢ = 480 nm A = 490 nm Ar = 505 nm

Figure (1.5).6

Structure moléculaire de dérivés 7-aminocoumarine substitués en position-4 [Reynolds, 1975].

Une attention spéciale a été portée sur la possibilité d'une émission duale dans le cas de ces traceurs
fluorescents : malgré toutes les recherches menées, sur I'évolution vers les grandes longueurs d'onde,
sur l'élargissement de la bande de fluorescence et ses changements de structure, sur la réduction du
rendement quantique de fluorescence pour des composés du type 4-trifluorométhyl-
7-diéthylaminocoumarine (coumarine 35, figure (1.5).3), l'apparition d'une seconde bande
d'émission de fluorescence dépendant du milieu d'étude n'a jamais ét€ démontrée [Taneja, 1995].

Druzhinin et al., 1995, ont étudié l'influence de la basicité sur des dérivés tels que les
7-aminocoumarines, libres de subir une rotation et présentant un transfert de proton a I'état excité,
afin de comprendre la faible fluorescence de ces dérivés.

Les auteurs ont montré que l'addition de HpSO4 dans des solutions éthanoliques de composés
représentés sur la figure (I.5).7, diminuait l'intensité des spectres d'absorption et d'émission, et
provoquait l'apparition d'une seconde bande d'émission (2 hautes longueurs d'onde) due & la

fluorescence du cation formé par la protonation du groupement C=0.
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3/ R! = NHEt, R? = Me, R>= Me
4/R' = NEt,, R*=H,R* = Me
5/R'=N ),R’=H,R>=Me

6/ R' = NH,, R* = H, R® = CF,

Figure (I.5).7

Composés présentant un transfert de proton a I'état excité.

En conclusion, il est apparu que la structure de 1'état excité, de molécules ayant subi un transfert de
proton, était plane pour les composés portant une amine primaire, secondaire ou tertiaire bloquée
(composés 1-3 et 5-8 : figure (1.5).7). Ainsi, dans la mesure ou le groupement carbonyle protoné
peut étre considéré comme un substituant accepteur d'électrons, on peut assimiler 1'état excité des

composés ayant subi un transfert de proton a un état de transfert de charge intramoléculaire (ICT).

Les composés 4 et 5, ont une structure dont le transfert de proton va favoriser un transfert de charge

pour activer la formation de 1'état TICT et donc conduire & un déclin non radiatif.
C/ Influence du milieu sur les propriétés photophysiques

La réponse, en terme d'émission de fluorescence dépend du chemin de substitution de la coumarine
mais €galement de la polarit€ du solvant : le rendement quantique de fluorescence ainsi que la durée de
vie des colorants coumarine, sont considérablement réduits, dans des solvants polaires, si le
substituant porté par le groupement amino est libre de subir une rotation.

Cet effet de la polarité est interprété en terme de relaxation de l'état excité, a partir d'une conformation
plane vers un état twisté zwitterionique.

Ainsi l'influence de la structure dépend principalement de la possibilité ou non d'une rotation, ainsi

que de la formation de charges positives ou négatives qui dépendent du groupement -NR5.
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Jones 11 et al., 1980P, ont étudié les propriétés du solvant qui gouvernent la compétition entre les
déclins radiatifs et non radiatifs des dérivés coumarine. Ils ont mis en évidence :
- un déplacement vers le rouge des longueurs d'onde d'absorption et d'émission lorsque la polarité

du milieu augmente,
- un élargissement général de la bande d'émission dans les solvants les plus polaires et protiques.

Les résultats confirment donc la nature polaire de 1'état fluorescent des aminocoumarines, et suggerent
|'établissement d'un modele pour le déclin non radiatif en ce qui concerne les espéces a 1'état excité,

qui ont un caractere a transfert de charge intramoléculaire.
D/ Modéles proposés pour un déclin non radiatif

Les propriétés photophysiques et photochimiques des coumarines sont mal comprises et ont conduit a
la proposition de plusieurs mécanismes de désactivation. Ainsi, lorsque 1'atome d'azote est substitué
par deux groupements éthyle, on assiste a une baisse considérable du rendement quantique et de la
durée de vie de fluorescence en solution aqueuse (T < 500 ps) ainsi que dans les solvants treés polaires

et donneurs de liaisons hydrogene. Cet effet suggere l'ouverture d'une voie de désactivation non

radiative.

De nombreux auteurs suggerent la possibilité d'un deuxiéme €tat excité, un état a transfert de charge
intramoléculaire "twisté" (TICT) qui présenterait des orbitales découplées sur le carbone de 1'azote de
la liaison CN. L'existence de cet €tat est celui communément admis pour la molécule de DMABN
[Grabowski, 1979 et 1983], le plan constitué par l'atome d'azote et les deux groupements alkyle

serait perpendiculaire a celui des cycles aromatiques de la coumarine.

Un autre modele, celui de l'ouverture-fermeture du parapluie ("Umbrella-Like Motion", ULM)
proposé dans la littérature [Lopez-Arbeloa, 1993] est basé sur un changement d'hybridation
sp2 -> sp3 qui faciliterait & partir de la configuration sp3 la conversion interne non radiative Sy -> So.
Une meilleure compréhension des mécanismes de désactivation des coumarines en phase aqueuse est

nécessaire et dans ce contexte, l'interaction soluté-solvant apparait dés lors comme un élément

essentie].
i/ Concept de l'état TICT

Les modifications des propriét€s photophysiques des coumarines, par alkylation d'un groupement
amino en position-7, sont interprétables en terme de réorganisation des états n, ¥ et, T¥, avec un

état excité a transfert de charge intramoléculaire (ICT) qui implique 1a promotion d'un électron depuis

une orbitale liée a la fonction amino.
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L'influence du solvant ou du substituant est interprétée en terme de structures A et B (figure (1.5).8)
qui représentent la contribution de la résonance de la molécule, et de facon approximative les états

électroniques excités des molécules de type aminocoumarine.

R' R' R'
R Ry _—~ _ R.. () .
~N 0 \O \ITI(+) o O( ) . Z 0 O(—)
]
R R l
R
A B C
ICT TICT

Figure (1.5).8
Les différents états accessibles aux 7-dialkylaminocoumarines

substituées en position-4 [Bangar Raju, 1994].

L'état fondamental est représenté par la structure A, tandis que 1'état excité de plus faible énergie (€tat
S1) est majoritairement représenté par un état polaire, a transfert de charge intramoléculaire (état ICT)
qui ressemble a la structure B. L'état S; présente un moment dipolaire élevé, et en ajoutant sur le
chromophore des substituants supplémentaires, on augmente ou diminue le moment dipolaire de I'état

excité.

Ainsi, la formation d'un état excité (FC) est suivie par une premiére relaxation vers un état plan a
transfert de charge intramoléculaire (ICT), hautement émissif et modérément polaire. Pour les

composés qui n'ont pas une géométrie rigide, cette relaxation peut se poursuivre par la rotation du
a transfert de

s

groupement amino, qui conduit a une conformation non planaire : un état "twisté"
charge intramoléculaire (TICT) d'énergie plus basse que 'état ICT (figure (1.5).9). Cet état présente
une grande séparation de charges qui devient de plus en plus importante en milieu polaire.

La formation et la stabilisation de I'état TICT des aminocoumarines sont déterminées par les
caractéristiques des groupements électrodonneurs et accepteurs portés par la structure coumarine, et
par la polarité du solvant, comme l'on décrit Jones II et al., 19802. La viscosité du solvant peut
¢galement affecter la désactivation non radiative dans la mesure ot ce procédé met en Jeu une rotation

des liaisons qui relient les groupements donneur et accepteur 2 la structure coumarine.

Ainsi, toutes les caractéristiques de fluorescence des sondes dérivées de coumarines, sont controlées
par la formation de 1'état TICT, puisque ce dernier agit souvent comme un inhibiteur de la

fluorescence.
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FC

hv

Energie

0° Angle de rotation 90°

Figure (1.5).9
Relations qualitatives entre les transitions de Franck-Condon (FC),
les sauts d'énergie pour permettre les rotations, la stabilisation des états ICT et TICT

dans le cas de solvants modérément polaires (a) et polaires (b).

Deux approches ont été proposées pour controler la formation de 1'état TICT :
- la premiére consiste a rigidifier le systeéme, et ainsi a empécher la formation de 1'état TICT
[Rettig, 1986],
- la seconde consiste a augmenter le niveau d'énergie de formation de I'état TICT par rapport a I'état
ICT, tout en gardant le systéme flexible, de fagon a défavoriser la formation de 1'état TICT. Cela
peut-€tre fait (i) en réduisant le caractére donneur du groupement amino ou (ii) en diminuant le

caractére accepteur du substituant [Bangar Raju, 1994].

Le mécanisme de désactivation de 1'état ICT vers 1'état TICT est important en milieu polaire ou les
charges sont le plus espacées, favorisant ainsi la stabilité de la forme zwittérionique. Les changements
structuraux tels que la rigidification de la fonction amino (empéchement de la rotation) ou I'influence

du groupement -NR» (qui favorise ou réduit la formation de charges) influencent aussi ce phénomene.

L'étude des coumarines 151, 152 et 35 (figure (1.5).10) a également montré que la vitesse du déclin

de fluorescence a une dépendance inverse avec la taille du rotor.
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CF, CF; CF,
X X RS
H\ CH3\ Et\
II\I O O II\I O O | 0 0
H CH; Et
Coumarine 151 Coumarine 152 Coumarine 35

Figure (1.5).10
Influence de la taille du rotor.

Enfin, le modéle ICT-TICT est l'un de ceux adopté par Grabowski et al., 1979, & propos du
comportement d'un grand nombre d'especes polaires a 1'état excité, mais différe du modele proposé
pour des composés du type p-diméthylaminobenzonitrile (DMABN), en ce sens que la forme twistée,

dans le cas des coumarines, n'est pas ou peu émissive.
ii/ Modéle ULM ("Umbrella-Like Motion")

Un autre mécanisme de désactivation non radiative proposé dans la littérature [Lopez-Arbeloa, 1993]
est le modele ULM. Le processus de conversion interne représenté sur la figure (I.5).11 est assimilé a
un changement de structure du groupement amino qui passe d'une configuration plane (hybridation
sp? de l'atome d'azote) 2 une configuration pyramidale (hybridation sp3 de ce méme atome).

Figure (1.5).11
Désactivation selon le modéle ULM.
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Le caractére de double liaison entre le groupement amino et les deux cycles aromatiques disparait lors
de ce processus pour laisser place & une simple liaison et une redistribution du systéme 7. Ce modele
explique la variation des constantes de désactivation non radiative lorsque le degré d'alkylation du
groupement amino augmente. Dans 1'état excité, le caractére de double liaison est alors plus marqué et
la probabilité d'une telle conversion interne devrait diminuer. Lorsque la polarité du solvant

augmente, la forme mésomere B (figure (1.5).12) est stabilisée entrainant une augmentation de la

constante de désactivation non radiative.

Etat fondamental Etat excité
R R'
7
N
R m\ — & mo@
N T -~ o) N(+) Q
N 9\ ,
R A B

Figure (1.5).12
Les deux formes mésomeres présentes dans 1'état fondamental Sg et 1'état excité S;.

1.5.2. DERIVES DU TYPE 7-(N,N-DIALKYLAMINO)COUMARINE SUBSTITUES
EN POSITION-3

Les dérivés coumarine, substitués en position-3 se comportent, dans I'ensemble, comme ceux décrits
précédemment. Nous montrerons donc que ces composés ont €galement des propri€tés
photophysiques qui dépendent fortement du milieu d'étude, et de la force du caracteére €lectroaccepteur
du substituant en position-3 [Kaholek, 1997].

Bangar Raju et Varadarajan, 1994 ont étudié les propriétés photophysiques de dérivés

7-diéthylaminocoumarine, substitués en position-3 par des fonctions a caractéres électroattracteurs

différents (figure (1.5).13).
x R
Et\
N o 0]

Et
IR = -CHO
IR =-CH = NNH - C -C¢Hs
0
IV R = - CH = NNH - C - NH,
S

Figure (I.5).13
Dérivés 7-diéthylaminocoumarine

substitués en position-3 [Bangar Raju, 1994].

Page 35



Elaboration de sondes fluorescentes pour des applications d'intérét biologique...

Une analyse comparative des caractéristiques d'absorption et d'émission des traceurs II et III a révélé
que, l'introduction d'un groupement amino électrodonneur 2 la place d'un groupement phényle, et le
remplacement de l'oxygene par un soufre (composé III) sur le substituant thiosemicarbazide en
position-3 conduit a des changements importants. En effet, bien que le rendement quantique de
fluorescence de ces deux traceurs soit soutenu méme dans des solvants polaires, la constante de déclin
radiatif k; est toujours inférieure a la constante de déclin non radiatif ky, dans le cas du traceur II,

tandis qu'un comportement inverse est observé pour le traceur II1.

Tous les changements observés dans les propriétés de fluorescence ont été interprétés en terme de
formation de I'état TICT dans le cas des 7-aminocoumarines. Une molécule ayant un groupement
€lectrodonneur (usuellement un groupement dialkylamino) et un groupement électroaccepteur qui
assure la délocalisation de la molécule, présente un état ICT ayant un transfert partiel d'électrons
initialement formé sous excitation. En milieu polaire, le groupement dialkylamino subit une rotation
qui positionne l'orbitale donneur perpendiculairement a 1'orbitale accepteur. Cela résulte en un

transfert total des charges, et donc a la formation de I'état TICT.

Bangar Raju et Varadarajan, 1994, ont montré que dans la mesure ou ces différents traceurs avaient le
méme groupement électrodonneur, seul le substituant en position-3 influait sur les propriétés
photophysiques. La présence d'un groupement électroattracteur fort (composé 1), va faciliter le
transfert de charge depuis le groupement électrodonneur. Ainsi la polarité de 1a molécule augmente, et
devient encore plus forte sous excitation. Dans des solvants de polarité élevée, le groupement
accepteur va faciliter le transfert de charge et abaisser le niveau d'énergie de I'état TICT, par rapport
aux état excités des conformations planes et twistées. Ainsi, I'état ICT va se relaxer spontanément

vers un niveau d'énergie inférieure : 1'état TICT qui est faiblement ou non fluorescent.

Ainsi, la fluorescence de 1'état ICT va étre inhibée, comme les auteurs ont pu I'observer dans le cas
du traceur I en milieu polaire. Les traceurs II et III ont des groupements électroaccepteurs de force
réduite, en raison de la longueur de délocalisation de la chaine, et donc les interactions
donneur-accepteur sont compromises en raison de la conjugaison de systéme 7. La formation de I'état
TICT reste possible, étant donné que la rotation du groupement dialkylamino n'est pas empéchée,
mais I'énergie de cet état est certainement défavorable par rapport a celle de 1'état ICT, ayant une
conformation plane. Cela explique le rendement quantique de fluorescence élevé des traceurs II et I11,

méme dans des solvants de constante diélectrique élevée.

Une seconde étude, réalisée par les mémes auteurs, mais sur un composé différent (une

7-diéthylaminocoumarine portant un substituant hétéroaryle en position-3 : figure (1.5).14) a

¢galement ét€ menée [Bangar Raju, 1995].
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Et Cy

Et

Figure (1.5).14
Dérivés DACH [Bangar Raju, 1995].

Les auteurs ont montré que la substitution du dérivé 7-dialkylamino en position-3, par des
groupements fortement délocalis€s va inhiber la formation de 1'état TICT, bien que la rotation de la
molécule reste envisageable. Cela permet donc d'obtenir des traceurs fluorescents ayant un rendement

quantique élevé, méme dans des milieux de forte polarité.

Enfin, Griffiths et al., 1995, ont également étudié une grande variété de composés 7-diéthylamino,
substitués en position-3 par des groupements €lectroattracteurs de nature différente et de conjugaison
plus ou moins longue.

Leur premiére constatation porte sur l'influence importante de la conjugaison sur la valeur de la
longueur d'onde au maximum d'émission de fluorescence pour les composés : 1'apport d'une unité
vinylique supplémentaire peut induire un effet inverse, c'est-a-dire un déplacement hypsochromique
du spectre en raison des interactions stériques créées et que de fagon générale, les coumarines vinyle
ne sont pas aussi fluorescentes que les coumarines simples du type 7-dialkylamino portant un
groupement €lectroattracteur en position-3.

Parall¢élement, I'augmentation de la conjugaison peut entrainer une augmentation de la flexibilité de la
molécule et donc des largeurs de bandes des spectres d'absorption plus importantes correspondant a
une perte d'efficacité de la fluorescence. Ce sont également ces molécules qui possedent différentes
conformations cis-trans en solution, qui conduisent a des coefficients d'extinction molaires plus

faibles et donc & un effet bathochromique réduit.

Ainsi, si les coumarines portant en position-7 un groupement électrodonneur, tel qu'un groupement
hydroxyle, alkoxyle ou amino bisubstitué et un groupement électroaccepteur en position-3, -4 ou -6
sont les plus efficaces sur le plan des propriétés photophysiques, il ne faut pas perdre de vue que la
nature de ces substituants joue un rdle primordial quant a la présence d'interactions soluté-solvant, a

la formation de conformeéres, a la facilité d'une rotation de la molécule et a la faveur d'une

désactivation non radiative.
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I.6. CONCLUSION

C'est apres avoir étudié toutes ces données bibliographiques, et aprés avoir pris en compte
I'importance et 'étendue des applications li€es aux dériv€s coumarines que nous avons orienté nos
recherches vers la synthése de nouveaux composés coumariniques.

L'intérét de ces composés réside, pour nous, dans leur utilisation comme sondes fluorescentes en
biochimie en tant que marqueurs de nombreuses protéines, récepteurs mono- ou polysaccharides
[Kasten, 1996], avec l'avantage d'avoir des propriétés photophysiques sensibles aux conditions
d'environnement. Nous rappelons également que 1'un de nos objectifs étant 'observation de systémes
biologiques fluorescents par le biais de la microscopie optique en champ proche, nous avons choisi
d'élaborer des traceurs présentant des longueurs d'onde d'absorption voisines de 490 nm, longueur

d'onde de la source photonique disponible sur l'appareil.

Dans toute la gamme des dérivés coumarine, nous avons port€ notre attention sur ceux substitués en
position-7 par un groupement dialkylamino, ces composés présentant pour nous un double avantage :
- la grande majorité des 7-aminocoumarine absorbent la lumiere au-dessus de 330 nm, permettant
ainsi une excitation en dehors des limites d'absorption des protéines et des acides nucléiques,
- parallélement a cette propriété, elles montrent le plus souvent des rendements quantiques de

fluorescence relativement élevés (0,5 et plus) et une fluorescence située dans la partie bleue-verte

du spectre visible.

Bien que la présence d'un groupement -NHj en position-7 donne accés a de meilleurs rendements de
fluorescence, nous avons choisi de fixer un groupement -NEt, sur la structure coumarine afin de
déplacer les longueurs d'onde d'absorption et d'émission vers le rouge. L'utilisation d'un
groupement donneur ayant une structure rigide était & exclure. Méme si leurs longueurs d'onde sont
tres nettement déplacées vers le rouge, nous venons de rapporter que pour les dérivés ayant une
structure rigide, la réponse en fonction de la polarité¢ du milieu est moins importante, et conduit méme
a une réduction du rendement quantique et de la durée de vie de fluorescence dans les solvants

polaires et visqueux, tels que le glycérol.

Nous avons également montré, que l'influence de I'environnement sur les propriétés photophysiques
des dérivés coumarines est encore plus prononcée pour les composés 7-dialkylamino qui portent un
groupement attracteur en position-3 ou -4 puisque leur efficacité est réduite méme dans des solvants

modérément polaires, comme 1'éthanol ou le méthanol.

Nous avons donc choisi d'élaborer des molécules ayant un groupement électrodonneur et un
groupement €lectroaccepteur, placé en position-3 sur la structure coumarinique, qui assure la

délocalisation de la molécule.
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Pour ce faire, nous avons modifié 1'hétérocycle 7-N,N-diéthylamino déja fluorescent pour améliorer
ses caractéristiques photophysiques et lui transmettre une nouvelle réactivité par l'apport de
substituants (fonctions esters, acides et amides) afin de préparer des composés capables de réactions

spécifiques vis-a-vis de groupements fonctionnels.

Ces nouveaux composés seront donc susceptibles de présenter un état ICT ayant un transfert partiel
d'électron initialement formé sous excitation. En milieu polaire, le groupement diéthylamino qui peut
subir une rotation va positionner 1'orbitale donneur perpendiculairement a l'orbitale accepteur et

permettre un transfert total des charges d'ou la formation de 'état TICT.

Pour les traceurs dont le groupement électroaccepteur est de force réduite, en raison de la longueur de
délocalisation de la chaine, les interactions donneur-accepteur seront compromises. En raison de la
conjugaison du systéme T et bien que la formation de I'état TICT reste possible, puisque la rotation

du groupement dialkylamino n'est pas empéchée, I'énergie de cet état sera certainement défavorable
par rapport a celle de 1'état ICT, ayant une conformation plane. Cela devrait conduire 2 un rendement

quantique de fluorescence élevé de ces traceurs méme dans des solvants de constante diélectrique

élevée.

Partant de toutes ces constatations, nous avons choisi de synthétiser six nouveaux composés, ayant
tous un groupement €électrodonneur 7-di€thylamino libre de subir une rotation, et un groupement
électroattracteur en position-3 de force plus ou moins grande (figure (1.6).1). La synthése de ces

composés est décrite dans le chapitre II suivant.

AN C%R
Bt I—n
\T 0 o CN

Et

n=0 R = COOEt, COOH
n=1 R = COOQEt, COOH, CONHGIu, CONHGluAc

Figure (1.6).1
Structure de base des différentes coumarines synthétisées”.

* La structure détaillée des différents composés fait I'objet d'une fiche d'aide, jointe au manuscrit.
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CHAPITRE I : Synthése des rotors moléculaires fluorescents

IL.1. OBJECTIF DE LA SYNTHESE

Avec l'objectif de pouvoir disposer de nouveaux traceurs fluorescents pour des applications d'intérét
biologique, nous avons réalisé la synthése de rotors moléculaires fluorescents ayant des structures
nouvelles par rapport a la gamme de rotors déja disponibles au DCPR-GRAPP [Adibnejad, 1996 ;

Bentikouk, 1990 ; Jungen, 1996].

Ainsi que nous venons de le voir, la particularité des rotors moléculaires est leur sensibilité aux
modifications d'environnement (polarité, viscosité, température...). Leur incorporation dans des
systemes cellulaires devrait permettre d'appréhender les modifications de différents systémes
biologiques et d'observer des modifications a I'échelle submicronique grice a la microscopie optique

en champ proche.

Notre intérét, lié aux systemes biologiques nous a conduits tout naturellement & considérer des
marqueurs fluorescents dont 1'émission de fluorescence est déplacée vers les grandes longueurs
d'onde. En effet, 1'absorption dans la région visible (longueur d'onde d'excitation supérieure a
450 nm), dans le cas de matériaux biologiques, est préférable a l'absorption dans la région UV car
les cellules biologiques peuvent présenter une fluorescence "naturelle” (flavines, NADH...) sous

excitation UV [Valeur, 1993] qui serait alors confondue avec la fluorescence du traceur introduit.

Pour que ces traceurs présentent une spécificité, quant a leur localisation, vis-a-vis des systémes
biologiques nous avons choisi de greffer ces nouvelles sondes sur une molécule d'ancrage de type

sucre : la glucosamine.

Au cours de cette derniére décennie divers types de rotors glucidiques ont été élaborés, et I'objectif de
cette étude a été€ d'élargir la gamme des rotors moléculaires fluorescents.

Pour cela, nous avons synthétisé de nouveaux traceurs fluorescents ayant des longueurs d'onde
d'absorption de l'ordre de 488 nm en augmentant la conjugaison existant entre les groupements
électrodonneur et électroaccepteur de la molécule. Contrairement a ce qui a été fait jusqu'a présent au
DCPR-GRAPP, nous n'avons pas cherché a augmenter le nombre de doubles liaisons liées au noyau
benzénique des dérivés benzylidéne ou cinnamylidéne (figure (I1.1).1), mais a introduire un
hétérocycle insaturé accolé au noyau aromatique. Pour cela, trois types de composés susceptibles de
présenter des longueurs d'onde d'absorption déplacées vers le rouge ont été sélectionnés

(figure (11.1).2).
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Dérivé "BENZENE" Dérivé "BENZYLIDENE"

R2

= - = (:\
Rl
\
N

|
R!

Dérivé "CINNAMYLIDENE"

Figure (II.1).1
Formule de base des rotors de type benzene, benzylidéne et cinnamylidéne
synthétisés au DCPR-GRAPP [Bentikouk, 1990 ; Adibnejad, 1996].

H;C \ J N
/N 29
H,C N c?
H

/COOQHS
[}\/C
CN

o
Dérivé "BENZIMIDAZOLE" Dérivé "THIOPHENE"
Jeae
? \ITI 0 N0
CHs

Dérivé "COUMARINE"

Figure (I1.1).2

Formules de base des nouveaux rotors synthétisés.

En ce qui conceme la structure de ce chapitre, les réactions utilisées au cours des différentes étapes
nécessaires a l'obtention des produit désirés seront décrites, ainsi que le détail des protocoles

expérimentaux et des caractéristiques physico-chimiques des produits obtenus.

Page 42
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I1.2. MATERIELS ET METHODES PHYSICO-CHIMIQUES

I1.2.1. MATERIELS POUR LA SYNTHESE CHIMIQUE

A/ Produits chimiques

Acétate de cuivre 11

Acétate de sodium

Acide chlorhydrique 37%

Acide cyanoacétique

Acide 3,4-diaminobenzoique
Anhydride acétique
Hydrogénocarbonate de sodium
5-Bromo-2-thiophénecarboxaldéhyde
Chlorhydrate de D-Glucosamine
Cyanoacétate d’éthyle
4-(N,N-diméthylamino)benzaldéhyde
4-diéthylamino-2-hydroxybenzaldéhyde
Glutaconate de diéthyle
1-Hydroxybenzotriazole

Malonate de diéthyle

Méthylate de sodium

Oxyde de magnésium

Oxychlorure de phosphore

Periodate de sodium

Salicylaldéhyde

Sulfure de sodium nonahydrate
Tétroxyde d'osmium

Pipéridine

Pyridine

B/ Solvants

(Aldrich, réf. 32,675-5)
(Aldrich, réf. 11,019-1)
(Fluka, réf. 84419)
(Aldrich, téf. 23,997-6)
(Aldrich, réf. D1,260-0)
(Aldrich, réf. 11,004-3)
(Lancaster, réf. 13292)
(Aldrich, réf. 15,262-5)
(Aldrich, réf. 23 046)
(Fluka, réf. 28429)
(Fluka, réf. 39 070)
(Aldrich, téf. 22,568-1)
(Aldrich, réf. D9,580-8)
(Aldrich, téf. 15,726-0)
(Aldrich, réf. D 9,775-4)
(Aldrich, réf. 40,306-7)
(Fluka, réf. 63090)
(Aldrich, réf. 20,117-0)
(Aldrich, réf. 31,144-8)
(Aldrich, réf. 22,568-1)
(Aldrich, réf. 43,164-8)
(Aldrich, réf. 20,886-8)
(Aldrich, 1éf. 41,102-7)
(Aldrich, Téf. 27, 040-7)

Tous les solvants utilisés sont des solvants purs pour synthese.

Acétate d'éthyle
Acétone
Benzéne

Chloroforme

(SdS, réf. 00202)
(SdS, réf. 00502)
(SdS, réf. 01602)
(SdS, réf. 02402)

M = 181,64 g/mol
M = 82,03 g/mol
M = 36,5 g/mol
M = 85,06 g/mol
M = 152,15 g/mol
M = 102,09 g/mol
M = 84,01 g/mol
M = 191,05 g/mol
M = 118,97 g/mol
M = 113,12 g/mol
M = 149,19 g/mol
M = 193,25g/mol
M = 186 g/mol

M = 135,13 g/mol
M = 160,17g/mol
M = 54,02 g/mol
M = 40,31g/mol
M = 153,33 g/mol
M = 213,89 g/mol
M = 193 g/mol

M = 240,18 g/mol
M = 254,20 g/mol
M = 96,24 g/mol
M = 84,14 g/mol
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Dichlorométhane (SdS, réf. 02902 E)
Diéthyléther (SdS, réf. 04402)
Diméthylformamide (SdS, réf. 03402)
Ethanol absolu (SdS, réf. 01302)
Ether de pétrole (SdS, réf. 04510)
Meéthanol (SdS, réf. 09302)

I1.2.2. METHODES CHROMATOGRAPHIQUES DE SUIVI DES REACTIONS ET
DE PURIFICATION DES PRODUITS

Le suivi des réactions a généralement été effectué par chromatographie sur couche mince (CCM) en
utilisant comme adsorbant des plaques de silice, Kieselgel 60 F,s4 (SdS, réf. CCM 221254).

La CCM nous a servi a analyser les mélanges réactionnels de fagon qualitative, a identifier les

composants des mélanges et a contrdler la pureté des produits finaux.

Les produits ont été dans la plupart des cas purifi€s par une séparation utilisant la chromatographie
liquide sur colonne (gel de silice, 70-200 um, SdS, réf. 210 00 17).

I1.2.3. METHODES DE CARACTERISATION DES PRODUITS

Les méthodes classiques de caractérisation de composés chimiques ont été utilisées pour confirmer les

structures attendues lors des diverses réactions de synthése mises en ceuvre.

Les points de fusion sont mesurés sur un banc Kofler.

Les spectres d'absorption UV-Visible seront décrits dans le chapitre suivant, car les conditions

d'absorption conditionnent les propriétés d'émission de fluorescence qui feront 1'objet du chapitre ITI.

Les spectres de RMN H ont été effectués sur un appareil Briicker AC 200 P. Les déplacements
chimiques sont exprimés en ppm et les constantes de couplage sont données en Hz. Les formes des
signaux sont données de la maniére suivante : s, singulet ; d, doublet ; t, triplet ; q, quadruplet ;

m, multiplet.

Les spectres Infrarouge sont a transformée de Fourier et ont été effectués sur un appareil Briicker IFS
25. Les nombres d'onde sont exprimés en cm-!, et seuls les signaux caractéristiques ont été

répertoriés.

Les analyses élémentaires ont été réalisées au centre CNRS de Vernaison.
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CHAPITRE 11 : Synthése des rotors moléculaires fluorescents

I1.3. DESCRIPTION DES METHODES DE SYNTHESE
I1.3.1. ROTOR DERIVE DU BENZIMIDAZOLE

Le premier composé auquel nous nous sommes intéressés est un dérivé benzimidazole. Celui-ci est
obtenu par condensation de l'acide 3,4-diaminobenzoique et du 4-(N,N diméthylamino)

benzaldéhyde en présence d'acide (figure (I1.3).1).

=
NH N
2 + /©/ SCH3 MeOH, reflux /©N>O /
acide acétique
HOOC NH, OHC % oo N NcHs

Figure (I1.3).1
Schéma de syntheése du
2-[4'-(N,N diméthylamino)phényl]-5-carboxybenzimidazole [Denny, 1990].

En raison des résultats observés au cours de 1'étude photophysique, et qui seront décrits dans le
chapitre III, nous avons écarté de nos recherches les dérivés benzimidazole pour finalement nous

intéresser aux dérivés thiophéne.
I1.3.2. ROTORS DERIVES DU THIOPHENE

Le second type de composé auquel nous nous sommes intéressés a largement été étudié comme
matériau pour l'optique non linéaire [Jen, 1994]. En effet, ce type d'études utilise également des
composés dont la structure chimique fait intervenir la juxtaposition de deux groupes, 1'un donneur
d'électrons, l'autre accepteur, séparés par une jonction plus ou moins longue mais permettant un
transfert de charge intramoléculaire a 1'état excité.

L'un des résultats décrit par Jen et al. montre que le remplacement, dans une molécule, d'un cycle
benzéne par un cycle thiophéne augmente d'environ 50 nm sa longueur d'onde d'absorption.

Ce résultat nous a donc conduits a synthétiser une nouvelle "famille” de rotors en remplacant le cycle

benzénique par un cycle thiophéne dans les rotors de type benzylidéne (figures (I1.1).1 et (I1.1).2).

A/ Réaction de substitution nucléophile

La premiére étape de synthése est une substitution nucléophile du brome porté par le
2-formyl-5-N,N-dialkylaminothiophéne par une amine. Ce protocole décrit par Chippendale et al.,
1974, a été appliqué a deux types d'amines : la diméthylamine et la pipéridine (figure (11.3).2).
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En effet, en raison du caractére volatil de la diméthylamine, il nous a semblé judicieux de tester le

protocole a partir d'une autre amine.

r | OHC

Rl
/U\ . \N/H EtOH, NaHCO; [| | "
oHC - 57 B 7N
R, R*=CH,

Rl, R2 — < _

Figure (I1.3).2
Schéma de synthése de la substitution nucléophile conduisant au
2-formyl-5-N,N-dialkylaminothiophéne.

Ces réactions ont été menées avec de trés faibles rendements : 10% et 15% selon qu'on utilise

respectivement la diméthylamine ou la pipéridine.

B/ Réaction de Kncevenagel

La réaction de Knceevenagel consiste a condenser 1'aldéhyde hétérocyclique avec un composé
méthyléne actif pour aboutir 4 la formation d'une liaison éthylénique (figure (I1.3).3). Le rendement

de cette synthese est de 90% quelle que soit 1'amine utilisée.

CN CN
CTT e e weomdo © o
Ry 2 \N S /C\

N~ ~s” “CHO N COOC,H; : COOC,H;

Figure (I1.3).3
Schéma représentant la condensation de Kneevenagel conduisant au

2-(cyanoacrylate d'éthyle)-5-N,N-dialkylaminothiophéne.

La réaction se fait en présence soit d'un catalyseur basique (pipéridine) [Jones, 1967], soit d'une
quantité steechiométrique d'oxyde de magnésium selon un procédé 1égérement modifié décrit par
Moison et al., 1987. Le principe consiste a arracher un proton du méthyléne actif de fagon a ce que le

carbanion formé réagisse sur la fonction carbonyle par attaque nucléophile selon le mécanisme

proposé€ sur la figure (I1.3).4.
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CH
AN S0
R' R’ AN H 1
s 0 CH, | R
CH,—CH + BH > Ar—C—CH
/ \ 2 / l \ 2
R? R N 0 R
/ N\
CH, CH, lBH
H R!
=& A
H,0 C=¢
= TN, - Ar—C—CcH
A R 2T
N AN
/ N\
CH, CH, CH, CH,

Figure (I1.3).4
Meécanisme proposé pour la réaction de Kncevenagel.

En accord avec les travaux décrits par Jen et al., 1994, une augmentation de 50 nm de la longueur
d'onde d'absorption a été obtenue, en remplagant dans les dérivés benzylidéne, le cycle aromatique
par un cycle thiophéne (chapitre III). Néanmoins, en raison des difficultés rencontrées pour
synthétiser ces composés, nous n'avons pas développé davantage notre étude. En effet, il aurait €té
intéressant de synthétiser des dérivés thiopheéne analogues aux dérivés cinnamylidéne, c'est-a-dire des

composés comportant deux doubles liaisons.

A ce stade, une troisi€me voie de synthése a ét€ développée concernant des dérivés coumarine. Nous
avons étudié ces composés qui sont souvent décrits comme fortement dépendants de la polarité des

solvants [Rettig, 1986] mais également comme ayant des propriétés d'€mission de fluorescence trés

Intéressantes.
I1.3.3. ROTORS DERIVES DES COUMARINES

Dans un premier temps, nous avons synthétisé la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine
3-carboxylate d'éthyle connue pour ses propriétés photophysiques intéressantes et son utilit€ en tant

que marqueur fluorescent [Jones II, 198072 b,
A/ Synthése de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine 3-carboxylate d'éthyle (1)

Le produit est obtenu par condensation malonique, en milieu basique, entre le malonate de diéthyle et
le 4-diéthylamino-2-hydroxybenzaldéhyde (figure (I1.3).5).
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COOC,H
CHO COOC,H; = e
/ Pipéridine, reflux HC, N N
H:Co + CH, T e N 0

o)
N oH ™ COOC,H; H;C, 7

e’ (1)

Figure (I1.3).5
Schéma de synthése de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine 3-carboxylate d'éthyle
[Van Gompel, 1987].

Nous avons obtenu a l'issue de cette synthése, des cristaux jaunes avec un rendement de 85%. La

saponification de ce composé nous a donné son homologue acide.
B/ Synthése de l'acide 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-carboxylique (2)

Ce composé est obtenu par hydrolyse de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine 3-carboxylate d'éthyle
(1) en présence d'acide chlorhydrique concentré (figure (I1.3).6).

«_~ COOC:Hs «_~ CO0H
— HC, m
H;C, \N/O\/I HCI, NH,OH SN o

| 0" o | 0

HG (1 HG (2)

Figure (I1.3).6
Schéma de synthése de 1'acide 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-carboxylique
[Van Gompel, 1987].

Nous avons obtenu a l'issue de cette synthése, une poudre orange d'une grande pureté avec un
rendement de 78%.

En raison de la facilité de mise en ceuvre de la synthése des coumarines, et des premiers résultats de
photophysique correspondant a ce que nous attendions, nous avons voulu augmenter la longueur
d'onde d'absorption des composés obtenus. Nous avons alors envisagé d'introduire un groupement
2-cyanopropénoate d'éthyle en position-3, ce qui a nécessité la synthése d'un composé intermédiaire,

la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-formyl (4).
C/ Synthése de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-formyl (4)
Pour la préparation de ce produit, nous avons voulu tester deux protocoles différents. Le premier a

fait 'objet d'un brevet [Harnisch, 1975], tandis que le second est issu d'une publication beaucoup

plus récente [Padmanabhan, 1996].
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i/ Voie de synthése utilisant le malonate de diéthyle

Le premier procédé auquel nous nous sommes intéressés utilise comme produit de départ la
7-(N,N-diéthylamino)coumarine 3-carboxylate d'éthyle (1) décrite précédemment (§ I1.3.3.A) et fait

intervenir deux étapes supplémentaires.

La premiere étape est une décarboxylation en milieu acide de la fonction éthoxycarbonyle en
position-3 pour conduire a la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine (3) (figure (I1.3).7). Le produit final

est obtenu avec un rendement de 92%.

N COOC,H;s A
HCL 18%  HyCp < .
\ —_— N O

N 0" o l
l HC,
HCG () (3)

H;C, 0]

Figure (I1.3).7
Schéma de synthése de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine
[Harnisch, 1975].

La 7-(N,N-diéthylamino)coumarine (3) peut étre formylée par une réaction de Vilsmeier-Haack

mettant en jeu l'action de POCI; dans le diméthylformamide pour conduire a I'aldéhyde désiré

(figure (11.3).8).

X CHO
N

| |
H;,C (3) G

Figure (I1.3).8
Schéma de synthese de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-formyl
[Harnisch, 1975].

Le produit se présentant sous forme de cristaux oranges a €t€ 1solé€ avec un rendement de 70%.
ii/ Voie de synthese utilisant le glutaconate de diéthyle

Le second procédé auquel nous nous sommes intéressés fait intervenir le 4-diéthylamino-2-

hydroxybenzaldéhyde, et le glutaconate de diéthyle dans une condensation de Kneevenagel, en milieu

basique (figure (I1.3).9).
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_-COOC,H;

~ \C
CH =CH - COOC,H :
CHO / *®  EtOH, pipéridine G2\ /@I\H
HC, < + CH, EOML pipenidige TN 0"™~o
N

OH AN Reflux |
| COOCH; HsC,

H;G

(5)

Figure (I1.3).9
Schéma de synthese de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-acrylate d'éthyle
[Padmanabhan, 1996].

Cette synthése conduit & la formation d'un composé solide orange avec un rendement de 90%.

La double-liaison de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-acrylate d'éthyle (5) est ensuite soumise a
une cis-dihydroxylation par le tétroxide d'osmium. Une réaction de Malaprade (oxydation du diol par

NalO,), conduit a la formation de 1'aldéhyde désiré (figure (I1.3).10).

. CHO
NN _~ COOCHs 1/ 0s0, H,C, /@(\/E
0" Y0 l
| - BG
H,C, (5) (4)

Figure (I1.3).10
Schéma de synthése de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-formyl
[Padmanabhan, 1996].

L'aldéhyde est obtenu avec un rendement de 83%. L'analyse en RMN du proton montre la présence

de traces d'impuretés, qui n'étaient pas constatées avec le premier procédé.
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1ii/ Bilan concernant les deux procédés

Procede 1 "Procede 2
[HARNISCH, 1975] [PADMANABHAN, 1996]
PRODUITS DE DEPART CHO CHO
HSCZ \N/QOI_I H5C2 \T/@OI-I
|
HC, H;C,
/ COOG,H; _ CH = CH - COOC,H;
CH, CH,
N ™ CcooC,H
COOC,H; OC,Hs
PRODUITS INTERMEDIAIRES COOC,H,
X
H5C2 ~ /@f\/(
II\I 0o 0 e Vo C,H;
5C, 5L2 \ITI oNpH
~
me . S HCe
ITI o 0
H;C,
PRODUIT FINAL : CHO
~
H;C,

NOMBRE D'ETAPES 3 2
RENDEMENT GLOBAL 55% 75%
PURETE DU PRODUIT Tres satisfaisante Peu satisfaisante
(Déterminée par RMN 1H)

COUT EN REACTIFS 49 94

(F / g de produit synthétisé)

Le premier procédé, bien qu'ayant un rendement inférieur au second, et mettant en jeu une étape
supplémentaire, présente de nombreux avantages. En effet, c'est le procédé qui présente le prix de
revient le plus bas, et qui permet d'obtenir des produits intermédiaires de grande pureté pour la suite

des expériences. Enfin, les protocoles mis en jeu dans ce procédé sont faciles a réaliser.
D/ Synthése de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-cyanoacrylate d'éthyle (6)

Le produit est obtenu par une condensation de Kncevenagel entre la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-

3-formyl (4) et le cyanoacétate d'éthyle en présence de pipéridine (figure (11.3).11).
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COOC,H
+ CH, EtOH/Pipéridine HC, |
BC Ny BN 0 Yo CN

0" No N COOC,H; I
|
H,C, 4 HC, (6)

Figure (I1.3).11
Schéma de synthése de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-cyanoacrylate d'éthyle
[Harnisch, 1975].

Cette synthése a conduit a la formation d'un composé solide de couleur rouge avec un rendement de
70%.

E/ Synthése de l'acide 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-cyanoacrylique (7)

On effectue une condensation de Kneevenagel entre la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-formyl (4)

et l'acide cyanoacétique en présence de pipéridine (figure (11.3).12).

_ COOH

AN . / EtOH/Pipéridine ¢, /@\/I\ |
LECIN N > N 0" X0 CN

N 0~ Yo COOH l

|
HG  (4) G

(7)

Figure (I1.3).12
Schéma de synthése de 1'acide 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-cyanoacrylique
[Harnisch, 1975].

Le rendement de la réaction est de 80% et on obtient un composé solide de couleur rouge.

I1.3.4. SYNTHESE ET UTILISATION DE LA GLUCOSAMINE DANS SA FORME
ACETYLEE

Pour réaliser la synthése des amides glucidiques, il n'a pas été possible de condenser directement la
glucosamine sous sa forme commerciale en raison de sa trop forte polarité ; il a fallu avoir recours 2 la
condensation de son dérivé acétylé (§ I1.3.4.B) suivie de 1'hydrolyse des fonctions acétyle
(§ 11.3.4.C). Le schéma de ces différentes étapes est présenté sur la figure (IL3).13.
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A/ Acétylation de la D-glucosamine

L'acétylation de la D-glucosamine est effectuée selon le

figure (I1.3).13 [Bergmann, 1932 ; Dardoize, 1989].

schéma réactionnel décrit sur la

HO HO i
H.C CHO o Pyridine ]
3 Anhydride acétique
] OH OH —H————> OH OH —>
HO NaOH Agitation dans la glace
Agitation HO puis a T ambiante
NH,,HCl ~ T=2°C II\II
-(O-ex
AcO
Acétone Ac AcO o
l oAc. HCI SN onc KHCOs oA
C— - c [v
OAc reflux a 60°C OAc Opc
AcO agitation 1/2h AcO Ac
N NHj, HCl NH,

1
HC@CH3

Figure (I1.3).13

Schéma représentant les étapes nécessaires a l'acétylation de 1a D-glucosamine.

B/ Condensation de la D-glucosamine tétra O-acétylée

La condensation de la glucosamine dans sa forme acétylée sur le rotor acide (7) (rendement : 40%),

est réalisée dans le diméthylformamide a température ambiante, en utilisant une activation de la
fonction carboxylique par le couple N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCCI)/1-hydroxybenzotriazole
(HOBT) (figure (11.3).14) [Dardoize, 1989].

AcO
OA

! +
BN 0o CN

|
Et

HoN

OAc
Y]

7 AQ OMu— CH,0A
C
CH20AC b ocyHoBT SO 2
Et L ™M 0
DMF SN 0 Yo CN
|
Et OAc

)]

Figure (I1.3).14

Schéma représentant la condensation de la D-glucosamine

sur l'acide 7-(N,N-

diéthylamino)coumarine-3-cyanoacrylique.

C/ Hydrolyse des fonctions acétyles

Pour revenir a la forme non acétylée du groupe glucosamine, une hydrolyse en milieu basique du

composé précédent a été effectuée (rendement : 60%). Cette étape est réalisée dans le méthanol

anhydre en présence de MeONa (figure (I1.3).15).
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O AcO
A C/C

o) \OCN

8

CH,OAc

O  MeONa/McOH Et ~

AL

Et

c/C

CN

(C)]

CH,OH

2-déoxy-2-[3-(7-N,N-diéthylaminocoumarine)-2-cyanoacryloyl]amino-D-glucose.

Figure (I1.3).15
Schéma représentant I'hydrolyse de la forme acétylée du
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II. 4. PROTOCOLES DE SYNTHESE ET CARACTERISTIQUES
PHYSICO-CHIMIQUES

I1.4.1. DERIVE BENZIMIDAZOLE
A/ Synthése du 2-(4'-N,N diméthylaminophényl)-5-carboxybenzimidazole

A T'acide 3,4-diaminobenzoique (0,8 g ; 5,5 mmol) dissous dans une solution de NaOH 0,3 N sont
ajoutées quelques gouttes d'acide acétique jusqu'a atteindre un pH 3. On ajoute alors le
p-diméthylaminobenzaldéhyde (1,095 g ; 7,35 mmol) dissous dans 40 mL de méthanol et l'acétate de
cuivre II (1,5 g ; 7,51 mmol) dissous dans 20 mL d'eau. Le mélange est chauffé sous agitation
jusqu'a ébullition, et maintenu sous reflux pendant 30 min.

La solution résultante est filtrée a chaud et le précipité, lavé a l'eau, est dissous dans une solution
constituée de 40 mL d'éthanol et 2 mL de HCI concentré. Au mélange précédent est ajoutée une
solution aqueuse de 2 g de sulfure de sodium nonahydrate (NaS-9H>0) qui est ensuite acidifiée avec
HCI concentré.

Le mélange obtenu est alors filtré a chaud, pour éliminer le précipité de sulfure de cuivre, et dilué dans
20 mL d'eau. Le pH est ajusté a 5-6. La solution est alors concentrée de moiti€ et le précipité obtenu
est redissous dans de 1'éthanol bouillant. Le produit final (M = 281 g/mol) est recristallisé dans le

DMF.

I1.4.2. DERIVES THIOPHENE
A/ Synthése des dérivés 2-formyl-5-N,N-dialkylaminothiophéne

i/ Synthése du 2-formyl-5-N,N-diméthylaminothiophéne

Dans un ballon de 250 mL, est introduit un mélange équimolaire (10,5 mmol) de
5-bromo-2-thiophénecarboxaldéhyde (2 g) et d'’hydrogénocarbonate de sodium (0,882 g) dans
100 mL. d'éthanol en présence de diméthylamine en solution dans 1'éthanol (60 mmol ; 12 mL de sol.
a 33%).

Le mélange est agité a température ambiante pendant 20h puis filtré. L'€thanol est évaporé sous
pression réduite, pour donner un résidu qui est dissous dans du dichlorométhane. Cette solution est
lavée a I'eau et la phase organique est séchée sur MgSO4. Aprés €vaporation du solvant le résidu
obtenu est purifié par chromatographie sur colonne de silice (éluant : CHCl3) pour conduire au

produit attendu avec un rendement trés faible (M = 155 g/mol ; 10%).
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4 3
|
H.C 5 2
SN 7 ~cHo
[

CH,

1
* RMN H (CDCI3, 200 MHz)

3,15 (6H, s, -N(CHj3), 7,56 (1H, d, Hs, J = 5,54 Hz)
5,85 (1H, d, H4, J = 5,54 Hz) 9,58 (1H, s,-CHO)

ii/ Synthése du 2-formyl-5-N,N-pipéridinothiophéne

Le protocole expérimental est le méme que celui décrit précédemment, en utilisant comme amine la
pipéridine. Le mélange réactionnel est agité sous reflux pendant 20h, et le résidu final est purifié par
chromatographie sur colonne de silice (éluant : AcOEt/Hexane, 1/1, v/v) pour conduire au produit
attendu (M = 195 g/mol ; 15%).

1
* RMN H(CDCl3, 200 MHz)

1,6 (10H, m, -N(CsH, ) 7,56 (1H, d, H;, J = 5,54 Hz)
5,85 (1H, d, Hy, J = 5,54 Hz) 9,58 (1H, s,-CHO)

B/ Synthése des dérivés 2-(cyanoacrylate d'éthyle)-5-N,N-dialkylaminothiophéne
i/ Synthese du 2-(cyanoacrylate d'éthyle)-5-N,N-diméthylaminothiophéne

Dans un ballon de 100 mL, on introduit un mélange équimolaire (10 mmol) de
2-formyl-5-N,N-diméthylaminothiophéne (1,55 g) et de cyanoacétate d’éthyle (1,13 g ; 1,1 mL) dans
20 mL de méthanol en présence de 12 mmol (0,48 g) de MgO.

Le mélange réactionnel est agité pendant 24h i température ambiante. La solution résultante est filtrée
sur célite rincée au dichlorométhane. Le solvant est évaporé avec I'évaporateur rotatif, et le produit
solide obtenu est purifié par chromatographie sur colonne de silice (éluant : AcOEt/Hexane, 1/1, v/v)
pour conduire au produit attendu (M = 250 g/mol ; 90%).
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4 3 N
mew sl I i
Il\T 1S i \COOCHZCH3
CH,
1
« RMN "H (CDCl3, 200 MHz)

1,23 (3H, t, -CH3) 6,02 (1H, d, -Hy, J =5 Hz)
3,32 (6H, s, -N(CHj3)2 7,54 (1H, d, -H3z, J =5 Hz)
4,12 (2H, q, -CH,-) 7,89 (1H, s, -H)

it/ Synthése du 2-(cyanoacrylate d'éthyle)-5-N,N-pipéridinothiophéne
Le protocole expérimental est le méme que celui décrit précédemment, en utilisant comme amine la

pipéridine. Le résidu final est purifié par chromatographie sur colonne de silice (éluant :
AcOEt/Hexane, 4/6, v/v) pour conduire au produit attendu (M = 290 g/mol ; 92%).

7 C\
Q‘I S COOCH,CH;

1
* RMN H (CDCl3, 200 MHz)

1,25 3H, t, -CHy) 6,12 (1H, d, -Hy, T = 5 Hz)
1,72 (10H, m, -N(CsH;¢) 7,44 (1H, d, -Hs, J = 5 Hz)
4,12 (2H, q, -CH,-) 8,15 (1H, s, -Hg)

I1.4.3. DERIVES COUMARINE

A/ Synthése de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine 3-carboxylate d'éthyle, (1)-
Rotor COOEt

Le malonate de diéthyle (20,7 mmol ; 2,4 g), le 4-diéthylamino 2-hydroxybenzaldéhyde (13,8 mmol ;
2,7 g) et la pipéridine (41,5 mmol ; 4,5 mL) sont dissous dans un mélange constitué de 50 mL
d'acétonitrile et de 100 mL de tolueéne. Le mélange est porté a reflux pendant 3h puis lentement
distillé de fagon azéotropique. L'éthanol et 1'eau produits par la réaction de condensation sont distillés
en premier ; par ajout de toluene, I'acétonitrile est éliminé par distillation azéotropique.

Le résidu obtenu est purifié sur colonne chromatographique (AcOEt/CH,Cly, 1/9, v/v). Les cristaux
obtenus (coloration jaune) sont isolés par filtration, lavés avec du pentane et séchés
(M = 289 g/mol ; 85%).
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5 4
6 X COOCZHS
CH; - CH, N 5 %
1

N 0
CH,- CH,” 8

»  Point de fusion : 74°C
« IR (KBr)
1735 (-COOEL) om’!
. rRuN'H (CDCl3, 200 MHz)

1,23 (6H, t, -N(CH,-CHj),) 6,47 (1H, d, -Hg), J = 2,5 Hz
1,39 (3H, t, -O-CH,-CH3) 6,60 (1H, dd, -Hg), J=2,5et 9 Hz
3,45 (4H, q, -N(CH,-CHj3),) 7,37 (1H, d, -Hs), T = 9 Hz

4,39 (2H, q, -O-CH,-CH3) 8,43 (1H, s, -Hy)

* Analyse : CigH19NOy4
Calc. % : C 66,42 ; N 4,84 ; H 6,63.
Tr. 66,53 ; 5,18; 6,64.

B/ Synthése de l'acide 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-carboxylique, (2)-
Rotor COOH

La 7-(N,N-diéthylamino)coumarine 3-carboxylate d'éthyle (14 mmol ; 4,1 g) est dissoute dans
210 mL d'acide chlorhydrique concentré, le milieu est agité a température ambiante toute une nuit. Au
mélange réactionnel refroidi dans un bain de glace et maintenu sous agitation, on ajoute lentement
140 mL. de NH4OH. Le précipité orange est isolé par filtration, lavé a l'eau puis suspendu dans
320 mL d'eau. Une solution de NaOH a 10% est ajoutée goutte a goutte jusqu'a disparition du solide
en suspension. La solution orange est filtrée et lentement réacidifiée avec une solution de HCI a 10%.
L'acide précipité est filtré, lavé a I'eau et séché sous vide. Le produit résultant est obtenu avec une
grande pureté (M =261 g/mol ; 78%).

5 4
6 . COOH
CH; - CH, _ 2
NS

o
CH, - CH,” 8

*  Point de fusion : 228°C
« IR (KBr)
1736 (COOH) —
3459 (COOH) —
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i
* RMN "H(CDCl3, 200 MHz)

1,27 (6H, t, -N(CH,-CHj3),) 7,45 (1H, d, -Hs), ] =9 Hz
3,49 (4H, q, N(CH,-CHj),)) 8,65 (1H, s, -Hy)
6,53 (1H, d, -Hg), T =2,3 Hz 12,4 (1H, s, -COOH)

6,73 (1H, dd, -Hg), ] = 2,3 et 9 Hz

* Analyse : C14H15NOy4
Calc. % : C 64,36 ; N 5,36 ; H 5,79.
Tr. 66,53 ; 556; 6,01.

C/ Synthése de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine, (3)

Un mélange de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine 3-carboxylate d'éthyle (2 g ; 7 mmol) dans 10 mL
de HCI a 18% est porté a reflux pendant 5h. Le mélange réactionnel est refroidi & température
ambiante puis a 0°C, 2 mL d'une solution saturée d'acétate de sodium sont ensuite ajoutés. Aprés
addition de 20 mL d'une solution de NaOH a 10% jusqu'a atteindre un pH de 4-5, le précipité obtenu
est dissous, puis extrait par le dichlorométhane. La phase organique est lavée avec le reste de la
solution NaOH a 10% puis séchée sur sulfate de magnésium. Aprés évaporation du solvant a

I'évaporateur rotatif on obtient un produit cristallisé (M =217 g/mol ; 92%).

5 4
6 3
CH, - CH, 2
, N 3 0] 0O
CH; - CH, 1

»  Point de fusion : 95°C
« IR (KBr)
1616 (C=C) em’ !
1703 (C=0) em |
. ruN'H (CDCl3, 200 MHz)

1,20 (6H, t, -N(CH,-CHj),) 6,55 (1H, dd, -Hg), J = 2,5 et 9 Hz

3,41 (4H, q, -N(CH,-CH3),) 7,52 (1H, d, -Hs), T = 9 Hz
6,01 (1H, d, -H;), T = 9 Hz 7,22 (1H, d, -Hy), T =9 Hz
6,47 (1H, d, -Hg), ] = 2,5 Hz

*  Analyse : Ci3H15NO2
Calc. % : C71,87; N 6,45 ; H 6,95.
Tr. : T71,95; 6,59; 6,99.
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D/ Synthése de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-acrylate d'éthyle, (5)

A une solution de 4-diéthylamino-2-hydroxybenzaldéhyde (12 mmol ; 2,3 g) et de glutaconate de
diéthyle (12,6 mmol ; 2,34 g) dans 30 mL d'éthanol, on ajoute environ 30 gouttes de pipéridine. Le
mélange est porté a reflux pendant 6h, puis refroidi & température ambiante. Les cristaux oranges
obtenus sont filtrés et lavés avec du pentane, puis recristallisés dans un mélange acétate
d'éthyle/cyclohexane (M =315 g/mol ; 90%).

5 4 i
. N COOCH,-CH;
CH; - CH, 2 |
N 3 0] e} H
CH, - CH,” 1
»  Point de fusion : 124°C
IR (KBr)
-1
1709 (COOEY) cm
1
* RMN H (CDCl3, 200 MHz)
1,20 (6H, t, -N(CH,-CHs),;) 6,57 (1H, dd, -Hg), T =2,5et 9 Hz
1,30 (3H, t, -O-CH,-CH3) 6,95 (1H, d, -CH=CH-COOE), J = 15 Hz
3,43 (4H, q, -N(CH,-CHj3),)) 7,29 (1H, d, -Hs), J =9 Hz
4,23 (2H, q, -O-CH,-CH3) 7,54 (1H, d, -CH=CH-COOQE?), J = 15 Hz

6,46 (1H, d, -Hg), J = 2,5 Hz 7,71 (1H, s, -Hy)

*  Analyse : C1gH21NOyg
Calc. % : C 68,55;N444 ; H6,72.
Tr. : 68,51; 457; 6,70.

E/ Synthése de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-formyl, (4)
i/ Premiere voie de synthése

A 0,7 mL de DMF (9,5 mmol) agité, on ajoute goutte 4 goutte 0,9 mL de POCI3 (9,7 mmol) sous
atmosphére inerte pendant 45 min & 50°C. A cette solution sont ajoutées 6,8 mmol de
7-(N,N-diéthylamino)coumarine (1,5 g) dissoutes dans 1,7 mL de DMF (23,8 mmol). Le mélange
est chauffé a 60°C pendant 2h. On introduit ensuite 14 mL d'eau glacée dans le mélange réactionnel et
l'agitation est poursuivie pendant 2h. Le précipité orange est filtré, lavé a l'eau et séché (M = 245
g/mol ; 70%).
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ii/ Deuxiéme voie de synthése

A une solution de 3,17 mmol de 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-acrylate d'éthyle (1 g) dans 12
mL de THF et 3 mL d'eau, on ajoute 5 mL d'une solution de OsO4 a 2,5% dans le z-butanol. Le
mélange est agité pendant 1h & température ambiante, puis on ajoute 6,97 mmol (1,5 g) de NalO4 en
poudre sur une durée de 30 min. Le mélange réactionnel est agit€ pendant 2 jours. Le solvant est
évapor€ et la phase aqueuse est extraite au dichlorométhane. La phase organique est lavée avec une
solution saturée de NaCl et séchée sur MgSO4. Aprés évaporation du solvant, on recueille un produit
solide de coloration orange dont la RMN ~H est identique a celle du composé issu de la réaction de
Vilsmeier-Haack. On note cependant la présence d'un bruit de fond plus important et la présence de

quelques pics dus a des impuretés (M = 245 g/mol ; 83%).

5 4
6 xCHO
CH, - CH, 2

N O 0
CH, - CH,” 8 1
* Point de fusion : 170°C
. IR (KBr)
-1
1719 (HC=0) cm
2715 (HC=0) cm’*
1
- RMN H (CDCl;, 200 MHz)
1,26 (6H, t, -N(CH,-CHs), 7,42 (1H, d, -H), T = 9 Hz
3,48 (4H, q, -N(CH,-CHs),) 8,26 (1H, s, -H,), J =9 Hz
6,49 (1H, d, -Hg), J = 2,5 Hz 10,13 (1H, s, -CHO)

6,63 (1H, dd, -H), T = 2,5 Hz et 9 Hz

* Analyse : C14H5NO3
Calc. % : C 68,56 ; N 5,71 ; H6,16.
Tr. : 6804; 576; 6,14,

F/ Synthése de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-cyanoacrylate d'éthyle, (6)-
Rotor CNCOOEt

Un mélange constitué de la 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-formyl (4 mmol ; 1 g), et de
cyanoacétate d'éthyle (5 mmol ; 0,5 mL) dans 6 mL d'éthanol est traité avec 80 mL de pipéridine. Le
mélange est porté a reflux pendant 1h, concentré a I'évaporateur rotatif et purifi€ sur colonne de silice
(éluant : CH»Cly/cyclohexane, 10%, v/v). On obtient un produit solide de couleur rouge foncé
(M =340 g/mol ; 70%).
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¢ 5 {\ \C/COOCHTCH3
CH; - CH, 2 éN
Ny 9o
CH, - CH,
*  Point de fusion : 126°C
« IR (KBr)
1725 (COOEY) em
2211 (CN) —
. rRuN'H (CDCl3, 200 MHz)
1,25 (6H, t, -N(CH,-CHj),) 6,61 (1H, dd, -Hg), T = 2,5 et 9 Hz
1,38 (3H, t, -O-CH,-CH5) 7,41 (1H, d, -Hs), J =9 Hz
3,47 (4H, q, -N(CH»-CH3),) 8,55 (1H, s, -Hy)
4,36 (2H, q, -O-CH,-CHs) 8,87 (1H, s, -CH=)

6,45 (1H, d, -Hg), J =2,5Hz

* Analyse : C19HpoN204
Calc. % : C 67,04 ; N 8,23 ; H 5,93.
Tr. . 66,88; 791; 6,08.

G/ Synthése de l'acide 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-cyanoacrylique, (7)-
Rotor CNCOOH

Un mélange constitué de 2 mmol de 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-formyl (0,5 g) et de
4 mmol (0,4 g) d'acide cyanoacétique dans 7 mL d'éthanol est traité avec 40 uL de pipéridine. Le
mélange est porté a reflux pendant 1h, concentré a 1'évaporateur rotatif et purifié sur colonne de silice
(€luant : CH,Cly pour éliminer le produit de départ puis CHyClo/MeOH, 8/2, v/v). On obtient un
produit solide de couleur rouge M = 312 g/mol ; 80%).

5 4
CcO
CH, - CH I
3 SN ¢ N
N 8 O o
CH, - CH, 1

* Point de fusion : 263°C
« IR (KBr)
1729 (COOH) om’!
2218 (CN) em .
3431 (COQH) —
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1
* RMN H (Acétone Dg, 200 MHz)

1,25 (6H, t, -N(CH,-CHs),) 6,88 (1H, dd, -Hg), J = 2.4 et 9 Hz
3,01 (1H, s, -OH) 7,62 (1H, d, -Hs), T = 9 Hz

3,64 (4H, q, -N(CH,-CHs),) 8,46 (1H, s, -Hy)

6,59 (1H, d, -Hg), T = 2,4 Hz 8,82 (1H, s, -CH=C-)

*  Analyse : C17H16N204
Calc. % : C 65,38 ; N 8,97 ; H 5,16.
Tr. 6529 8,10: 5.,49.

H/ Syntheése et utilisation de la glucosamine sous sa forme acétylée
i/ Acétylation de la D-Glucosamine

Au chlorhydrate de D-glucosamine (46,5 mmol ; 10,03 g) dissous dans une solution de NaOH IN
(50 mL) maintenue sous agitation a 2°C, est ajouté le p-tolualdéhyde (1 éq. mol. ; 46,5 mmol ;
5,6 g). Aprés 1h d'agitation, le précipité obtenu est filtré, lavé successivement avec de l'eau froide,
de I'éthanol et de 1'éther éthylique, puis mis a sécher au dessiccateur sous vide pour conduire a
I'imine (N-(p-méthylbenzylidéne)-D-glucosamine) (M = 281 g/mol ; 87%).

Un exces d'anhydride acétique (10,2 éq. mol. ; 159 mmol ; 15 mL) est additionné goutte a goutte a la
N-(p-méthylbenzylidéne)-D-glucosamine (15,5 mmol ; 4,37 g) dissoute dans de la pyridine (27 mL)
maintenue sous agitation a 0°C et sous atmosphere d'azote. Le milieu réactionnel est ensuite laissé
sous agitation & 25°C pendant 24h. Le produit brut est jeté sur de l'eau glacée. Le précipité est filtré,
lavé a l'eau et a 1'é€thanol, puis laissé une nuit au dessiccateur sous vide pour conduire a la

N-(p-méthylbenzylidéne)-tétra-O-acétyl-D-glucosamine (M = 449 g/mol ; 67%).

A une solution de N-(p-méthylbenzylidéne)-tétra-O-acétyl-D-glucosamine (10,38 mmol ; 4,66 g)
dans I'acétone (30 mL) est ajouté 1 éq. mol. d'acide chlorhydrique 5 N (2,1 mL). Un précipité blanc
se forme rapidement, apreés 30 min d'agitation a température ambiante, le brut réactionne] est dissous
dans de 'eau et I'acétone évaporée sous vide. La phase aqueuse est extraite au CH,Cl, pour éliminer
I'aldéhyde. La phase aqueuse est ensuite neutralisée par de I'hydrogénocarbonate de potassium
(KHCO3) et extraite au CH,Cly. La phase organique séchée sur sulfate de magnésium, filtrée et

évaporée conduit & la D-glucosamine tétra-O-acétylée (M = 347 g/mol ; 85%).
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A0+
3r=0Ac p CH,0Ac
NH,— o
OAc
Ac=COCH,
* Point de fusion : 138 °C
* RMN ]H (CDCl3 , 200 MHz)
1,55 (2H, m, -NH>) 4,08 ; 4,33 (2H, m, -CH2-OAc)
2,05;2,10;2,13;2,23 (12H, 4 5,4 -OCOCH3) 5,05 (2H, m, H3, Hy)
3,03 (1H, t, Hy, T =9 Hz 5,46 (1H, d, H;, J = 8,5 Hz)

3,80 (1H, m, Hs)
ii/ Condensation de la D-glucosamine tétra O-acétylée, (8)-Rotor CNCONHGIuAc

L'acide CNCOOH (7) (3,37 mmol ; 1 g) est dissous dans 8,5 mL de CH,Cl,. A cette solution
maintenue & 0°C, sous atmosphére d'azote et sous agitation, on ajoute successivement I'HOBT
(1,2 éq. mol. ; 4 mmol ; 0,54 g) en solution dans 6 mL de DMF, la DCCI (1 éq. mol. ; 3,37 mmol ;
0,7 g) dissoute dans 6 mL de CH,Cl, . Aprés retour a température ambiante et agitation du milieu
réactionnel pendant 30 min, la D-glucosamine sous forme acétylée (1 éq. mol. ; 3,37 mmol ; 1,17 g)
solubilisée dans 6 mL de CH,Cl, est additionnée goutte & goutte. On laisse le tout sous agitation a
25°C pendant 2 jours. Le mélange est ensuite filtré, lavé avec CH,Cl,. La phase organique est lavée

successivement avec une solution saturée de NaHCO3 et séchée sur du sulfate de magnésium. Aprés
filtration, le solvant (CH,Cl,) est évaporé sous vide et le résidu chromatographié sur gel de silice

(AcOEY/CH,Cly, 1/4, v/v) pour conduire au produit désiré (M = 641 g/mol ; 40%).

e} AcO
5 4 . C|I OAC CH,0Ac
N
CH, - CH mﬂ: NH o
37 L2 < CN
CH, - CH, ' Ac=COCH
= 3

1
* RMN "H (DMSO ds, 200 MHz)

En plus des groupements de la D-glucosamine acétylée on peut observer sur le spectre :

1,25 (6H, t, -N(CH,-CH3),) 7,48 (1H, d, -CO-NH-, J = 7,5 Hz)
2,0552,1052,13 ;2,23 (12H, 4 5,4 -OCOCH3) 7,62 (1H, d, -Hs), J = 9 Hz

3,64 (4H, q, -N(CH,-CH;),) 8,46 (1H, s, -Hy)

6,59 (1H, d, -Hg), T = 2,4 Hz 8,82 (1H, s, -CH = C)

6,88 (1H, dd, -Hg), J =24 et 9 Hz
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* Analyse : C31H35N30]2
Calc. % : C 58,03 ; N 6,55 ; H 5,46.
Tr. 5834 6,67; 5.,45.

1ii/ Synthése du 2-déoxy-2-[3-(7-N,N-diéthylaminocoumarine)-2-cyanoacryloyl Jamino-D-
glucose, (9)-Rotor CNCONHGIu

Le dérivé acétylé CNCONHGIuAc (0,25 mmol ; 0,16 g) est solubilisé dans 6 mL de méthanol
anhydre en présence de MeONa (50 pL ; 0,5 M dans MeOH). Le milieu réactionnel est agité & 25°C
pendant 28h (le déblocage est suivi par CCM, éluant CHCl3/MeOH, 10/1 puis 10/5, v/v). Le
méthanol est évaporé sous vide, et le précipité résultant est lavé a l'eau, puis a I'éther éthylique. Le
résidu obtenu est chromatographié sur gel de silice (MeOH/CH2Cl», 2/8, v/v) pour conduire au
produit attendu (M = 473 g/mol ; 60%).

o HO
5 4 C// OH ™~ CH,0H
CH3-CH2\N 5 \O oN 5
/ 8 1 :

CH, - CH,

1
* RMN "H (DMSO dg, 200 MHz)

1,25 (6H, t, -N(CH,-CH3),) 6,88 (1H, dd, -Hg), J =2,4 et 9 Hz
3,64 (4H, q, -N(CH,-CHj3),) 7,48 (1H, d, -CO-NH-, J = 7,5 Hz)
4,08 ; 4,33 (2H, m, -CH»-OH) 7,62 (1H, d, -Hs), =9 Hz
4,46 ;4,69 ;496 ; 5,11 (4H, m, -OH) 8,46 (1H, s, -Hy)
6,59 (1H, d, -Hg), J = 2,4 Hz 8,82 (1H, s, -CH=)

* Analyse : Co3Hy7N3Og
Calc. % : C 58,34 ; N 8,87 ; H5,75.
Tr. . 5834 ; 8,67; 5,65.
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IL5. CONCLUSION

Les synthéses que nous avons développées nous ont donc permis d'obtenir de nouveaux rotors
moléculaires, pour lesquels les caractéristiques d'absorption UV-Visible et d'émission de
fluorescence vont faire 1'objet du chapitre III suivant.

Les cinq nouveaux rotors synthétis€s seront nommés pour la suite de la maniére suivante :

COMPOSE NOMENCLATURE ADOPTEE
1 COQOEt

COOH

CNCOOEt

CNCOOH

CNCONHGIuAc

CNCONHGlu

A =R RN I N

Parmi eux, seuls les rotors CNCOOEt, CNCONHGIu et CNCONHGIuAc feront l'objet d'études
dans des milieux membranaires artificiels (liposomes de DPPC), afin de pouvoir discuter de
l'influence de la fonction glucosamine. Parallélement, nous comparerons les rotors CNCONHG]u et
CNCONHGIuAc qui n'ont pas la méme polarité, et ne présentent donc pas la méme affinité envers les

milieux biologiques (chapitre IV).

Enfin, nous pourrons observer la fluorescence de cellules biologiques marquées avec la sonde
CNCONHGlu, par microscopie optique en champ proche : cette étude sera présentée dans le
chapitre V.
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CHAPITRE III : Propriétés photophysiques des rotors moléculaires fluorescents

IIL.1. OBJECTIF DE L'ETUDE PHOTOPHYSIQUE

Tout au long de ce travail, nous nous sommes intéressés a différents traceurs fluorescents
susceptibles de présenter des domaines d'absorption déplacés vers les hautes longueurs d'onde.

Pour cela, nous avons synthétisé différents composés qui présentent tous une conjugaison a travers
divers hétérocycles, qui se différencient des autres composés déja largement étudiés au GRAPP et qui

présentaient une conjugaison a travers des liaisons éthyléniques.

L'é¢tude du comportement photophysique des nouveaux rotors moléculaires a pour objectif de
déterminer d'une part leurs propriétés d'absorption photonique (ce qui nous permettra de fixer le
domaine de longueur d'onde d'excitation propre a chaque rotor) et d'autre part leurs propriétés
d'émission de fluorescence, tant en excitation continue, qu'en excitation pulsée.

La particularité la plus étudiée des rotors moléculaires fluorescents, est leur comportement
photophysique trés sensible & la polarité et & la viscosité de leur environnement. En effet, leurs
propriétés d'absorption et d'émission de fluorescence (longueurs d'onde d'émission
maximales : Af max ; rendements quantiques de fluorescence : ¢f) dépendent de la polarité, de la
viscosité, ou de la température du milieu d'étude, et ce sont ces propriétés qui seront mises en
évidence dans la suite de ce travail. Pour cela, des études ont été menées pour relier les paramétres

photophysiques des nouveaux rotors moléculaires fluorescents a ces facteurs d'influence.

Notre étude sur les rotors de type benzimidazole ou thiophéne n'ayant pas montré des propriétés
photophysiques satisfaisantes, nous n'avons pas été au-dela de la détermination des longueurs d'onde
d'absorption et d'émission de fluorescence. Par contre, nous mettrons en évidence l'intérét des rotors
dérivés de coumarines qui présentent l'avantage d'avoir des domaines d'excitation et d'émission
déplacés vers le rouge, souvent au-dela des domaines d'absorption et d'émission intrinseques des

constituants biologiques, et cela avec un rendement quantique de fluorescence non négligeable.

Les variations de polarité ont été établies sur une large gamme de solvants : tolu€ne, acétate d'éthyle,
éthanol, méthanol, glycérol et eau et leur influence a été démontrée tant sur les spectres d'absorption
que sur les spectres d'émission pour tous les rotors de type coumarine synthétisés.

L'influence de la viscosité a été mise en évidence dans le glycérol pour différentes températures, et
l'influence de la température a été étudiée dans l'eau et 1'éthanol pour deux types de rotors
uniquement, le rotor CNCOOEt et le rotor CNCONHGlu. Les déclins de fluorescence ont également
fait 1'objet d'une étude comparative entre les rotors CNCOOEt, CNCONHGIu et CNCONHGIuAc ;
l'intérét de cette étude étant de montrer l'influence du groupement glucidique polaire sur la structure

coumarinique.
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Enfin, il nous a semblé intéressant de faire une étude comparative entre les rotors dérivés des
coumarines, et ceux déja étudiés au GRAPP [Adibnejad, 1996]. Les caractéristiques photophysiques

des rotors moléculaires étant en premier lieu une fonction de leur structure chimique, nous pouvons

nous attendre a une différence de comportement lorsque le systéme conjugué de 1la molécule est inclus

dans un hétérocycle accolé au noyau aromatique comme c'est le cas pour les dérivés coumarine, plutot

que par un systeme de doubles liaisons comme dans le cas des dérivés "benzylidéne" et

“cinnamylidéne".

Ce chapitre va donc €tre développé de la fagon suivante :

une présentation des matériels nécessaires a l'enregistrement des spectres, tant d'absorption
UV-Visible, que d'émission de fluorescence ainsi qu'une description des méthodes nécessaires a
l'interprétation des résultats nous permettra d'accéder : a la détermination des longueurs d'onde
maximales d'émission de fluorescence (Af max), des rendements quantiques de fluorescence (9f)
en excitation continue et a la détermination des déclins de fluorescence en excitation pulsée,

en décrivant ensuite les caractéristiques photophysiques des dérivés des types benzimidazole et
thiophéne, nous expliquerons pourquoi nous ne nous sommes pas intéressés davantage a ces
composés,

puis nous passerons a une étude détaillée des caractéristiqués photophysiques des rotors dérivés
de coumarine en mettant en évidence l'influence de la polarité, de la viscosité ou de la température
sur les propriétés des différents composés. Nous aborderons également 1'étude des déclins de
fluorescence de ces nouvelles sondes,

et nous terminerons par une étude comparative des propriétés photophysiques des rotors dérivés
des coumarines par rapport aux rotors des types "benzylidéne" et "cinnamylidéne", ce qui nous

permettra de conclure quant a l'utilité€ des nouveaux traceurs de type coumarine.
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IIL.2. MATERIELS ET METHODES POUR L'ETUDE PHOTOPHYSIQUE

II1.2.1. MATERIELS

Les solvants utilisés pour 1'étude photophysique des composés sont, sauf indications

complémentaires, de qualité Spectrosol :

- Acétate d'éthyle (SdS, réf. 00227)

- Acétone (SdS, réf. 00527)

- Acétonitrile (SdS, réf. 00627)

- 2-Butanol (Fluka, réf. 19440), PURISS

- Chloroforme (8dS, réf. 024 27E)

- Dichlorométhane (8dS, réf. 029 27E)

- Diéthyléther (SdS, réf. 04427)

- Ethanol absolu (SdS, réf. 013 A27)

- Glycérol (Prolabo, réf. 24 388.295), NORMAPUR
- Méthanol (8dS, réf. 09327)

- 1-Propanol (Aldrich, réf. 27, 954-4), anhydre 99,7%
- 2-Propanol (Prolabo, réf. 20 886.290)

- Tétrahydrofuranne (8dS, réf. 07027)

- Tolueéne (SdS, réf. 07127)

Les produits utilisés pour cette étude sont issus des synthéses décrites dans le chapitre II et sont :

- le 2-(4-N,N diméthylaminophényl)-5-carboxybenzimidazole : dérivé benzimidazole

- le 2-(cyanoacrylate d'éthyle)-5-N,N-pipéridinothiophéne : dérivé thiophéne

- la 7-N,N-diéthylaminocoumarine 3-carboxylate d'éthyle : rotor COOEt

- l'acide 7-N,N-diéthylaminocoumarine-3-carboxylique : rotor COOH

- la 7-(N,N-diéthylaminocoumarine)-3-cyanoacrylate d'éthyle : rotor CNCOOEt

- l'acide 7-(N,N-diéthylaminocoumarine)-3-cyanoacrylique : rotor CNCOOH

- la 2-déoxy-2-[3-(7-N,N-diéthylaminocoumarine)-2-cyanoacryloyl]amino-D-glucose : rotor
CNCONHGlu et son homologue tétra O-acétylée : CNCONHGIuAc

Les mesures d'intensité de fluorescence sont des mesures relatives puisqu'elles dépendent des
fonctions de l'appareil (lampe, monochromateurs, fentes, photomultiplicateur, etc.). Pour s'affranchir
de ces différents parametres, il est nécessaire d'utiliser une référence et de rapporter les valeurs des
intensités de fluorescence des différents rotors a cette référence. Nous avons choisi comme référence
une solution aqueuse de fluorescéine (Fluka, réf. 46960) de concentration 5.100 M (Aex = 490 nm,

Af =517 nm). Pour toutes les mesures, la largeur des fentes a été fixée a 1,5 mm, ce qui correspond a

une bande passante de 5,66 nm.
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Enfin, pour toutes les études de spectroscopie (UV-Visible, fluorescence) nous avons utilis€ une cuve

en quartz ayant un parcours optique de 1 cm.
I11.2.2. METHODES
A/ Spectroscopie d'absorption UV-Visible

Les spectres d'absorption UV-Visible sont enregistrés sur un spectrophotomeétre Perkin Elmer
Lambda 2. Cet appareil permet de mesurer 1'absorbance ou densité optique d'une substance de
concentration connue, pour les diverses longueurs d'onde d'absorption A selon la Joi de
Beer-Lambert : I = Jo.10 -¢-C
avee -I  intensité lumineuse

- Io intensité lumineuse incidente

-€ coefficient d'extinction molaire 2 la longueur d'onde A (L.mol"t.cm1)

-C concentration (mol.L-1)

-1 trajet optique (cm)

L'absorbance (ou densité optique) DOy, a la longueur d'onde A correspond & DOy, = logjo(Io/1) =
€.C.I et est une valeur sans unité.
Le tracé des spectres peut se faire soit en absorbance, soit en transmission, et dans ce cas I/Io est

exprimé en % et 'absorbance est égale & -logigT.

Connaissant la concentration d'une substance et le parcours optique de la cellule, il est possible de
déterminer la valeur du coefficient d'extinction molaire € pour une longueur d'onde d'absorption

considérée.
B/ Spectroscopie de fluorescence en excitation continue

Les spectres de fluorescence en excitation continue sont enregistrés sur un spectrofluorimétre SPEX,
Fluorolog-2, dont le principe est schématisé sur la figure (I11.2).1, piloté et contrdlé par un ordinateur
IBM PC/XT.

Le spectrofluorimétre est équipé d'une lampe Xénon (puissance 450 W) dont I'image est focalisée sur
la fente d'entrée du monochromateur d'excitation : celui-ci permet de sélectionner la longueur d'onde
d'excitation Aex de la lumiére qui excite I'échantillon. La correction de la lampe nécessite ['utilisation

d'un systeme de référence : une solution de rhodamine B 4 0,02 M dans 1'éthyléne glycol.
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Les monochromateurs d'excitation et d'analyse sont de type 1681 (bande passante (nm) = largeur de
fente (mm) x 3,77) ; ils permettent de choisir respectivement les longueurs d'onde d'excitation et
d'analyse. Une fraction de la luminescence émise par I'échantillon est renvoyée vers la fente d'entrée
du monochromateur d'émission (dit encore analyse). Ce dernier en transmet une étroite bande
spectrale centrée sur la longueur d'onde d'émission Aep.

Le systeme de détection est un photomultiplicateur de type Hamamatsu R928 utilisé en compteur de
photons. Placé  la sortie du monochromateur, il détecte la quantité de lumiére correspondant & Ae, et

génére un signal qui, apres amplification, peut &tre utilis€ de diverses fagons.

Lampe
450 W
1 ] Fex
.
Mex 2

Fa

Ma

Figure (IIL.2).1
Schéma représentatif de la configuration du SPEX
Analyse possible selon deux modes : FF : "Front Face" et a angle droit (90°).

C : Compartiment cellule Fex : Fente a I'excitation
Fa : Fente a l'analyse Mex : Monochromateur a l'excitation
Ma : Monochromateur 4 I'analyse S1 : Systéme de détection

R : Systéme de référence pour la correction de la lampe

La grande sensibilité de cet appareil permet des mesures de fluorescence pour de trés faibles
concentrations. Les mesures de fluorescence en excitation continue sont généralement réalisées a
l'aide du montage classique (analyse a 90°), et les mesures quantitatives pour corréler l'intensité de
fluorescence a la concentration du fluorophore ne peuvent se faire que pour de faibles absorbances
(£ 0,2) pour éviter les problémes liés a l'effet de "peau” (réception non homogene de 'émission de
fluorescence a l'entrée du monochromateur d'analyse due a une trop grande absorption de la

solution).
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Pour cela, on utilise dans la plupart des cas des solutions en sonde fluorescente de concentration
avoisinant 5.10-6 M.

Dans le cas ou l'étude nécessite des concentrations élevées en fluorophore (donc des absorbances 2>
0,2) un dispositif différent de I'analyse a 90° peut €tre utilisé, a savoir un dispositif ou l'excitation et

I'analyse sont frontales (dispositif "Front Face").

Cet appareil permet de réaliser soit des spectres d'excitation, soit des spectres d'émission.

Le spectre d'excitation affiche la variation d'intensité de I'émission mesurée a longueur d'onde fixée,
pendant que la longueur d'onde d'excitation parcourt le spectre d'absorption.

Réciproquement, le spectre d'émission traduit la variation d'intensité de luminescence en fonction de
la longueur d'onde d'observation, pour une excitation a une longueur d'onde fixe donnée. Cette
longueur d'onde d'excitation correspond soit & Aabsorption max. SOit 2 une longueur d'onde
d'absorption moyenne définie par les exigences liées aux déterminations des rendements quantiques

de fluorescence (partie D).

Enfin, le logiciel de traitement, li€ a cet appareil permet de sélectionner et d'agrandir une partie du
spectre et également de superposer différentes courbes, d'effectuer un traitement mathématique sur les
spectres (normalisation, soustraction de différents spectres) et également de calculer 1'aire sous la
courbe. Par ailleurs, il permet de réaliser des enregistrements de 1'émission de fluorescence en

fonction du temps.

C/ Spectroscopie de fluorescence en excitation pulsée : comptage monophotonique

en excitation laser pulsé

La mesure de déclins de fluorescence par comptage monophotonique repose sur 1idée que la
distribution des probabilités d'émission d'un seul photon, 2 la suite d'une excitation, reproduit la
véritable distribution de l'intensité en fonction du temps de tous les photons émis [André et al.,
1990]. En échantillonnant I'émission monophotonique produite par un trés grand nombre d'éclairs

d'excitation, I'expérience permet de reconstruire cette distribution de probabilité.
i/ Appareil

La figure (II1.2).2 représente le principe d'un appareil de comptage monophotonique, qui permet

d'obtenir les déclins de fluorescence par excitation laser pulsé.
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Signal de Analyseur
Synchronisation multicanaux
ORTEC 745D
N Lo Discriminateur
515 nm Laser a argon ionisé ORTEC 436
Verrouillage de mode
Modele 2060 (Spectra Physics) Start
Convertisseur
temps amplitude
Stop
CAN BERRA
2145/1467
g | Echantillon
Emission de Fluorescence —
Discriminateur
ORTEC 473A
Photomultiplicateur
a galette de microcanaux
HAMAMATSU Amplificateur
R 2287U HAMAMATSU
C 4267

Figure (I11.2).2
Appareil de comptage monophotonique,
fondé sur I'utilisation d'une excitation laser pulsé.

it/ Principe de la technique de comptage monophotonique

Un laser a argon ionisé est utilisé comme source lumineuse et délivre un faisceau pulsé (515 nm,
82 MHz). La méthode du comptage de photon unique consiste a établir une corrélation entre une
impulsion laser et un photon de fluorescence recueilli sur une galette de microcanaux. Le traitement de
signal nécessite un appareillage électronique de haute qualité ; néanmoins la fonction de réponse de
l'appareillage impose l'utilisation d'un programme de déconvolution pour obtenir le déclin réel de
fluorescence (par exemple, I'impulsion du laser a argon dont la largeur a mi-hauteur est d'environ
150 picosecondes se transforme apres passage dans la chaine électronique, en une impulsion de
durée environ égale a 400 picosecondes). La stabilité de cette méthode est un facteur limitant, les
durées de vie inférieures a 100 picosecondes ne sont pas mesurables avec une bonne précision.

Une source €lectronique de référence ("trigger”) génere un signal €lectrique a un instant exactement
corrélé a l'instant d'émission d'un éclair optique. Le signal est dirigé sur l'entrée <START> d'un
convertisseur temps - amplitude, qui commence alors a charger un condensateur. Dans le méme

temps, 1'€clair optique excite 1'échantillon et produit donc des photons de fluorescence.
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Dans les conditions ot un seul photon est enregistré, aprés chaque excitation sur une galette de
microcanaux (deux étages d'amplification), on dirige le signal électrique ainsi produit (et amplifié) sur
I'entrée <STOP> du convertisseur. Ceci a pour effet de stopper la charge du condensateur.
L'impulsion émise par le convertisseur a une hauteur proportionnelle au temps écoulé entre les
signaux <START> et <STOP>. Cet "événement" est alors stocké dans un analyseur multicanaux a
l'adresse correspondant a la hauteur de I'impulsion du convertisseur. Cette expérience, répétée un
grand nombre de fois, permet de reconstituer I'histogramme recherché. Cette représentation du déclin
est discrétisée, le nombre de "coups” dans chaque canal correspondant a un domaine temporel de
largeur finie.

Le photomultiplicateur utilisé est une galette Hamamatsu R22870 (amplificateur Hamamatsu modeéle
C4267)).

Le signal obtenu doit étre déconvolué, ce qui nécessite d'enregistrer la fonction de réponse de
l'appareillage. Celle-ci est obtenue en remplagant 1'échantillon fluorescent par un simple diffuseur de

lumiere. L'étalonnage en temps se fait en mesurant un train d'impulsion laser (82 MHz).
iti/ Méthode d'exploitation des déclins de fluorescence

Les courbes de déclin de fluorescence de molécules de courtes durées de vie, électroniquement
excitées par des impulsions lumineuses, sont déformées par la réponse temporelle de l'appareillage
€lectronique et la durée naturelle de 1'éclair. Ainsi, on observe la convolution de cette derniére,

appelée éclair (ou "flash"), et du déclin de fluorescence de l'espéce en solution.
C'est la relation de convolution suivante qui représente 1'évolution temporelle du systéme réactif :

flp () = Bo(t) ® £, (1) = [ Ee(t — 21, (1)dT

avee

- fexp(t) : courbe du déclin observé,

- Ec(t) : fonction de I'appareil ("flash") et réponse de 1'€lectronique,
- fin(t) : réponse du systéme fluorescent,

-t : temps,

- T : durée de vie de la molécule fluorescente.

En effectuant une transformation de Fourier (TF) de I'équation ci-dessus, on obtient :

TF(£,,, (1)) = TF(Ec(0))TE(f,, (1))

exp

d'ot TF(ftn(t)), et par transformée inverse, l'expression de fiu(t). Mais pour effectuer un tel calcul, il

faudrait connaitre, & tout temps t, les fonctions Ec(t) et fexp(D)-
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Or expérimentalement la valeur obtenue dans un canal est en fait la valeur intégrée sur I'ensemble de
ce canal. De plus des erreurs de troncature apparaissent, du fait que l'enregistrement est non
périodique et limité dans le temps. L'exploitation de cette technique, mathématiquement rigoureuse,
sur des données expérimentales s'avere ainsi treés délicate.

Une autre technique plus siire est celle de la reconvolution qui prend en compte la nature discrétisée
des signaux. Dans cette technique, on considere une fonction hypothétique fih(t) sous une forme
analytique choisie a priori et possédant plusieurs parameétres. On calcule alors le produit de
convolution précédent pour une valeur de départ des parametres, que 1'on compare au signal observé.
On ajuste ensuite progressivement les paramétres par une méthode d'optimisation comme nous allons
le décrire dans le cas d'un signal de type monoexponentiel.

La fonction fi(t) choisie est alors de 1a forme :

t
f () = ciexpl ——
aO=c; p( T)
avec :

- c1 : coefficient préexponentiel,

L'optimisation se fait par la recherche de T par la méthode du nombre d'or alors que c; est calculé
analytiquement. La fonction optimisée est le x2, prenant une valeur voisine de 1 quand l'optimum est

atteint et qui est définie de la fagon suivante :

& CxU,()-HG) T
) .

Np

- Uj(i) : valeur de la fluorescence calculée par convolution pour le canal i,

- H@i) : valeurde la fluorescence expérimentale au canal i,

- Np : nombre de canaux,

- 0;2 : déviation standard, égale a 1 si H(i) = O et & H(i) pour les autres valeurs.
dy®

C; est calculé en résolvant 1'équation : 4 =0
t

Pour tenir compte de la discrétisation du signal, différentes méthodes numériques sont décrites
[Bouchy, 1982].

Dans le cas d'un signal de type biexponentiel, le principe de la méthode est le méme et conduit a la
détermination des paramétres 1y, 12, C1, Co de la fonction :
fin(t) = C1 exp(-t/ty) + Co exp(-t/12)
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D/ Principe de détermination des rendements quantiques de fluorescence

Le rendement quantique d'émission de fluorescence ®s est le rapport du nombre de photons €mis par
unité de temps, au nombre de photons absorbés durant le méme temps. Cela se traduit par la relation

suivante :

Nombre de photons émis par fluorescence

P
f Nombre de photons absorbés

Le principe de détermination du rendement quantique de fluorescence peut se décrire comme suit

Composé DO G Aexcitarion | Aire sous la courbe | Indice de réfraction
X DOx Airey nx
Référence DORéférence AlreRéférence NRé&férence

- les deux composés, composé X a analyser (®f,x a déterminer) et le composé de référence
(®@f référence) sont excit€s a la méme longueur d'onde (pour €viter les corrections relatives aux
¢léments de l'excitation : lampe, monochromateur d'excitation, etc.) pour des valeurs
d'absorbance < 0,2 (pour étre dans des conditions de non saturation en relation avec I'effet de
peau),

- les spectres d'émission de I'échantillon et du témoin sont enregistrés, corrigés par rapport a une
solution aqueuse de fluorescéine de concentration 5.10-6 M, et les aires sous la courbe sont
analysées (calcul effectué par le logiciel d'exploitation),

- les valeurs d'absorbance du composé (DOx) et de la référence (DORgtérence) sont lues sur les
spectres d'absorption UV-Visible, a la longueur d'onde d'excitation choisie,

- enfin, les solutions a analyser étant prises dans différents solvants, une correction sur les valeurs

des indices de réfraction du solvant considéré par rapport a celui du témoin, est effectuée.

La détermination de @ x repose finalement sur le calcul suivant :

: DO n 2
Aire X j Référence X

CI)f,X = q)f,Référence(A.
IT€Référence DOX NRé&férence
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IIL.3. ETUDE DES DERIVES BENZIMIDAZOLE ET THIOPHENE
I11.3.1. DERIVE DE TYPE BENZIMIDAZOLE

Le premier composé auquel nous nous sommes intéressés, est un dérivé benzimidazole, dont la
structure est représentée sur la figure (II1.3).1.

N CH;
/
OO
HOOC ITI \ CH,
H

Figure (II1.3).1
Structure du rotor de type benzimidazole.

Ne sachant pas dans quelle gamme de longueur d'onde ce composé absorbait, nous avons simplement
réalisé€ un spectre d'absorption et un spectre d'émission de fluorescence dans I'acétate d'éthyle.

Nous avons trouvé, comme longueur d'onde d'absorption photonique, 328 nm. En fixant le domaine
de longueur d'onde d'excitation & cette valeur, nous avons recueilli le signal d'émission de
fluorescence dont le maximum était situé a 398 nm.

Les données de photophysique de cette sonde étant en dehors de notre objectif nous n'avons pas

poursuivi notre étude vers des dérivés de type benzimidazole.
I11.3.2. DERIVE DE TYPE THIOPHENE

Nous nous sommes ensuite intéressés a des dérivés de type thiophéne. Ces composés, tres utilisés
pour des études en optique non linéaire, ont montré une longueur d'onde d'absorption augmentée de
50 nm lorsque 1'on remplace le cycle aromatique dans des composés de type benzéne par un cycle
thiophéne [Jen, 1993]. Partant de cette hypothése, nous avons synthétis€ un composé thiophéne

portant une double liaison en position-2 et un groupement pipéridino en position-5 (figure (I11.3).2).

~
COOC,Hy

Figure (II1.3).2
Rotor de type thiophene.
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A/ Description des résultats de spectroscopie UV-Visible

Les spectres d'absorption UV-Visible du dérivé thiophéne ont été étudiés dans des solvants de
polarité (paramétre ET(30), voir la définition dans le § II1.4.2 A i) et de viscosité croissantes et a des

concentrations de I'ordre de 5.10-6 M.

Solvant Aa max €
Toluéne 454 36 400
Acétate d'éthyle 453 44 200
Ethanol 461 53 800
Méthanol 462 57 800
Glycérol 473 102 000
Eau 471 32 200

Tableau (II1.3).1
Caractéristiques d'absorption UV-Visible
du rotor moléculaire de type "thiophéne", a 25°C dans différents solvants
(Aa max en nm ; € en L.mol-!.cm1).

Les résultats en absorption UV-Visible (tableau (III.3).1) permettent de mettre en évidence le
déplacement bathochrome des longueurs d'onde d'absorption lié a I'augmentation de polarité du
solvant. On peut noter un écart de l'ordre de 20 nm entre les différentes longueurs d'onde lorsque

l'on passe d'un solvant apolaire, te] que le toluéne, a un solvant trés polaire.

On peut également mettre en évidence une augmentation du coefficient d'extinction molaire au fur et a
mesure que la polarité du solvant augmente traduisant une interaction lumiere-matiére de plus en plus
importante, sauf pour l'eau.
L'eau est un solvant a part qui met en jeu des interactions fortes entre la molécule et le milieu
environnant. Ce solvant joue un double rdle sur le spectre d'absorption de la molécule : il peut avoir
des effets :

- d'interaction universelle (effet de la constante diélectrique du solvant),

- d'interaction par liaisons hydrogene.
Ces effets, déja présents dans la plupart des solvants, sont accentués dans le cas de I'eau et modifient

notablement le spectre d'absorption.
B/ Description des résultats de fluorescence en excitation continue
De méme que le composé étudi€ présentait un déplacement bathochrome de son spectre d'absorption

UV-Visible lorsque la polarité du solvant augmente, son spectre d'émission de fluorescence est
modifi€ avec la polarité du solvant (tableau (I11.3).2).

Avec le méme choix de solvants, les spectres d'émission de fluorescence en excitation continue du

dérivé thiophene ont été enregistrés pour des absorbances inférieures 4 0,2.
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Solvant Af max ®¢
(nm)

Toluéne 482 0,048
Acétate d'éthyle 482 0,124
Ethanol 486 0,257
Méthanol 488 0,248
Glycérol 493 0,447
Eau 489 0,042

Tableau (II1.3).2
Caractéristiques d'émission de fluorescence du rotor moléculaire de type "thiophéne",

a 25°C dans différents solvants classés par ordre de polarité croissante.

La valeur du rendement quantique de fluorescence dans le glycérol, a 25°C pour le rotor (2)-COOEt*
(figure (IT1.3).3), @ = 0,22 [Bentikouk, 1990], a servi de valeur de référence pour la détermination

des rendements quantiques de fluorescence du rotor étudié.

Figure (II1.3).3
Structure du rotor (2)-COOEt.

Les maxima d'émission de fluorescence obtenus, dans les différents solvants, présentent un faible
écart. Si l'on compare les maxima de fluorescence obtenus dans le toluene et le glycérol, considérés
comme les deux extrémes dans notre gamme de polarité, on note une différence de seulement 10 nm.
Le comportement photophysique de ce compos€ semble donc faiblement influencé par la nature du
milieu environnant. Pourtant, sa structure chimique est telle, que le moindre empéchement a sa libre
rotation devrait conduire & des changements structuraux importants de la molécule, et donc de ses

caractéristiques d'émission de fluorescence.

A ce stade de notre étude, nous avons di nous intéresser a un autre type de composé. En effet, le
dérivé benzimidazole présente une longueur d'onde d'absorption trop faible pour atteindre notre
objectif, et les dérivés thiopheéne, bien qu'ayant une longueur d'onde d'absorption moyenne proche
de celle désirée ont d'une part des propriété€s photophysiques peu sensibles aux modifications de leur
environnement en terme de polarité, et d'autre part requierent une synthése difficile a mettre en ceuvre,
de sorte que I'on ne peut envisager d'augmenter encore la longueur de la conjugaison et donc la valeur

de sa longueur d'onde d'absorption.

* Nomenclature utilisée dans la thése de Adibnejad, 1996.
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III.4. ETUDE PHOTOPHYSIQUE EN EXCITATION STATIONNAIRE DES
ROTORS COUMARINE

Les dérivés aminocoumarine apparaissent comme étant des sondes fluorescentes ayant des propriétés
photophysiques tres intéressantes. En particulier, les coumarines ayant un groupement dialkylamino
en position-7, et un substituant attracteur d'électrons en position-3 présentent des caractéristiques
d'absorption et d'émission de fluorescence fortement dépendantes des propriétés du solvant d'étude
[Bangar Raju, 1994]. De plus, le rendement quantique de fluorescence ainsi que la durée de vie de
ces composés s'averent Etre également influencés par le milieu environnant [Jones II, 1980]. Ainsi,
dans notre recherche pour trouver de nouveaux rotors moléculaires fluorescents, nous avons envisagé
de faire varier la longueur de chaine du substituant en position-3 dans la classe des

7-diéthylaminocoumarines.

Les nouveaux rotors moléculaires dont I'étude photophysique est développée dans ce chapitre, ont
pour formules générales les structures représentées sur la figure (I11.4).1 pour les rotors dénommés
COOEt et COOH et sur la figure (111.4).2 pour les rotors dénommés CNCOOEt, CNCOOH,
CNCONHGIu et CNCONHGIuAc. Nous avons voulu comparer les deux composés glucidiques :

l'un sous sa forme hydroxylée, 'autre sous sa forme acétylée, car ces deux traceurs, bien qu'ayant

des structures identiques, différent par leur balance hydrophile-hydrophobe.

HsC,

R = COOEt : 7-N,N-diéthylaminocoumarine-3-carboxylate d'éthyle

R = COOH : acide 7-N,N-diéthylaminocoumarine-3-carboxylique

Figure (II1.4).1
Structure des rotors moléculaires
COOEt (R = COOEt) et COOH (R = COOH)

Dans notre notation, le CN indique la présence d'un groupement cyano et donc d'une double liaison

en position-3 sur le groupement coumarine,
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s
H,C, l
N 0" ~No CN

I
H.C,

R = COOEt : 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-cyanoacrylate d'éthyle
R = COOH : acide 7-(N,N-diéthylamino)coumarine-3-cyanoacrylique
R = CONHGlu et CONHGIuAc
: 2-déoxy-2-[3-(7-N,N-diéthylaminocoumarine)-2-cyanocarbonyl]Jamino-D-glucose

et son homologue acétylé

Figure (I11.4).2
Structure des rotors moléculaires
CNCOOEt (R = COOEt) ; CNCOOH (R = COOH),
CNCONHGIu (R = CONHGIu) ; CNCONHGIuAc (R = CONHGluAc)

Nous avons donc commencé par étudier les composés COOEt et COOH pour connaitre leurs
propriétés d'absorption et d'émission de fluorescence selon le milieu d'étude (changement de polarité
ou de viscosité). ,

Les résultats nous ont encouragés a poursuivre dans cette direction, et a nous intéresser aux composés
CNCOOEt, CNCOOH, CNCONHGIu et CNCONHGIuAc qui possedent une conjugaison plus
importante et donc des longueurs d'onde d'absorption déplacées vers le rouge. Afin de comparer tous
les résultats et de discuter en terme d'influence du groupement électroaccepteur, nous présenterons

simultanément les valeurs concernant les propriétés d'absorption et d'‘émission de fluorescence des

différents composés.

I11.4.1. SPECTROSCOPIES UV-VISIBLE ET DE FLUORESCENCE DES
DIFFERENTS ROTORS

A/ Récapitulatif des résultats de spectroscopie UV-Visible

Les propriétés d'absorption UV-Visible des six rotors ont été étudiées dans des solvants qui

possédent tous des caractéristiques différentes en termes de polarité et de viscosité.

De fagon générale, tous les composés possédent une double bande d'absorption dont les maxima se

situent au-dela de 400 nm et en dessous de 350 nm.
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A titre d'exemple la figure (I11.4).3a montre |'allure générale d'un spectre d'absorption sur lequel on

peut distinguer :
- une bande d'absorption a 505 nm correspondant a 1'absorption du composé pour passer de ['état
fondamental au niveau Sy,
- une bande d'absorption a 320 nm correspondant a l'absorption du composé pour passer de 1'état

fondamental au niveau So,
- et une particularité sur ce spectre, autour de 410 nm qui correspond en fait a une impureté du

composé. Cette particularité se voit uniquement avec le composé glucidique CNCONHG!u, et ce

dans tous les solvants.

0,2

So -> S1
505 nm

So -> S2

Densité Optique
L
1

impureté

0,0 1
300 400 500 600

Longueur d'onde (nm)

Figure (II1.4).3a
Spectre d'absorption du composé CNCONHGu en solution dans le glycérol.

La figure (1I1.4).3b quant a elle présente les spectres d'absorption (1) et d'excitation (2) du composé
CNCONHGIu dans le glycérol.
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Figure (II1.4).3b
Spectre d'absorption (1) et d'excitation (2) [Aem = 568 nm]
du composé CNCONHGlu en solution dans le glycérol.
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Par la suite, nous nous sommes intéressés plus particulicrement aux bandes d'absorption de plus

faible énergie dont le maximum se situe dans la zone bleue-verte du spectre visible : les

caractéristiques d'absorption UV-Visible sont regroupées dans le tableau (I11.4).1.

Les différents solvants sont classés par ordre de polarité croissante pour mettre en évidence le
déplacement bathochrome des longueurs d'onde d'absorption avec l'augmentation de polarité.
On remarque, en régle générale, que les rotors absorbent a des longueurs d'onde quasi-similaires
pour les couples de solvants suivants :

- toluéne et acétate d'éthyle,

- éthanol et méthanol.
Si 'on correle les valeurs d'absorption UV-Visible aux parameétres de polarité ET(30) de chaque
solvant [Reichardt, 1979], on retrouve des valeurs voisines pour chacun de ces couples. Cela peut
expliquer que la longueur d'onde d'absorption varie peu pour deux solvants dont les paramétres de

polarité sont proches.

Solvant Toluéne  AcOEt EtOH MeOH  Glycérol Eau

ET(30) 33,9 38,1 51,9 55,4 57 63,1
Rotor
COOEt Aa max 409 407 420 417 427 428
€ 45 640 40 860 44 180 37 980 30 660 22 300
COOH Aa max 424 424 396 400 414 410
£ 31120 43 140 25 380 29 620 25 900 30 460
CNCOOEt Aa max 499 498 505 503 521 510
€ 47 460 47 020 30 940 13 640 28 340 13 640
CNCOOH Aa max 500 443 454 460 487 478
€ 24 600 30 920 38 660 32 500 35300 42 300
CNCONHGlu 2 max 476 468 476 474 506 494
S 12 900 22 960 22 320 26 160 23420 27 440
CNCONHGIuAc Aa max 478 489 496 500 514 511

€ 34 280 35580 38280 38080 44220 37040

Tableau (I11.4).1
Caractéristiques d'absorption UV-Visible des rotors
pour des concentrations en composé de 5.10-6 M
(Aa max en nm ; € en L.mol-l.cm! ; ET(30) en kcal.mol-1 4 25°C).
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Dans le cas des rotors acides, COOH et CNCOOH on constate une diminution des longueurs d'onde
d'absorption lorsque la polarité augmente, alors que nous nous attendions a observer un déplacement
des longueurs d'onde vers le rouge. L'explication la plus probable, réside dans la possibilité d'un
échange d'hydrogéne entre le groupement acide et 1'amino du groupement diéthylamino, conduisant a

un ion ammonium de telle sorte que la molécule ne joue plus sa fonction de rotor et donc que

l'influence du solvant n'intervient plus.

Qu'en est-il de la différence de comportement des différents rotors ?

Lorsque I'on augmente la conjugaison par ajout d'une double liaison (passage du rotor COOEt au
rotor CNCOOE?), on note une évolution de 90 nm dans les longueurs d'onde d'absorption, et ce quel
que soit le solvant. De plus, on peut noter qu'il y a une chute des longueurs d'onde d'absorption

lorsque 1'on passe du dérivé ester a son homologue acide, probablement pour les mémes raisons que

celles évoquées dans le paragraphe précédent.

En ce qui concerne le rotor glucidique, on observe une 1égere diminution de ses longueurs d'onde
d'absorption par rapport au dérivé ester mais les résultats sont tout a fait en accord avec ceux
attendus : le nouveau rotor glucidique absorbe dans la région bleue-vert du spectre visible, & une
longueur d'onde permettant de travailler avec des systémes biologiques, en dehors des longueurs

d'onde d'absorption des composants intrinseques des cellules susceptibles de fournir une

autofluorescence.
B/ Allure des spectres d'émission de fluorescence

En conservant les mémes solvants que pour I'étude en spectroscopie UV-Visible, nous avons effectué
les spectres d'émission de fluorescence en excitation continue des différents rotors coumarines. Les
spectres d'émission des différents solvants purs ont ét€ soustraits des spectres obtenus pour les
différentes coumarines.

Les rendements quantiques de fluorescence des rotors dérivés de coumarine ont été calculés en
utilisant comme références :

- une solution aqueuse de fluorescéine (pH 10 a 25°C) de rendement quantique de fluorescence
&f = 0,81 dans les mémes conditions [Viriot, 1989], dans le cas des rotors CNCOOEt,
CNCOOH, CNCONHGIu et CNCONHGIuACc,

- une solution de 4-(N,N-diméthylamino)benzylidéne malonitrile dans le glycérol & 25°C de
rendement quantique de fluorescence ®f = 0,021 dans les mémes conditions [Loutfy, 1982], dans

le cas des rotors COOEt et COOH.

Comme nous l'avons signalé dans les résultats de spectroscopie UV-Visible, les différents composés
présentent deux bandes d'absorption : I'une au-dela de 400 nm et l'autre en deca de 350 nm. Les
spectres d'émission de fluorescence a ces deux longueurs d'onde sont tout i fait superposables

comme on peut le voir dans le cas du rotor CNCONHGlIu dans le glycérol (figure (II1.4).4), a

l'exception de leurs largeurs de bande qui différent.
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Le spectre qui présente une bande de fluorescence plus large correspond a I'émission du premier état
singulet excité Sj.

La bande étroite pourrait &tre attribuée au fait que la transition Sp -> S positionne la molécule non
plus sur un niveau électronique mais plutot sur un niveau vibrationnel intermédiaire et le retour a 1'état

fondamental conduit a un spectre de fluorescence plus étroit.
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Figure (I11.4).4
Spectres d'émission de fluorescence du rotor CNCONHGlu dans le glycérol
a deux longueurs d'onde d'excitation : Aex 1 = 506 nm et Aeyx 2 = 320 nm.

On constate également un déplacement du maximum de fluorescence vers les hautes longueurs d'onde

lorsque la polarité du solvant augmente.
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Figure (II1.4).5a
Spectres d'émission de fluorescence (intensit€s normalisées)
du rotor CNCONHGIu a 25°C dans différents solvants :
acétate d'éthyle (1) [Aex 1 = 468 nm], éthanol (2) [Aex 2 = 476 nm] et glycérol (3) [Aex 3 = 506 nm].

Intensité
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La figure (I11.4).5a présente les spectres d'émission de fluorescence du rotor CNCONHGIu dans des
solvants de polarité différente : 1'acétate d'éthyle, 1'éthanol et le glycérol. Ce déplacement vers le
rouge des longueurs d'onde d'émission a été interprété, pour bon nombre de dérivés
aminocoumarine, en terme de polarité-polarisabilité, liaisons hydrogene et parametres de cohésion
[Coosemans, 1979].

La figure (II1.4).5b présente les spectres d'excitation et d'émission de fluorescence du rotor
CNCONHG]u en solution dans l'acétate d'éthyle.
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Figure (II1.4).5b
Spectres d'excitation (1) [Aem 1 = 546 nm] et

Intensité de fluorescence normalisée

d'é€mission de fluorescence (2) [Aex 2 = 468 nm]
du rotor CNCONHGlu a 25°C en solution dans I'acétate d'éthyle.

On retrouve bien sur la figure (II1.4).5b, une relation de type symétrie par réflexion dans un miroir
des spectres d'absorption et d'émission de fluorescence. On note dans ce cas de figure un
déplacement de Stokes de 55 nm.

Enfin, pour chaque rotor, quel que soit le solvant d'étude, les spectres présentent une seule bande
d'émission de fluorescence a la longueur d'onde d'absorption qui nous a intéressée. La

figure (II1.4).6 présente les spectres des différentes coumarines synthétisées dans le glycérol.

Page 88



CHAPITRE III : Propriétés photophysiques des rotors moléculaires fluorescents
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Figure (111.4).6

Spectres d'émission de fluorescence des différents rotors dans le glycérol.
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C/ Récapitulatif des résultats de spectroscopie de fluorescence

Dans cette partie, nous présentons les caractéristiques photophysiques de tous les nouveaux rotors
(tableau (I11.4).2) en nous limitant aux maxima de fluorescence Af max €t aux valeurs de rendements
quantiques de fluorescence ¢ ¢ correspondant aux maxima d'absorption de la région bleue-verte du

spectre visible.

Solvant Toluéne  AcOEt EtOH MeOH  Glycérol Eau

ET1(30) 33,9 38,1 51,9 55,4 57 63,1
Rotor
COOEt* AMf max 437 448 462 467 473 477
¢f 0,823 0,651 0,1 0,04 0,461 0,013
COOH* AMf max 448 461 449 455 467 474
q)f 0,814 0,159 0,409 0,32 0,561 0,022
CNCOOEt™* AMf max 531 548 562 564 574 563
¢f 0,03 0,075 0,171 0,189 0,846 0,007
CNCOOH™* MM max 533 534 528 541 554 555
¢f 0,009 0,032 0,083 0,068 0,678 0,042
CNCONHGIu** A max 536 546 558 562 568 573
¢f 0,031 0,167 0,129 0,157 0,749 0,063
CNCONHGIAC*™  Af max 534 542 559 560 569 574

(I)f 0,298 0,472 0,05 0,07 0,943 0,04

* Référence : solution de 4-(N,N-diméthylamino)benzylidéne malonitrile dans le glycérol, 25°C, ¢ = 0,021

** Référence : solution aqueuse de fluorescéine, 25°C, pH 10, ¢ = 0,81

Tableau (II1.4).2
Caractéristiques d'émission de fluorescence des rotors moléculaires

dérivés de coumarine a 25°C dans différents solvants
(A max €n nm , ET(30) en keal.mol-! 4 25°C).

L'existence d'une transition LE (état localement excité) vers un état TICT (Twisted Intramolecular
Charge Transfer) [Grabowski, 1983] est largement discutée dans la littérature pour expliquer les
variations des rendements quantiques de fluorescence des 7-aminocoumarines en fonction du solvant.
Dans ce modele, deux états excités a transfert de charge sont possibles : un état LE plan ICT (transfert
de charge intramoléculaire) et un état "twisté” TICT dont la désexcitation est essentiellement non

radiative (figure (1I1.4).7). La barri¢re d'énergie d'activation entre I'état plan fluorescent et I'état

r4l

"twisté€" diminue lorsque la polarité du solvant augmente.
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Espéce majoritaire dans I'état S
Espéce majoritaire Etat plan a transfert de charge Etat "twisté" 2 transfert de charge
dans I'état fondamental intramoléculaire intramoléculaire
R 1
== m JOUX

R o, (1) .

—_ Nz R:. . -
(_) N( H N o~ o
R
ICT TICT

Figure (I1I11.4).7

Formation d'un éventuel état twisté a transfert de charge intramoléculaire TICT.
Expérimentalement on observe, sauf dans le cas du glycérol ou la rotation de la molécule est
empéchée, une diminution des rendements quantiques ainsi qu'un déplacement des spectres de

fluorescence vers de plus grandes longueurs d'onde lorsque la polarité du solvant augmente.

L'analyse du tableau (II1.4).2 permet de constater que dans un environnement de trés forte polarité,

tel que l'eau, les différents dérivés aminocoumarine présentent un rendement quantique de
fluorescence tres réduit. Cette réponse, en terme de rendement quantique de fluorescence, dans les
solvants polaires, est fonction des substituants de la coumarine.
Ceci peut étre attribué a la désactivation non radiative de ces composés suite & la formation d'un état
hautement polaire TICT depuis I'état excité singulet Sj. Cet état étant souvent la cause d'un
"quenching" intramoléculaire, il est important de contrdler la formation de cet état :

- soit en réduisant la force du groupement amino donneur,

- soit en réduisant la force du substituant attracteur,
de fagon a ce que I'énergie de I'état TICT soit supérieure a I'énergie de l'état ICT, pour limiter la

population de 1'état TICT.

Parallelement, on constate une treés forte influence du glycérol, tant sur le déplacement
bathochromique de I'émission de fluorescence a son maximum que sur le rendement quantique de
fluorescence. Dans ce cas, la stabilisation de 1'état excité ne se traduit plus par une forte réduction du
rendement quantique de fluorescence comme dans le cas des solvants polaires, mais non visqueux.
Cela s'explique par le fait que la viscosité du solvant empéche la formation de I'état twisté,
c'est-a-dire le déclin de 'état ICT vers I'état TICT.

Par comparaison des tableaux (II1.4).1 et (I11.4).2, on constate que les spectres d'émission de

fluorescence sont plus sensibles aux changements de polarité que les spectres d'absorption. Ainsi, on

augmente le maximum d'émission de 30 nm lorsque 1'on passe du toluéne a l'eau.
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p,

Il nous a semblé€ intéressant de regrouper, pour chaque rotor et chaque solvant étudié, le déplacement
de Stokes Av (tableau (II11.4).3) défini comme la différence entre les €nergies des maxima

d'absorption et de fluorescence.

Solvant Toluéne  AcOEt EtOH MeOH  Glycérol Eau

Rotor
COOEt A max 437 448 462 467 473 477
Aa max 409 407 420 417 427 428
AV 1566 2248 2164 2567 2277 2400
COOH Af max 448 461 449 455 467 474
Aa max 424 424 396 400 414 410
AV 1263 1892 2980 3022 2741 3293
CNCOOEt Af max 531 548 562 564 574 563
Aa max 499 498 505 503 521 510
AV 1207 1832 2008 2150 1772 1845
CNCOOH Af max 533 534 528 541 554 555
Xa max 500 443 454 460 487 478
AV 1238 3846 3087 2975 2483 2902
CNCONHGlu Af max 541 546 558 = 562 570 573
Aa max 476 468 476 474 506 494
AV 2524 3052 3087 3303 2218 2790
CNCONHGIuAC  Af max 534 542 559 560 569 574
Xa max 478 489 496 500 514 511
AV 2194 1999 2272 2143 1881 2148

Tableau (I111.4).3

Déplacements de Stokes des différents rotors coumarine dans les différents solvants

v -1
O‘f max &1 I, 7»a max €0 0m, AV en cm).

On peut noter que le déplacement de Stokes des rotors glucidiques augmente par rapport aux autres
composés, ce qui laisse supposer que AV augmente avec la longueur de chaine du groupement
¢lectroaccepteur. On constate également cette augmentation lorsque 1'on passe du composé ester 4 son
homologue acide.

De fagon générale, cette augmentation du déplacement de Stokes est également constatée lorsque I'on
passe a des solvants de plus forte polarité.

Tout cela caractérise une augmentation du moment dipolaire sous excitation, peut-étre due a des
interactions spécifiques de type liaisons hydrogéne entre les molécules de soluté et les molécules de
solvant, qui conduisent & des réactions de transfert de charge. Une cyclisation 2 travers des liaisons

hydrogéne intramoléculaires du substituant en position-3 est également une explication possible.
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Tous ces changements, observés dans les propriétés photophysiques des différents composés, selon
la nature du solvant, peuvent étre expliqués en terme de processus de formation d'un état TICT. Ce
mécanisme est restreint aux structures coumarine qui possédent un groupement amino en position-7,
libre de tourner, et alkylé, de facon a permettre la stabilisation de 1'état TICT.

Pour une molécule ayant un substituant électrodonneur (groupe dialkylamino) et un groupement
permettant le transfert d'électrons (hétérocycle), un état ICT avec un transfert partiel d'électron est
initialement formé sous excitation électronique. Dans les milieux polaires, le groupe dialkylamino
subit une rotation conduisant & une position perpendiculaire de ['orbitale donneur par rapport a
l'orbital accepteur qui résulte en un transfert total d'électron, et donc a une désactivation de I'état ICT
vers I'état TICT. Cette désactivation est interdite lorsque I'énergie de transition est faible et qu'elle ne
permet pas un transfert de charge intramoléculaire. A titre d'exemple, un solvant polaire et protique
(tel que l'eau) engendre un fort déclin de I'état ICT vers I'état TICT, probablement en raison des

interactions dues a la formation de liaisons hydrogene avec les états ICT et TICT.

Enfin, dans notre cas, le groupement qui subit la rotation est identique pour tous les composés étudiés
(groupement diéthylamino) ce qui signifie que tous les changements observés dans les propriétés
photophysiques résultent de la différence de force des groupements attracteurs en position-3.

I1I.4.2. INFLUENCE DU MILIEU SUR LES PROPRIETES PHOTOPHYSIQUES
DES ROTORS CNCOOEt ET CNCONHGIu

Que ce soit pour les études de polarité ou de viscosité nous avons choisi de toujours comparer les
rotors CNCOOEt et CNCONHGIu afin de mettre en évidence l'influence du groupement glucidique.

Dans un premier temps, du fait de la sensibilité de nos coumarines a l'effet de solvant, une étude de
l'effet de polarité sur les propriétés d'émission apparait particulicrement adaptée pour approfondir

notre compréhension des interactions soluté-solvant.
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A/ Influence de la polarité du solvant

Depuis longtemps utilisé par les physico-chimistes pour décrire les interactions soluté-solvant, le
concept de polarité de solvant a pour but de caractériser la capacité d'un liquide a dissoudre des
especes polaires ou polarisables. La polarité ne peut pas étre exprimée au moyen d'un seul terme. Un
paramétre macroscopique, c'est-a-dire moyenné sur un trés grand nombre de molécules, ne suffit pas
a décrire le pouvoir solvatant d'une espece. Celui-ci dépend en effet d'une multitude d'interactions

localisées entre le soluté et le solvant.

Pour décrire l'effet global de polarité d'un solvant, des voies semi-empiriques ont souvent été
choisies en €tablissant des échelles de polarité a partir des effets de solvant sur les caractéristiques
spectroscopiques d'un soluté. Ces échelles présentent 'avantage de refléter les interactions locales

entre soluté et solvant et permettent donc de définir des parameétres exprimant mieux 1'effet d'un

solvant au niveau moléculaire.

L'étude des caractéristiques photophysiques des divers rotors nouvellement synthétisés a déja mis en
évidence l'effet de la polarité du solvant. Pour tous ces traceurs, cette augmentation se traduit par un
déplacement solvatochromique des spectres d'absorption et d'émission. Suite 2 cette premiere
conclusion, nous avons voulu réaliser une étude plus détaillée de la relation entre le déplacement de
At max €t 1a polarité du solvant.
Il existe de nombreuses échelles de polarité permettant de conjuguer longueurs d'onde d'émission et
polarité. Les plus usuelles sont :

- le parametre Af de Lippert et Mataga [Mataga, 1956],

- le parametre Z de Kosower [Kosower, 1958],

- le parameétre ET(30) de Dimroth et Reichardt [Reichardt, 1979].

i/ Etude en fonction du parametre de polarité E(30)

heN, 285
ET(30) = ——2 = 20 (keal / mol) ‘
A A
=
h :constante de Planck (h = 6,62.10-34 J.s) S |

¢ :vitesse de la lumiére (c = 3.1018 m/s)
Na : nombre d'Avogadro (Nj = 6,023.1023)
A :longueur d'onde correspondant  la

transition et prise au maximum de la 0" O

bande d'absorption Figure (I11.4).8
Colorant de Reichardt.
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L'échelle la plus utilisée a 1'heure actuelle est celle de Dimroth et Reichardt qui est fondée sur des
effets de solvatochromie et traduit donc l'influence du solvant sur une bande d'absorption
électronique d'une sonde moléculaire. Elle est définie a partir du déplacement hypsochrome de la
bande de transfert de charge des bétaines A et B. Dans ce cas, le paramétre de polarité est simplement
I'énergie de la transition électronique présentée par la bétaine ou colorant de Reichardt
(figure (I11.4).8) en solution :

SOLVANTS PARAMETRE
E1(30)
(kcal/mol)

Toluéne 33,9

SOLVANTS Diéthyl éther 34.5
Acétate d'éthyle 38,1

APROTIQUES Chloroforme 39,1
Dichlorométhane 40,7

Acétonitrile 45,6

2-Butanol 47,1

SOLVANTS 2-Propanol 48.4
Ethanol 51,9

PROTIQUES Meéthanol 55,4
Glycérol _ 57,0

Eau 63,1

Tableau (I11.4).4
Valeurs du paramétre E1(30) des différents solvants considérés.

Ce paramétre ET(30) (tableau (I11.4).4) permet de différencier les solvants protiques et les solvants

aprotiques, et donc de comparer l'influence de ces deux classes de solvants sur le traceur étudié.
Expérimentalement on obtient une relation linéaire lorsque 1'on trace les énergies d'émission en
fonction du parameétre ET(30) des solvants considérés. Les figures (I11.4).9 et (I11.4).10 présentent

les résultats obtenus avec respectivement les rotors CNCOOEt et CNCONHG]u.

Ces courbes permettent de mettre en évidence l'effet solvatochromique du solvant sur le rotor
considéré, et de souligner l'importance des rotors moléculaires fluorescents comme sondes de

polarité.

L'énergie d'émission diminue lorsque le paramétre E1(30) augmente. Cependant, pour deux solvants
de méme polarité, on note une énergie d'émission plus grande pour les solvants protiques que pour
les solvants aprotiques. Cela signifie que les solvants protiques ont une interaction spécifique avec la

molécule considérée, a I'état excité, et que la relaxation du solvant est incompleéte.
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Figure (I11.4).9

Tracé des énergies d'émission de fluorescence

du rotor CNCOOE? & 25°C en fonction du parameétre de polarité
pour les solvants aprotiques (=) et les solvants protiques ().

Une pente importante est associ€e a une espece ayant une forte variation d'énergie d'émission. Cela se
traduit par la présence d'espéces moins conjuguées a 1'état excité qui peuvent provenir d'un état St
perpendiculaire. La description de 1'état perpendiculaire se réfere a l'idée que 1'orbitale "p" de I'azote
est perpendicalaire aux orbitales "p" qui forment le syst¢tme "m" du noyau aromatique
[Kosower, 1976].
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Figure (I11.4).10
Tracé des énergies d'émission de fluorescence
du rotor CNCONHGlu a 25°C en fonction du parameétre de polarité

pour les solvants aprotiques (a) et les solvants protiques (s).
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Dans le cas du rotor glucidique (figure (I11.4).10), I'écart entre les pentes est beaucoup plus
important. L'influence des solvants protiques est a peu pres identique pour les deux rotors, tandis que
les solvants aprotiques engendrent une plus grande réactivité du rotor CNCONHGIu que du rotor
CNCOOEt. On constate également que les solvants aprotiques dévient de la linéarité, dans le cas des

deux rotors, avec un effet plus marqué pour le rotor CNCONHGIu.

Enfin, pour les solvants protiques une dépendance linéaire est observée entre 1'‘énergie d'émission et
le paramétre ET(30) pour les deux traceurs. Cette bonne corrélation obtenue avec les deux sondes
dans une série de solvants indique que les phénomeénes observés sont principalement dus a des

interactions solvant-soluté non spécifiques {Coosemans, 1979].
it/ Etude en fonction du paramétre de Lippert et Mataga

La théorie de Lippert et Mataga [Mataga, 1956] décrit l'influence du solvant sur I'absorption et
I'émission de la molécule de soluté. Elle repose sur un modéle simplifié du systéme soluté-solvant,
basé sur la théorie de Onsager [Onsager, 1936]. Selon cette théorie, le solvant est considéré comme
un milieu diélectrique continu, caractérisé par une constante diélectrique statique € (fréquence nulle). Il
entoure une cavité sphérique de rayon a, a l'intérieur de laquelle se trouve la molécule de soluté
assimilée & un dipdle ponctuel. Ce dipdle ponctuel imposé aux molécules de solvant une polarisation
par induction et par orientation. Le solut€ subit en retour, de la part du solvant, un champ électrique
appelé champ de réaction.

Ce modele permet de relier le déplacement de Stokes a des grandeurs physiques caractéristiques du
solvant et du soluté, et ne tient pas compte de 'existence de moments dipolaires locaux au sein de la
molécule.

L'équation de Lippert (1) permet d'exprimer le déplacement de Stokes en fonction des moments
dipolaires de la molécule de soluté a l'état excité (L") et a I'état fondamental (u), de la constante

diélectrique statique (€) et de 1'indice de réfraction du milieu (n).
V, -V = = (ﬁ* - ”)za‘?’ e-1 n’ -1 + cte (1)
S S e # 2e + 1 292 4+ 1

V, et Vf sont les nombres d'onde des maxima d'absorption et de fluorescence, pouvant €tre exprimés

par :
- 2 —_ %k —_ 3
- alabsorption: V. = -— L. - p)ya” Af + cte
a l'absorption : Vv, C m. (-
- al'émission @V, = -% . (1 - i) a® Af + cte avec :

- 1 : moment dipolaire a l'état fondamental (Debye)
- ;1* : moment dipolaire a I'état excité (Debye)

- h: constante de Planck (J.s)

- c: vitesse de la lumiére dans le milieu (m.s™!)

- a:rayon de la cavité dOnsager dans laquelle le soluté réside (A)
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2
e, . . . e-1 n® -1
Le parametre de polarisabilité est calculé avec 1'équation : Af = ) et comporte
2e +1 2n° +1

deux termes représentant respectivement les polarisations électrostatique (constante di€lectrique
statique) et inductive (constante diélectrique & fréquence infinie n2) dues au solvant.

Le rayon de la cavité d'Onsager est pris égal a la moitié de la longueur du dipdle formé par la
molécule, et estimé & 5,4 A (figure (1I1.4).11) dans notre cas (valeur déterminée par un logiciel de
modélisation moléculaire : INSIGHT II - Version 97.0).

10,8 A

Il

5 C
h N ~ C/

~ X0 CN
N 0”0

l
Et

Figure (I11.4).11
Estimation de la longueur du dipdle.

Ainsi, en tragant le déplacement de Stokes de chaque rotor en fonction de la polarisabilité du solvant
considéré, on obtient une droite (figure (I11.4).12) dont la pente correspond 2 IAEL] En l'absence

d'interactions autres que celles de type dipdle-dipdle, la théorie de Lippert et Mataga prévoit une

variation linéaire du déplacement de Stokes en fonction du parameétre de polarisabilité. Cette relation
n'est valable que dans I'hypothése ou les moments dipolaires a I'état fondamental et & 1'état excité sont

colinéaires.

L'analyse de la figure (I111.4).12 indique une variation de moment dipolaire IAﬁI de 6,5 Debye pour le
rotor CNCOOE:t et de 9,6 Debye pour le rotor CNCONHGlIu.

L'influence de la polarit€ sur le déplacement de Stokes traduit une augmentation du moment dipolaire
de la sonde sous excitation, en d'autres termes u* > . Ce comportement peut étre attribué a une
redistribution de charges de 1'€tat excité par rapport a 1'état fondamental. Comme nous 1'avons vu
précédemment, les coumarines subissent en effet un transfert de charge dans leur premier état excité

S| ayant comme conséquence une augmentation du moment dipolaire de cet état.

Globalement un comportement linéaire est observé pour des solvants non protiques qui induisent des
interactions de type dipdle-dipdle avec les molécules de soluté. L'écart a la linéarité indique la
présence d'interactions non prises en compte dans la théorie de Lippert-Mataga, notamment les

liaisons spécifiques a courtes distances comme les liaisons hydrogéne.
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Le déplacement de Stokes dans l'eau est particulierement important pour le rotor CNCONHGlu et
s'explique par de forts déplacements vers le rouge en fluorescence et un déplacement vers le rouge

négligeable en absorption.
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Figure (II1.4).12
Tracé de Lippert pour différents solvants dans le cas
des rotors CNCOOEt (¢) et CNCONHGIu (v).

B/ Influence de la viscosité du solvant

Dans cette partie, nous avons voulu mettre en évidence l'influence de la viscosité du milieu sur le
comportement photophysique des rotors. Cependant, la variation de viscosité d'un milieu n'est pas
aisée a réaliser sans changer d'autres parameétres qui pourraient eux-mémes modifier les
caractéristiques photophysiques. En effet, quel que soit le mode adopté pour faire varier la viscosité,
il est accompagné d'une influence supplémentaire. A titre d'exemple :
- le changement de 1a viscosité peut étre obtenu en combinant des mélanges isothermes de solvants.
Dans ce cas on modifie, outre la viscosité, la nature du solvant en terme de polarité,
- le changement de viscosité d'un solvant peut également &tre obtenu par des modifications de
pression, qui vont également entrainer des changements intrinséques du fluorophore,
- on peut aussi travailler avec un méme solvant a différentes températures, et dans ce cas les
variations de température modifient également les propriétés du fluorophore.

C'est néanmoins ce dernier protocole que nous avons choisi d'exploiter.
i/ Détermination des énergies d'activation

Toute restriction dans la réorientation intramoléculaire résultant d'interactions entre le soluté et le

solvant se traduit par une augmentation du rendement quantique de fluorescence.
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Ainsi, les réorientations moléculaires qui affectent le déclin de fluorescence via une rotation, sont
généralement des processus induits par des changements de température qui suivent une loi de type
Arrhénius :

E
kyr = Aexp (- —li%)

Dans cette expression, E, représente 1'énergie d'activation apparente, c'est-a-dire la somme des
barriéres énergétiques visco- et thermodépendantes.

La constante ky, des transitions non radiatives augmente donc avec la température, ce qui implique la
diminution du rendement quantique de fluorescence avec I'augmentation de température. La voie
principale de relaxation non radiative dans un solvant donné étant I'isomérisation photochimique, la
diminution de température augmente donc la possibilité des transitions radiatives aux dépens des

transitions non radiatives.

Le rendement quantique de fluorescence peut €tre exprimé en fonction des constantes de déclins

radiatif (k;) et non radiatifs (k) conduisant & l'expression :

1 A (Ea)
— -1 = —exp
Of k RT

r g

Ainsi, un changement dans la viscosité du solvant, dii a une variation de température, peut se traduire
par une droite de pente négative (E;/R) lorsque l'on trace In ((1/®¢) - 1) en fonction de 1/T

[Lukac, 1984]. On a ainsi accés a 'énergie d'activation pour la rotation du rotor dans le glycérol
(figure (111.4).13).

_3 ] 1 [ 1 [

3,0 3,1 3,2 3,3 3,4 3,5 3,6
UT (103 K-1)

Figure (I11.4).13
Tracé de In ((1/®s) - 1) en fonction de 1/T pour les rotors
CNCOOE:t! (s) et CNCONHGIu () dans le glycérol.
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L'interprétation du graphique nous donne des valeurs d'énergie d'activation de 32 kJ/mol dans le cas
du CNCOOE:t et de 42 kJ/mol dans le cas du CNCONHGlu. Cette différence d'énergie d'activation
provient d'un encombrement plus important dans le cas du rotor glucidique, or plus les interactions

soluté-solvant sont grandes, plus la rotation est difficile, et plus la barriére d'énergie d'activation est

élevée.
il/ Mise en évidence de deux régimes de viscosité
On peut également mettre en évidence l'influence de la viscosité sur le milieu en tracant la viscosité

dynamique du milieu (n/T) en fonction du rendement quantique de fluorescence ¢. Dans le cas des

viscosités moyennes ou élevées, on établit les relations [Loutfy, 1982]:

o Vo T] X
Kor = ke exp (-x v )y ou encore o = al| = 2)
f

La figure (IT1.4).14 établit la dépendance du rendement quantique de fluorescence des deux traceurs

avec le rapport (n/T).
109
0,21
¢’f:(‘n/T)
- 0=~ (/)22
2=
10-1 1 ]
-1 0 1 2
10 1071/T @K1 1° 10

Figure (I11.4).14
Tracé de (n/T) en fonction du rendement quantique de fluorescence pour

les rotors CNCOOE:! () et CNCONHG]Iu (r) dans le glycérol.

Les courbes obtenues montrent que 1'on peut déduire de la relation (2) les valeurs de x = 0,2 dans le
glycérol. L'étude a été réalisée dans un solvant moins visqueux (I'éthanol), et des courbes similaires
ont été obtenues, pour des valeurs en abscisses beaucoup plus faibles et une valeur de x = 0,5. Ceci
est lié a la grande différence d'énergie d'activation due a la viscosité ou a des interactions spécifiques
avec le solvant. Ces phénomenes ont lieu lorsque la relaxation du solvant devient trop lente, a un

point tel que le volume libre devienne le facteur contrdlant le déclin de la molécule suite a une rotation.
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Cela montre l'importance du volume libre du solvant sur le processus de relaxation de l'état

excité Si.
Enfin, la figure (I11.4).14 reflete deux régimes de viscosité, a faible et a plus forte viscosité, en accord

avec des observations déja faites par Loutfy et al., 1982.
C/ Influence de la température du milieu

L'interprétation des effets de la température sur 1'émission de fluorescence est un phénomene
compliqué et encore mal compris. Comme nous l'avons déja précisé, une variation de température sur
un solvant modifie également sa viscosité ; il est impossible d'étudier l'influence de 1'un de ces
facteurs sans tenir compte de l'autre.

Pour cette étude, nous avons travaillé a partir de solutions aqueuses et dans 1'éthanol pour lesquelles
les variations de viscosité entre 280 et 330 K sont respectivement de 1,35 a 0,62 mPa.s pour l'eau et
de 1,46 a 0,66 mPa.s pour I'éthanol, variations qui sont de l'ordre de 50%, mais sur de trés faibles
valeurs comparées a celles du glycérol, par exemple, dont les valeurs de viscosité sont de
10 655 mPa.s a 280 K et de 92,8 mPa.s a 330 K, soit une variation de l'ordre de 99%. Ainsi,
dans le cas du glycérol, une augmentation de température traduit majoritairement un effet de viscosité,

alors que pour l'eau et 1'éthanol elle traduit plus un effet de température.

Afin de mieux comprendre l'effet de la température sur 1'état excité, les variations de l'intensité de
fluorescence (I/Io) en fonction de la température (280-330 K) des rotors CNCOOEt et CNCONHGIu
ont €té étudiées dans l'eau (figure (I11.4).15) et dans 1'éthanol (figure (I11.4).16).
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Figure (I11.4).15

Influence de la température sur la variation de l'intensité de fluorescence pour
des solutions aqueuses de CNCOOEt (s) et CNCONHGHu (g).
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L'analyse de la figure (I11.4).15 montre qu'en milieu aqueux, les variations de l'intensité de

fluorescence avec la température ne dépendent pas de la nature du substituant en position-3. En effet,

dans le cas des deux rotors on trouve une variation identique du rapport 1/To.
L'influence de la température sur le déclin de fluorescence se fait probablement par l'intermédiaire
d'un transfert de charge intramoléculaire. A haute température cet état a transfert de charge est

probablement majoritaire ce qui explique la chute du rapport de fluorescence I/Io.
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Figure (I1L.4).16
Influence de la température sur la variation de l'intensité de fluorescence pour
des solutions dans 1'éthanol de CNCOOE:t (o) et CNCONHGIu (o).

L'étude dans I'éthanol (figure (II1.4).16), montre en revanche, un écart entre les deux droites. Il
semble que le rotor glucidique subisse une influence de la température plus forte que le rotor
CNCOOEt puisque son intensité de fluorescence chute plus rapidement. Il y a donc dans ce cas une

influence du substituant en position-3 sur les variations d'intensité de fluorescence.

Ces résultats montrent que le déclin de l'intensité de fluorescence semble étre dli & un mécanisme
intramoléculaire qui dépend de la température, puisque le rapport I/To décroit lorsque la température
augmente. Un encombrement stérique qui empéche la rotation de la molécule et ne permet pas le
passage a I'état twisté inhibe le déclin non radiatif : ce phénomene se traduit par un rapport I/Io qui ne

varie pas, ou peu, avec la température, résultat mis en évidence par Giri en 1992.

Il semble néanmoins que l'influence de la température ne soit pas la contribution la plus importante

pour le processus de déclin non radiatif.

Page 103



Elaboration de sondes fluorescentes pour des applications d'intérét biologique...

III.5. ETUDE PHOTOPHYSIQUE DYNAMIQUE DES ROTORS COUMARINE
CNCOOEt, CNCONHGIu et CNCONHGIuAc

I11.5.1. DESCRIPTION DES RESULTATS

Les déclins de fluorescence des états excités des rotors CNCOOEt, CNCONHGIu et
CNCONHGIuAc ont été mesurés en utilisant la technique de comptage monophotonique présentée
dans la partie IT1.2.2.c. de ce chapitre. Cette étude a nécessité l'utilisation de solutions & 5.10-6 M
dans le toluéne, l'acétate d'éthyle, 1'éthanol et le glycérol. Aprés excitation de l'échantillon a une
Jlongueur d'onde de 515 nm (laser a argon ionisé), les déclins de fluorescence ont été enregistrés a des
longueurs d'onde comprises entre 530 et 600 nm.

La forme des courbes expérimentales obtenue avant déconvolution de la fonction d'appareil suggere

l'utilisation d'une fonction d'analyse bi-exponentielle (figure (1I1.5).1).
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Figure (IIL.5).1
Déclins de fluorescence du rotor CNCONHGIu
dans le glycérol (a) et dans le toluéne (b).

A partir des valeurs des durées de vie et des rendements quantiques de fluorescence, nous avons

déterminé les constantes de déclin radiatif (k;) et non radiatif (ky,) en utilisant les relations suivantes

_ % _ (-0

k, et ky = —-

Nous nous sommes intéressés uniquement aux valeurs de k; et de ky; correspondant a la durée de vie
la plus longue, car c'est probablement, comme nous pourrons le voir par la suite, la durée de vie qui

correspond aux différents rotors considérés ; la durée de vie la plus courte étant probablement due &

un conformere de nos molécules, prenant naissance 4 1'état excité.
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Les résultats du tableau (JII.5).1 montrent que la constante de déclin non radiatif est sensible a la
nature du substituant en position-3 et a la polarité du solvant. Dans le modeéle de désactivation non
radiative par un état "twisté" TICT, suggéré dans la littérature, la polarité du solvant joue un rdle
essentiel ; en effet, un tel état plus polaire est mieux stabilisé par un solvant de plus grande polarité.
Mais le tableau (II1.5).1 montre clairement que les valeurs des constantes de désactivation non

radiative des différentes coumarines n'augmentent pas systématiquement avec la polarit€ du solvant.

Solvant  Toluéne AcOEt EtOH Glycérol

Rotor
CNCOOEt Ti 0,31 0,3 0,6 2,3
ke x 108 0,97 2,5 2,85 2,81
kqr x 10-8 31,3 30,8 13,8 1,54
T 0,15 0,1 0,2 0,6
CNCONHGIu T 0,6 2 0,8 2,6
k, x 10-8 0,52 0,84 1,61 3,07
Knr x 10-8 16,2 4,17 10,9 0,77
T 0,16 0,42 0,1 1
CNCONHGIuAc Ty 0,38 1,2 1,8 2,6
k, x 10-8 7,84 3,93 0,28 3,63
K x 10-8 18,5 4.4 5,28 0,22
T 0,07 0,6 0,75 0,9

Tableau (IIl.5).1
Détermination des durées de vie des €tats excités
des différentes coumarines (Aex = 515 nm ; Aeyy = 560 nm)

(TyetTaenns ; kretky ensb).

De plus, une désactivation non radiative mettant en jeu la rotation du groupement amino est slirement
empéchée par les forces de friction dues a la viscosité du solvant utilis€ puisque 1'on constate, dans le

cas du glycérol, des valeurs de k; toujours supérieures a celles de kp.

Les fluctuations observées au niveau de la constante de désactivation non radiative ne peuvent pas €tre
interprétées dans le modele d'un état TICT. Un autre mécanisme de désactivation non radiative
proposé€ dans la littérature [Lopez-Arbeloa, 1992] est le modele ULM ("Umbrella-Like Motion"),
décrit dans le chapitre I de ce mémoire. Afin d'expliquer la variation de kg dans les différents
solvants, notamment les alcools et l'eau, la prise en compte d'interactions spécifiques comme les

liaisons hydrogene apparait nécessaire.
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Ainsi, les liaisons hydrogene au niveau du groupement carbonyle pourraient favoriser le transfert de
charge intramoléculaire (du groupement amino vers le groupement carbonyle) et augmenter la

probabilité de désactivation non radiative lorsque le pouvoir donneur de proton du solvant augmente.

Enfin, les valeurs de kyr du rotor CNCOOEt sont toujours supérieures a celles des rotors glucidiques.
Ces demiers ont donc un état ICT majoritaire par rapport au rotor CNCOOEt. La présence du

groupement glucosamine (seule différence notoire entre les deux composés) n'est pas favorable a une

relaxation de 1'état ICT vers 1'état TICT.
II1.5.2 INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

Les résultats du tableau (I11.5).1 montrent une particularité de ces traceurs : la présence d'une
deuxieme durée de vie, nettement plus faible que la premiére, mais parfois en proportion non
négligeable. Il est difficile d'attribuer cette deuxiéme durée de vie a un état TICT fluorescent, puisque
tous les résultats obtenus jusqu'a présent démontraient le contraire. De plus, cette deuxiéme durée de

vie est présente également dans des solvants moins polaires comme ['acétate d'éthyle, alors qu'un état
TICT fluorescent est favorisé dans des solvants de forte polarité.

Pour tenter de comprendre le comportement de ces deux durées de vie, nous avons étudié l'influence
de la température sur les durées de vies des états excités des différentes coumarines. Cette étude a été

réalisée dans le glycérol et le toluene, solvants ayant des propriétés de polarité trés différentes.

A/ Etude dans le glycérol

Dans le glycérol, les trois coumarines considérées possédent une durée de vie longue (t;) de 'ordre
de 2,3 ns et une durée de vie courte (T2) de 'ordre de 400 ps, proche des limites de détection de
I'appareil.

La figure (II1.5).2 présente les variations des déclins de fluorescence des différentes coumarines pour
des températures comprises entre 290 et 330 K.

L'analyse de la figure montre clairement que la durée de vie la plus élevée diminue lorsque la
température augmente, tandis que la durée de vie la plus faible reste quasiment stationnaire. Nous
avons donc émis I'hypothése que ces deux durées de vie provenaient de deux espéces différentes, la
plus courte étant probablement due 4 un conformeére de la molécule qui se forme 2 I'état excité. L'une
de ces espéces ayant le comportement d'un rotor moléculaire fluorescent (puisque sensible aux
variations de température), 'autre ayant probablement une structure ne subissant plus l'effet de

rotation du groupement amino ce qui pourrait expliquer le fait qu'il n'y ait pas de variation de Tp avec

la température.
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Figure (IIL.5).2
Variation des durées de vie Ty (o) et Ty (=) des différentes coumarines

en solution dans le glycérol en fonction de la température
(Aex = 515 nm et Aemy = 560 nm).

B/ Etude dans le toluéne

Dans le toluéne, cet effet est beaucoup moins marqué simplement par le fait que les deux durées de vie
sont tres faibles. En effet, la durée de vie 71 la plus élevée est de 1'ordre de 300 ps, la plus faible 1,
serait de 100 ps, valeur qui se situe a la limite de détection de 'appareil.

Dans le cas du tolueéne, il est donc difficile de suivre 1'évolution de ces deux durées de vie, on peut

simplement constater que la durée de vie la plus élevée (T1) diminue également lorsque la température

augmente.
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I11.5.3 INFLUENCE DE LA LONGUEUR D'ONDE D'EMISSION

A/ Etude dans le glycérol

Le second phénomeéne que nous avons constaté est I'évolution de ces deux durées de vie en fonction

de la longueur d'onde a laquelle les déclins de fluorescence sont enregistrés.

Ce comportement a également ét€ constaté par Jones Il et al., 19802, sur des coumarines substituées
en position-7 par un groupement dialkylamino et en position-4 par un groupement -CH3 ou -CF3. A
500 nm, ils obtenaient une double durée de vie (3 ns et 600 ps) tandis qu'a 600 nm 1'émission était

mono exponentielle, et seule la durée de vie la plus longue subsistait.

Nous avons alors étudi€ la variation des durées de vies T] et T2 en fonction des longueurs d'onde
d'émission pour une plage allant de 530 a 600 nm. Cela nous a permis de calculer le poids respectif
de chaque durée de vie (tableau (II1.5).2) et de reconstituer les spectres d'émission correspondant a
chaque durée de vie (figure (II1.5).3), dans l'hypothése ou ces deux durées de vie sont

caractéristiques de deux espéces différentes.

POIDS DE T3 POIDS DE T3
A
(nm) rotor 1 rotor 2 rotor 3 rotor 1 rotor 2 rotor 3
530 63% 65% 60% 37% 35% 40%
540 71% 74% 67% 29% 26% 33%
550 79% 81% 77% 21% 19% 23%
560 87% 89% 87% 13% 11% 13%
580 95% 98% 99,8% 5% 2% 0,2%
600 97% 99,8% 100% 3% 0,2% 0%

Tableau (I11.5).2
Détermination des poids associ€s aux durées de vie des états excités

des différentes coumarines (Aex = 515 nm ; Aey = variable)

rotor 1 : CNCOOEt, rotor 2 : CNCONHGIu, rofor 3 : CNCONHGIluAc
Poids de 7] : A1T1/(A17] + A212) ; Poids de T2 : ApT2/(AT] + A1),
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Figure (I11.5).3
Spectres de fluorescence des différentes coumarines en solution dans le glycérol (-)

et spectres reconstitués a partir des différents poids des durées de vie T1 (s) et Tz (°)

L'analyse de la figure (I1I.5).3 montre clairement que la durée de vie la plus faible disparait au fur et a
mesure que les longueurs d'onde d'observation augmentent, tandis que la durée de vie la plus élevée

atteint son poids maximal autour de 580 nm.
B/ Etude dans le toluéne

Une €tude analogue a été réalisée dans le toluéne. Dans ce cas, le phénomeéne est beaucoup moins
explicite puisque, comme nous l'avons déja signalé, nous exploitons des valeurs trés faibles, a la

limite de détection de l'appareil.
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I11.5.4. CONCLUSION

L'étude des déclins de fluorescence en fonction de la polarité des solvants a révélé la présence de deux
durées de vie, quelles que soient les conditions d'étude, mais dans certains cas cette deuxi¢me durée
de vie est tres faible, a la limite de détection de l'appareil. On ne peut pas conclure, de maniére
générale, a une augmentation ou a une diminution de ces durées de vie en fonction de la polarité du
solvant, ce qui suggere pour chacune une voie de désactivation non radiative encore mal comprise a ce
jour.

Ces deux durées de vie ne semblent pas provenir du méme composé puisqu'elles ne subissent pas la
méme influence de la température. La durée de vie la plus longue diminue nettement avec une
augmentation de température, tandis que la plus courte ne fluctue pratiquement pas. Nous avons alors
€mis I'hypothése que la durée de vie Ty correspond a une géométrie de la molécule qui ne subit pas de

relaxation d'un état ICT vers un état TICT.

Enfin, en suivant le déclin de fluorescence en fonction de la longueur d'onde d'émission nous avons

constaté que la durée de vie la plus faible disparait vers les grandes longueurs d'onde.

Toutes ces constatations nous ont donc confortés dans notre hypothése de formation d'un conformére

de nos molécules n'existant qu'a I'état excité.
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I11.6. COMPARAISON DES PROPRIETES PHOTOPHYSIQUES DES ROTORS
GLUCIDIQUES DE TYPE COUMARINE ET DES ROTORS GLUCIDIQUES DES
TYPES BENZYLIDENE ET CINNAMYLIDENE

Nous avons voulu comparer les différents rotors moléculaires glucidiques synthétisés au

DCPR-GRAPP. Ces rotors sont d'intérét pour des applications biologiques :
- si leurs longueurs d'onde d'absorption sont au-dela de celles des constituants membranaires
(A > 450 nm) pour éviter la fluorescence des marqueurs intrinséques naturellement présents dans

le milieu biologique, tels que les résidus tryptophane des protéines ou le NAD (Nicotinamide

Adénine Dinucléotide),
- et si leurs rendements quantiques de fluorescence sont suffisamment élevés, de fagon a pouvoir

introduire le traceur en quantité infime pour ne pas perturber le milieu biologique.

La figure (II1.6).1 représente les différents composés qui vont faire 1'objet de cette comparaison.
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Figure (IIL.6).1
Structure des différents rotors glucidiques.

I11.6.1. COMPARAISON DES CARACTERISTIQUES D'ABSORPTION

Le tableau (II1.6).1 regroupe les longueurs d'onde d'absorption UV-Visible des différents rotors

glucidiques dans des solvants de polarité croissante.

Les résultats permettent de mettre en évidence le déplacement bathochrome des longueurs d'onde
d'absorption avec 'augmentation de la polarité des solvants, avec un effet plus marqué pour les rotors

coumariniques que pour les dérivés benzylidéne et cinnamylidéne.
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On peut également constater une augmentation plus importante des longueurs d'onde d'absorption
lorsque la double liaison assurant la conjugaison est incluse dans un hétérocycle. Par exemple, pour
un méme solvant, les longueurs d'onde d'absorption des rotors glucidiques dépassent de 20 & 40 nm
celles du rotor (2)-CONHGIu. Enfin, les longueurs d'onde d'absorption des dérivés coumariniques
semblent plus adaptées pour 1'étude de systémes biologiques puisqu'elles sont largement au-dessus
de 450 nm ; ce sont également ces composés qui pourront étre employés pour des observations par

microscopie optique en champ proche.

Solvant Toluéne  AcOEt EtOH MeOH  Glycérol Eau

ET1(30) 33,9 38,1 51,9 55,4 57 63,1
Rotor
CNCONHGIu Xa max 476 468 476 474 506 494
CNCONHGIuAc Az max 478 489 496 500 514 511
(1)-CONHGlu Aa max 412 406 410 411 421 422
(2)-CONHGIu Aa max 450 441 450 451 471 457

Tableau (IIL.6).1
Caractéristiques d'absorption UV-Visible des rotors moléculaires glucidiques,
dans divers solvants de polarité croissante, a 25°C.

(ET(30) en kcal/mol ; A3 max en nmy).

I11.6.2 COMPARAISON DES CARACTERISTIQUES D'EMISSION DE
FLUORESCENCE

Le tableau (I11.6).2 regroupe les longueurs d'onde d'émission des quatre rotors glucidiques dans des

solvants de polarité croissante ainsi que les rendements quantiques de fluorescence associés.
Solvant Toluene  AcOEt EtOH MeOH  Glycérol Eau

E1(30) 33,9 38,1 51,9 55,4 57 63,1
n 0,55 0,441 1,074 0,547 954 0,894
Rotor
CNCONHGlu A max 536 546 558 562 568 573
& 0,031 0,167 0,129 0,157 0,749 0,063
CNCONHGIuAc  Af max 534 542 559 560 569 574
o 0,298 0,472 0,05 0,07 0,943 0,04
(1)-CONHGlu Af max 458 466 471 475 487 492
of 0,002 0,0025 0,0020 0,0018 0,076 0,0012
(2)-CONHGIu M max 540 556 575 581 589 592

o 0,005 0,018 0,033 0,033 0,344 0,015

Tableau (I11.6).2
Caractéristiques d'émission de fluorescence des rotors moléculaires glucidiques,
dans divers solvants de polarité croissante, & 25°C
(ET(30) en kcal/mol ; ) en mPa.s ; Af max €n nm).
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Les rotors moléculaires fluorescents des types "benzylidéne", (1)-CONHGlIu, et "cinnamylidéne",
(2)-CONHGIu, qui ne présentent qu'une seule bande d'émission de fluorescence, ont des domaines
d'excitation et d'émission de fluorescence qui se déplacent vers le rouge lorsque le nombre de doubles
liaisons augmente.

Les rotors CNCONHGIu et CNCONHGIuAc ont des longueurs d'onde d'émission proches de celles
du rotor (2)-CONHGIu, mais le déplacement bathochrome est moins important que dans le cas du
dérivé cinnamylidéne. Ainsi on note une augmentation de 50 nm dans le cas du dérivé cinnamylidéne,
pour 40 nm dans le cas du dérivé coumarine, lorsque 1'on passe du toluéne a l'eau.

Enfin, on reléve une différence notoire entre les rendements quantiques de fluorescence des quatre
compos€s : les rotors coumarine ont des rendements élevés dans la plupart des solvants considérés.
La présence de deux doubles liaisons, pour le rotor (2)-CONHGIu, entraine une augmentation des
rendements quantiques de fluorescence, pour un méme milieu, par comparaison au rotor

(1)-CONHGIu qui ne posséde qu'une seule double liaison.

Il est également intéressant de comparer les variations de Af max avec la polarité exprimée par le
parametre ET(30) pour chaque type de structure. Si I'on compare ces valeurs dans le cas de deux

solvants protiques, mais de polarités différentes (éthanol et eau) 1'ordre est le suivant :

(1)-CONHGIu > (2)-CONHGIu > CNCONHGIu et CNCONHGIuAc
(21 nm) (17 nm) (15 nm)

Cet ordre peut étre expliqué si on considere la structure chimique des différents rotors : ils possedent
le méme groupe amido-D-glucosamine et un groupement 4-(N,N-dialkylamino)phényle similaire. Les
rotors coumarine différent des deux autres composés par la présence de I'hétérocycle tandis que les
rotors (1)-CONHGIu et (2)-CONHGTlu se différencient par le nombre de doubles liaisons. On peut
donc supposer que la longueur de la conjugaison entre le groupement électrodonneur et le groupement

électroaccepteur est a 'origine de cette différence d'influence de la polarité du solvant.

Page 113



Elaboration de sondes fluorescentes pour des applications d'intérét biologique...

IIL7. CONCLUSION

L'étude photophysique réalisée avait pour but de déterminer les principales caractéristiques

photophysiques des nouveaux rotors synthétisés.

Nous étions partis avec 1'idée d'obtenir des sondes fluorescentes d'intérét biologique pour des
applications de marquage de cellules vivantes, mais également pour des observations par microscopie
optique en champ proche. Afin de disposer d'un traceur répondant a ces deux conditions, nous nous
étions fixés de synthétiser un nouveau rotor moléculaire fluorescent, dont les longueurs d'onde

d'absorption, dans des milieux rigides, seraient voisines de 490 nm.

Au vu des résultats, cette condition a été remplie et cette analyse des propriétés photophysiques est

donc un point de départ pour diverses études dans des milieux de compositions variées.

En ce qui concerne les effets de solvant, la variation de longueur d'onde au maximum d'émission de
fluorescence permet de mettre en évidence une modification de I'environnement en terme de polarité.
Pour l'aspect viscosité, si les augmentations de 'efficacité de I'émission de fluorescence rendent bien
compte de l'accroissement de la rigidité de 'environnement local du traceur, il n'est pas pour autant si
facile de déterminer de maniére absolue les valeurs de viscosité locale, et ce pour au moins deux
raisons :

- la premiére est due au fait que la plupart du temps, il faut connaitre avec exactitude la
concentration de la sonde pour pouvoir effectuer des mesures de rendements quantiques de
fluorescence,

- et la deuxiéme se référe aux résultats liés a l'influence de la viscosité ; ces études ont souligné
l'existence de deux domaines de viscosité et conduisent & des observations qui différent selon les

milieux de référence choisis.

Les phénomenes observés, tant du point de vue polarité que viscosité, peuvent étre interprétés en
terme d'encombrement soluté-solvant. En effet, les deux groupements éthyle portés par I'atome
d'azote, perturbent certainement la cage du solvant et empéchent le processus de relaxation des
molécules de solvant. Par contre, dans l'eau, la déviation du maximum d'émission peut étre
interprétée en fonction de la taille de la molécule de solvant, si petite qu'elle peut adapter sa structure

plus facilement autour de la sonde [Coosemans, 1979].

L'étude des déclins de fluorescence des différentes coumarines a mis en évidence deux durées de vie,
caractérisant probablement I'existence d'un conformeére de nos molécules, 4 1'état excité. L'écart entre
les valeurs de durées de vie selon que I'on considére des solvants aprotiques ou protiques montre que
la désactivation non radiative est intimement liée a la structure moléculaire des dérivés 7-

aminocoumarine.
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Plusieurs hypothéses sont évoquées dans la littérature, pour expliquer I'évolution du rendement
quantique et de la durée de vie de fluorescence des différentes coumarines en fonction du solvant.
Certaines observations expérimentales sont en faveur de l'existence d'un état TICT, d'autres sont en
faveur du modéle ULM. Les grands déplacements de Stokes, les faibles rendements quantiques et
durées de vie de fluorescence dans des solvants dont la polarité est grande sont autant d'éléments
caractérisant la présence de tels états. Par ailleurs, en 1990 Yip et al. ont précisé le réle des états
singulets excités mis en jeu dans le processus de désactivation de l'état singulet excité S; de

différentes 7-aminocoumarines.

Néanmoins, si ces phénomenes restent encore difficilement expliquables, ils n'empéchent pas
d'utiliser ces rotors moléculaires fluorescents comme sondes de cohésion et comme marqueurs

fluorescents dans les applications qui seront décrites dans la suite de ce travail.
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ANNEXES DU CHAPITRE Il

Spectres d'absorption et d'émission de fluorescence des rotors coumarine
dans différents solvants
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Annexes du CHAPITRE III

ANNEXE 2 :
Spectres d'émission de fluorescence des rotors coumarine dans
différents solvants (spectres normalisés)
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CHAPITRE IV

APPLICATION DES SONDES FLUORESGENTES
A DES MILIEUX BIOLOGIQUES
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CHAPITRE 1V : Application des sondes fluorescentes a des milieux biologiques

IV.1.INTRODUCTION

Une part important de notre travail a €té d'étudier les propriétés photophysiques des rotors
moléculaires fluorescents nouvellement synthétisés, en fonction de leur environnement immédiat. La
suite de ce travail va consister a suivre la localisation et 1'évolution de ces traceurs dans des systémes

biologiques simples ou complexes tels que les cellules endothéliales.

Au préalable, nous avons d'abord voulu montrer leur intérét pour 1I'étude de systémes moléculaires
organisés de type liposomes, en ce sens que ces systemes représentent des modéles de milieux
biologiques. De plus, ces travaux completent des résultats précédemment acquis au GRAPP
[Adibnejad, 1996 ; Berroy, 1997 ; Jungen, 1996].

Dans un deuxiéme temps, et dans le cadre de recherches se situant a l'interface physique-chimie-
biologie et en relation avec nos partenaires de la Faculté de Médecine®, nous avons étudié
l'incorporation et la localisation de ces traceurs a l'intérieur de cellules vivantes par diverses
techniques de microscopie, et notamment une technique trés récente de microscopie 3D. Pour
comparer l'influence de la structure de base du rotor sur les phénomeénes d'incorporation, nous avons
également testé d'autres types de sondes synthétisées au GRAPP [Adibnejad, 1996 ; Berroy, 1997].
Dans l'objectif d'exploiter les différentes possibilités offertes par les rotors moléculaires fluorescents
qui traduisent des effets de polarité et de viscosité, nous avons entrepris de caractériser le

comportement de ces nouvelles sondes au sein de divers milieux biologiques.

* Laboratoire d'Angiohématologie - Hémorhéologie, LEMTA - UMR 7563 CNRS-INPL-UHP, Faculté de Médecine,
Pr. J.F. STOLTZ
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IV.2. UTILISATION DES SONDES FLUORESCENTES POUR L'ETUDE DE
SYSTEMES MOLECULAIRES ORGANISES DE TYPE LIPOSOMES

IV.2.1. STRUCTURE ET DYNAMIQUE DES MEMBRANES BIOLOGIQUES
A/ Structure

Les membranes biologiques sont des structures omniprésentes, délimitant les cellules et les organites
intracellulaires (mitochondries, noyau, chloroplastes, lysosomes, etc.). Le réle premier de ces
membranes est de permettre des compartimentations. C'est ainsi que la membrane cytoplasmique, qui
sépare les milieux intracellulaire et extracellulaire, permet le maintien de compositions différentes
entre le cytosol et le milieu externe.

La fonction de compartimentation est dévolue aux lipides membranaires, I'un des deux constituants
principaux des membranes. Ces lipides, sont des molécules amphiphiles qui possédent des parties
polaire et apolaire distinctes. Il existe différentes classes de lipides membranaires, dont les formules

sont répertoriées dans le tableau (IV.2).1.

En milieu aqueux, les lipides s'organisent le plus souvent en bicouche, partie apolaire au centre ou
l'eau n'a pas acces, partie polaire en contact avec le milieu aqueux de part et d'autre de la bicouche.
La structure se referme sur elle-méme, formant une vésicule close séparant un compartiment interne

aqueux du milieu aqueux externe, ce qui est le propre d'une membrane biologique (figure (IV.2).1).

bicouche lipidique
' milieu aqueux externe

Partie polaire

& —

Partie apolaire

compartiment
aqueux interne

LIPIDE vésicule lipidique
(liposome)

Figure (IV.2).1
Organisation des lipides en bicouche

formant une vésicule close délimitant un intérieur aqueux.
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LIPIDES
NOM FORMULE
Phosphoglycérides Diacylphosphoglycéride VAANAANAANACO -0 - (I:H2
AN CO-0- [CH ﬂ
CH,-0-P-0-X
o
N VAANAANAANA O -
Plasmalogene o CI|{2
NWAAAANANAN -0-
CO-0O-CH o
I [
CH,-O-P-0-X
o
Diacylglycoglycérides AN CO -0 - CH,
I
A AAAAAANAn CO-0-CH
I
CH,- O - sucre
Sphingolipides Céramide CH; - (CHy),; - CH=CH - CH(OH) - CH - CH,OH
I
IAINANAANANAANCO - NH
Sphingophospholipide IOI
CH; - (CH,);, - CH=CH - CHOH) - CH- CH,-O-P-0-X
| |
VAANANNANAN CO - NH (0}
CHs, - (CH,);; - CH = CH - CH(OH) - CH - CH, - O - oligosaccharide
Sphingoglycolipide |
ANAANAAANANCO - NH
Stérols Cholestérol

HO

Tableau (IV.2).1
Formules générales des
principaux lipides membranaires [Shechter, 1990].

Si une compartimentation est la condition sine qua non de I'existence d'une cellule ou d'un organite,
il n'en demeure pas moins que ceux-ci ne sont pas des entités autonomes. Leur survie et leur
fonctionnement nécessitent des échanges continuels de matiere, d'énergie et d'informations, de part et

d'autre de la membrane qui les délimite.
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Ces échanges sont possibles grace a la présence de protéines, seconds constituants majeurs des
membranes. Les protéines membranaires se classent en deux catégories :
- les protéines extrinséques en contact avec le milieu aqueux,
- les protéines intrinséques qui sont des protéines parfois transmembranaires, dont la chaine est
accessible des deux c6tés de la membrane. C'est cette classe de protéines qui permet le transport

de matiére, les couplages énergétiques et le transfert d'informations.

Les interactions lipide-lipide et lipide-protéine sont de nature hydrophobe au centre de la membrane et
polaire aux interfaces. Elles se font et se défont continuellement. De ce fait la membrane a un caractére
dynamique, les lipides et les protéines étant animés de mouvements divers, conférant a la membrane

une certaine fluidité [Shechter, 1990].
B/ Dynamique des constituants de la membrane

Les différents constituants d'une membrane biologique, s'ils sont confin€s dans un espace défini par
la membrane, n'en sont pas moins animés de mouvements divers (figure (IV.2).2).

: Rotation des protéines

: Rotation des lipides

: Diffusion latérale des lipides
Mouvements de balancier des

' 4
chafnes hydrocarbonées
: Diffusion latérale des protéines
Mouvements dans

un milieu isotrope

AW

wn

Divers mouvements
dans une membrane

Figure (IV.2).2
Les divers mouvements des constituants membranaires [Shechter, 1990].

Les mouvements des lipides sont soit locaux (a I'échelle moléculaire), soit globaux (déplacements de
I'ensemble de la molécule lipidique dans la membrane). Les mouvements locaux sont des rotations de
la molécule ou des oscillations des chaines hydrocarbonées, qui traduisent une viscosité locale liée &
l'ordre moléculaire au sein de la membrane. Les mouvements de déplacement sont :
- soit des passages des molécules d'une face a 'autre de la bicouche (diffusion transversale ou
"flip flop"),
- soit des déplacements latéraux (diffusion latérale).
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Ce dernier phénomeéne traduit en grande partie la notion de fluidité membranaire [André, 1983 ;
Leterrier, 1989]. Les notions de viscosité locale et de fluidité, qui peuvent étre mises en évidence par

des marqueurs de fluorescence, sont a relier a4 des mécanismes biologiques.

Les protéines sont animées de mouvements correspondant & des diffusions latérales et rotationnelles.
Ces mouvements conférent donc a la membrane une certaine fluidité. Dans des conditions normales,
la fluidité des membranes correspondrait 4 une viscosité de l'ordre de 10-! N.s.m-2 (celle de I'eau est
de 10-3 N.s.m2). Une membrane est donc cent fois moins fluide que l'eau, ceci étant, la fluidité

d'une membrane dépend de la température et augmente avec celle-ci.

Dans le cas de biomembranes entiérement composées de lipides, a température suffisamment basse,
dans des conditions ot 1'agitation thermique est faible, toutes les chaines des lipides membranaires
ont une configuration tout-trans. Dans une organisation en bicouche lipidique, les chaines sont
paralléles les unes aux autres, en contact étroit et étirées au maximum. On parle d'une conformation
ordonnée des chaines. L'orientation des chaines peut étre soit perpendiculaire au plan de la bicouche

(conformation 1), soit inclin€e par rapport a ce plan (conformation 2) (figure (IV.2).3).

W ou

(1) (2) 3

Figure (IV.2).3
Les différentes conformations des

chaines hydrocarbonées des lipides dans une bicouche [Shechter, 1990].

Une élévation de température entraine une mobilité accrue autour des liaisons C-C. Au-dela d'une
température donnée on observe une transition, les chaines passant d'une conformation ordonnée a
une conformation désordonnée (conformation 3). Dans cette conformation, les chaines oscillent
autour d'une orientation moyenne perpendiculaire au plan de la membrane. Les chaines ne sont plus
étirées au maximum ; en conséquence, par rapport a une situation ol la conformation est de type (1),
I'épaisseur de la double couche lipidique diminue. Le contact entre les chaines est moins étroit et les
lipides sont plus séparés les uns des autres. Au cours de la transition, il y a une expansion latérale des

lipides dans la membrane et la surface occupée a l'interface est plus importante.
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I1V.2.2. RAPPELS SUR LES LIPOSOMES
A/ Définition

Les liposomes, qui résultent de 1'auto-assemblage de phospholipides, correspondent & une structure
dispersée dans l'eau de petites vésicules sphériques dont la paroi est constitu€e pour l'essentiel par

une double couche de molécules de phospholipides et par une cavité centrale contenant une phase

aqueuse (figure (IV.2).4).

Figure (1V.2).4
Architecture moléculaire d'un liposome [Bretscher, 1985].

Les liposomes peuvent ainsi contenir et véhiculer des substances actives, aussi bien lipophiles
(solubilisées dans la bicouche) qu'hydrophiles (contenues dans le cceur aqueux) [Lasic, 1989 ;
Machy, 1987].

Ces possibilités ont fait naitre dans le milieu de la recherche un grand intérét vis-a-vis des liposomes ;
[Lasic, 1998] et surtout de leurs éventuelles applications dans des domaines aussi variés que
l'industrie pharmaceutique pour laquelle la principale utilisation est la vectorisation de principes actifs
[Maurer, 1998 ; Zeisig, 1998 ; Gabizon, 1998] qui permet la modification de la biodisponibilité et le
ciblage des médicaments, la catalyse de réactions enzymatiques ou chimiques, la médecine avec les
possibilités offertes par l'encapsulation d'agents de diagnostics ou encore le génie génétique pour
lequel les liposomes sont de bons candidats pour le transfert de génes sans oublier l'industrie
cosmétique qui a provoqué leur introduction au niveau du grand public [Gabrijelcic, 1990 ; Puisieux,
1985 ; Shew, 1985].

Les liposomes ont fait aussi 1'objet d'un trés grand nombre d'études, car ils ont servi de modgle pour

I'étude de la structure membranaire, de sa perméabilité et des interactions lipides-drogues.
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B/ Classification

Les liposomes peuvent étre class€s selon leur nature en trois types :
i/ Liposomes multilamellaires (MLV)

Les liposomes multilamellaires (MLV pour "multilamellar vesicles") sont caractérisés par la présence
de plusieurs bicouches lipidiques concentriques, séparées les unes des autres par des couches
aqueuses (figure (IV.2).5). IlIs sont obtenus simplement par addition des phospholipides a l'eau et par
agitation au-dessus de leur température de transition. Leur diametre varie de 400 a 3 500 nm suivant
le nombre de bicouches [Shechter, 1990].

JUURCTTFrI
S,

Figure (I1V.2).5

Schéma représentatif d'un liposome multilamellaire.

ii/ Liposomes unilamellaires de petite taille (SUV)

Les liposomes unilamellaires de petite taille (SUV pour "small unilamellar vesicles"), correspondent a
la structure de la figure (IV.2).6.
Ils sont constitués d'une seule bicouche lipidique dont le diameétre varie de 25 a 50 nm, et sont
obtenus a partir des liposomes multilamellaires par divers traitements (ultrasons, méthode au
cholate, etc.) [Shechter, 1990].
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Figure (IV.2).6

Schéma représentatif d'un liposome unilamellaire.
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iii/ Liposomes unilamellaires de grande taille (LUV)

Ils correspondent a des vésicules unilamellaires de grande taille (LUV pour "large unilamellar
vesicles"), qui contiennent un seul compartiment aqueux de grande taille et de diamétre variant de 200
4 1 000 nm. Ils sont obtenus par diverses méthodes (méthode a 1'éther, a I'alcool, fusion par le

calcium, etc.) [Shechter, 1990].

Dans tous les cas énoncés, les liposomes n'apparaissent que si la proportion d'eau est importante et
que si la température est suffisante pour que les chaines d'acides gras du phospholipide soient a I'état
liquide. Les vésicules de phospholipides sont donc préparées a des températures supérieures a la
température de transition de phases, température a laquelle la perméabilité des systémes bicouches

augmente.
C/ Détection de la transition ordre-désordre

L'état physique de la bicouche phospholipidique représente une importante propriété des liposomes.
Pour une température spécifique, température de transition Ty, le phospholipide subit un changement
d'état ou l'on observe le passage de 1'état de gel (aspect rigide ordonné) a l'état de cristal-liquide
(aspect fluide désordonné). Cette transition correspond essentiellement a la fusion des chaines
aliphatiques des acides gras qui sont ordonnées en conformations totalement trans dans la phase gel
(T < Tm) et qui deviennent désordonnées avec des conformations gauches dans la phase cristal
liquide (T > Tp) [Shechter, 1990].

La température de transition Ty est caractéristique d'un phospholipide donné ; elle varie avec la
longueur et le taux d'insaturations des chaines, la nature et la charge des groupes polaires a
I'interface, les conditions d'environnement : pH, force ionique, pression et interactions avec d'autres
molécules (autres phospholipides, protéines, médicaments, anesthésiques, etc.).

La figure (IV.2).7 donne une représentation schématique des deux états principaux d'une bicouche de
phospholipides.

o | TIOANN e 238020001

Etat de gel Etat de cristal-liquide

Figure (IV.2).7
Représentation de la transition de phases gel/cristal-liquide dans des liposomes

(les grandeurs indiquées correspondent au DPPC).
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11 faut ajouter que certains lipides purs, organisés en liposomes multilamellaires, présentent une phase
de pré-transition (2 une température Tp < Ty) qui préceéde la transition principale, résultant de la
fusion des seules chaines hydrocarbonées, les groupements polaires restant rigidement organisés
[Dufour, 1981 ; Huang, 1982].

1v.2.3. UTILISATION DE LA FLUORESCENCE POUR L'ETUDE DE
MEMBRANES BIOLOGIQUES

Le passage de la conformation tout-trans a la conformation désordonnée correspond a une transition
conformationnelle. Dans le cas d'une suspension d'un lipide pur en solution aqueuse, cette transition
dépend de la nature de la partie polaire, et pour un lipide donné, de la nature des chaines
hydrocarbonées. Il existe un parallélisme entre température de fusion des acides gras formant les
chaines hydrocarbonées des lipides et température de transition de ces lipides.

Nous avons mentionné que le passage de I'état ordonné a 1'état désordonné s'accompagnait d'une
expansion latérale des lipides. D'une manicre générale, tout ce qui s'oppose a cette expansion
s'oppose a cette transition et celle-ci se fera a une température d'autant plus élevée. Les interactions
hydrophobes qui s'opposent a l'expansion augmentent avec la longueur des chaines : en
conséquence, les températures de transition des lipides seront d'autant plus élevées que les chaines

seront longues.

Les méthodes spectroscopiques, telles que la résonance magnétique nucléaire (RMN), la résonance
paramagnétique électronique (RPE), la diffraction des rayons X ainsi que la fluorescence, sont d'un
intérét majeur dans 1'étude des membranes et particuliérement dans I'approche de I'organisation et de
la dynamique des constituants membranaires [Shechter, 1990].

Ces différentes techniques spectroscopiques et notamment la fluorescence nécessitent souvent
l'utilisation de traceurs moléculaires, qui peuvent s'incorporer dans le systéme membranaire et qui
permettent de détecter les variations structurales et dynamiques de cet environnement.

L'étude de ces variations est intéressante pour comprendre plusieurs propriétés physico-chimiques
des membranes qui peuvent étre corrélées a des fonctions biologiques. Ainsi, la fluidité membranaire
a une influence sur la perméabilité et donc sur tous les phénomenes de transport passif. Elle a

également une incidence sur l'efficacité de fonctionnement de nombreux enzymes et transporteurs

membranaires.

A/ Méthodes d'investigation par fluorescence

Les différentes méthodes utilisant la fluorescence s'appuient sur les phénomenes fondamentaux liés
aux états électroniques excités. Chacune de ces méthodes a été adaptée a I'observation d'une propriété
ou d'un type d'interaction au niveau de la bicouche membranaire. Un certain nombre de sondes
fluorescentes extrinséques sont utilisées pour I'étude des bicouches lipidiques, chacune d'entre elles

reflétant une partie différente du systéme organisé.
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Cette diversité permet d'obtenir un maximum d'informations sur les phénomenes mis en jeu.
Selon le traceur utilisé€, on étudiera [Leterrier, 1989] :
- un phénomene de diffusion rotationnelle (polarisation de fluorescence avec le DPH par exemple),
- un phénomene de diffusion latérale sur quelques dizaines d'angstroms (excimeres inter- ou
intramoléculaires avec le pyréne ou les dipyrénylalcanes respectivement) ou de l'ordre du
micromeétre (photoblanchiment),
- une variation des caractéristiques spectroscopiques d'une molécule fluorescente qui est sensible a
I'encombrement de son environnement, a la viscosité et & la polarité du milieu (rotor moléculaire

fluorescent).
B/ Nature des traceurs et choix d'un marqueur

Les différentes techniques citées se basent sur l'utilisation de marqueurs fluorescents qui sont soit
intrinséques, et donc naturellement présents dans le milieu biologique, tels que les résidus
tryptophane des prot€ines ou le NAD (Nicotinamide Adénine Dinucl€otide), soit extrinséques, et il
s'agit alors de traceurs moléculaires qu'il faut introduire dans le milieu a étudier. Dans ce cas,
l'orientation et la localisation du fluorophore sont d'une grande importance pour l'interprétation des
observations expérimentales. La distribution du fluorophore dans les organisations lipidiques peut
étre en partie prévisible & partir de sa structure (figure (IV.2).8).

Les traceurs utilisés dans l'investigation des membranes sont soit hydrophobes, soit amphiphiles.
Pour I'élaboration de nouveaux traceurs fluorescents, on cherche a copier les modéles cellulaires :
c'est ainsi que les traceurs au départ hydrophiles ont été greffées sur des acides gras, puis associées 2

des phospholipides.

Des traceurs hydrophobes ont ét€ employés dans un premier temps et sont en particulier :

- le pyréne qui est un composé fortement hydrophobe. Le spectre d'émission du monomeére traduit
la polarité de I'environnement. Il forme des excimeéres intermoléculaires (méme a de faibles
concentrations, car sa durée de vie de fluorescence est relativement élevée : > 100 ns) qui
caractérisent la viscosité du milieu,

- le 1,6-diphényl-1,3,5-hexatri¢ne (DPH), également non polaire, et qui est le dérivé le plus utilisé
en polarisation de fluorescence [Borenstain, 1993]. Le DPH est caractérisé par une émission a
rendement quantique €levé en milieu hydrophobe et faible en milieu aqueux. L'anisotropie de

fluorescence permet d'accéder 2 la fluidité de la membrane.

Cependant, l'orientation dans la bicouche de ce type de sondes est mal définie, et elles subissent une
incorporation progressive au sein de la membrane. Ces molécules se distribuent ensuite dans tous les
compartiments lipidiques de la cellule et donc aucune localisation précise n'est envisageable
[Borenstain, 1993 ; Grunberger, 1982 ; Kuhry, 1983].
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Il n'est donc pas possible d'étudier spécifiquement les membranes plasmiques a I'aide de tels

marqueurs.

Téte polaire Chaine carbonnée

Figure (IV.2).8
Localisation des sondes fluorescentes dans la bicouche phospholipidique
[Leterrier, 1989 ; Borenstain, 1993].

(1) Dipyrénylpropane (formation d'exciméres intramoléculaires)

(2) Pyréne (formation d'exciméres intermoléculaires)

(3) Acide trans-parinarique (4 doubles liaisons conjuguées)

(4) Acide n-anthranoyl-stéarique (le chromophore anthracéne est sur un carbone de l'acide gras)
(5) TMA-DPH : 1-(4'-triméthylaminophényl)-6-phényl-1,3,5-hexatriéne

(6) DPH : 1,6-phényl-1,3,5-hexatriene

(7) Pérylene

(8) APB : acide 4-(1-pyrényl) butyrique

(9) MATP : ester méthylique de I'acide trans-parinarique

Des sondes amphiphiles ont été élaborées en prévision d'un ancrage de la partie hydrophile au niveau
des tétes polaires de la bicouche lipidique. C'est le cas du TMA-DPH ou de différents acides (APB,
DPH-propionique, acide stéarique, etc.) (figure (IV.2).8). Des acides gras, portant un motif

fluorescent pyréne, anthracene, fluoréne a différentes distances de la fonction carboxylique, ont été

envisagés pour obtenir des informations a des profondeurs différentes dans le cceur de la membrane.
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Malheureusement leur spécificité membranaire n'est pas totale et on finit par les retrouver dans le

feuillet inteme de la membrane.

Des dérivés fluorescents de phospholipides principalement dérivés de phosphatidylcholines,
phosphatidyléthanolamines sont également employés dans l'étude de systémes organisés. Il
semblerait qu'ils soient moins sujets a €tre transférés vers le feuillet interne des membranes. On peut
cependant craindre avec ces dérivés qu'ils subissent des coupures enzymatiques dues a l'action de

lipases, rendant ainsi leur mobilité aux fluorophores [Miccoli, 1993 ; Morgan , 1982].

Dans le choix d'une sonde membranaire, il y a toujours plusieurs facteurs a considérer, qui sont pour
les principaux :
- la sensibilité des caractéristiques spectroscopiques de la sonde aux fluctuations de
I'environnement membranaire,
- lafacilité d'incorporation de la sonde spécifiquement au niveau de la membrane,
- la connaissance de la localisation et de 'orientation des marqueurs dans la bicouche membranaire,
- les perturbations causées dans l'organisation du milieu biologique par l'introduction d'une
molécule étrangere,
- la stabilité de la sonde dans la membrane biologique.

Dans la pratique, aucune sonde ne répond a ces exigences et leur utilisation repose sur un compromis
avec parfois des corrections apportées aux mesures expérimentales, ce qui explique la continuité dans

la synthese de nouvelles sondes.

IV.2.4. ETUDE DES PROPRIETES PHYSIQUES DE LIPOSOMES DE DPPC A
L'AIDE DE ROTORS MOLECULAIRES FLUORESCENTS

A/ Présentation des différents rotors

Un petit nombre de rotors procure des informations sur la microviscosité et les propriétés
diélectriques locales des membranes et un certain nombre de rotors moléculaires fluorescents
permettent d'obtenir des informations sur la constante diélectrique, la microviscosité et le

comportement de phase des bicouches phospholipidiques.

La figure (IV.2).9 présente différents rotors condensés sur une fonction glucidique déja étudiés ou en
cours d'é¢tude au DCPR-GRAPP. La plupart de ces sondes ont été utilisées pour des études dans des
structures de type liposomes, qui sont considérées comme des structures modéles des membranes

biologiques.
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Ces molécules, synthétisées dans le but d'avoir des sondes fluorescentes capables de faire des
reconnaissances privilégiées dans des membranes biologiques, ont donc d'abord été utilisées pour

déterminer la température de transition de divers lipides.

Tétes polaires

Chaines acylées (R, R'")

( ?@
CH,OH O—pP—O |@
|
° ! —\—T_
OH J /
OH CH,
HO \ 0
CH—0-—C—R
CHz—o—g-—R’

Figure (IV.2).9
Diagramme schématique illustrant les localisations des rotors moléculaires fluorescents
dans une bicouche phospholipidique.

B/ Matériels et méthodes

/ Matériels

i.1/ Produits

Le modeéle lipidique que nous avons étudié est composé de molécules de DPPC
(DL-o-dipalmitoylphosphatidylcholine : figure (IV.2).10) qui appartiennent a la catégorie des
phosphoglycérides saturés. Le DPPC résulte d'une estérification des groupements hydroxyle en
position 1 et 2 du glycérol par I'acide palmitique et d'une estérification du groupement hydroxyle en

position-3 par un dérivé de I'acide phosphorique.
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Les produits utilisés sont :
- du chloroforme (Fluka, réf. 25670)

- du DL-co- Dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) (Sigma, réf. P 5911) M = 734 g/mol

Ty = 41,7°C [Borenstain, 1993}
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CH3

Figure (IV.2).10

Représentation du DPPC : DL-a-dipalmitoylphosphatidylcholine.

1.2/ Sondes fluorescentes

LES DERIVES COUMARINE

Rotor CNCONHGlu M =473 g/mol (figure (IV.2).11a)
Rotor CNCONHGIuAc M =641 g/mol (figure (IV.2).11b)
Rotor CNCOOEt M = 340 g/mol (figure (IV.2).11¢)
0 L A0
X \C’C/ CH,OH NNEY OA®- CH,0Ac
Bi~ . NH 0 Et [ N
N 0”0 CN SN o0 Yo CN OAc
! o !

Figure (IV.2).11a
Rotor CNCONHG!u.

Figure (I1V.2).11b
Rotor CNCONHGIuACc.

[
Et

Et !
N N o Yo CN

Figure (IV.2).11c

Rotor CNCOOEt.
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AUTRES SONDES DE COMPARAISON

Rotor (2)-CONHGIu M =403 g/mol (figure (IV.2).11d)
Rotor (2)-CNCONHGIuAc M =459 g/mol (figure OIV.2).11e)
Rotor inositol M = 404 g/mol (figure (IV.2).11f)
AcO
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Figure (IV.2).11d
Rotor (2)-CONHGIu.

Figure (IV.2).11e
Rotor (2)-CONHGIuAc.
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Figure (IV.2).11f
Rotor inositol.

1.3/ Tampon phosphate (PBS). pH 7.4

Le tampon PBS (pH 7,4), est prépar€ a partir de 40,5 mL d'une solution 0,2 M de NayHPOy4 et de

9,5 mL d'une solution 0,2 M de NaH,POy, le tout dilué a 100 mi..

it/ Méthodes

Les méthodes d'absorption UV-Visible et de fluorescence ont déja été décrites dans le chapitre I11,

§ I11.2.2.

ii.1/ Etude des microviscosités des membranes phospholipidiques

Le rendement quantique de fluorescence ®¢ dépend de la liberté des rotations internes, responsables

e la désactivation non radiative des rotors moléculaires et augmente c avec l'augmentation de
de la désactivation non radiative d to olécula ta ente donc avec I' tat d

viscosité [Lukac, 1984].
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L'interconversion du premier état singulet vers 1'état fondamental est la principale voie de
désactivation en compétition avec le processus non radiatif et peut étre exprimée sous la forme d'une

équation d'Arrhénius :

relation dans laquelle kf représente la constante de vitesse de la transition radiative et E, 1'énergie

d'activation correspondant a la rotation autour de la double liaison.

De méme que pour les variations de viscosité du solvant, les transitions de phase thermo-induites des
bicouches phospholipidiques affectent la mobilité des chaines et ont donc une influence sur I'émission
de fluorescence qui se traduit par une discontinuité dans le tracé d'Arrhénius. Cette discontinuité n'est
pas due a une variation des propriétés physiques du milieu entourant les liposomes avec la
température car la forme du spectre d'émission et la longueur d'onde maximale d'émission de

fluorescence ne sont pas affectées par la variation de température.

11.2/ Préparation des liposomes

La méthode de préparation consiste a solubiliser les phospholipides (8,3 mg de DPPC : quantité
calculée pour obtenir une concentration finale de 10-3 M) dans 10 mL de chloroforme et & évaporer le
solvant sous vide. Au film mince, opaque et uniforme obtenu sur les parois de verre est ensuite
ajoutée dans une quantité adéquate de tampon PBS (10 mL). Par agitation et chauffage a une
température supérieure a la température de transition du phospholipide considéré, on obtient une
suspension trouble composée de liposomes multilamellaires.

Le traitement aux ultrasons (VibraCell 72408, Bioblock) de cette suspension est effectué pendant
3 min, avec une interruption toutes les 30 secondes afin d'éviter une augmentation de la température
de la suspension (la formation des SUV est suivie par la mesure de la densité optique du mélange). Ce
traitement conduit & une suspension limpide de liposomes unilamellaires de petite taille. Les rotors
moléculaires fluorescents (solution mére 2 10-3 M dans 1'éthanol) sont ajoutés aux préparations pour

obtenir une concentration théorique finale de 5.10-6 M (la proportion finale d'éthanol est de 5%, v/V).

Nous pouvons noter que la concentration en sonde glucidique utilisée est faible du fait que son
rendement quantique de fluorescence est élevé. L'introduction de la sonde en faible concentration
dans les lipides permet d'éviter toute perturbation macroscopique significative au sein de la

membrane.
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C/ Résultats et discussion

Dans une premicre série d'expériences, l'incorporation des différents rotors glucidiques dans les
liposomes de DPPC a été étudiée a 27 et 47°C, qui sont des températures situées en deca et au-dela de
la température de transition des phospholipides [Borenstain, 1993].

Dans une deuxieme série d'expériences, chaque rotor a été testé pour déterminer la température de

transition de phases du DPPC, et corréler ces valeurs a celles décrites dans la littérature.
i/ Cinétique d'incorporation des rotors dans des SUV de DPPC

Les cinétiques d'incorporation sont réalisées sur une durée de 15 minutes en fixant les longueurs
d'onde d'excitation et d'émission des monochromateurs. Ces cinétiques permettent de déterminer le
temps d'incorporation de la sonde dans les liposomes de DPPC. Cela se traduit par une intensité de
fluorescence qui augmente progressivement apres l'incorporation du traceur. Ces graphes permettent
également de déterminer si la localisation du traceur est stable ou non au cours du temps.

Les figures (IV.2).12. 13 et 14 représentent les cinétiques d'incorporation des différents rotors
en-dessous (27°C) et au-dessus (47°C) de la température de transition de phases du DPPC.
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Figure (IV.2).12
Cinétique d'incorporation du rotor CNCOOEt (5.10-6 M)

dans les liposomes de DPPC a 27°C (1) et 47°C (2) sur une durée de 15 min.
Aoy =520 nm, A, = 558 nm).

Lorsque la sonde est incorporée dans des liposomes de DPPC qui sont a une température au-dela de
la température de transition de phase (courbes 2) l'intensité de fluorescence chute par rapport a celle
d'une conformation ordonnée. Cette remarque va tout a fait dans le sens des observations déja faites
lors de I'étude en milieu visqueux (Chapitre 111, § 1I1.4.4) : le traceur se trouve en milieu fluide, libre

de toute rotation, d'oll une dissipation d'énergie et une diminution de l'intensité de fluorescence.
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Les courbes montrent une différence d'intensité de fluorescence importante entre les différentes

sondes. L'intensité de fluorescence observée avec le rotor CNCOOE?! (figure (IV.2).12) oscille
autour de 5.107 cps, tandis que celles des sondes glucidiques ont des valeurs maximales (& faible
température) qui se situent autour de 2.107 cps et 2.108 cps pour respectivement le CNCONHGIu
(figure (IV.2).13) et le CNCONHGIuAc (figure (IV.2).14). Ces différences d'intensité reflétent le
comportement de ces différents rotors en milieux visqueux.

Dans le cas du rotor CNCOOE:t (figure (IV.2).12), les courbes correspondant aux deux températures
fluctuent, et ne semblent pas se stabiliser au cours du temps. L'intensité de fluorescence a 27°C

semble méme chuter pendant la durée de l'enregistrement, tandis qu'a 47°C la courbe montre un profil
stable. Faut-il en conclure que la sonde ne reste pas localisée a l'intérieur de la bicouche de

phospholipides ?

Le dérivé coumarine CNCOOEt est un groupement polaire dont la spécificité membranaire n'est pas
totale. Ce traceur a une structure qui peut laisser supposer qu'il reste localisé au niveau des tétes
polaires des phospholipides, ce qui explique peut-tre les fluctuations observées sur les courbes de
cinétique d'incorporation. On peut également penser que lorsque la température augmente, le
CNCOOEt se déplace vers l'extérieur de la membrane, ce qui pourrait s'expliquer dans la mesure ou
le CNCOOEt ne possede pas de groupement spécifique lui permettant de se positionner le long des

chaines hydrocarbonées.
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Figure (IV.2).13
Cinétique d'incorporation du rotor CNCONHGIu (5.10-6 M)

dans les liposomes de DPPC a 27°C (1) et 47°C (2) sur une durée de 15 min.
(Aex =493 nm, A, =572 nm).

Oe+0

La cinétique d'incorporation du rotor CNCONHGIu (figure (IV.2).13), montre deux courbes qui

visiblement sont beaucoup plus stables au cours du temps. A faible température (courbe 1), on
observe une augmentation de I'intensité de fluorescence au cours des premiéres minutes, puis une
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stabilisation. Les liposomes sont dans la phase gel (structure ordonnée et rigide) et la sonde requiert
une vingtaine de secondes pour pénétrer dans la structure organisée.

A température élevée la courbe (2) indique une intensité de fluorescence faible mais constante (1e+6)
qui traduit une incorporation plus rapide a 47°C en raison de la grande perméabilité des liposomes qui
sont alors en phase désordonnée.

La cinétique d'incorporation du rotor CNCONHGIuAc (figure (IV.2).14) présente deux courbes dont
l'intensité de fluorescence diminue au cours du temps, mais qui ne présentent pas autant de
fluctuations que pour le rotor CNCOOEt. On peut dans ce cas penser a une instabilité de la sonde

peut-étre due a un photoblanchiment.
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Figure (IV.2).14
Cinétique d'incorporation du rotor CNCONHGIuAc (5.10-6 M)

dans les liposomes de DPPC a 27°C (1) et 47°C (2) sur une durée de 15 min.
(Aey = 500 nm, A = 565 nm).

0e+0

ii/ Détermination de la température de transition de phases Tyy dans des SUV de DPPC

La figure (IV.2).15 représente le comportement thermotropique des SUV de DPPC en utilisant
commes traceurs de cohésion les rotors CNCOOQOEt et CNCONHG]Iu.

Autour de la température de transition, qui correspond a une modification de la structure moléculaire
des vésicules, un changement de pente est attendu dans le tracé de type Arrhénius.

La valeur théorique de la température de transition de phases du DPPC est donnée a 41,7°C
[Borenstain, 1993]. Cette valeur est proche de celle déterminée expérimentalement avec le rotor
CNCONHGIu (T = 41,9°C), qui posseéde donc une bonne sensibilité vis-a-vis des propriétés de

structure des liposomes.
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Figure (IV.2).15
Variation du rendement quantique de fluorescence en fonction de la température
des rotors CNCOOE:t (e) et CNCONHGIu (v), inclus dans des vésicules de DPPC.

Dans le cas du rotor CNCOOE, la courbe ne montre aucun changement de pente, comme si le traceur
était insensible aux changements structuraux subis par les vésicules de DPPC. La encore, on en
revient a la question soulevée au regard des cinétiques d'incorporation : la sonde pénétre-t-elle a
l'intérieur de la bicouche de phospholipides ?

Si ce n'est pas le cas, cela signifie que la sonde reste & I'extérieur des vésicules, c'est-a-dire dans le
tampon, et donc, que les variations du rendement quantique de fluorescence de la sonde dans le
tampon, ou dans les SUV de DPPC, sont identiques.

Nous avons donc tracé le graphe de la figure (IV.2).16 qui présente les variations du rendement
quantique de fluorescence en fonction de la température du rotor CNCOOEt en solution dans du
tampon PBS et théoriquement inclus dans des SUV de DPPC.
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Figure (IV.2).16
Variation du rendement quantique de fluorescence en fonction de la température
du rotor CNCOOE:t en solution dans du tampon PBS (e) et dans des SUV de DPPC (@
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Comme on peut l'observer, bien que les deux courbes aient deux pentes différentes (correspondant a
des énergies d'activation différentes : 18 kJ.mol-! dans l'eau et 29 kJ.mol-! dans le DPPC) elles
conservent un profil similaire. Il est donc possible d'expliquer le comportement du rotor CNCOOEt

au regard des vésicules de DPPC par rapport a sa structure qui ne lui permet pas de se localiser dans

les vésicules de DPPC.

Nous avons ensuite voulu comparer les résultats pour les deux sondes glucidiques. La
figure (IV.2).17 présente les variations de In (1/¢(-1) en fonction de 1/T pour le traceur

CNCONHGIuAC.
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Figure (IV.2).17
Variation du rendement quantique de fluorescence en fonction de la température
du rotor CNCONHGIuAc incorporé dans des vésicules de DPPC.

Le dérivé acétylé présente des valeurs d'intensité de fluorescence beaucoup plus élevées que le dérivé
hydroxylé ce qui correspond également a une différence de rendement quantique de fluorescence entre
les deux composés.

De plus, les intensités de fluorescence du rotor CNCONHGIuAc (figure (IV.2).17) varient sur une
€chelle trois fois plus importante que celles du rotor CNCONHGIu (figure (IV.2).15). Il est donc

clair que le composé acétylé, d'ailleurs moins polaire que le composé CNCONHGIu, est beaucoup
plus sensible aux changements conformationnels des liposomes lors d'une augmentation de
température. Cette sensibilité du traceur vis-a-vis du changement de conformation de la bicouche de
phospholipide est le signe que le traceur est bien incorporé au niveau des chaines d'acides gras du

DPPC car sinon I'émission de fluorescence serait indépendante de la température [Epand, 1996].
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IV.2.5. CONCLUSION

Les expériences réalisées avec le rotor glucidique CNCONHGIu montrent sa capacité a suivre le
comportement des liposomes au regard de la température. Des résultats opposés ont été trouvés avec

le rotor CNCOOE:t qui ne comporte pas le cycle glucosamine.

Parallélement, des études ont €té menées avec le rotor glucidique acétylé, en raison de son caractére
moins polaire que son homologue hydroxylé. Il apparait que le dérivé acétyl€ s'incorpore beaucoup
mieux au sein des membranes de liposomes. De plus, par son rendement quantique de fluorescence
élevé dans les milieux rigides, cette sonde constitue un marqueur certainement plus attractif pour

étudier des systémes cellulaires intacts.

Suite a ces résultats, et pour pouvoir progresser vers des applications d'intérét biologique, nous
avons incorporé ces trois rotors de type coumarine, CNCOOEt, CNCONHGIu et CNCONHGIuAc
dans des systé¢mes biologiques complexes : des cellules endothéliales intactes. L'objectif de cette
étude étant de déterminer la localisation de ces sondes au sein de ces systémes biologiques, nous
avons réalisé différents marquages avec nos sondes d'une part, et des sondes de localisation connue
d'autre part, et comparé les résultats grace a une technique de microscopie de fluorescence 3D. Ce

sont ces résultats que nous présentons dans la suite de ce chapitre.
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IV.3. INCORPORATION DES SONDES FLUORESCENTES DANS DES CELLULES
ENDOTHELIALES

IV.3.1. STRUCTURE ET ROLE DES CELLULES ENDOTHELIALES

A/ Structure d'une cellule eucaryote

Les cellules eucaryotes sont caractérisées par des membranes internes qui entourent le noyau, les
mitochondries et (dans la cellule végétale) les chloroplastes (figure (IV.3).1).

membrane cellulaire <~ "L:" g .

/- = nucléole réticulum endoplasmique lisse

& réticulum endoplasmique
lisse

réticulum endoplasmique <
rugueux

lysosomes

Figure (IV.3).1
Schéma d'une cellule eucaryote.

Elles forment un compartiment labyrinthique appelé réticulum endoplasmique, ou sont synthétisés
aussi bien les lipides et les protéines des membranes cellulaires que le matériel destiné a étre exporté
hors de la cellule. Elles forment aussi des empilements de sacs aplatis constituant 1'appareil de Golgi,
qui est aussi impliqué dans le transport de diverses molécules organiques. Des membranes entourent
les lysosomes qui contiennent des réserves d'enzymes destinées a la digestion intracellulaire et les
empéchent ainsi d'attaquer les protéines et les acides nucléiques de la cellule elle-méme. Toutes ces
structures entourées d'une membrane correspondent & des compartiments internes distincts a
l'intérieur du cytoplasme. Dans une cellule animale type, ces compartiments occupent prés de la
moiti€ du volume cellulaire total. Le compartiment restant du cytoplasme, qui inclut tout ce qui n'est

pas organites entourés d'une membrane, est habituellement appelé cytosol.
B/ L'endothélium et les vaisseaux sanguins

Les vaisseaux sanguins les plus gros sont les arteres et les veines, qui ont une paroi résistante et

épaisse de tissu conjonctif et de muscle lisse (figures (IV.3).2a et 2b).
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cellules endothéliales cellules endothéliales
Figure (IV.3).2a Figure (IV.3).2b
Coupe transversale d'une artére Coupe transversale d'une veine
[Akkerman,1986]. [Akkerman,1986].

Les cellules endothéliales tapissent la paroi des vaisseaux (forme pavimenteuse) et assurent les
échanges entre le sang et la paroi. Séparées des couches environnantes extérieures par une lame
basale, sur laquelle adhérent les cellules endothéliales, on trouve en dessous de ce compartiment
nommé intima, la média, dans laquelle les cellules musculaires lisses sont présentes avec de
nombreuses protéines (figure (IV.3).3).

globule rouge cellules endothéliales

globule blanc
lame basale

plagquettes

fibres de collagéne

cellules musculaires lisses

Figure (IV.3).3

Représentation schématique d'un vaisseau sanguin [Akkerman, 1986].

Les cellules musculaires lisses sont les éléments cellulaires responsables, dans la paroi vasculaire, de
la relaxation et de la contraction des arteéres. L'épaisseur du tissu conjonctif dans la paroi varie selon le

diamétre et la fonction du vaisseau, mais la couche endothéliale est toujours présente [Alberts, 1986].
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C/ Les cellules endothéliales

Par opposition avec des cellules gliales ou des fibroblastes qui ont des comportements mal
coordonnés, les cellules endothéliales qui tapissent les vaisseaux sanguins ont une capacité
remarquable a ajuster leur nombre et leur distribution aux exigences locales. Tous les tissus dépendent
d'un apport sanguin (pour la régulation de 'oxygénation) et celui-ci dépend des cellules endothéliales.
Elles forment un systéme de support naturel et adaptable qui se ramifie dans toutes les régions de
I'organisme. S'il n'y avait pas les cellules endothéliales pour développer et remodeler le réseau
vasculaire, la réparation du tissu serait impossible. Les cellules endothéliales tapissent donc
entierement le systéme vasculaire, du ceeur jusqu'au plus petit des capillaires, et elles contrdlent les

échanges entre le sang et les tissus.

D'un bout a 'autre du systeme vasculaire adulte, les cellules endothéliales gardent la capacité de se
diviser et de se déplacer. Si par exemple, une partie de la paroi de 'aorte est endommagée et dénudée
de ses cellules endothéliales, de nouvelles cellules se forment dans 'endothélium qui entoure la zone
mise a nu, et migrent pour couvrir la surface exposée. Dans les vaisseaux normaux, la proportion de
cellules endothéliales est particulierement élevée aux points de branchement des artéres ou la
turbulence et l'usure des cellules endothéliales qui en résulte semblent stimuler le renouvellement

cellulaire.

Les cellules endothéliales n'ont pas seulement un réle de réparation de la paroi des vaisseaux sanguins
existants, elles contribuent aussi a en créer de nouveaux. Elles doivent faire cela chez l'embryon pour
aller de pair avec la croissance de 1'organisme, dans des tissus adultes normaux tels que 1'os ou la
paroi de I'utérus qui sont soumis a des cycles répétés de remodelage et de reconstruction ou dans la
réparation de tissu endommagg.

Elles ont également un rdle déterminant dans le contréle de 'hémodynamique 2 travers leurs activités
métaboliques (contrdle de 'homéostasie, tonus vasculaire, fluidité et coagulabilité du sang, adhésion
cellulaire...), et leurs propriété€s peuvent étre altérées ou modifiées dans de nombreuses pathologies
(athérosclérose, hypertension, inflammation, maladies métaboliques...). Il faut retenir le double
déterminisme dans le rdle des cellules endothéliales qui ont une action antitrombosante et
anticoagulante et c'est en raison de leur rdle fondamental en biologie vasculaire que notre choix s'est

porté sur ce type cellulaire particulier.
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IV.3.2. MATERIELS ET METHODES POUR L'ETUDE IN VITRO D'UNE
MONOCOUCHE DE CELLULES ENDOTHELIALES

A/ Matériels

i/ Produits

Les produits utilisés sont :
- cellules endothéliales : lignée humaine établie (ECV 304),
- milieu de culture liquide : M 199 (Gibco, réf. 22340-020), contenant de la glutamine
- antibiotiques : pénicilline (5000 TU/mL)-streptomycine (5000 UG/mL) (Gibco, réf. 10070),
- antifongique : fungizone (250 pug/mL) (Gibco, réf. 15290),
- un systéme tampon NaHCO3/CO,. Hépés 1M (Gibco, réf. 15630),
- 10% v/v de sérum de veau feetal (SVF) (Dutscher, réf. P30-1801),
- trypsine 0,25% (Life Technologie, réf. 250 500 14)

il/ Supports de cultures in vitro

Les matériels utilisés comme supports de culture sont :
- des boites de culture (25 ou 75 cm3, Costar),
- des boites de Pétri (60/15 mm, Greiner),
- des lamelles couvre-objet rectangulaires (Prolabo, réf. 05 642.307).

iii/ Imagerie par microscopie optique 3D

Pour toutes les analyses de microscopie optique 3D, les cellules sont observées a méme les lamelles et

dans du PBS (température et atmosphére ambiante).

La microscopie optique a trois dimensions a été réalisée a partir d'un microscope photonique inversé a
fluorescence IX-70 Olympus, équipé du systéme CELLscan™ fourni par Scanalytics (Boston,
USA). Ce systéme permet 1'acquisition et la restitution d'images numérisées en trois dimensions a
partir d'une série de plans x et y, capturés avec une caméra CCD 512 x 512 pixels. Un module
piézo-électrique adapté sur l'objectif ou un asservissement de la platine permettent un déplacement sur
I'axe z. Les coupes horizontales, pouvant étre obtenues tous les 0,25 um, servent a reconstituer une
vue tridimensionnelle en réalité virtuelle. CELLscan™ est un appareillage d'acquisition et de
déflouement d'images spécialement développé pour observer des échantillons marqués avec des
molécules fluorescentes a partir d'un microscope photonique droit ou inversé. La grande sensibilité
des caméras CCD et I'élimination du flou par I'EPR (annexe du chapitre IV) permettent des
observations avec des sondes fluorescentes trés peu concentrées, pour un vaste éventail de longueurs
d'onde ; les longueurs d'onde d'excitation (UV-Visible) et d'émission de fluorescence étant

s€lectionnées en fonction des sondes spécifiques des éléments cellulaires.
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La trés grande vitesse de calcul des processeurs d'images vectorielles permet d'utiliser des
algorithmes complexes pour éliminer le flou des images créé par la lumiére parasite provenant des
plans défocalisés. Les images "déflouées" sont plus nettes et mieux contrastées.

Contrairement 2 la technique confocale qui restitue 1'image d'un plan en sélectionnant la lumiére émise
par les points situés sur le plan focal, la technique de déflouage utilisée sur le CELLscan™ (EPR),
permet de prendre en compte la totalité de la lumiére provenant de tous les plans, en réassignant
chaque photon sur son. plan d'origine. L'algorithme de déflouage tient compte des propriétés
physiques du microscope pour la modélisation du parcours de la lumiére issue du point d'un plan a
travers tous les plans. Les étapes nécessaires a I'obtention d'une image 3D déflouée sont décrites en

annexe de ce chapitre.
B/ Méthodes

i/ Cultures cellulaires sur lamelles

5

L'examen morphologique au microscope optique de cellules endothéliales a confluence met en

évidence l'aspect en "pavés de chaussée" caractéristique des cellules endothéliales (figure (IV.3).4).

Figure (IV.3).4
Monocouche de cellules endothéliales ECV 304
adhérentes et a confluence (objectif x 20, exposition : 0,3 s).

Les cellules endothéliales sont cultivées dans du milieu de culture complémenté par la pénicilline-
streptomycine, le fungizone et 10% de sérum de veau feetal (SVF). L'atmosphére est humidifiée et
maintenue & 5% en CO», a 37°C et le milieu est renouvelé toutes les 48h.

Entretien : les cellules a confluence sont ensuite décollées par une solution de trypsine 0,25%. Le
détachement du tapis cellulaire est contr6lé au microscope. Apres un lavage dans du milieu de culture
contenant 10% de SVF pour stopper l'action de la trypsine, les cellules sont réensemencées. Le milieu
est renouvel€ toutes les 48h. Les cellules forment une monocouche confluente en 3 ou 4 jours, et pour
les différentes expérimentations, les cellules sont mises en culture sur des lamelles de verre a la

concentration désirée, 72h avant 1'étude.
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it/ Viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire est évaluée par le test d'exclusion au bleu trypan et les cellules ne permettant pas
l'entrée du colorant sont considérées comme vivantes.

Pour cela, on utilise une solution de bleu trypan (1 volume d'une solution NaCl a 4,25% et 4 volumes
de la solution de bleu trypan 2 0,2%), additionnée a un volume de suspension cellulaire.

IV.3.3. INCORPORATION DES SONDES FLUORESCENTES

Jusqu'a présent, les travaux menés dans notre équipe concernant les applications biologiques,
touchaient uniquement le domaine des systémes moléculaires organisés modeles, qui malgré leur
similitude avec les membranes biologiques, ne présentent pas la méme complexité.

Cette recherche sur les cellules endothéliales a eu pour principal objectif 1'étude du comportement de
nos trois sondes de type coumarine au contact d'un environnement biologique vivant. Parallélement,
pour montrer l'importance de la structure d'un traceur fluorescent pour en faire un marqueur d'intérét
biologique, nous avons suivi l'incorporation de différents rotors glucidiques ou inositols, ayant un
fort caracteére amphiphile, synthétisés au sein de notre équipe. Du point de vue méthodologique, le
marquage des cellules a été suivi de plusieurs lavages pour éliminer le traceur du surnageant, dans la
mesure ou les rotors présentent pour la plupart un rendement quantique de fluorescence non

négligeable en milieu aqueux.
A/ Etude de différents rotors ayant un cycle fortement hydrophile
i/ Cas du rotor glucidique cinnamylidéne
La premiere €étude qui avait été entreprise au sein de liposomes de DPPC, concernait le dérivé

glucidique cinnamylidéne (2)-CONHGIu (figure (IV.2).11d) synthétisé au DCPR-GRAPP

[Carré, 1998]. L'intérét était de synthétiser des sondes membranaires en fixant une partie fortement

hydrophile (la glucosamine) sur une partie hydrophobe de fagon & localiser la partie hydrophile au
niveau des tétes polaires des phospholipides et & orienter la chaine hydrophobe le long des chaines
hydrocarbonées. La fonction glucidique a été choisie comme molécule d'ancrage en raison de la
présence des glucides associés aux lipides, a la surface externe de la membrane plasmique.

Cette sonde a donc été incorporée au sein de cellules endothéliales, & une concentration de 104 M, en
choisissant un temps d'incubation de 4 min. L'image de fluorescence a été réalisée aprés avoir lavé la
lamelle plusieurs fois avec du tampon PBS de facon 2 éliminer le traceur non incorporé, et en utilisant
un temps d'exposition de 1 s.
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Il a été impossible de différencier I'intensité de fluorescence de la cellule a celle du bruit de fond et
nous en avons conclu que la sonde ne s'incorpore pas, et ne présente aucune affinité avec les

différents constituants cellulaires.
ii/ Cas du rotor inositol cinnamylidéne

Parmi les métabolismes cellulaires, qui interviennent dés que la cellule subit un stress, celui du
calcium est primordial. De méme, pour les cellules endothéliales soumises aux contraintes mécaniques
du flux sanguin, il a été mis en évidence, entre autres, une augmentation importante du calcium Ca2+
intracellulaire, et parallélement une synthése accrue de phosphatidylinositol localisé dans la membrane
et exclusivement dans les microdomaines caractérisant les pompes ioniques et les récepteurs
membranaires [Nollert, 1989].

La synthése du rotor inositol cinnamylidéne (figure (IV.2).11f) a été menée dans I'objectif de suivre
le comportement dynamique de la membrane plasmique au voisinage immédiat de ces microdomaines

[Berroy, 1997].

L'incorporation de cette sonde au sein de cellules endothéliales (concentration 10-4 M, incubation

15 min), et son observation par microscopie de fluorescence (figure (IV.3).5) nous a permis de

comparer le role du groupement inositol par rapport au groupement glucosamine.

L'image de fluorescence obtenue n'apporte aucune information, et il a été impossible de déflouer cette

image en raison du bruit de fond important.

Figure (IV.3).5
Image (non déflouée) de cellules endothéliales (10-4 M, incubation 15 min)

marquées avec le rotor inositol cinnamylidéne

(microscope a fluorescence : objectif x 100, NA 1,25, exposition 0,5 s).

A la vue de ces résultats, qui ne différent pas de ceux obtenus avec le dérivé glucidique
cinnamylidéne, puisqu'on ne distingue pas la localisation attendue du dérivé inositol, nous avons testé
le dérivé coumarine glucidique, spécialement synthétisé pour étre appliqué a des milieux biologiques.
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1/ Cas du rotor glucidique coumarine

Les deux études précédentes nous ont donc servi de témoin pour notre travail, et comme

précédemment, nous avons incorporé la sonde glucidique coumarine (figure (IV.2).11a) au sein de
cellules endothéliales (concentration 10-4 M, incubation 4 min). La figure (IV.3).6, présente 'image

de fluorescence obtenue.

11 semble que le rotor coumarine s'incorpore mieux que les dérivés glucidiques cinnamylidéne et
inositols témoins, mais on ne distingue pas de localisation précise du traceur qui marque l'ensemble
du cytoplasme, on voit en effet une fluorescence répartie de fagon homogéne dans toute la cellule.

Les cellules ont été marquées avec une concentration en sonde de 10-* M pour un temps d'incubation
de 4 min. La concentration en sonde est trés importante et t¢émoigne que I'hydrophilie apportée par le
groupement glucosamine confére a la sonde une plus grande affinité pour le milieu aqueux que pour

les constituants lipophiles des membranes.

Figure (IV.3).6
Image (déflouée) de cellules endothéliales

marquées avec le rotor glucidique coumarine (concentration 10-4 M, incubation 4 min)

(microscope a fluorescence : objectif x 100, NA 1,25, exposition 0,5 s).

Par la suite, nous avons eu l'idée d'utiliser dans le cas des substituants cinnamylidéne et coumarine,
la forme acétylée de la glucosamine qui est beaucoup moins polaire. La structure des nouveaux
composés est présentée sur les figures (IV.2).11e et (IV.2).11b respectivement : les fonctions -OH du

cycle glucosamine sont protégés par des fonctions esters -OCOCHj3 (-OAc).

B/ Etude de différents rotors ayant un cycle glucosamine tétra O-acétylée
i/ Cas du rotor glucidique cinnamylidéne acétylé

Les résultats sont similaires aux précédents (figure (IV.3).7). On ne distingue pas de localisation
spécifique du rotor cinnamylidéne (concentration 10-5 M, incubation 5 min). La fluorescence est
répartie dans toute la cellule, et il y a également un bruit de fond important i I'extérieur des cellules.
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Figure (I1V.3).7
Image (non déflouée) de cellules endothéliales marquées
avec le rotor glucidique cinnamylidéne acétylé (concentration 10-5 M, incubation 5 min)

(microscope a fluorescence : objectif x 100, NA 1,25, exposition 0,5 s).

it/ Cas du rotor glucidigue coumarine acétylé

Les résultats les plus intéressants ont été obtenus avec cette sonde pour laquelle une concentration
plus faible est suffisante pour obtenir une image exploitable (figure (IV.3).8).

Sans connaitre la localisation exacte du traceur, on observe nettement que le rotor CNCONHGIuAc
marque des sites spécifiques de la cellule puisque l'intensité de fluorescence est intense sur le

pourtour de la cellule et sur une zone globulaire indiquée par la fléche.

Figure (IV.3).8
Image (déflouée) de cellules endothéliales marquées

avec le rotor glucidique coumarine acétylé (concentration 5.10-6 M, incubation 4 min)
(microscope a fluorescence : objectif x 100, NA 1,25, exposition 0,5 s).

Ces résultats encourageants nous ont donc conduits a mener une étude plus poussée sur ce composé,
afin de connaitre pour ce traceur l'influence de sa concentration sur l'intensité du marquage, sa
stabilité au sein de la cellule, et les perturbations causées dans l'organisation du milieu biologique par

l'introduction d'une molécule étrangére.

Page 161



Elaboration de sondes fluorescentes pour des applications d'intérét biologique...

Enfin, il nous semblait intéressant de connaitre sa localisation pour mieux comprendre les
observations expérimentales. Pour cela nous avons comparé, toujours par microscopie de
fluorescence, le marquage du rotor CNCONHGIuAc avec celui d'autres marqueurs plus connus tels

que le TMA-DPH, le styrylpyridinium, la fluorescamine, la rhodamine 123 et le DiOCg.
C/ Etude détaillée du rotor glucidique coumarine acétylé : CNCONHGIluAc
i/ Influence de la concentration en sonde

Cette €tude a €té réalisée a partir du microscope photonique a fluorescence équipé d'un
photomultiplicateur (OSP 100, Olympus). Pour chaque concentration étudiée, nous avons relevé la
valeur du signal a la sortie du PM au centre de la cellule et sur la lamelle, pour 1a mesure du bruit de
fond. Pour chaque concentration, la mesure a été réalisée de 15 a 20 fois, en changeant de champ a
chaque mesure.

40
(c)
30
o]
P ——
=
Tt
8 »}
=
=
20
wn
1
4de-5 6e-5

(a) (b) (¢)
10,6 m

Figure (IV.3).9
Variation du rapport signal/bruit au sein de la cellule, en fonction de
la concentration en sonde et images de fluorescence
a(a) 10°M, (b) 2,5.10-5 M et (¢) 5,5.10-5 M.
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L'interprétation de la courbe (figure (IV.3).9) montre que le rapport signal/bruit est stable pour une

certaine concentration en traceur, et qu'en deca et au-dela de cette valeur, 1'équilibre est rompu. On

attribue cette montée soudaine du rapport signal/bruit 4 une concentration maximale en sonde acceptée
par la cellule ; au-dela celle-ci n'est probablement plus perméable, et la majeure partie de la sonde est
rejetée vers le milieu extérieur. On assiste peut-étre également a la formation de complexes non

fluorescents entre les différentes molécules de traceurs lorsque l'on se place a concentration trop

élevée.
La figure (IV.3).9 correspond a une courbe polynomiale du troisiéme degré, d'équation :
y = -6,3884 + 3,5386.106 x - 1,2628.1011 x2 + 1,4754.10+15 x3 R"2 = 0,984

Cette courbe posséde deux maxima, correspondant a des concentrations de 2,5.10-5 M et de
3,2.10-3 M. Ainsi, il faut travailler entre ces deux concentrations pour avoir un rapport signal/bruit
optimal. C'est pourquoi dans la suite de notre étude nous avons travaillé a des concentrations en
sonde CNCONHGIuAc de 3.10-5 M.

1i/ Stabilité au cours du temps

Nous avons ensuite étudi€, par microscopie de fluorescence 3D, la stabilité du marquage au cours du
temps. Pour cela, nous avons marqué les cellules & une concentration de 3.10-5 M pendant 4 min puis
la lamelle a été rincée plusieurs fois avec du tampon PBS. Différentes images ont été faites au cours
du temps, entre 2 min et 2h apres le ringage de la lamelle.

Nous n'avons pas constaté d'évolution du marquage, celui-ci reste stable au cours du temps.

i/ Localisation du traceur fluorescent

Au cours de notre étude, nous avons donc constaté que le tragage avec le rotor CNCONHGluAc était
d'une grande stabilité quelles que soient la concentration et la durée d'incubation utilisées, puisque les
images de fluorescence obtenues restent identiques. Nous avons alors cherché a connaitre la
spécificité de la sonde en la comparant a différents marqueurs spécifiques.

Pour cela, nous avons effectué le marquage des cellules, d'une part avec le rotor glucidique et d'autre
part avec une sonde témoin. Ces témoins sont couramment utilisés dans le domaine biologique et

permettent un marquage spécifique relatif.

Voici les différents traceurs que nous avons utilisés.
le TMA-DPH et le styrylpyridinium (marquage de la membrane plasmique),

la fluorescamine (marquage des protéines),

la rhodamine 123 (marquage des mitochondries),

le DiOCg (marquage du réticulum endoplasmique).
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1ii.1/ Contrdle d'un marquage membranaire

= Etude avec le TMA-DPH
Nous avons effectué un double marquage (az et b) de cellules endothéliales avec respectivement le
TMA-DPH (excitation/émission : 355/430 nm) et le rotor CNCONHGIuAc (excitation/émission :

500/560 nm) (figure (IV.3).10).

(az)
2ipm
Figure (IV.3).10
Marquage de cellules endothéliales avec
le TMA-DPH (a; et az) (concentration 2.10-6 M, incubation quelques s)
et le rotor CNCONHGIuAc (b) (concentration 3.10-3 M, incubation 4 min)

(microscope a fluorescence : objectif x 100, NA 1,25, expositions 1 s (aj et az) et 0,1 s (b)).

Le TMA-DPH s'incorpore dans la membrane plasmique et marque donc la périphérie de la cellule. De
toute évidence, le rotor n'est pas un marqueur analogue, comme nous pouvons le constater sur la
figure (IV.3).10.

* Etude avec le styrylpyridinium

Le second marqueur que nous avons testé est le dibromure de N-(3-triéthylammoniumpropyl)-4-(4-
(dibutylamino)styryl)pyridinium ou styrylpyridinium (excitation/émission : 510/626 nm) qui s'insére
dans le feuillet externe & la surface de la membrane et qui s'incorpore au niveau des vésicules

membranaires (fieure (IV.3).11).

En raison des longueurs d'onde d'excitation et d'émission du styrylpyridinium, il n'a pas été possible
de réaliser un double marquage. Néanmoins, la figure (IV.3).11 montre que le rotor coumarine n'est
pas un marqueur spécifique des systémes membranaires périphériques des cellules.
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6,9 pm
Figure (IV.3).11

Marquage de cellules endothéliales avec

le styrylpyridinium (a) (concentration 5.10-3 M, incubation 15 min)
et le rotor CNCONHGIuAc (b) (concentration 3.10-> M, incubation 4 min)
(microscope a fluorescence : objectif x 100, NA 1,25, expositions 0,5 s (a) et 0,1 s (b)).

iii.2/ Contréle d'un marquage protéique

» Etude avec la fluorescamine

Nous avons ensuite testé une sonde qui réagit avec les groupements amine primaire des protéines : la
fluorescamine (excitation/émission : 390/475 nm). La réaction de la fluorescamine avec des
groupements amino est immédiate et le produit de réaction est fluorescent. Un excés de réactif est
rapidement hydrolysé et reconverti en un produit non fluorescent par réaction avec le milieu aqueux ;
par conséquent, le réactif réagit immédiatement avec les groupements aminés présents sur la face
externe de la membrane, 1'excés étant détruit avant méme d'avoir la possibilité de traverser la
membrane.

La figure (IV.3).12 montre le double marquage réalisé sur des cellules endothéliales a partir de la
fluorescamine et du rotor CNCONHGIuAc.

10 um
Figure (IV.3).12

Double marquage de cellules endothéliales avec

la fluorescamine (a) (concentration 5.10-3 M, incubation 15 min)
et la sonde CNCONHGIuAc (b) (concentration 3.10-> M, incubation 4 min)
(microscope a fluorescence : objectif x 100, NA 1,25, expositions 1 s (a) et 0,1 s (b)).
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La comparaison des deux images montre une localisation qui semble identique puisque dans les deux
cas apparaissent ces parties fortement fluorescentes indiquées par les fléches, quels que soient la
concentration et le temps d'incubation pris en compte. Le marquage avec la sonde CNCONHGIuAc

semble donc proche de celui obtenu avec la fluorescamine, marqueur des régions protéiques.

i1i.3/ Contrdle d'un marquage mitochondrial

» Etude avec la thodamine 123
La rhodamine 123 (excitation/émission : 507/529 nm) est largement utilisée comme marqueur des

structures mitochondriales.

La présence d'amas fluorescents dispersés dans toute la cellule nous a également poussés a tester ce

marqueur. La figure (IV.3).13 est une comparaison du marquage de cellules endothéliales avec la

rhodamine 123 (a) et la sonde glucidique acétylée.

7,3 pm
Figure (IV.3).13

Marquage de cellules endothéliales avec
la rhodamine 123 (a) (concentration 3.10-> M, incubation 5 min)
et le rotor CNCONHGIuAc (b) (concentration 3.10-2 M, incubation 4 min)
(microscope a fluorescence : objectif x 100, NA 1,25, expositions 0,1 s).

On observe clairement une différence entre les deux images : le marquage mitochondrial se fait par
amas tres distincts et éparpillés sur tout le pourtour de la cellule, tandis que le dérivé coumarine
montre un marquage par amas diffus. De toute évidence, notre sonde ne marque pas les structures
mitochondriales.
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iii.4/ Contrdle d'un marquage réticulaire

* Etude avec la DiOCg
La plupart des sondes carbocyanines ayant des chaines courtes (C;-Cg) marquent les mitochondries
de cellules vivantes lorsqu'elles sont utilisées a faibles concentrations (0,5 uM). Celles qui portent un

substituant pentyle (Cs) ou hexyle (Cg) peuvent également étre considérées comme marqueurs du
réticulum endoplasmique a condition de les employer a concentration élevée (5-50 uM). Nous avons
testé la DiOCg (excitation/émission : 484/499 nm) 2 la concentration habituelle (3.10-> M) comme

témoin de marquage du réticulum endoplasmique (figure (IV.3).14). La longueur d'onde d'émission

de la DiOCg correspondant a la longueur d'onde d'absorption de notre composé, ce double marquage

pouvait donc avoir I'avantage de présenter un transfert dénergie en cas de colocalisation.

Figure (I1V.3).14
Double marquage de cellules endothéliales avec
la sonde DiOCg (a) (concentration 3.10-3 M, incubation 5 min)
et la sonde CNCONHGIuAc (b) (concentration 3.10-3 M, incubation 4 min)
(microscope a fluorescence : objectif x 100, NA 1,25, expositions 0,1 s).

Le résultat obtenu avec ce marqueur témoin est & notre sens le plus encourageant, et certainement le
plus fiable puisque la localisation des deux traceurs semble identique. Nous avons donc pu mettre en
évidence que le rotor CNCONHGIuAc est un marqueur du réticulum endoplasmique.

D/ Etude du rotor coumarine ester : CNCOOQEt

Il apparait donc que les différents rotors glucidiques que nous avons testés ne se comportent pas tous
de la méme fagon. Ces différences, au niveau de l'incorporation, ne proviennent a priori pas de la
fonction glucidique mais de la fonction coumarine. Cette constatation nous a conduits a tester un
dérivé coumarine qui ne présente pas de fonction glucidique spécifique : le rotor CNCOOEt
(figure (IV.3).11c). En conservant les conditions précédentes (concentration de 3.10-> M, incubation

de 4 min), ce nouveau rotor a été incorporé dans des cellules endothéliales, et la figure (IV.3).15

montre l'image obtenue.
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On constate donc une trés bonne incorporation de la sonde a l'intérieur de la cellule, le marquage avec
le rotor CNCOOETt semble se rapprocher du marquage membranaire obtenu avec le styrylpyridinium.
Cette étude confirme I'hypothése précédente, a savoir que la fonction glucidique ne joue pas un role

fondamental dans l'incorporation du traceur : elle permet simplement une localisation différente.

Figure (IV.3).15
Marquage de cellules endothéliales avec
le rotor CNCOOE:t (concentration de 3.10-3 M, incubation de 4 min)
(microscope a fluorescence : objectif x 100, NA 1,25, exposition 0,5 s).

Enfin, connaitre le comportement d'une sonde vis-a-vis d'une cellule biologique, connaitre sa
localisation et la concentration nécessaire sont d'importance, mais savoir si le traceur est toxique ou
non pour la cellule est primordial. Il nous a donc semblé important de tester la toxicité de tous les
marqueurs employés, y compris ceux qui ne s'incorporent pas, afin de pouvoir conclure quant a

I'intérét de nos différentes sondes.

E/ Tests de toxicité

Les tests de toxicité ont été faits par test d'exclusion au bleu trypan, une heure apres avoir mis le

traceur en contact avec les cellules endothéliales.

Figure (IV.3).16a Figure (IV.3).16b
Couche pavementeuse de cellules endothéliales. Cellules endothéliales incubées avec le rotor
cinnamylidéne (2)-CONHGIu.

Page 168



CHAPITRE 1V : Application des sondes fluorescentes a des milieux biologiques

Les figures (IV.3).16a et 16b montrent, a titre de comparaison, le cliché de cellules témoins et le

cliché 1h aprés le marquage de cellules qui ont été incubées (concentration 10-4 M, incubation 4 min)
avec le traceur cinnamylideéne (2)-CONHGIu. Il apparait clairement sur la figure (IV.3).16b que la
sonde cinnamylidéne (2)-CONHGIu est nocive pour les cellules puisque ces derniéres présentent une

perte de leurs propriétés adhésives (décollement de la lamelle).

Le tableau (IV.3).1 récapitule les différents rotors employés, et le résultat des tests de toxicité.

FORMULE DES DIFFERENTS ROTORS NOM RESULTAT DU TEST
C/ CH,0H Rotor glucidique TOXIQUE
RN cinnamylidéne (un grand nombre de cellules
| O (2)-CONHGIu sont mortes : elles se rétractent
N CN et se décollent de la lamelle )
| H
Me
AcO. .
C¢O A~ CH,0Ac Rotor gluc_td\tque TOXIQUE
XX i cinnamylidéne (un grand nombre de cellules
| [0} OA acétylé sont mortes : elles se rétractent
SN CN ¢ (2)-CONHGluAc et se décollent de la lamelle )
Me
HO OH
<OIE>OH
o Rotor (2)-inositol TOXIQUE
] CH cinnamylidéne (un grand nombre de cellules
Cs sont mortes : elles se rétractent
XX et se décollent de la lamelle )
Me._ '
N CN
|
Me
O CH,OH
C 2 s e
i C/ Rotor slucidique TOXICITE FAIBLE
~ \ CN (quelques cellules sont
I|\I 0 -0 CNCONHGIu rétractées et mortes)
Et
//O AcO N
R N C/C\ CHZOAC Rotor glucidique NON TOXIQUE
Et ! N OAc coumarine acétylé (les cellules sont intactes et
N 0 X0 CN CNCONHGIluAc vivantes)
I
Et
Et~ N CIN Rotor coumarine TOXICITE FAIBLE
N o "0 CNCOOET (quelques cellules sont

I
Et

rétractées et mortes)

Tableau (IV.3).1

Résultat des tests de toxicité effectués 1h aprés une incubation de 4 min.
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L'analyse du tableau (IV.3).1 montre que quasiment toutes les sondes présentent une certaine toxicité,
variable selon la structure du composé. Un dérivé cinnamylidéne, portant un noyau benzénique sera
plus toxique qu'un dérivé coumarine, la présence de l'inositol ou de la glucosamine ne semblant pas
influer sur ce parameétre, puisque le rotor CNCOOEt n'est pas plus toxique qu'un composé portant un
groupement glucidique. Le groupement cyano, présent dans tous les cas, est peut-€tre aussi un facteur
de toxicité. Il est également important de constater que méme pour de faibles temps d'incubation

(4 min) les rotors cinnamylidéne présentent tous une toxicité importante, ce qui n'est pas le cas des

rotors coumarine.

1vV.3.4. CONCLUSION

Cette étude, menée essentiellement par microscopie optique de fluorescence, avait pour objectif de
déterminer si les dérivés coumarine étaient des marqueurs spécifiques de systémes cellulaires intacts,
et de les comparer a d'autres traceurs glucidiques, synthétisés au laboratoire, mais n'ayant jamais fait
l'objet d'applications pour des systémes biologiques.

Les résultats nous ont permis de constater que les dérivés benzéniques (type cinnamylidéne), bien que
greffés sur des groupements glucidiques, ne s'incorporent pas au sein des cellules biologiques, méme
4 des concentrations élevées et pour des temps d'incubation de plusieurs dizaines de minutes. De

plus, ces composés apparaissent comme €tant des traceurs fortement toxiques.

Par contre, nos dérivés coumarines, fixés ou non a un groupement glucidique, semblent étre de bons
marqueurs, puisqu'ils s'incorporent rapidement et de fagon reproductible au sein des cellules
endothéliales. Ceci n'est plus valable lorsque la glucosamine se trouve sous sa forme hydroxylée en
raison d'une trop forte polarité qui ne lui permet pas de pénétrer au sein d'une structure lipidique. La
concentration en sonde, nécessaire pour un marquage optimal est de 3.10-3 M, concentration qui reste
raisonnable pour éviter toute formation d'agrégats et qui ne semble pas affecter la viabilité cellulaire :
cette concentration permet de ne pas dépasser le rapport 1 sonde/50 lipides [Arrigoni-Muller, 1988].

Du point de vue localisation, nous avons comparé le marquage obtenu avec nos rotors a cing
marqueurs témoins : le TMA-DPH, la fluorescamine, le styrylpyridinium, la rhodamine 123 et le
DiOCe.

Il apparait clairement que le TMA-DPH et nos rotors marquent des sites totalement différents.

Par contre le marquage avec le rotor CNCOOEt semble se rapprocher du marquage avec le
styrylpyridinium, mais des études complémentaires restent a entreprendre.

Quant au marquage du rotor CNCONHGIuAc, il correspond & celui de la DiOCg, nous sommes donc

en présence d'un marqueur du réticulum endoplasmique.
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IV.4. CONCLUSION

Le chapitre IV a fait 'objet de différentes applications de marquage de milieux biologiques a l'aide des
différentes coumarines. Ces rotors sont :

- le dérivé coumarine-glucosamine hydroxylé CNCONHGlu,

- le dérivé coumarine-glucosamine acétylé CNCONHGIuAc,

- le dérivé ester CNCOOE:H.
La comparaison de ces trois sondes nous a permis de mettre en évidence l'influence du groupement
glucidique dans les différents systemes étudiés, mais également l'attrait des rotors fluorescents

synthétisés dans ce travail qui semblent présenter un intérét potentiel en biologie cellulaire.

Nous avons dans un premier temps incorporé ces trois marqueurs au sein de liposomes de DPPC afin
de caractériser leur température de transition. Une trés grande différence de comportement est apparue
entre les traceurs glucidiques et le dérivé ester, mais également entre les rotors glucidiques hydroxylé
et acétylé.

A ce stade de notre €tude, nous avancions I'hypotheése que le rotor CNCOOET, ne s'incorporait pas
entre les phospholipides de DPPC, et que le rotor glucosamine acétylé était bien plus efficace que le

rotor hydroxylé.

En seconde partie, nous avons étudié le comportement de ces traceurs au sein d'une monocouche de
cellules endothéliales. Nous avons pu confirmer que la sonde acétylée était un marqueur beaucoup
plus efficace, puisque moins polaire, que son homologue hydroxylé.

Cette étude nous a également permis de démontrer que la présence d'un groupement glucidique
polaire sur une chaine hydrophobe, comme c'est le cas pour le composé cinnamylidene, n'est pas un

facteur clé pour obtenir un traceur ayant une spécificité vis-a-vis des composants cellulaires.

La nouveauté est venue du rotor coumarine CNCOOEt, qui s'est montré d'un grand intérét vis-a-vis
des cellules endothéliales alors qu'il était totalement inefficace lors de 1'étude de liposomes de DPPC.
1l est clair que la complexité des cellules n'a rien a voir avec celle des liposomes, méme si ceux-ci sont
considérés comme des membranes modeles, ce qui peut signifier que le rotor coumarine CNCOOEt
est spécifique de structures absentes des phospholipides de DPPC. Cette sonde ne semble pas suivre
de maniére stricte le marquage mitochondrial visible avec la rhodamine 123, ni le marquage
réticulaire. Le résultat le plus encourageant est le lien possible avec le marquage membranaire du

styrylpyridinium : cette hypothése reste a confirmer par d'autres études.

Le rotor coumarine CNCONHGIuAc apparait clairement comme €étant un marqueur spécifique du
réticulum endoplasmique et la double potentialité des rotors moléculaires, variation en fonction de la
polarité et de la viscosité, permettrait alors de suivre les modifications métaboliques survenant dans

cet organite subcellulaire.
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Description du CELLscan™ et obtention d'une image de fluorescence 3D






Annexe du CHAPITRE 1V

A.IV.1. PRINCIPE

Cette technique utilise un microscope optique conventionnel associé a un dispositif de déplacement
axial nanométrique et a de puissants algorithmes de restauration et de reconstruction d'images,

permettant de visualiser des échantillons biologiques en trois dimensions (figure (A.IV.1).1).
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Figure (A.IV.1).1

Représentation du microscope optique équipé du systéme CELLscan™.

A la différence de l'approche confocale, I'objet est illuminé en entier. Cette technique a été développée
pour contourner les problémes liés a l'utilisation de la microscopie confocale :

- vitesse de balayage du laser insuffisante pour suivre des cinétiques rapides (Ca2*),

- concentration du faisceau laser en un point de focalisation entrainant une photodégradation du

traceur fluorescent.
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A/ Acquisition de coupes 2D (module d'acquisition)

En déplagant le plan focal & travers I'échantillon, grice a un systéme de déplacement en z par moteur
ou piézo-électrique, une série dimages 2D est acquise le long de I'axe optique, chacune contenant des
informations de son plan focal (partie "nette") et de tous les autres plans (partie "floue"). La partie
nette de 1'image correspond aux informations relatives au plan focal, le flou dans I'image provient des
informations de tous les autres plans. Ces informations peuvent étre séparées par traitement d'image
afin d'estimer la vraie structure 3D de 1'objet étudié (figures (A.IV.1).2 et 3).

R T R e
' I 1 i
e Uit S8 8

it 11

1 i !

| ! ! o A

SR, G o Bl il ]
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I 1 Il
| I I

Coupes sériées

-Z-

C e
Position z ’ [

Lampe Hg |

Objectif

Filtre Emission

Miroir dichroique Figure (A.IV.1).3

Filtre
Excitation

Figure (A.IV.1).2

Acquisition des images x et y selon 'axe z

Capture des plans x et y d'une cellule marquée
avec le rotor cournarine CNCONHGIuAc
(pas de 0,25 pm).

(pas maximum de 0,25 pm).

B/ Déflouage des coupes 2D (module de traitement)

En microscopie optique, chaque image contient des informations des plans inférieurs et supérieurs au
plan de focalisation. Afin de supprimer I'information située en dehors du plan de focalisation, il est
nécessaire de bien connaitre les propri€teés optiques de formation d'images en mesurant ou calculant la
fonction de transfert optique (ou “point spread function”, PSF) du systéme complet
(microscope/détecteur). Le volume de données est traité informatiquement par des algorithmes de
déconvolution, fondés sur I'équation classique de formation optique des images en utilisant la

fonction de transfert préalablement déterminée.
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i/ Restauration d'images

Le traitement d'images concerne la manipulation et I'analyse d'images (restauration, reconstruction et
réhaussement ; numérisation et compression ; description et reconnaissance de formes). Le but de la
restauration d'image est de retrouver la scéne originelle a partir d'observations dégradées. Ces
techniques sont orientées vers la modélisation des phénoménes de dégradation (défocalisation, bruit)
et I'application de procédures inverses afin d'obtenir une approximation de la scéne originale.

Les différentes approches de restauration dépendent de I'hypothése particuliere faite a propos du
modele de dégradation et de formation de l'image (modele lin€aire ou non linéaire avec un bruit additif
ou dépendant du signal). Les origines mathématiques de la restauration d'images sont intimement
liées au domaine des équations intégrales car le principe physique d'un modéle lin€aire de formation
d'image peut se décrire par une intégrale de convolution. Le probléme a la base de la restauration
d'image est de construire une estimation de l'objet observé en utilisant 1'image de la PSF (description

de la fagon dont un systéme optique spécifique déforme le signal d'un objet ponctuel qui a son origine

en dessous ou au-dessus du plan focal de netteté : (figure (A.IV.1).4 et 5)).

m Flou

TR
Déflouage T
s
O <:| plan de focalisation
g=h ®Ff+n
Flou
g :image déformée par le systeme optique
f :objetréel %
n : sources de bruit . :
h-:PSF X
@ : symbole de convolution Figure (A.IV.1).5

Déflouage des plans x et y capturés.
Figure (A.IV.1).4

Restauration d'images :

déconvolution numérique.
i/ Fonction de transfert optique (PSF)

La fonction de transfert optique décrit comment une source ponctuelle est déformée lorsqu'elle est
imagée par un systéme optique. La source ponctuelle est en général transformée en une tache diffuse
qui est due a la limite de diffraction du systéme. Elle dépend de plusieurs paramétres (ouverture
numérique de l'objectif, optiques, alignement de la source d'excitation, indice de réfraction du milieu

intra-échantillon et du milieu 4 immersion, longueur d'onde d'émission...).
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La réponse en fréquence, ou fonction de transfert optique (OTF) est fréquemment utilisée pour
caractériser un systéme optique. L'OTF 3D est la transformée de Fourier en trois dimensions de la

PSE,
iii/ Mesure de la fonction de transfert

La PSF est généralement mesurée a partir de billes fluorescentes dont le diamétre est inférieur a la

limite de résolution du systéme.
C/ Reconstruction volumique de ['objet
Le principe repose sur l'acquisition d'un ensemble d'images 2D en déplagant le plan focal jusqu'a ce

que l'on ait traversé tout l'objet. La modélisation de la chaine d'acquisition compléte permettra de

traiter ces images afin d'obtenir une estimée 3D de 1'objet (figures (A.IV.1).6. 7 et 8).

A Axe optique

( Modile du sysibme }
Images 2D en
coupes sérifes

Y-
f (Eatimes 3D de tobjer )
Objectifl

Espace objet %Gb -9) Spétimen 3D

Plateau porte préparation

Figure (A.IV.1).6
Reconstruction volumique de I'échantillon.

Espacc image

Figure (A.IV.1).7
Vue en volume de cellules endothéliales
marquées avec le rotor CNCONHGIuAc.
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Figure (A.IV.1).8

Rotation par pas de 18° de la vue en volume.

A.IV.2. DECONVOLUTION EPR

Sur le principe des acquisitions par "coupes optiques”, le systétme CELLSscan™ met en ceuvre une
étape de déconvolution numérique 2 l'aide d'algorithmes. CELLscan™ fait appel & une technologie de
pointe en matiére de corrections d'images : I'EPR ("Exhaustive Photon Reassignement") ou
restitution quantitative des photons issus d'un point source a leur plan d'origine. Elle consiste en une
minimisation au sens des moindres carrés avec contraintes, qui conduit a une déconvolution 3D
itérative. Cette méthode de restauration d'image est née de la collaboration du Pr. Fay (University of
Massachusetts Medical Center) et d'un industriel CSPI-Scanalytics. Cet algorithme est 1'un des
premiers mis sur le marché et donne de bons résultats : il est trés utilisé en restauration d'images de
fluorescence. L'algorithme nécessite la connaissance préalable de la PSF du systéme, mesurée en
plusieurs points du champ & I'aide de sources ponctuelles calibrées afin d'évaluer les déformations
spécifiques (aberration) du systéeme complet. Cette fonction décrit la fagcon dont le systéme optique
déforme le signal d'un objet ponctuel qui a son origine au-dessus ou au-dessous du plan de netteté.
Pour chaque image, les photons "défocalisés" sont évalués et réinsérés a leur point d'origine. Dans la
méthode de I'EPR, les propriétés de distorsion et de profondeur de champ du microscope sont
analysées mathématiquement afin d'obtenir des images plus nettes et plus contrastées.

La qualité du déflouage (déconvolution des plans 2D a l'aide de l'algorithme EPR) dépend
directement des paramétres : convergence (10 recommandé), itération (entre 20 et 100), lissage (15)

et essentiellement de la qualité du fichier PSF.
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A.IV.3. PSF

La PSF (réponse impulsionnelle) caractérise la fonction de transfert du microscope pour des
conditions expérimentales particuliéres, propres a chaque expérience (incrément entre chaque plan,
ouverture numérique, milieu de montage, objectif, filtres, traceurs fluorescents, longueurs d'onde...).
On utilise des billes fluorescentes en latex dont la longueur d'onde d'émission est la méme que celle
des spécimens biologiques a étudier. La taille des billes doit étre inférieure a la limite de résolution du
microscope. Théoriquement, elles devraient étre aussi petites que possible et posséder l'intensité la
plus forte possible (quasi Dirac). D'aprés la littérature, on adopte communément le compromis
suivant : le diameétre de la bille (D pye) doit étre inférieur ou égal a la moitié du diamétre du premier
disque d'Airy ou encore D pye = 0,61 (MNA).

Une fois le diamétre de la bille déterminé en fonction de la longueur d'onde et de l'ouverture
numérique (D pie < 0,25 pm pour A = 530 nm et NA = 1,25), la préparation de billes
(suffisamment diluée) est placée sur la lame (ou entre lame et lamelles, comme le spécimen). On fait
I'acquisition de la PSF du bas vers le haut de la bille afin de minimiser l'influence du "bleaching". La
normalisation permet d'avoir la méme quantité d'énergie lumineuse dans chacun des plans et de
compenser un éventuel "bleaching" du signal et/ou le papillotement de la source d'excitation.

A.IV.4. PROFONDEUR DE CHAMP ET ECHANTILLONNAGE 3D

Spécimen biologique

fluorescent
_____ i i
5
4 A}
s A
e -
7 _,_“‘—‘\—— Plan focal
ll | 3 J ! ‘\
’ Y
’ 3
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2 i

1

I

1

Figure (A.IV.4).1
Profondeur de champ d'un objet.

La profondeur de champ d'un objectif peut étre exprimée par la relation :

D= A/ (4 nsin*(e/2)) avec o = sin” (NA/n)
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Cette profondeur de champ représente la distance physique le long de 1'axe optique a travers laquelle
le spécimen biologique fluorescent observé se trouve focalisé. I1 s'agit du déplacement possible selon
I'axe z d'un point de 1'objet avant que 1'image ne change. Pour un objectif x100, NA = 1,25 et
n = 1,515, pour A = 530 nm, D = 0,4 um. Certains auteurs considérent qu'il n'est pas utile
d'échantillonner selon 1'axe z avec un pas inférieur a la profondeur de champ, mais d'autres affirment
qu'une infinité de plans selon z est nécessaire pour arriver a une reconstruction correcte de l'objet.

Avec les caractéristiques de 1'objectif ci-dessus, a 530 nm, le pas d'échantillonnage théorique est de
8, = 0,248 um et 8, = §, = 0,09 um. En pratique, §, = 0,125 um (ou 0,25 um) et d, = d, = 0,06 pm
pour l'utilisation de la caméra en binning 1. Ces valeurs respectent, pour cet objectif, les conditions
énoncées dans le théoréme de Shannon appliqué au microscope. En "binning" 2, 8, = 0,25 pum et

O, = 8y = 0,12 um, ce qui reste satisfaisant.
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CHAPITRE V : Imagerie par microscopie optique en champ proche

V.1. INTRODUCTION

Jusqu'aux années cinquante, microscopie €tait synonyme de microscopie optique conventionnelle. Ce
type de microscopie, fort de ses quatre siecles d'existence (le tout premier microscope optique est
attribué a Zachanias Jansen, 1595, Hollande) n'a cessé (et ne cesse) d'évoluer et d'atteindre des
performances impressionnantes. Malgré toutes ses qualités, cette microscopie a toujours été
confrontée a un mur réputé infranchissable : ]a limite de diffraction théorique (critére de Rayleigh) qui
rameéne la résolution latérale des appareils a une demi-longueur d'onde de la lumiére incidente. Dans
les années cinquante, l'apparition de la microscopie €lectronique, dont le principe avait déja été
proposé par Knoll en 1935, révolutionna la microscopie. Souvent moins souple d'utilisation que la
microscopie optique (échantillon sous vide, obligatoirement conducteur, appareillage imposant et
encore coliteux...), elle permit rapidement d'atteindre des résolutions nanométriques. Ce type de
microscope peut étre véritablement considéré comme un microscope optique dont les lentilles ont été
remplacées par des lentilles magnétiques et dont la source lumineuse a été remplacée par un faisceau
d'électrons (A €lectron << A photon) : c'est en diminuant la longueur d'onde que 1'on a amélioré la
résolution latérale. Néanmoins, la résolution de tels systeémes atteint rarement la longueur d'onde, qui
peut étre de quelques picometres a haute énergie. L'effet de la diffraction est en effet souvent
négligeable par rapport aux aberrations géométriques, aux instabilités mécaniques, aux difficultés
techniques pour focaliser fortement le faisceau d'électrons sur I'échantillon, et au danger de travailler
a haute densité d'énergie (risque de destruction de 1'échantillon).

Deés le début du siécle, on se demanda alors s'il était possible d'éviter l'effet de la diffraction en
empéchant l'effet de la propagation des ondes en champ lointain. L'idée générale était de sonder
directement 1'échantillon a une distance trés faible de la surface (<< pm) a l'aide d'une sonde
matérielle de taille inférieure au micrometre : la résolution latérale ne serait alors pas limitée par la
longueur d'onde, mais par la taille de la sonde. En 1928, Synge proposa en effet d'utiliser une
ouverture nanométrique dans un écran métallique pour éclairer localement 1'échantillon. Cette petite
ouverture, approchée a une tres faible distance de la surface de 1'échantillon agirait comme une
nanosource qui sélectionnerait optiquement une petite zone de I'échantillon : 1idée de la microscopie
en champ proche (ou a sonde locale) était née.

Jusque dans les années 80, cette idée de sonde locale n'a pu étre mise en ceuvre pour des raisons
techniques, la nanotechnologie étant alors loin d'étre maitrisée : fabriquer de telles sondes et contrdler
d'aussi faibles distances et déplacements €taient alors impossibles. Au début des années 80, grace au
développement de systemes de déplacement a base de céramiques piézo-électriques, la microscopie en
champ proche apparut sous trois formes remarquables : la microscopie 4 effet tunnel, la microscopie a
force atomique et la microscopie optique en champ proche. Ces microscopes, fondés sur un principe
commun, totalement innovant, n'utilisent pas de lentilles, mais une sonde appropriée pour "éclairer”

ou aller chercher l'information au voisinage immédiat de 1'objet.
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S1 en microscopie traditionnelle I'image est obtenue instantanément grace a I'objectif, les microscopes
a sonde locale sont des microscopes a balayage, ou l'image est construite point par point en déplagant
la sonde successivement sur tous les points de l'objet.

Si la sonde est métallique et mesure un courant tunnel on parle de STM (Scanning Tunneling
electronic Microscope) ; si la sonde mesure une force on obtient un microscope a force atomique
(Scanning Atomic Force Microscope) ; enfin lorsque la sonde émet ou détecte de la lumiére, il s'agit

d'un microscope optique en champ proche dont le sigle générique est SNOM (Scanning Near-field

Optical Microscope).

Il me semblait important, avant de commencer la description et la discussion de nos résultats, de
décrire les différentes familles de microscopies en champ proche, dans la mesure ou ce travail
représente la premicre contribution du DCPR-GRAPP dans ce domaine. Notre objectif étant de
développer la microscopie optique en champ proche pour des applications en biologie, nous

décrivons ensuite dans ce chapitre, I'évolution de notre recherche et de nos résultats.
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V.2. LA MICROSCOPIE EN CHAMP PROCHE - HISTORIQUE ET PRINCIPE

V.2.1. LA MICROSCOPIE A EFFET TUNNEL : STM

A la fin des années 20, l'effet tunnel d'électrons au travers de la barriére de potentiel constituée par
l'espace vide entre deux solides a été prévu par Fowler et Nordheim (1928) et Frenkel (1930), repris
en 1982, par le Laboratoire de Recherche dIBM-Ziirich qui annonce le contrdle de cet effet et son
utilisation dans la réalisation d'un microscope capable d'atteindre une résolution latérale de 0,2 nm
[Binnig, 1982]. IIs nomment ce syst¢tme STM (Scanning Tunneling Microscope). Le principe de ce
microscope est décrit sur la figure (V.2).1. Une pointe métallique, en général en tungstene, dont
I'extrémité en interaction avec 1'échantillon est constituée d'un ou de quelques atomes est approchée

de la surface d'un échantillon conducteur.

systeme -
pointe

*d'asservissement

courant tunnel

AR

échantillon

Figure (V.2).1
Principe du microscope a effet tunnel.

Si une faible différence de potentiel (ddp) est appliquée entre la pointe et 1'échantillon et si la distance
pointe-échantillon est suffisamment faible (typiquement < 1 nm) un courant €lectrique apparait,
correspondant a des électrons qui sont passés par effet tunnel de I'échantillon a la pointe et qui sont
mis en mouvement par la ddp. Ce courant tunnel trés faible (quelques nA), est une fonction
exponentielle de la distance pointe-échantillon, ce qui le rend trés sensible a celle-ci : une variation de
cette distance de 0,1 nm change l'intensit€ du courant tunnel d'un ordre de grandeur. A l'aide de
céramiques piézo-€lectriques, on effectue un balayage x, y trés précis de la pointe au-dessus de
'échantillon afin de construire point par point une image de celui-ci. A chaque point, le courant tunnel

est mesuré avec précision.
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Deux principaux modes d'utilisation du microscope sont possibles :
- Le mode 2 "courant constant” : un systeme d'asservissement permet au cours du balayage de

maintenir le courant tunnel constant en réglant la distance entre la pointe et I'échantillon a 'aide
d'un transducteur piézo-électrique (PZT) solidaire de la sonde. Le signal de sortie de
l'asservissement (tension appliquée au PZT) fournit directement une cartographie de la

topographie de surface de 1'€chantillon.

- Le mode dit & "hauteur constante” : dans ce cas, l'asservissement n'est pas utilisé et ce sont les

variations du courant tunnel en fonction de la position x, y de la pointe qui donnent des
informations sur l'échantillon. Ce mode présente l'avantage d'éviter I'asservissement électronique
et ses problémes de gain, de stabilité et de rapidité, mais son utilisation augmente le risque

d'abimer la pointe et 1'échantillon au cours du balayage.

L'information obtenue par STM est principalement topographique, la valeur du courant tunnel
dépendant essentiellement de la distance pointe-échantillon. Néanmoins, d'autres parametres peuvent
modifier notablement le courant tunnel, tels que la densité locale d'états électroniques de surface ou la
composition chimique locale ; de telles informations sont donc accessibles par STM, et se mélangent
méme souvent aux informations de relief. Les premiéres images obtenues par STM [Binnig, 1982],
sont impressionnantes par leur résolution latérale. Depuis, la microscopie a effet tunnel s'est
développée et est devenue 1'un des principaux outils de caractérisation d'échantillons nanométriques.
Les meilleures résolutions atteintes grace au STM sont de 1'ordre de 5 picométres en z et de
0,1 nanomeétre en X, y, cette résolution transversale dépendant fortement de la forme et de la taille de
l'extrémité de la pointe. Le STM permet de travailler 4 1'air ambiant, mais son principal inconvénient
est qu'il est nécessaire que I'échantillon soit conducteur ; c'est pourquoi il est indispensable de
déposer une fine couche de métal (en général de I'or) sur la surface des échantillons isolants.

Outre I'étude et I'imagerie de surface, le STM trouve de trés belles applications dans de nombreux
domaines tels que la nanolithographie par oxydation locale et contrélée [Hiroyuki, 1993] et la

nanoécriture sur couche d'or [Lebreton, 1994].
Le STM valut le prix Nobel de Physique en 1986 & Binnig et Rohrer dTBM-Ziirich.

V.2.2. LA MICROSCOPIE A FORCE ATOMIQUE : AFM

En 1986, Binnig, Quate et Gerber présentent le microscope a force atomique [Binnig, 1986]. Ils le
nomment "Atomic Force Microscope” (AFM). Binnig et Gerber étant deux des co-inventeurs du
STM, ils profiterent sans doute de leur expérience de la nanotechnologie pour la réalisation de ' AFM.
L'AFM qui peut aussi étre décrit dans la littérature sous l'appellation SFM (Scanning Force
Microscope), utilise une pointe solidaire d'un levier, jouant le role d'un ressort, pour détecter les

forces qui s'exercent entre I'extrémité de la pointe et les atomes de I'échantillon.
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Ces forces sont d'origines diverses mais peuvent se regrouper en deux classes distinctes : les forces a

courte portée et les forces a longue portée.

- Le premier groupe concerne les forces qui agissent sur le levier lorsque la pointe est a moins de
2 nm de la surface de 1'échantillon. Il comprend surtout les forces répulsives, dues au
recouvrement des nuages électroniques des atomes de 1'échantillon et de la sonde, empéchant la
pénétration de celle-ci dans I'échantillon ; mais également, dans une moindre mesure, les forces
attractives de liaisons de covalence (mise en commun d'électrons), les forces de friction agissant
parallélement a la surface et causant une torsion du levier, et les forces de déformation notamment
dues a I'élasticité et a la plasticité de la pointe ou de I'échantillon.

- Le second groupe est composé de forces agissant jusqu'a environ 15 nm de 1'échantillon. Il s'agit
essentiellement de forces de Van der Waals et de forces de capillarité, ces deux forces attractives
étant notamment dues a la présence naturelle d'une fine couche d'eau tapissant la surface de

1'échantillon, mais aussi de forces magnétiques ou €lectrostatiques.

La figure (V.2).2 représente la courbe typique des forces agissant sur le levier via la pointe pour
différentes distances pointe-échantillon. Remarquons qu'a "grande" distance (> 1 nm), les forces
attractives dominent alors qu'elles sont négligeables par rapport aux forces répulsives lorsque la

pointe est a moins d'un nanometre de la surface de 1'échantillon.

force Forces répulsives dominantes
@ Mode contact

Forces attractives dominantes

Mode dynamique
Mode tapping
! force répulsive
D N
s e e e e — -
1

distance
rd g _/- —

1
force totale //Y force attractive 1 nm
1
® T

®

Figure (V.2).2
Force détectée par une sonde AFM en fonction de la distance pointe-échantillon,
résultant de la superposition des forces attractives et des forces répulsives.

Actuellement, l'utilisation de I'AFM se fait selon quatre principaux modes. Ces modes se
différencient par la nature de la force atomique détectée (attractive, répulsive, latérale...) et par la

fagon d'utiliser la pointe (vibration ou non).
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A/ Le mode contact

Dans ce mode (figure (V.2).3), on détecte les forces répulsives entre la pointe et I'échantillon dues au
recouvrement des nuages électroniques. Ces forces provoquent la déflexion du levier qui est mesurée
avec précision 2 l'aide d'un faisceau laser qui se réfléchit sur le bras de levier de la pointe, et est
détecté par une photodiode a quadrants, comme indiqué sur la figure (V.2).3. L'extrémité de la pointe
touche donc véritablement 1'échantillon, comme le diamant d'un tourne-disque le fait pour le disque.
Les forces mises en jeu sont tellement faibles que ce mode s'avére en général non destructif. Au cours
du balayage x, y de I'échantillon, la déflexion du levier est trés dépendante de la topographie locale.
Une boucle d'asservissement, agissant sur un transducteur piézo-électrique solidaire de 1'échantillon
et perpendiculaire a sa surface, permet de maintenir constante la déflexion du levier. Le signal de
sortie de cette boucle fournit directement une image de la topographie de 1'échantillon ; on dit alors
que l'on travaille a force constante. Comme pour le STM, on peut également travailler a hauteur

constante en ouvrant la boucle et en mesurant directement la déflexion du levier au cours du balayage.

détecteur

miroir.

systéme
d'asservissement

Figure (V.2).3

Principe du microscope a force atomique en mode contact.

Les pointes utilisées sont souvent de forme pyramidale et sont en général en nitrure de silicium
(Si3Ny4) ou en silicium (Si) ; elles peuvent aussi étre en or ou en diamant. La raideur des leviers
utilisés est inférieure 4 1 N/m, les forces détectées sont plus faibles que 10-9 N et les résolutions
latérales obtenues sont atomiques. Le mode contact, présentant la meilleure résolution latérale, est le

plus utilisé des modes AFM ; c'est celui qui fut présenté par Binnig et al., en 1986.
B/ Le mode dynamique (ou résonnant)

Ce mode est décrit pour la premiére fois en 1987 par Martin, Williams et Wickramasinghe d'IBM,
New York. Dans ce cas, on fait vibrer le levier & une fréquence trés proche de sa résonance

(typiquement plusieurs dizaines de kHz), perpendiculairement 2 la surface de I'échantillon avec une
amplitude d'environ 1 nm (figure (V.2).4).
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oscillations
~1 nm

N 4

échantillon

Figure (V.2).4
Principe du microscope a force atomique en mode résonnant.

Le gradient de force étant trés dépendant de la distance pointe-échantillon, les variations de
I'amplitude de vibration observées pendant le balayage x, y de I'échantillon fournissent une image de
la topographie de surface de 1'objet. La aussi, une boucle d'asservissement peut étre utilisée pour
travailler a une amplitude de vibration constante.

Ce type d'AFM, qui utilise des raideurs de levier de quelques N/m, permet de mesurer des gradients
de force inférieurs a 10-3> N/m, et d'imager des échantillons avec une résolution latérale de quelques
nanometres.

Comme ce microscope travaille avec des forces atomiques attractives, l'extrémité de la pointe reste
"€loignée” de quelques nanometres de 1'échantillon, ce qui, par rapport a I'AFM de contact, limite sa

résolution latérale mais diminue les risques d'endommagement de la pointe et de I'échantillon.

C/ Le mode "'Tapping"

Ce mode, récemment imaginé [Zhong, 1993], résulte d'une combinaison entre le mode contact et le
mode dynamique. Comme pour le mode dynamique, la pointe vibre perpendiculairement a la surface
de I'échantillon mais avec une raideur de levier plus importante (de 10 a 100 N/m) et une amplitude de
vibration de plusieurs dizaines de nanometres. Ces différences permettent a la pointe de traverser
périodiquement la couche attractive (eau, Van der Waals...) et de "taper" sur la surface de
I'échantillon. Dans ce mode, ce sont donc les forces atomiques répulsives qui entrent principalement
en jeu. Les importantes raideurs de levier et les amplitudes d'oscillation perpendiculairement & la
surface de 1'échantillon limitent la sensibilité en z. Cependant, elles permettent d'€tre peu sensibles a
des forces peu connues et souvent destructrices telles que la viscosité et la friction qui n'agissent que
dans la région trés proche de I'échantillon dans laquelle la pointe ne reste qu'un court instant par
rapport a sa période de vibration ; ceci confére au mode "tapping” la possibilité de travailler dans des
milieux liquides [Hansma, 1994]. Ce mode de fonctionnement est donc le principal mode utilisé pour
des applications dans le domaine biologique [Kuznetsov, 1996] qui nécessite parfois de travailler en

milieu tamponné.
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D/ Le mode '""Shear Force'

Ce mode a été imaginé en 1992 [Betzig, 1992]2 par les utilisateurs de microscopies optiques en
champ proche qui avaient besoin d'une technique AFM utilisant leurs sondes optiques, ces derni€res
étant des pipettes en verre [Toledo-Crow, 1992] ou des fibres optiques monomodes [Betzig, 1992]2.
Vue la géométrie effilée et fragile de telles sondes, il était alors impensable de les utiliser comme un
levier se déplacant perpendiculairement a la surface de 1'échantillon. Ces auteurs eurent alors 1'idée
d'un mode résonnant ol la sonde vibre de quelques nanométres a sa fréquence de résonance, mais
cette fois parallélement & la surface de I'échantillon (figure (V.2).5).

sonde optique/AFM : micropipette en verre
ou fibre optique monomode

oscillations

échantillon

Figure (V.2).5
Principe du microscope a force atomique en mode "shear force".

Cet AFM est sensible a des forces latérales dites de cisaillement dont la nature est encore assez peu
connue. Bien que ce mode fournisse de belles topographies, sa résolution latérale est limitée a
quelques nanomeétres qui suffisent d'ailleurs a la microscopie optique en champ proche qui, comme

nous le verrons, est encore loin de la résolution atomique.

Les techniques AFM, pour la plupart, fonctionnent a l'air ambiant et possédent 'avantage par rapport
au STM de pouvoir caractériser des échantillons aussi bien isolants que conducteurs. Utilisé en
imagerie, 'AFM fournit une information essentiellement topographique. De plus, I'AFM étant
sensible a des forces de toutes natures, il permet de les étudier et de les mesurer avec précision.
Notons que l'existence de cette grande gamme de forces rend parfois délicate l'interprétation des
images, et rappelons que ce type de microscope est trés sensible & la couche d'eau qui recouvre
naturellement la surface des échantillons et qui est a l'origine de la plupart de ces forces, 1'épaisseur

de cette couche variant de 5 & 50 nanométres selon le taux d'humidité de I'air.
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V.2.3. LA MICROSCOPIE OPTIQUE EN CHAMP PROCHE : SNOM

Nous nous limiterons, dans cette présentation de la microscopie optique en champ proche aux
microscopes utilisant une "ouverture optique". Les microscopies a sondes locales dites "sans
ouverture", traduction de l'expression anglo-saxonne "Apertureless Microscopy" sont actuellement
moins développées bien qu'elles présentent un potentiel certain comme l'indiquent les descriptions

faites dans plusieurs ouvrages [Bachelot, 1996 ; de Fornel, 1998].

A Theure actuelle, les systémes a ouverture, forts de leurs dix années d'expérience, constituent la
famille largement dominante de la microscopie optique en champ proche, tant par les performances
atteintes que par les applications qui en ont découlé. Bien que cette microscopie qui repose sur un
concept ancien [Synge, 1928], représente 1'une des premieres idées de sonde locale, elle est en
pratique la plus récente, la moins performante d'un point de vue résolution latérale et peut-€tre la
moins connue des microscopies de champ proche. Cependant, c'est sans doute la plus variée, de par

ses nombreux modes d'utilisation et le grand nombre de propriétés physiques accessibles.

A/ De la microscopie optique conventionnelle a la microscopie optique a sonde

locale

La microscopie optique conventionnelle est & 'heure actuelle la technique de microscopie la plus
populaire : elle est relativement peu onéreuse, rapide, et fournit une grande richesse d'informations,
particuli¢rement lorsqu'il s'agit de travailler dans un environnement naturel, comme c'est le cas dans
le domaine biologique. En microscopie optique traditionnelle, 1'objet & étudier est éclairé par
transmission ou réflexion et la lumiére diffractée est captée par une lentille-objectif servant a en faire
une image : c'est une microscopie de champ lointain, c'est-a-dire que la détection de la lumiére
s'effectue a une distance trés grande devant la longueur d'onde : ce simple fait limite physiquement la
résolution spatiale d'un tel appareil.

Il a donc fallu changer complétement le principe des microscopes pour améliorer sérieusement la

résolution latérale.

Le but d'un microscope étant de distinguer des détails, une des qualités fondamentales est le pouvoir
de résolution. En fait, il faut distinguer deux types de résolution :

- La résolution dans la direction perpendiculaire au plan de ]'objet ne semble pas avoir de limite.
Par interférométrie, en observation visuelle, on parvient a déceler des variations de hauteur de
A/10.

- Mais en microscopie, la qualité de 'image dépend essentiellement de la résolution latérale,
parallele au plan de l'objet. Cette résolution a une limite théorique qui a été€ parfaitement définie a
la fin du XIX® si¢cle par Abbe et Rayleigh et qui est rappelée dans l'ouvrage de Bom et
Wolf, 1970.
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Pour étre vus comme deux points image résolus, deux points objets A et B doivent €tre séparés par

une distance dap telle que :

Dans cette formule, A est la longueur d'onde de la radiation utilisée, n est I'indice du milieu dans

lequel est "immergé" I'objet et 6 la demi-ouverture angulaire de 'objectif.

La microscopie traditionnelle utilise de la lumiére visible (0,4 um < A < 0,8 um). Aussi, méme avec
un objectif trés ouvert (sin® = 1) les images auront une résolution latérale théorique qui ne peut étre
inférieure a 0,25-0,4 um. Dans la pratique, a cause des défauts résiduels des lentilles, cette limite se
situe typiquement aux environs d'un micrométre et exceptionnellement de 0,5 pm. Celle-ci peut étre
quelque peu améliorée par :
- l'augmentation de 1'ouverture numérique (dont la valeur peut facilement atteindre 1,4 avec un
objectif a immersion), |
- la diminution dans le visible de la longueur d'onde utilisée,
- ou l'utilisation d'un microscope confocal qui permet de gagner un facteur deux en résolution
latérale et permet une véritable tomographie a trois dimensions des objets grace a sa faible

profondeur de champ.

Pour dépasser la limite de résolution latérale imposée par le critére de Rayleigh, une condition
nécessaire est de pouvoir détecter les composantes non radiatives (dites évanescentes car elles
«s'évanouissent» en suivant une loi exponentielle au fur et & mesure que 1'on s'éloigne de la surface
observée), qui sont associées aux trés fines structures spatiales de 1'objet et qui ne sont plus
détectables & grande distance.

C'est en 1928, que Synge a commencé 2 parler d'une technique qui permettrait de dépasser la limite
de diffraction des microscopes optiques. Sa proposition contenait les points clés de ce qui est
maintenant appelée microscopie optique en champ proche : "une sonde de faible ouverture, placée
dans le champ proche, est illuminée et agit comme une source lumineuse de taille inférieure a la
longueur d'onde émise. La quantité de lumiére collectée par l'échantillon transporte l'information
d'un volume de trés petite surface, dont la taille est en grande partie déterminée par l'ouverture de la
sonde”.

L'invention du microscope a effet tunnel (STM) a été la preuve expérimentale qu'il était

mécaniquement possible de contrdler des distances sonde/objet de quelques nanométres. De 13, le
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microscope a effet tunnel a permis la découverte d'une large gamme de microscopie a sonde locale,
dont le microscope optique en champ proche.

La découverte du STM a permis la mise en place du SNOM, mais, ironiquement, c'est également
I'énorme intérét pour le STM et plus tard pour le microscope a force atomique (AFM) qui a retardé
I'entrée du SNOM dans la course des microscopies en champ proche. Maintenant, aprés 10 années
d'évolution constante, il apparait clairement que le STM et I'AFM ont accés a un nombre réduit
d'informations, et ce, spécialement dans le domaine de 1'identification chimique. De plus en plus, les
recherches commencent a se tourner vers les richesses fournies par les investigations optiques, ce qui

entratne I'évolution vers une résolution moléculaire.

B/ Description rapide du principe de fonctionnement des microscopes optiques en

champ proche
i/ Les ondes évanescentes

Le champ diffracté par un objet beaucoup plus grand que la longueur d'onde ne contient
essentiellement que des ondes homogenes se propageant sans atténuation. Pour de tels objets, une
lentille en champ lointain peut capter toutes ces ondes et restituer une image correcte de 'objet.
Lorsque la taille de 1'objet se rapproche de la longueur d'onde, le champ diffracté commence a
comprendre un nouveau type d'onde, les ondes évanescentes. Ces ondes, non propagatives, ont une
intensité lumineuse qui décroit exponentiellement en fonction de la distance a I'objet, et I'énergie de
ces ondes n'est plus mesurable dés que I'on s'éloigne de plus d'une longueur d'onde de 1'objet. On
ne peut donc pas capter ce genre d'information avec un objectif classique, et I'image de 1'objet dans
ce cas va €tre dégradée.

Quand l'objet est plus petit que la longueur d'onde, une trés grande partie du champ est évanescent.
En microscopie classique, on observera cet objet avec une taille apparente proche de la limite de
diffraction dans le meilleur des cas, et I'observation des détails sub-longueur d'onde contenus dans

les ondes évanescentes ne sera possible que grace a la microscopie en champ proche optique.

Par contre, en faisant travailler une sonde en champ proche (champ qui se situe a une distance de
I'objet inférieure a la longueur d'onde de la lumiére utilisée), immergée dans les ondes évanescentes,
on peut capter ces ondes et recueillir I'information qu'elles transportent sur les détails fins de 'objet.
Dans ce type de microscope, la sonde sert a convertir par diffraction ces ondes évanescentes en ondes
propagatives guidées ensuite vers le détecteur.

C'est cette perturbation qui est a la base du fonctionnement d'un microscope optique en champ
proche. Il existe deux modes de fonctionnement principaux :

- le mode collection, utilisant un nanocollecteur comme nous venons de le voir,

- le mode illumination, utilisant cette fois une nanosource.
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Pour comprendre ce demier cas de fonctionnement, il suffit d'appliquer le principe de réciprocité au
raisonnement précédent. La lumiére incidente est guidée de la source a la pointe. Cette derniére est un
objet tres petit qui diffracte le mode incident propagatif en un champ diffracté évanescent. En
soumettant 'objet & un tel champ, on obtient par diffraction sur ces détails nanométriques, des ondes
propagatives pouvant étre captées en champ lointain par un objectif classique.

Ces ondes, connues depuis 'époque de Newton, n'ont réellement été théoriquement étudiées que ces
derni¢res décennies. Le terme évanescent montre a lui seul le c6té étrange de ces ondes qui restent
confinées au voisinage de I'objet qui leur a donné naissance. On retiendra donc ici que le seul moyen
dont on dispose pour avoir accés aux informations qu'elles transportent est de les perturber par

diffraction, pour générer un champ propagatif "classique".
it/ Distance sonde-objet et résolution latérale

En microscopie classique, la résolution latérale dépend de I'ouverture numérique de 1'objectif et de la
longueur d'onde utilisée. En microscopie optique en champ proche, un parameétre fondamental
influant sur la résolution latérale est la distance sonde-objet. En effet, on montre [Van Labeke, 1997]
qu'on peut relier la taille 6 d'un détail de 1'objet & imager, a la longueur de décroissance L de 1'onde
€vanescente associée, par la relation :
L= 9 si 0 << A
2n

ou L est la distance pour laquelle l'intensité du champ évanescent ne vaut plus que 10% de son
intensité sur la surface.

Ainsi, pour des objets plus petits que la longueur d'onde, la résolution latérale des microscopes
optiques en champ proche dépend de la distance sonde-objet. Plus on veut résoudre un détail petit,
plus il faut approcher l'objet a une faible distance. Pour résoudre un détail de 100 nm, il faut que la
sonde soit a une distance de 20 nm. Ce qui va impliquer pour les microscopes optiques en champ
proche I'utilisation de céramiques piézo-électriques pour contrdler la position des sondes avec cette

précision.
C/ Les différents types de microscopies optiques en champ proche
i/ llumination locale : Mode illumination
Les premiers microscopes optiques en champ proche prennent en compte la suggestion que fit Synge
en 1928. Ce physicien britannique, souvent considéré comme le fondateur de la microscopie optique

en champ proche, proposa d'utiliser une petite ouverture de diamétre nanométrique dans un écran

métallique éclairé et placé a quelques nanométres de la surface de I'échantillon. De cette fagon, le
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champ transmis et détecté au loin contiendrait des informations sur le coefficient de transmission
optique de 1'échantillon avec une résolution submicronique (figure (V.2).6).
Dans ce principe, deux parametres sont importants : le diamétre de l'ouverture et sa distance a

I'échantillon ; ce sont eux qui déterminent la résolution latérale.

onde incidente photodétecteur :
— détection en champ lointain

z

petite ouverture échantillon
dans un écran métallique

Figure (V.2).6

Principe du microscope optique en champ proche en mode illumination.

Fonctionnement en transmission [Bachelot, 1996].

Dans le mode illumination, la sonde est utilisée comme une nanosource illuminant 1'objet en champ
proche.

Si on reprend l'idée de Synge, le role de I'écran métallique est de limiter la lumiére a une tache, de
diametre a peu pres égal a celui de 'ouverture, servant a éclairer localement 1'échantillon. Si I'on
éloigne 1'écran de quelques centaines de nanometres, la diffraction joue son role de filtre passe-bas, et
I'échantillon voit une source lumineuse de taille micronique. Il faut donc approcher I'échantillon et le
placer dans le champ proche de 1'ouverture, cette derniere diffractant essentiellement la lumiére sous
forme d'ondes évanescentes du fait de sa taille nanométrique.

C'est donc l'interaction entre le champ évanescent généré par l'ouverture, et I'échantillon, qui permet,
par balayage et détection en champ lointain, de construire point par point une image de 1'objet avec

une résolution latérale trés inférieure au micrométre.

Ce principe a été remarquablement imagé en 1984 par Massey qui montra que cette technique pouvait
permettre d'atteindre une résolution optique d'une trentaine de nanomeétres, uniquement limitée par
I'épaisseur de peau de 1'écran métallique. Dans cet article, 'auteur propose l'utilisation de
transducteurs piézo-€lectriques, récemment développés a I'époque et utilisés par le STM, pour le
déplacement de 1'échantillon, et €émet des idées générales sur la fabrication de sondes optiques.

Cette idée de source locale de taille bien plus petite que la longueur d'onde a €té mise en pratique pour
la premiére fois en 1972, dans le domaine des micro-ondes (A = 3 cm), par Ash et Nicholls qui ont
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obtenu une résolution latérale de A/60 en utilisant une ouverture de 0,5 mm de rayon placée a 0,5 mm

de I'échantillon.

Dans le domaine de I'optique, il a fallu attendre 1984 pour que cette idée soit mise en pratique. Pohl et
al., dIBM-Zurich, présentent pour la premicre fois un microscope optique a champ proche capable
d'atteindre une résolution latérale de 25 nm en utilisant une longueur d'onde de 488 nm (A/20).

En méme temps, ils proposent une technique de fabrication de pointes de quartz taillées a 1'acide
fluorhydrique et dont les c6tés sont recouverts d'aluminium. Peu de temps apres, la méme équipe
confirme les possibilités de ce microscope et montre qu'on peut utiliser 1'écran métallique pour

contrdler la distance pointe-échantillon par effet tunnel [Durig, 1986].

onde incidente

photodétecteur :
détection en champ lointain

onde diffractée \

par l'ouverture de l'échantillon échantillon

Figure (V.2).7
Principe du microscope optique en champ proche en mode illumination.

Fonctionnement en réflexion.

Ce mode d'illumination est adapté a la réflexion en 1987 [Fisher, 1987]. Dans ce systéme de

géométrie complexe, le champ réfléchi par I'échantillon passe par la méme ouverture que le champ

incident (figure (V.2).7).
it/ Collection locale : Mode collection

Ce mode est présenté en 1987 par Betzig et al., qui proposent d'utiliser I'ouverture nanomeétrique non
pas pour I'illumination de I'échantillon mais comme détecteur dont le role est de collecter localement,
et a une distance trés faible de l'objet (<< A), le champ proche diffracté par 1'échantillon

(figure (V.2).8).

Dans cette expérience, fonctionnant en transmission, 1'illumination se fait & 1'aide d'un objectif
conventionnel de microscope et le champ collecté par la sonde est véhiculé vers un

photomultiplicateur via une fibre optique. Dans ce mode, on peut considérer que la sonde optique
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(I'ouverture) vient "frustrer” localement les ondes évanescentes porteuses d'informations précieuses,

pour les rendre progressives et détectables en champ lointain.

petite ouverture dans
photodétecteur K un écran me’talllque
détection en champ lointain \ onde incidente
\ ( =
onde collectée par l'ouverture \
(éventuellement véhiculée . .
par une fibre optique) échantillon

Figure (V.2).8
Principe du microscope optique en champ proche en mode collection.

Fonctionnement en transmission.

En réflexion, le mode collection est beaucoup plus délicat du fait des multiples réflexions du faisceau
incident pouvant survenir avant d'atteindre 1'ouverture (figure (V.2).9).

petite ouverture dans

un écran métallique onde incidente
Dhotodétecteur :
détection en \

champ lointain
onde collectée par l'ouverture \

(éventuellement véhiculée échantillon
par une fibre optique)

Figure (V.2).9

Principe du microscope optique en champ proche en mode collection.

Fonctionnement en réflexion.

En 1989, Spajer et al. ont développé un microscope optique a champ proche travaillant en réflexion
ou la pointe est utilisée a la fois en modes illumination et collection : la pointe est l'extrémité d'une
fibre optique, elle sert, a l'aller, & éclairer 1'objet en champ proche et, au retour, a collecter la lumiere
diffractée (figure (V.2).10).
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Détection

Laser p .
Lame séparatrice

VI Sonde en champ proche

o

f ] Objet

Figure (V.2).10
Principe du microscope optique en champ proche ou la sonde fonctionne
en mode illumination et en mode collection (RSNOM : réflexion SNOM).

Enfin, pour nommer la grande famille des microscopies optiques en champ proche utilisant 1'un des
principes que nous venons de décrire, nous emploierons 'acronyme généralement accepté de SNOM,

de I'anglais "Scanning Near-Field Optical Microscope".
iii/ Le microscope a effet tunnel optique : PSTM

En 1989, le microscope a effet tunnel optique est imaginé et développé indépendamment et
simultanément par trois équipes : celle de Courjon [Courjon, 1989] qui le nomme STOM ("Scanning
Tunneling Optical Microscope"), celle de de Fornel et Goudonnet [de Fornel, 1989] qui utilise le
terme EFOM ("Evanescent Field Optical Microscope"), et celle de Reddick [Reddick, 1989] qui
propose l'acronyme PSTM ("Photon Scanning Tunneling Microscope").

Ce microscope se distingue des SNOM par sa technique d'illumination qui est toute particuliére : ce
microscope fonctionne en transmission, mais 1'objet est éclairé en réflexion totale interne ce qui
produit sur la surface de I'objet une onde évanescente (figure (V.2).11). Dans les premiéres

Z "

applications de ce microscope tunnel optique, la sonde était l'extrémité d'une fibre optique "taillée" en

pointe et utilisée telle quelle sans métallisation.
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Lorsque la sonde optique est suffisamment proche de 1'échantilion, elle pénétre dans le champ
€vanescent, le frustre localement et partiellement, générant ainsi un champ progressif qui est détecté
via une fibre optique par un photomultiplicateur ; cet effet de réflexion totale frustrée localement est
nommé "effet tunnel optique” par analogie a I'effet tunnel électronique a partir duquel fonctionne le
STM. Le signal, qui dépend fortement de la distance pointe-échantillon est utilisé par une boucle
d'asservissement afin de maintenir l'intensité constante pendant un balayage x, y : on dit alors que

I'on travaille a intensité constante.

champ détecté collecté
par une fibre optique
PZT (x, y, z)

sonde optique
champ évanescent

échantillon

! C incidence ’
* (réflexion totale) \
Figure (V.2).11

Principe du microscope a effet tunnel.

Le signal de sortie de 1'asservissement fournit une image topographique et optique de 1'objet. Comme
pour les autres techniques de champ proche, on peut également ouvrir la boucle et travailler a hauteur
constante.

Remarquons que son mode de fonctionnement fait du PSTM un systéme travaillant en mode
collection et en transmission, puisque la principale information optique susceptible d'étre détectée est
la transmittance locale de 1'échantillon, ce dernier étant nécessairement semi-transparent. Le PSTM a
¢été rapidement adapté pour travailler en réflexion en utilisant I'ouverture pour éclairer localement et
collecter le champ réfléchi [Spajer, 1992]. Cependant, utilis€é dans ce mode, il perd son caractére de
PSTM et convient d'étre associé a la famille des SNOM (figure (V.2).7). En fait, il semble que tout
microscope a ouverture utilisant comme régulation de la distance sonde-échantillon une onde

évanescente de Fresnel (obtenue par réflexion totale interne) sera considéré comme un PSTM, tous

les autres étant des SNOM.
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D/ Les sondes optiques utilisées par les SNOM

Le probléme technique le plus important des microscopies optiques en champ proche est la réalisation
de la sonde optique. Actuellement la quasi-totalité de ces microscopes utilise une fibre optique taillée
en pointe. La pointe sert de sonde locale et la fibre optique sert a guider la lumiére de la source a la
pointe en mode illumination ou de la pointe au détecteur en mode collection. On utilise généralement
des fibres monomodes, de diamétre de cceur d'environ 2 a 5 microns.

Afin d'atteindre la configuration écran métallique-ouverture typique du SNOM, plusieurs techniques

furent développées, chacune essayant de répondre aux critéres suivants (figure (V.2).12) :

- le diamétre de 'ouverture ne doit pas dépasser une trentaine de nanometres,

- I'écran doit étre convexe et le trou doit étre situé sur un plan le plus bas possible par rapport au
reste de la pointe afin de tenir compte de la topographie de surface,

- I'épaisseur de la couche métallique doit étre plus faible que le diamétre d'ouverture pour que la

résolution latérale dépende exclusivement des dimensions de 1'ouverture.

milieu diélectrique

métal

ouverture (< 30 nm)

Figure (V.2).12
Schématisation d'une pointe idéale pour le SNOM.

1l va sans dire que respecter ces trois critéres simultanément constitue un véritable défi technologique.
Les premicres sondes optiques utilisées par Pohl et al., 1984, étaient formées d'un cristal de quartz
taillé en pointe chimiquement par attaque a 1'acide fluorhydrique, puis complétement recouvert d'une
couche d'aluminium d'une cinquantaine de nanométres d'épaisseur puis d'une fine couche d'or pour
protéger de la corrosion. L'ouverture était formée en exergant une légére pression mécanique au bout
de la pointe en appuyant celle-ci contre une surface, cette opération provoquant I'élimination locale du
métal.

Depuis, deux principaux types de sondes ont été développés et utilisés avec succés : la micropipette
en verre étirée a chaud et recouverte d'aluminium par évaporation [Betzig, 1987 ; Harootunian,
1986], et la fibre optique monomode taillée en pointe par étirement mécanique jusqu'a cassure suivie
d'une attaque chimique 2 l'acide fluorhydrique, ou par chauffage local en utilisant un laser & gaz
carbonique [Betzig, 1991]. La métallisation se fait ensuite par dépdt d'aluminium, d'or ou d'argent.
Les rayons de bout de pointe, obtenus par ces méthodes, varient de 20 2 100 nm. Les sondes faites 2
partir de fibres optiques sont les plus appréciées car elles permettent en plus de guider la lumiére

incidente ou détectée.
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E/ Couplage des différentes techniques de champ proche

Au début des années 90, malgré de trés beaux résultats, les utilisateurs de microscopes optiques en
champ proche prirent réellement conscience que la topographie des échantillons étudiés avait une
influence importante sur le signal optique, et donc masquait souvent les propriétés optiques locales
que l'on cherchait a caractériser. En effet, le but de la microscopie optique a sonde locale n'est
absolument pas de rentrer en compétition avec I'AFM en mesurant des topographies nanométriques,
mais bien de détecter les propriétés optiques (réflectance, transmittance, fluorescence, Raman...) des
échantillons avec une résolution submicronique. Ce probléme de topographie est évident dans le cas
du PSTM dont le signal dépend fortement de la distance pointe-échantillon, ce qui est
remarquablement expliqué dans le cas du SNOM, dans ['article de Trautman et al., 1992. Les
influences respectives de la topographie et du contraste di€lectrique sur le signal SNOM ou PSTM ont

récemment été étudiées [Carminati, 1995].

Des 1992, afin de remédier a ce probléeme, la microscopie optique en champ proche opte pour un
couplage SNOM/AFM [Betzig, 1992¢ ; Toledo-Crow, 1992 ; Bergossi, 1995]. Dans ce couplage, la
méme pointe sert a la fois de sonde optique et de sonde AFM. Afin de conserver les sondes optiques
déja existantes (fibres ou pipettes), le mode AFM "shear force" est retenu (§ V.2.2. D). De cette
facon, le signal AFM permet le suivi de la topographie alors que le signal SNOM mesure les
propriétés optiques locales indépendamment, espére-t-on, de la topographie.

D'autres auteurs [Baida, 1992] préférent utiliser des leviers AFM commerciaux en nitrure de silicium
(Si3Ny) pour travailler en mode contact (figure (V.2).13), ce mode ayant largement fait ses preuves.

pointe AFM commerciale

métallisation éventuelle

Lehantillon

Figure (V.2).13
Pointe AFM en nitrure de silicium pour couplage PSTM/AFM.

Ils profitent astucieusement d'une certaine transparence a la lumiére du Si3Ny pour utiliser ces pointes
comme sondes optiques destinées a frustrer localement le champ €évanescent généré par réflexion
totale (configuration PSTM). Un des avantages de cette technique par rapport au PSTM classique est
que la sonde optique est en contact avec I'échantillon (distance < 1 nm), ce qui laisse espérer de trés

hautes résolutions latérales.

Page 199



Elaboration de sondes fluorescentes pour des applications d'intérét biologique...

Ces sondes optiques peuvent étre partiellement métallisées pour devenir des pointes type écran-
ouverture. D'autres équipes [Garcia-Parajo, 1994 ; Barchiesi, 1993 ; Lieberman, 1993], qui ont
préféré un couplage SNOM/STM, utilisent habilement la métallisation entourant 1'ouverture pour
créer un effet tunnel. Cette derni€re configuration, proposée quelques années auparavant [Durig,
1986], nécessite des échantillons conducteurs. L'épaisseur de cette couche, typiquement égale a 10
nm, est évidemment faible afin de ne pas masquer les propriétés optiques de 1'échantillon.

En fait, aujourd'hui, on ne peut raisonnablement plus concevoir un systtme SNOM ou PSTM sans

couplage avec un AFM ou un STM.

F/ Les limites du champ proche

Bien que certains SNOM aient déja été commercialisés (Topometrix...), la microscopie en champ
proche est un domaine de l'optique encore trés jeune (& peine une décennie) et de nombreux
phénomenes physiques inhérents a ce mode de détection restent flous et peu connus. Par exemple,
certaines des propriétés optiques accessibles en champ proche par cette microscopie peuvent avoir le
méme comportement qu'en champ lointain, d'autres par contre peuvent fortement différer du fait de
l'interaction pointe/échantillon qui introduit souvent des artéfacts dans les images [Durkan, 1995].
En effet, pour interpréter des images SNOM ou PSTM, il est souvent nécessaire de considérer les
pointes comme des systémes localement pertubateurs plutdt que des sondes optiques passives se
contentant de collecter des informations. Ceci est par exemple évident dans certains systémes
travaillant en réflexion dans lesquels la lumiére subit de nombreuses interactions avec la sonde avant
d'étre détectée [Cline, 1995].

Exceptés les RSNOM (figure (V.2).10) pour lesquels la lumiére incidente passe par la méme
ouverture que la lumiére réfléchie, les géométries SNOM et PSTM sont souvent asymétriques, ce qui

rend les images trés dépendantes de la position du détecteur et/ou de la direction du faisceau incident

par rapport a la géométrie de I'échantillon [de Fornel, 1992].

Le comportement du signal champ proche optique a également la particularité d'étre trés sensible a la
topographie locale, a la direction de polarisation de la lumiére incidente et & la nature de I'échantillon.
Ceci empéche la plupart du temps les études quantitatives et se traduit par le fait que les images
SNOM et PSTM sont souvent porteuses d'informations physiquement plus riches et variées mais

plus difficilement interprétables que celles fournies par la microscopie conventionnelle.

La fabrication des sondes a ouverture utilisées par les SNOM et PSTM fait appel 4 des technologies
compliquées, lourdes et souvent coiiteuses qui se sont améliorées et précisées au cours des dix
derniéres années. Actuellement, bien que ces techniques soient efficaces (des sondes SNOM sont
commercialisées), la géométrie obtenue (rayon de courbure de bout de pointe, diamétre de

l'ouverture, forme et épaisseur de I'écran) n'est pas toujours reproductible, ni assurée.
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L'ensemble ouverture-écran représente donc généralement une surface plate d'une centaine de
nanometres de diametre (figure (V.2).14), ce qui empéche le suivi correct d'échantillons présentant

un fort degré de rugosité ou une topographie abrupte.

métal

ouverture
- =
> 100 nm
Figure (V.2).14

Schéma de I'extrémité d'une pointe typique de SNOM.

La meilleure résolution latérale obtenue par les SNOM a ouverture est selon les auteurs de 12 nm
[Betzig, 1991]. Une résolution trés proche a également été obtenue a partir de films de polymeres de
25 nm d'épaisseur emprisonnant des particules de latex de 14 nm de diamétre [Riicker, 1997]. Il est
admis que 1'on ne peut pas faire mieux et que cette résolution est fondamentalement limitée par
I'épaisseur non nulle du métal entourant I'ouverture. Ceci est d'ailleurs confirmé par le fait que depuis
les premiers résultats de Pohl et al., 1984, annongant une résolution latérale d'environ 30 nm, celle-ci

n'a pas ou peu été améliorée.
G/ Les domaines d'application

Ainsi, comme nous l'avons déja décrit, les microscopes optiques & champ proche & ouverture peuvent
travailler en transmission comme en réflexion, ce dernier mode offrant une plus large gamme
d'échantillons. Les SNOM et PSTM sont capables d'étudier avec une résolution latérale de I'ordre de
30 nm (~A/20) la plupart des propriétés et phénoménes optiques observables en microscopie
conventionnelle : indice de réfraction [Trautman, 1992], facteur de réflexion [Fisher, 1987], facteur
de transmission [Carminati, 1995], fluorescence [Harootunian, 1986], spectroscopie [Betzig, 199212,
effets de polarisation [Betzig, 1992]b, absorption... Précisons qu'aucune autre technologie ne peut
accéder a ces informations a I'échelle nanométrique.

Le couplage avec 'AFM (ou le STM) permet de suivre la plupart des topographies de surface. La
variété de modes de fonctionnement existants permet de s'adapter a un grand nombre de problémes et
de caractériser aussi bien des échantillons biologiques [Toledo-Crow, 1992 ; Van Hulst, 1992], que
des matériaux di€lectriques [Toledo-Crow, 1992], conducteurs [Betzig, 1992]2 ou semi-conducteurs

[Toledo-Crow, 1992].

Page 201



Elaboration de sondes fluorescentes pour des applications d'intérét biologique...

En PSTM, les travaux expérimentaux les plus poussés ont été menés au Laboratoire d'Optique
P.M. Duffieux de 1'Université de Besangon (D. Courjon, M. Spajer, G. Tribillon...), et au
Laboratoire de Physique de la Faculté des Sciences de I'Université de Bourgogne (J.P. Goudonnet,
F. de Fornel...).

En SNOM, les résultats les plus variés ont été sans nul doute obtenus au Laboratoire AT&T Bell,
Murray Hill, USA (E. Betzig, J K. Trautman) ainsi qu'au Département de Chimie de 1'Université du
Minnesota, Minneapolis, USA (P.F. Barbara, D.A. Higgins...).

La microscopie optique en champ proche constitue un outil trés efficace de caractérisation optique a
I'échelle nanométrique et couvre des domaines aussi variés que la minéralogie [Gutmannsbauer,
1995], la micro-électronique [Duncan, 1996], la lithographie [Krausch, 1995], I'étude de
phospholipides [Hwang, 1995] et de membranes synthétiques [Dunn, 1994], de fibres optiques
[Higgins, 1996]2... De plus, elle pourrait étre utilisée pour le stockage de l'information a haute
densité, le mode illumination locale servant a 'écriture et le mode collection locale a la lecture. Il a été
en effet expérimentalement démontré qu'en utilisant un SNOM, on pouvait atteindre une densité de
stockage d'environ 7 Giga bits par centimétre carré, soit un gain d'a peu prés deux ordres de
grandeur par rapport a la densité qu'offrent les disques compacts classiques (typiquement 1 bit/pm?)

[Betzig, 199212,

L'un des premiers domaines d'intérét fut la polarisation de fluorescence [Jalocha, 1995 ; Higgins,
1996P] et les utilisations qu'elle implique, comme la modification de cristaux liquides, les films
magnéto-optiques, la cartographie de molécules isolées...

La fluorescence fait également partie des grands domaines de recherche en cours pour la détection de
molécules fluorescentes isolées, 1'étude de films de polyméres, mais également pour le marquage de
zones spécifiques au sein de divers systémes biologiques.

Détailler tous les domaines d'applications du SNOM est impossible dans le cadre de ce travail,
néanmoins il est intéressant de montrer quelques résultats types, afin d'illustrer les possibilités de la

microscopie optique en champ proche.
i/ La polarisation

L'appareillage utilisé pour les études en polarisation peut facilement étre adapté a des SNOM
fonctionnant en mode réflexion ou transmission, en placant des polariseurs (lame a A/4 ou lame a A/2)
sur le parcours lumineux avant I'échantillon, et un analyseur entre 1'échantillon et le détecteur.

A titre d'exemple, la figure (V.2).15 illustre les résultats d'une étude sur un échantillon constitué
d'une lame de silice recouverte par un quadrillage d'or, dans laquelle la lumiére réfléchie a été
polarisée dans différentes directions, la lumiére incidente étant polarisée a 45° par rapport a la verticale

(dans le sens des aiguilles d'une montre).
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Image Pas
topographique d'analyseur

d e i

— | 7| N

Figure (V.2).15
Images SNOM en mode réflexion

en fonction de la direction de polarisation de I'analyseur [Moyer, 1995].

Il apparait que I'image b ressemble a la somme de deux images polarisées orthogonalement. Dans le
cas ou l'analyseur est orienté dans le méme sens que la polarisation incidente (e), les contrastes sont
amplifiés. La combinaison entre une image SNOM et une image topographique permet une trés bonne
interprétation des résultats, notamment au niveau des bordures de 1'échantillon, qui s'avérent trés

dépendantes des conditions de polarisation.

Dans le cas ot le SNOM fonctionne en mode transmission, le méme type d'expérience a été réalisé.
Les auteurs de cette étude [Betzig, 1992]° ont choisi d'étudier un échantillon qui se présente sous la
forme de quatre anneaux d'aluminium déposés sur une lame de verre. L'épaisseur d'aluminium
déposée était de 20 nm pour un diameétre de 1 um. Les images de la figure (V.2).16 ont été réalisées a

partir de différentes orientations de polarisation a l'incidence et a I'analyse.

Figure (V.2).16
Images SNOM en mode transmission
selon différentes directions de polarisation a I'incidence et 4 'analyse [Betzig, 1992]b:
a verticale/verticale ; b verticale/horizontale ; ¢ horizontale/verticale ; d horizontale/horizontale.

Les auteurs de cette étude ont interprété ces images de la fagon suivante : l'intensité est maximale sur
les bordures o la direction du vecteur champ électrique est perpendiculaire & la surface du métal.
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Cette variation d'intensité autour de l'anneau refléte I'importance des conditions aux limites sur les
contrastes de I'image. Sur I'image a, 'intensité est la plus forte 1a ol 1a structure du métal est proche

de I'horizontale ; une situation analogue est constatée sur l'image d, dans le cas ot la structure du

métal est verticale.

La polarisation apporte donc un grand nombre d'informations sur les propriétés physiques des
échantillons, mais il ne faut pas perdre de vue que l'interprétation des images obtenues reste difficile.
Malgré tout, ce domaine reste porteur en physique, puisqu'il est & la base de bon nombre

d'applications, notamment pour la modification de structure des cristaux liquides.
it/ Les cristaux liquides

En plus du fonctionnement en «mode passif», le SNOM peut fonctionner en «mode actif» et

permettre des modifications sublongueur d'onde de la surface d'un échantillon. Moyer et al., 1995,

ont réalisé la premicre expérience SNOM a partir de cristaux liquides (figure (V.2).17).

Figure (V.2).17
Image SNOM de la polarisation croisée de cristaux liquides (a)
et image topographique correspondante (b) [Moyer, 1995].
La zone sombre a subi un "marquage" par le SNOM.

L'orientation des molécules de la structure du cristal liquide joue le rdle de polariseur sur la lumiére
réfléchie. A l'entrée du détecteur, un filtre polariseur est orienté de facon a transmettre la lumiére
polarisée, produisant I'arriére plan lumineux de la figure (V.2).17. Auparavant, la zone noire

rectangulaire a €t€ balayée par la pointe du SNOM, avec une puissance telle que les molécules de
cristaux liquides se sont réorientées. Cela a donc changé la direction de polarisation de la lumiére
réfléchie qui n'a pu étre détectée, créant ainsi cette zone sombre sur I'image : la microscopie optique
en champ proche constitue donc un outil trés efficace de caractérisation optique a 1'échelle

submicronique.
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Une analyse en ligne de 1'i'mage topographique a montré que les cristaux liquides avaient un profil
plat, de 2 nm d'épaisseur, tandis que l'image optique passe clairement d'une zone claire a une zone
sombre. Cela montre que le contraste optique est indépendant de la topographie.

Cette étude a eu un intérét majeur pour démontrer les possibilités du SNOM pour le stockage de
I'information a haute densité, le mode illumination locale servant a 1'écriture et le mode collection

locale a la lecture.
itt/ Détection de molécules isolées par fluorescence

Localiser finement des éléments fluorescents présente un intérét trés important tant pour les
biologistes que pour les physiciens. La détection de molécules isolées compte parmi les avancées les
plus spectaculaires en matiére d'applications du SNOM en raison de la bonne résolution latérale
atteinte sur ces €chantillons, probablement griace a la facilité d'analyse (géométrie plane), mais
également a la possibilité de les étudier a I'air et & température ambiante. L'intérét de ces études repose
sur la compréhension du réle de l'environnement immédiat des molécules, via des mesures

d'absorption, de fluorescence, de durées de vie, de polarisation...

En 1993, Betzig et Chichester ont été capables de visualiser le champ issu d'une seule molécule. La
figure (V.2).18A est I'image de molécules de carbocyanine diluées dans une résine de type PMMA

(poly(méthacrylate de méthyle)). La forme apparente des molécules varie d'un endroit a l'autre de

I'échantillon, du fait de l'orientation du dipdle actif de la molécule. La figure (V.2).18B est une

simulation des orientations possibles des dipdles correspondant a la figure (V.2).18A.

Figure (V.2).18
Molécules dispersées dans du PMMA.
Image SNOM (4 um x 4 pum) sous polarisation aléatoire (A)
et simulation de I'orientation des dipdles (B) [Betzig, 1993]2.

Quelques années plus tard, les chercheurs du Département de Chimie de I'Université de Leuven,
Belgique [Riicker, 1997] en collaboration avec I'équipe Japonaise du Pr Masuhara ont imagé des
films de polymeres (de 10 um et de 25 nm d'épaisseur) contenant des billes fluorescentes de 100 nm

de diamétre (figure (V.2).19).
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(a) _{b)

Figure (V.2).19
Images topographiques (a)
et images SNOM optique (b) et de fluorescence (c) [Riicker, 1997].
La fleche indique une bille ayant subi un photoblanchiment (c).

Cette étude a permis de montrer que le champ proche optique pouvait permettre des phénomenes
photochimiques, tels le photoblanchiment sur de petites zones et en méme temps permettre le repérage

des zones affectées.

Higgins et Barbara ont montré qu'il était possible de superposer des images topographiques et

optiques réalisées simultanément (figure (V.2).20, travaux dans Paesler et Moyer, 1996). La

fluorescence (en rouge) est observée uniquement sur les molécules isolées de PMMA (en vert) et non

pas sur le substrat de verre (en bleu).

Figure (V.2).20
Images de fluorescence SNOM (rouge) de molécules isolées
superposée aux images topographiques (bleu, vert).

Enfin, I'étude d'agrégats au sein de films de polyméres montre également I'importance des images de
fluorescence SNOM [Higgins, 1995]. La figure (V.2).21 présente les images topographiques et de

fluorescence SNOM d'agrégats d'un dérivé cyanine (PIC) piégé dans une matrice de PVS.
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(a) (b)
Figure (V.2).21
Image de fluorescence SNOM (a) et topographique (b)

d'agrégats de polymeéres dans un film de PVS de 30 nm d'épaisseur [Higgins, 1995].

Des structures longilignes de 100 pum de long et d'épaisseur submicronique sont clairement présentes
sur I'image (a). La plupart des informations présentes sur l'image SNOM n'apparaissent pas en
topographie puisque les structures filamenteuses sont emprisonnées dans le film de polymeére,

en dessous de la surface.
v/ Position actuelle dans le domaine de la biologie

Pour un biologiste, la microscopie optique conventionnelle est I'un des outils les plus importants mis
a sa disposition. Elle permet 1'étude de toute sorte d'échantillons biologiques, dans des conditions
trés variables : mise en place de dispositifs permettant des analyses sous différentes conditions
atmosphériques, a différentes températures, a l'air ou en milieu liquide. La limitation de la résolution
latérale par la diffraction de la lumiére reste le seul inconvénient de cette technique.

Face 2 ce probléme de résolution, la microscopie €lectronique permettait d'outrepasser ces difficultés,
mais il fallait bien admettre qu'un nouveau phénomeéne perturbateur ne faisait pas spécialement de
cette technique 1'outil miracle : la nécessité d'utiliser un échantillon rendu conducteur (par
vaporisation d'un métal a sa surface) impliquait l'utilisation d'échantillons biologiques fixés sur

lamelle, et desséchés.

Puis la microscopie a sonde locale est peu a peu entrée dans les meeurs grice aux possibilités offertes
par la microscopie a force atomique. Cette technique permet d'atteindre des résolutions latérales de
l'ordre de 5 nm, et de travailler en milieu aqueux, dans différentes conditions atmosphériques et a
différentes températures, sans avoir a modifier la nature de I'échantillon. Seulement cette technique
n'est pas adaptée pour l'observation des propriétés optiques, sa seule possibilité est I'obtention
d'images topographiques ; c'est pourquoi actuellement de nombreuses recherches sont dirigées vers
le couplage AFM/SNOM.
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Si les physiciens et les chimistes ont trés tot compris tous les avantages qu'ils pouvaient tirer du
SNOM, les biologistes, eux, ont beaucoup tardé a s'intéresser aux possibilit€s de la microscopie
optique en champ proche, malgré la résolution spatiale qu'elle permet d'atteindre.

Quand on connait un peu mieux les avantages et inconvénients de cette technique, on comprend la
réticence que les biologistes ont montrée vis-a-vis de cette nouvelle technologie : risque
d'endommagement de I'échantillon par la pointe, échauffement des cellules par le laser, temps
d'acquisition de 1'image important, travail en milieu aqueux difficile, résolution sublongueur d'onde
atteinte avec des échantillons placés a moins de 10 nm de la pointe...

Pourtant, de trés belles applications ont été démontrées avec la microscopie optique en champ proche.

Betzig, en collaboration avec le Laboratoire AT&T Bell [Betzig, 199310, a été le premier a réaliser des
images SNOM de fluorescence d'échantillons biologiques a partir de fibroblastes de souris, fixés et
séchés (figure (V.2).22).

Figure (V.2).22
Images topographique (a) et de fluorescence SNOM (b)

d'un réseau d'actine de cellules de fibroblastes de souris [Betzig, 1993]b.

Une comparaison avec d'autres microscopies a permis de montrer une résolution en x et y bien
meilleure que celle obtenue avec un microscope confocal, et des contrastes mieux révélés qu'en
microscopie a force atomique. Cette étude a permis d'analyser la structure de filaments d'actine du

cytosquelette, entre les fibres de stress.

Moers et al., 1996, ont utilisé le SNOM en fluorescence pour localiser et identifier plusieurs
fragments d'ADN du génome ayant des acides nucléiques marqués. Les images obtenues ont permis
grice a l'obtention simultanée de l'image topographique, de connaitre la localisation exacte du

marqueur au sein de I'ADN.

La fluorescence de protéines photo-synthétiques isolées a également été imagée par microscopie
optique en champ proche [Dunn, 1995], et des détails de moins de 100 nm ont été révélés. Un travail
approchant a également permis de localiser des protéines de Malaria (marquées avec des anticorps
couplés a de la fluorescéine isothiocyanate et a de la tétraméthylrhodamine) dans des érythrocytes
infectés [Enderle, 1997].
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La figure (V.2).23 montre des images de microscopie optique conventionnelle (a) et SNOM en

topographie (b) et en fluorescence (c) des érythrocytes : sur 1'image de fluorescence, seule la cellule

infectée apparait.

Figure (V.2).23
Protéines de Malaria dans des membranes d'érythrocytes [Enderle, 1997]

imagées par microscopie optique conventionnelle (a, échelle 10 pm) et
SINOM : topographie (b, échelle 2 um) et fluorescence (c, échelle 2 um).

La combinaison des images topographiques et de fluorescence SNOM a donc permis de mieux
comprendre la fonction des différentes structures, ainsi que les interactions protéines-protéines. Une
analyse complémentaire a également montré une résolution latérale de 100 nm avec le SNOM, alors

qu'elle n'est que de 300 nm avec le microscope confocal.

Peu a peu, les applications commencent donc a trouver des intéréts grandissants, faisant de la
technique SNOM un appareillage complet pour des études en biologie grace :
- asa "super résolution", au-dela de celle du confocal,
- ala source lumineuse en champ proche qui permet d'exciter la cellule a sa surface, c'est-a-dire
dans la membrane uniquement,
- a l'excellent rapport signal/bruit obtenu, puisque l'auto-fluorescence des cellules n'est pas
intégrée sur toute 'épaisseur de 1'échantillon,
- aux informations issues de la topographie qui permettent de cartographier les cellules avec une
résolution latérale de 1'ordre de 100 nm,
- et surtout grace a la possibilité de réaliser des images topographique et de fluorescence

simultanément, et ainsi de faciliter le repérage de différentes structures biologiques.

Ce sont ces différents points qui ont motivé ce travail de thése vers des applications a la biologie de la
microscopie optique en champ proche, avec surtout la recherche de possibilités pour appliquer la
technique en milieux aqueux, comme nous le verrons au cours de la partie suivante dans laquelle sont

exposés les différents résultats montrant la progression de nos observations.
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V.3. EVOLUTION DE LA MICROSCOPIE OPTIQUE EN CHAMP PROCHE VERS
DES APPLICATIONS D'INTERET BIOLOGIQUE

V.3.1. IMAGES TOPOGRAPHIQUES ET OPTIQUES
A/ Matériels et méthodes
i/ Description du microscope "Aurora” commercialisé par TopoMetrix

Le microscope optique & champ proche que nous avons utilisé est I'Aurora, commercialisé par
TopoMetrix a Santa Clara, USA. Ce microscope fonctionne en mode illumination selon le principe
rappelé dans la partie V.2.3.B de ce chapitre, et peut €tre utilisé soit en mode transmission, soit en

mode réflexion. La figure (V.3).1 représente de facon schématique, le fonctionnement de ce

microscope.

Laser Argon
DRI

Ouverture < 50 nm

Contrdle

et acquisition des
données
Boucle de
régulation

Filtres ) @ Objectif : 60 x 0,7 NA
Q| | @ %

T

Figure (V.3).1
Schéma descriptif du microscope optique en champ proche commercialisé
"Aurora" - TopoMetrix.

Le coeur du SNOM est constitué d'une fibre optique,@, tres fine, étirée en pointe, aluminisée sur les
cOtés et dont le diamétre d'ouverture est de 50 nm.

La fibre optique, reliée a un tube piézo-électrique®, va vibrer a une fréquence proche de sa fréquence
de résonance. En approchant la fibre de la surface de 1'échantillon & étudier@, des interactions fibre-
surface vont entrer en jeu, entrafnant une diminution de 'amplitude d'oscillation de la fibre et de ce

fait une variation de phase.
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C'est cette atténuation, fonction de la distance pointe-échantillon, qui est prise en compte pour
maintenir une distance constante entre la pointe et I'échantillon. Cette distance est comprise entre 2 et
15 nm £ 0,5 nm. Le principe de 'appareil repose donc sur la régulation des forces de cisaillement qui
apparaissent dans le champ proche de l'échantillon.

Ce principe, basé sur la détection de changement de phase est possible grice a une diode laser® et
une photodiode@ de suivi qui constituent a elles-deux un capteur qui enregistre le déphasage entre le
signal fourni par le piézo et l'oscillation réelle de la fibre (c'est-a-dire modifiée par la variation des
forces de cisaillement a 'approche de I'échantillon). En réponse a cette information et pour maintenir
une distance constante entre la pointe et 1'échantillon, une boucle d'asservissement@ va assurer le
contrdle de I'amplitude, en faisant varier la position z de 1'échantillon posé sur un tube piézo-

électn'que@. C'est également ce piézo-€lectrique qui va permettre le déplacement sous la fibre de

'échantilion selon les axes x et y.

Cet ensemble d'éléments, en balayant I'échantillon sous la pointe, va donner acces dans un premier
temps, a la topographie ligne par ligne de la surface examinée. Par ailleurs, si I'on veut ensuite
réaliser une image optique cette étape est indispensable, puisque c'est elle qui va permettre a
1'échantillon d'étre dans le champ proche du faisceau émis par l'extrémité de la fibre.

Le SNOM est équipé d'un laser argon ionisé (A = 488 nm), dont le faisceau lumineux guidé
jusqu'a l'apex de la sonde agit comme une nanosource, qui va permettre la formation d'un champ
évanescent diffracté. En soumettant 'échantillon a un tel champ, on obtient par diffraction sur des
détails nanométriques, des ondes propagatives pouvant étre captées en champ lointain par un objectif

classique.

Le signal peut étre recueilli par transmission@ ou par réflexion (selon la nature de 1'échantillon)
grace a deux objectifs. Dans chacune des deux configurations, la lumiére collectée est guidée vers un
tube photomultiplicateur@ par l'intermédiaire de miroirs@. On obtient ainsi des images optiques par
réflexion ou par transmission de la lumiére.

Si I'échantillon étudié comporte un marqueur fluorescent dont la longueur d'onde d'excitation est

voisine de 488 nm, on devrait pouvoir recueillir des images en réémission de fluorescence.

Il est & rappeler qu'une image optique nécessite au préalable la réalisation d'une image topographique
par contrdle des forces de cisaillement. Cette condition est un avantage sur I'AFM, puisque le SNOM
doit permettre la réalisation simultanée d'images topographique et optique. On peut également ajouter
que sur les images obtenues, les différentes hauteurs ou les différences d'intensités, sont représentées

par une échelle colorimétrique, allant du sombre pour les zones profondes, au foncé, pour les zones

élevées.
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it/ Caractéristiques du matériel utilisé

Le SNOM "Aurora" est constitué de deux éléments majeurs : la "t€te" et la platine qui permet

également de supporter I'objet.

La téte du microscope comprend :
- la pointe (fibre optique monomode, TopoMetrix) et le systéme aimanté sur laquelle elle est

montée,
- la diode laser (A, = 670 nm) et la photodiode & quadrants permettant la régulation de la boucle

d'asservissement,
- et une source de lumiére blanche qui éclaire 1'échantillon.

La platine est constituée :
- d'un tube piézo-€lectrique : déplacements en X, y jusqu'a 7 mm ; résolution de 0,1 wm,
- de deux objectifs qui permettent de recueillir le signal en réflexion (Nikon x 20 ; NA 0,35) ou en
transmission (Nikon x 60 ; NA 0,7),
- d'un tube photomultiplicateur (Hamamatsu, type R3896),

- et d'une caméra CCD haute résolution.

Le faisceau du laser argon est guidé jusqu'a I'apex de la pointe par couplage avec une fibre optique
(3M, type FS-SN 3224). Les déplacements du tube piézo-électrique, la recherche de la fréquence de
résonance ainsi que toute la régulation du systéme sont contrélés par le logiciel TopoMetrix,

SPMlab V 3.06.
iii/ Protocole de fixation des cellules biologiques de type fibroblastes et lymphoblastes

Avant de réaliser les observations par microscopie optique en champ proche, il est nécessaire de fixer
les cellules sur des lamelles de microscope selon un protocole de fixation bien défini [Betzig, 1992]2.
Les cellules (3T3-L1 et U937)" sont ensemencées dans des boites de Pétri comportant des lamelles de
microscope. Ces lamelles sont fixées 24h aprés ensemencement afin d'éviter une concentration
cellulaire trop importante. Le protocole de fixation nécessite :

- deux lavages de 10 min dans du PBS,

- une fixation de 10 min dans du formaldéhyde & 3,7% dans du PBS a 37°C,

- trois lavages de 5 min dans du PBS,

- deux ringages brefs a I'eau distillée puis séchage a l'air.

* Etude réalisée en collaboration avec M. Donner, DR INSERM, GRIMLI, Plateau de Brabois, Vandceuvre-l1és-Nancy
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B/ Images topographiques
i/ Caractérisation de surfaces planes

L'une des premieres applications, réalisée a 1'aide du microscope optique a champ proche dans
I'€quipe du DCPR-GRAPP, a consisté a suivre pas a pas la modification de surfaces de silice lors des
différentes étapes nécessaires au greffage d'un fluorophore sur celle-ci [Darne, 1996]. Les surfaces
en silice, modifiées par des molécules organiques, trouvent des applications dans divers domaines
allant des matériaux composites renforcés par des fibres de silice, aux phases stationnaires de la

chromatographie, en passant par leurs applications dans la réalisation de capteurs.
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(c) (d)
Figure (V.3).2
Différents états de la surface de silice

avant tout traitement (a), apres activation en milieu acide (b),
apres silanisation (c) et apres greffage du fluorophore (d).

La figure (V.3).2 montre les différents états de la surface obtenus apres chaque traitement, pour un
méme point sur la plaque.

Avant tout traitement, et suite a I'activation par un milieu acide, la surface apparait sans rugosité. La
silanisation conduit a un recouvrement homogéne de la surface, et I'image (d) montre que I'ajout du
fluorophore ne modifie pas beaucoup l'aspect de la surface, et que seules les zones silanisées sont
greffées.
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La microscopie optique en champ proche est donc d'un grand intérét pour la caractérisation
d'échantillons ayant une surface relativement plane, comme nous le voyons ici, et comme nous
I'avons déja vu dans la partie V.2.3. G de ce chapitre.

Lorsqu'il s'agit d'imager des échantillons ayant des topographies plus accidentées, et présentant une
surface "molle", les problémes rencontrés sont nombreux : notre premier objectif a donc ét€ de

maitriser l'appareil et de connaitre ses limites en fonction de 1'échantillon a analyser.
ii/ Images topographiques d'échantillons "mous"
Les premiéres images topographiques d'échantillons biologiques ont été réalisées a 1'air a partir de

spermatozoides fixés™ (figure (V.3).3a) et de fibroblastes 3T3-L1 de souris (figure (V.3).3b)
préalablement fixés sur lamelle de microscope, selon le protocole décrit par Betzig et al., 19922.

255 ym | 0wl

15 um

Oum Oyum

O pm 15 pm 30pm

(a) (b)
Figure (V.3).3
Images topographiques
de spermatozoides (a) et de fibroblastes de souris (b).

255 um

Q pm 1275 pm

L'étude d'échantillons biologiques présente donc plusieurs difficultés :

- la membrane, qui protége la cellule et qui est sondée par la pointe, peut étre facilement
endommagée en raison de sa souplesse,

- les cellules biologiques sont généralement épaisses, le balayage de la surface est donc difficile a
réaliser, et il faut s'assurer qu'il soit suffisamment lent pour permettre aux piézo-€lectiques de
réajuster la position en z de I'échantillon,

- enfin, il faut pouvoir observer des cellules qui ne sont pas a confluence, et qui ont été au préalable
fixées sur une lamelle de microscope.

Nous avons ensuite voulu vérifier que les images que nous obtenions n'étaient pas déformées : pour
cela, nous avons topographié un globule rouge (figure (V.3).4a), et comparé les dimensions

obtenues a celles d'images issues de la littérature (figure (V.3).4b) et réalisées en AFM-contact™.

* P ) P 5 > 2 ”
Etude réalisée en collaboration avec le Professeur B. Foliguet, Faculté de Médecine, Vandceuvre-les-Nancy
sk " X s " i " ¢ o 2 N =
Image réalisée au service commun de microscopie en champ proche de 1'Université Henri Poincaré, Nancy

Page 214



CHAPITRE V : Imagerie par microscopie optique en champ proche

(a)

Figure (V.3).4
Images topographiques de globules rouges
en SNOM (a) et en AFM-contact (b).

Les deux topographies montrent un globule rouge d'un diametre avoisinant les 10 wm, et d'épaisseur
de l'ordre de 1 wm, dimensions également mises en évidence par Butt et al., 1990. Dans le cas de
lI'image SNOM, I'épaisseur semble un peu plus faible, et nous attribuons cela a un étalement de la
cellule qui n'a pas subi de protocole de fixation particulier. De plus, l'image AFM a été réalisée en
milieu liquide, tandis que I'image SNOM a été réalisée a l'air.

Cette premicre étude a donc confirmé nos hypothéses, a savoir qu'il était possible de réaliser des
images SNOM d'échantillons biologiques et d'obtenir en topographie des résultats comparables a
ceux de I'AFM.

Nous avons ensuite évolué progressivement vers la réalisation d'images optiques, réalisées soit en

transmission, soit en réflexion.
C/ Images optiques
i/ Par transmission du signal

En mode transmission, seuls des échantillons transparents et faiblement absorbant peuvent étre
étudiés, tels que des films minces semi-conducteurs ou des spécimens biologiques. Généralement, le
mode transmission fournit un signal lumineux plus intense dans la mesure ou la lumiére détectée se

fait dans la méme direction que la lumiére émise.

Pour montrer les contrastes que peuvent fournir les images optiques en SNOM, nous avons réalisé
des images optiques d'un échantillon standard (commercialisé par TopoMétrix) constitué d'un réseau
de chrome déposé€ sur silice (figure (V.3).5).
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Figure (V.3).5

Images d'un réseau de chrome déposé sur silice

Distance

en topographie (a) et en optique par transmission (b).

Il est clair que, sur ce genre d'échantillons tres plats, la topographie apporte peu d'informations. Sur
l'image (a) les variations en z s'échelonnent sur 91 nm, et le passage du chrome 2 la silice est & peine
visible.

Sur I'image optique nous voyons nettement une zone claire, correspondant a la silice qui transmet trés
bien le signal lumineux, et une zone sombre, qui correspond au chrome qui ne laisse pas passer le
signal lumineux ; ces propriétés sont clairement mises en évidence sur le profil en ligne qui
accompagne l'image optique (b).

On obtient donc des renseignements sur les caractéristiques optiques de I'échantillon, caractéristiques
qui peuvent souvent €tre complétées avec celles mises en évidence a 1'aide d'images optiques par

réflexion du signal.
ii/ Par réflexion du signal

En réflexion, un plus grand nombre d'échantillons peut étre étudié. Bien que le signal détecté soit
généralement légeérement inférieur a celui obtenu en mode transmission, 1'information recueillie
provient essentiellement de la surface de 1'échantillon et la résolution latérale est bien meilleure.

La figure (V.3).6 présente donc le méme échantillon que la figure précédente, analysé dans la méme
zone, mais imagé en mode réflexion. Dans ce cas, on peut observer une zone claire, correspondant au
chrome qui réfléchit trés bien le signal lumineux et une zone sombre, qui correspond au verre qui

réfléchit trés peu le signal lumineux.
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Figure (V.3).6
Images d'un réseau de chrome déposé sur silice

en topographie (a), et en optique par réflexion ().

La figure (V.3).6 est donc l'inverse de la figure (V.3).5, puisque la zone claire de I'une des figures
correspond a la zone sombre de 1'autre, et réciproquement : les informations recueillies sont donc

complémentaires.

L'un des avantages d'opérer en mode réflexion concerne la détection de fluorescence dans le cas
d'échantillons biologiques. En effet, dans ce mode, on recueille beaucoup moins de lumiére
excitatrice qu'en mode transmission. Ainsi, en mode réflexion, le bruit de fond produit par la lumiere

incidente est nettement plus faible qu'en mode transmission (ou l'analyse se fait en ligne).
iii/ Application a des échantillons biologiques

L'évolution de ce travail s'est poursuivie par la réalisation d'images optiques d'échantillons
biologiques. Dans ce cas de figure, la réalisation d'images en transmission tout comme celle d'images
par réflexion posent plus de problémes en raison du substrat sur lequel sont fixées les cellules
biologiques. Les lamelles de microscope sont peu réfléchissantes et le réglage du laser pour
1'élaboration d'images topographiques (nécessaires a la réalisation des images optiques) est difficile a

mettre en ceuvre.

Néanmoins, nous avons pu réaliser différentes images SNOM, a l'air, d'une lignée de lymphoblastes
d'origine humaine, la lignée U937, fixés sur lamelle de verre selon le protocole décrit dans la partie
"matériels et méthodes" (§ V.3.1. A) de ce chapitre (figure (V.3).7).
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Figure (V.3).7
Images de lymphoblastes d'origine humaine (lignée U937)

en topographie (a, ¢), et en optique par transmission (b, d).

Dans le cas d'échantillons biologiques, les images topographiques ne sont pas d'un grand intérét.
Secules les images optiques, si elles sont combinées avec des images de fluorescence SNOM peuvent
permettre de visualiser les structures fines de la cellule telles que les lysosomes (200-500 nm), les
mitochondries (1-4 um), les constituants du cytosquelette filamenteux (de 7 a2 25 nm de diametre), de
localiser la position du noyau (3-10 um) au sein de la cellule, et de visualiser la membrane plasmique
et les protéines (80-100 nm) incluses dans le feuillet lipidique. Il est clair que sur les images
présentées, on peut distinguer un grand nombre de structures fines, sans pour autant pouvoir
actuellement les attribuer a quelque élément que ce soit : il faudrait pour cela pouvoir différencier tous

les constituants par des marquages spécifiques ; ici seul le noyau est localisable.

Les images optiques par transmission apportent plus d'informations que les images optiques par
réflexion (figure (V.3).8) dans la mesure ou le signal lumineux traverse toute la cellule (notons que
les images présentées sur la figure (V.3).8 n'ont pas été réalisées sur les méme cellules que celles de
la figure (V.3).7). Les images SNOM par réflexion permettent de beaucoup mieux localiser le noyau
et les constituants volumineux de la cellule. Ces deux images SNOM restent complémentaires, et si
elles sont associées a des images en émission de fluorescence, elles permettront une certaine

compréhension du systéme cellulaire.

Page 218



CHAPITRE'V : Imagerie par microscopie optique en champ proche

30 pm 30 pra

Gpm

By 15 um 36 pm

(a) (b)

30um 30 pmn

15 um

Oyen

0 pm 18 um 30 pn

(c)

Figure (V.3).8
Images de lymphoblastes d'origine humaine (lignée U937)
en topographie (a, ¢) et en optique par réflexion (b, d).

Toutefois, il ne faut pas oublier qu'a I'heure actuelle se pose le probléme de l'interprétation des
images obtenues par microscopie optique en champ proche, dans la mesure ou il est difficile de

connaitre la part de signal provenant du champ proche et celle provenant du champ lointain.

Ce travail nous a donc permis de prendre conscience des possibilités offertes par le SNOM pour des
études dans le domaine de la biologie. Néanmoins les problémes rencontrés ont été nombreux :
- mauvaise réflexion du faisceau laser sur les lamelles de microscope en verre, pour suivre la
topographie,
- épaisseur importante de l'échantillon, d'ou une sollicitation fréquente et rapide des
piézo-électriques conduisant a un "décrochage" de la pointe et a un échec,
- probléemes de préparation de 1'échantillon. Le protocole de fixation n'étant pas valable pour tous
les types de cellules, comme c'est le cas pour les cellules endothéliales, nous sommes confrontés
a une "cristallisation" du tampon a la surface des cellules et donc & une impossibilité pour la pointe

de balayer la surface de I'échantillon.
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Ainsi, méme si la maitrise de la technique est difficile dans ce domaine, c'est certainement un outil tres
prometteur pour les biologistes aussi, afin d'apporter un avantage supplémentaire a la microscopie
optique en champ proche dans ce domaine, nous nous sommes attachés a 1'évolution de cette

technique en milieu aqueux : 1'intérét étant d'étudier des cellules in vivo.
v/ Etude en milieu aqueux

Pour démontrer que le SNOM est une technique largement au-dela de la microscopie optique

conventionnelle, il a fallu prouver les capacités du SNOM a travailler en milieux liquides.

En fait, trés peu d'auteurs ont travaillé sur le sujet puisque la plupart ont utilisé un combiné
SNOM/AFM [Ataka, 1996 ; Muramatsu, 1996]. A ma connaissance ce sont Seaver et al., 1995, qui
ont les premiers commencé par montrer qu'a l'interface liquide/air la détection d'ondes évanescentes
€tait toujours possible. Plus tard, face & des problémes de déviation du faisceau laser a l'interface
air/liquide, Moyer et al., 1996, ont élaboré une cellule pour travailler en milieu liquide
(figure (V.3).9).

Déviation du faisceau lorsqu'il Si le rayon incident arrive perpendiculairement
rencontre un milieu d'indice de sur la surface, il ne sera pas dévié.
réfraction supérieur.

Figure (V.3).9
Cellule élaborée par Moyer et al., 1996,

pour des observations en milieu liquide.

Cette cellule, confectionnée a partir de lamelles de microscope doit avoir une taille bien particuliére
(figure (V.3).10) pour pouvoir étre adaptée au microscope SNOM-Aurora, en raison de la place

disponible entre la platine porte-objet et la téte du microscope sur laquelle est aimantée la pointe.
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11,9 mm 7 mm
5,7 mm 59 mm 4,3 mm 59 mm
\76° Y 47° \ A
15 mm 15 mm

Figure (V.3).10
Cotes de la cellule [Moyer, 1996].

Elle doit également avoir une géométrie bien particuliere de fagon a ce que le faisceau laser nécessaire
a la réalisation des différentes images arrive perpendiculairement a la surface de la cellule de mesure,
et qu'il soit réfléchi sur I'échantillon perpendiculairement vers le photodétecteur.

Grace a cette cellule, ces auteurs ont pu réaliser des images topographiques et optiques d'un

échantillon constitué d'flots d'aluminium, déposés sur une lamelle de verre.

Nous avons également voulu utiliser le méme type de cellule pour effectuer des images
topographiques et SNOM d'échantillons biologiques. Cependant la taille de 1'ouverture de la cellule
n'était pas adaptée pour incorporer une lamelle de microscope et nécessitait trop de manipulations.

Nous avons donc €laboré un autre systéme, permettant de travailler en milieu aqueux a la condition de

ne déposer sur 1'échantillon qu'une treés fine couche de liquide.

Disque creux en métal venant s'emboiter dans la boite de Pétri
- hauteur de 1,5 mm
- diameétre extérieur de 40 mm
- diamétre intérieur de 30 mm

S

Lamelle de microscope

Boite de Pétri : hauteur de 1,5 mm, diamétre de 40 mm

Figure (V.3).11
Schéma et cotes de la cellule.

Ce systéme (figure (V.3).11) utilise une boite de Pétri de 40 mm de diameétre, coupée a 1,5 mm de

hauteur. La lamelle sur laquelle sont fixées les cellules est déposée dans cette boite, recouverte d'une
fine pellicule de milieu liquide et maintenue en place par une rondelle métallique. C'est cette méme
rondelle, qui par conduction de chaleur, pourrait servir a chauffer le milieu liquide de facon a le

maintenir & température constante.
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Grice a ce systéme, nous avons pu réaliser des images topographiques et optiques de cellules

biologiques de la lignée U937 en milieu liquide (figure (V.3).12).

15

o . O pere :
Opn 15 pm 30 pm Gpmn 1Sum F0pm

(a) (b)
Figure (V.3).12
Images topographique (a) et SNOM en réflexion (b)

d'une cellule biologique (lignée U937) maintenue en milieu liquide.

I1 est donc tout a fait possible de travailler avec des échantillons maintenus dans un milieu liquide.
Dans ces conditions, la technique n'est pas facile a utiliser et il est évident qu'a I'heure actuelle une
combinaison SNOM/AFM est le meilleur moyen de travailler en milieu liquide et d'allier les capacités
de I'AFM a réaliser des images topographiques en milieu aqueux, et les capacités du SNOM a fournir
des images optiques par transmission ou réflexion du signal avec une trés grande résolution latérale.

V.3.2. IMAGERIE PAR FLUORESCENCE
A/ Matériels et méthodes
i/ Modifications apportées au microscope "Aurora”

Le microscope optique a champ proche commercial, Aurora-TopoMetrix, n'est pas équipé pour
réaliser des images de fluorescence.

Tres vite, nous nous sommes rendus compte que la géométrie de I'appareil limitait son utilisation et
que le systéme de détection mis en place n'était pas suffisamment sensible pour détecter le signal de
fluorescence, souvent faible face aux faisceaux lumineux parasites provenant des deux lasers
nécessaires (laser argon, 488 nm ; laser de suivi, 670 nm), et qui empruntent le méme chemin que le
signal a détecter. Par ailleurs, les objectifs mis en place sur l'appareil ont une ouverture un peu faible

pour recueillir un maximum de signal.
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Face a tous ces problemes, de nombreuses modifications sont a apporter a l'appareil, et la

figure (V.3).13 présente toutes les modifications nécessaires pour pouvoir utiliser le SNOM-

s\ 2z

"Aurora" en fluorescence. Ces modifications, ont déja été entreprises par P. Vanoppen du Laboratoire
de Spectroscopie de Leuven, Belgique, dirigé par le Professeur De Schryver, en collaboration avec
P.F. Barbara du Département de Chimie de Minnesota, USA.
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Figure (V.3).13
Schéma du SNOM-"Aurora" apres les modifications nécessaires

pour pouvoir recueillir un signal de fluorescence.

Ces changements ne modifient pas le fonctionnement de 1'appareil, seule la détection est modifiée.
Pour cela, il est possible d'utiliser un systéme de lentilles qui permet d'éclater le faisceau lumineux de
facon a pouvoir d'une part le dévier vers la caméra CCD a l'aide d'un miroir pivotant, et d'autre part
intercaler des filtres holographiques qui permettrons de s'affranchir les longueurs d'onde parasites.
Ce filtrage spectral sera efficace a condition que le faisceau lumineux soit bien colimaté.

L'étude en fluorescence se fait en particulier avec l'objectif en transmission, de fagon & minimiser la
perte de signal ; on peut donc remplacer l'objectif fourni avec 'appareil par un objectif ayant une plus
grande ouverture numérique (NA 0,95) et éventuellement un objectif a immersion d'huile (NA 1,4).

ii/ Caractéristiques du matériel utilisé

L'objectif pour travailler en réflexion n'est pas modifi€. Seul 1'objectif de transmission est amélioré.

On peut utiliser :
- soit un Nikon x 160 ; NA 0,95,
- soit un Nikon x 100 a immersion d'huile ; NA 1,4.
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Un systéme de lentilles achromatiques ayant respectivement des distances focales de 120 mm
(lentille L1), 60 mm (lentille L2) et 60 mm (lentille L3) est également nécessaire.

Deux filtres holographiques (Kaiser Optical System) de 488 nm et 670 nm, associés au systeéme de

détection permettent de s'affranchir au maximum des longueurs d'onde excitatrices.

Enfin, la détection du signal de fluorescence ne se fait plus au moyen d'un photomultiplicateur mais

d'une Photodiode Avalanche (EG&G), plus adaptée a la mesure de faibles quantités de photons.
B/ Observation de cellules biologiques

L'ultime étape de notre étude consistait a observer la fluorescence de cellules biologiques au moyen
du SNOM. La localisation d'un traceur fluorescent étant difficile a prévoir, cette technique était pour
nous un moyen supplémentaire de suivre le marquage de différents échantillons biologiques, avec une
résolution latérale de quelques dizaines de nanometres, et de permettre grace aux images optiques de
reconnaitre les sites de localisation.

En collaboration avec P. Vanoppen (Leuven, Belgique), nous avons pu réaliser quelques images de
fluorescence SNOM de lymphoblastes de la lignée U937, en utilisant comme marqueur le rotor
coumarine glucidique CNCONHGlu (figure (V.3).14).

28.22 ym 29.22 um

2515 nm

1461 pm

Opm | = Opm
O prn 14.61 pm 2922 pm O pm 14,81 pm 28.22 pm

(a) (b)
Figure (V.3).14
Images topographique (a) et de fluorescence (b) de lymphoblastes.

Sur I'image de fluorescence, il apparait que la sonde est localisée a 1'extérieur du noyau, certainement
dans le cytoplasme de la cellule, et non dans le feuillet externe de la membrane puisque la fluorescence
est répartie sur 1'ensemble de la cellule.

L'image (b) correspond bien aux observations que nous avons déja faites, par ailleurs, avec le
CELLscan™ sur des cellules endothéliales. Cela pourrait laisser supposer que le rotor glucidique

synthétis€ se répartit dans le cytoplasme cellulaire, quel que soit le type de cellule considéré.
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V.4. CONCLUSION

L'acquisition en 1995 d'un microscope optique a champ proche par notre laboratoire, a vivement
intéress€ de nombreuses équipes de biologistes avec lesquelles nous avons commencé une
collaboration. Ces chercheurs ont voulu connaitre les possibilités de cette nouvelle technologie, et
mon travail a donc consisté a analyser différents types de cellules biologiques, en topographie et en
optique, afin de cerner les différents paramétres limitants de la méthode et de développer notre
microscope en conséquence.

Aujourd'huti, il est clair que cette technique peut étre d'un grand intérét pour les biologistes en raison
de la finesse des détails accessibles a la surface des échantillons et des différentes possibilités
d'acquisition du SNOM (topographie, images optiques, émission de fluorescence). De plus, en
modifiant notre appareil, nous nous donnons la possibilité de travailler avec une autre source
d'excitation (source UV) mais également de travailler en comptage monophotonique (utilisation de la
diode avalanche).

Néanmoins, il ne faut pas perdre de vue que 1'évolution rapide de toutes les techniques de
microscopie (microscopies en champ proche, microscopies confocales, microscopies optiques 3D)
tend vers une complémentarité de ces différentes techniques plutdt qu'a essayer de les faire évoluer de

facon isolée.
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L'objectif de ce travail a ét€ d'élaborer des traceurs fluorescents ayant un domaine d'absorption

proche de 490 nm convenant 2 la fois
@ pour des études dans des milieux biologiques (la lumiére excitatrice doit se situer au-dela de

450 nm, domaine d’absorption des composants cellulaires), et
@ pour la détection de la fluorescence d'échantillons biologiques par microscopie optique en

champ proche (la source laser disponible émet a 488 nm).

Six dérivés coumarine fluorescents ont ét€ synthétisés. Ces composés présentent tous un groupement
7-N,N-diéthylamino, donneur d'électrons et un groupement attracteur d'électrons placé en position-3
sur I'hétérocycle coumarine, séparés par une conjugaison plus ou moins longue mais permettant un
transfert de charge intramoléculaire. Parmi ces composés fluorescents, on compte deux dérivés acides
(COOH et CNCOOR) et deux dérivés esters (COOEt et CNCOQEt) qui ont été obtenus avec des
rendements élevés (supérieurs a 70%). De plus, par condensation d'une glucosamine dans sa forme
acétylée sur le dérivé acide portant une double liaison, puis hydrolyse de ce composé, nous avons
obtenu deux dérivés glucidiques fluorescents (CNCONHGIuAc et CNCONHGIu), avec un

rendement de 'ordre de 40%.

En tirant parti des structures chimiques de ces composés, pouvant se comporter comme des rotors
moléculaires fluorescents, nous avons étudi€ leurs propriétés photophysiques tant en excitation

continue, qu'en excitation pulsée dans des solvants de différentes polarités et viscosités.

La premiere étude a montré que trois de ces composés (rotors CNCOOEt, CNCONHGIu et
CNCONHGIuAc) posseédent des longueurs d'onde d'absorption au-dela de 490 nm répondant ainsi a

notre objectif.
@ En ce qui concerne les effets de solvant, le déplacement vers le rouge des longueurs d'onde

au maximum d'émission de fluorescence permet de rendre compte d'une modification de

I'environnement en terme de polarité.
@ L'aspect viscosité, quant a lui, est principalement mis en évidence par les augmentations de

l'efficacité de 1'émission de fluorescence traduisant bien l'accroissement de la rigidité de

I'environnement local du traceur.

Les grands déplacements de Stokes, les faibles rendements et durées de vie de fluorescence dans des
solvants de forte polarité sont autant d'éléments caractérisant l'existence d'un déclin de fluorescence

N

non radiatif a partir d'un état "twisté" a transfert de charge intramoléculaire (TICT).

La seconde étude, concernant les déclins de fluorescence, a révélé l'existence de deux durées de vie,
caractérisant probablement la présence d'un conformeére de nos molécules, a 1'état excité. Ces deux
durées de vie ne semblent pas provenir du méme composé puisqu'elles ne subissent pas la méme

influence de la température.
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En effet, la durée de vie la plus longue (de 0,3 ns en milieu fluide a 2,5 ns en milieu visqueux)
diminue nettement avec une augmentation de température, tandis que la plus courte (de 1'ordre de

0,5 ns) ne fluctue pratiquement pas.

La suite de ce travail a consisté a suivre la localisation et 'évolution de ces traceurs dans des systémes

biologiques simples ou complexes tels que les cellules endothéliales.

Au préalable, nous avons montré leur intérét pour 1'étude de systémes moléculaires organisés de type
liposomes, en ce sens que ces systémes représentent des modeles de milieux biologiques. Nous
avons donc incorporé trois marqueurs (rotors CNCOOEt, CNCONHGIu et CNCONHGIuAc) au sein

de liposomes de DPPC afin de caractériser leur température de transition (Tv).

@ Parmi les trois rotors, seul le CNCONHGIu montre une incorporation rapide et stable au sein
des chaines d'acide gras de DPPC ; les deux autres sondes présentent une cinétique

d'incorporation qui fluctue au cours du temps.
Q Autour de la Ty qui correspond a une modification de la structure moléculaire des vésicules,

seules les sondes glucidiques présentent un changement de pente dans le tracé de type
Arrhénius, autour de 41°C. Cette valeur correspond bien 2 la température de transition de
phase du DPPC.

Une tres grande différence de comportement est donc apparue entre les traceurs glucidiques et le
dérivé ester, mais également entre les rotors glucidiques hydroxylés et acétylés. Nous avions alors
émis I'hypothése que le rotor CNCOOQEt, ne s'incorporait pas entre les phospholipides de DPPC.

En seconde partie, nous avons étudié le comportement de ces traceurs au sein d'une monocouche de
cellules endothéliales. Nous avons alors constaté que la sonde acétylée est un marqueur beaucoup
plus efficace que son homologue hydroxylé, et que le rotor CNCOOEt semble présenter un grand

intérét vis-a-vis des cellules endothéliales.

Une étude plus approfondie avec le rotor CNCONHGIuAc a montré que :
3 la concentration en sonde, nécessaire pour un marquage optimal est de 3.10-5 M,
concentration qui reste raisonnable pour éviter toute formation d'agrégats et qui ne semble pas

affecter la viabilité cellulaire,
 des tests de toxicité ont également révél€ que cette sonde ne modifie pas 1'aspect des cellules

qui conservent leurs propriétés adhésives.
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Nous avons ensuite étudié la spécificité de nos sondes en les comparant a différents marqueurs
d'organites subcellulaires, couramment utilisés dans le domaine biologique. Nous en avons conclu
que:

@ le rotor CNCOOEt ne semble pas suivre de maniére stricte le marquage mitochondrial visible
avec la rhodamine 123, ni le marquage réticulaire. Cependant nous avons retrouvé pour cette
sonde un marquage similaire a celui obtenu avec le styrylpyridinium (marqueur
membranaire). Des études complémentaires doivent encore €tre menées pour pouvoir
confirmer cette hypothese,

Qa le rotor CNCONHGIuAc est apparu clairement comme €tant un marqueur spécifique du
réticulum endoplasmique et la double potentialité des rotors moléculaires, variation en
fonction de la polarité et de la viscosité, devrait permettre de suivre les modifications
métaboliques survenant dans cet organite subcellulaire,

@ le rotor glucidique non acétylé, quant a lui ne présente pas de site de localisation particulier : il

semble plutdt étre diffus dans tout le cytoplasme de la cellule.

Par ailleurs, il sera nécessaire, pour confirmer ces hypothéeses et valider I’intérét biologique de ces
sondes, de soumettre les cellules a différents stimuli physiologiques modifiant I’activité des organites
subcellulaires (métabolisme des acides gras a chaines courtes, métabolisme glucidique, homéostasie
calcique...) et de suivre I’évolution des caractéristiques physico-chimiques des rotors moléculaires

dans ces conditions particuliéres.

De plus, les cellules des organismes supérieurs étant différenciées a un haut niveau, il serait également
nécessaire de tester ces traceurs dans des cellules de différents types et dans diverses conditions
physiologiques. Prenons par exemple les cellules endothéliales soumises a des stress mécaniques
(forces de cisaillement) ou chimiques (interactions avec des cytokines) ou encore des neurones
soumis a un choc hypoxique, ce qui aurait comme résultats de modifier I’ensemble de I’équilibre

métabolique de ces cellules.

Nos résultats nous ont donc permis de mettre en évidence l'efficacité des rotors moléculaires
fluorescents glucidiques pour I'étude de membranes biologiques. Il apparait que selon la structure de
base du rotor, la fonction glucidique est plus ou moins intéressante, et se révele méme parfois sans
apport supplémentaire. Dans certains cas, la localisation du rotor glucidique est différente de celle de
son homologue non glucidique, c'est donc la fonction glucosamine qui détermine la spécificité de la

sonde : elle joue alors le role de molécule d'ancrage.

Mais l'intérét des rotors moléculaires fluorescents glucidiques ne s'arréte pas 1a : ce sont, comme
nous avons pu le voir tout au long de ce travail, des sondes de polarité, des sondes de viscosité et de
pH qui peuvent étre synthétisées sans trop de difficultés, et surtout avec des prix de revient tres

faibles (si I'on considére uniquement le coflit des réactifs chimiques) par comparaison avec des
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marqueurs tels que le TMA-DPH (Molecular Probes, 25 mg, = 1155 FF), le styrylpyridinium
(Molecular Probes, 1 mg, = 1050 FF), ou le DiOC¢ (Molecular Probes, 100 mg, = 644 FF). Il est
bien entendu, que ces tarifs prennent en compte différents facteurs (utilisation du matériel, emploi de

personnel) que nous n'avons pas considérés dans notre cas.

Ces études ouvrent donc la porte & une nouvelle génération de sondes fluorescentes utilisables en
biologie cellulaire, et laissent aux biologistes un choix important d'outils permettant 'approche, par
une méthode relativement douce, de fonctions cellulaires difficilement accessibles par les sondes

fluorescentes classiques.

Par ailleurs, l'observation de différents types de cellules biologiques par microscopie optique en
champ proche s'est révélée d'un grand intérét. En effet, méme si cette microscopie reste trés complexe
d'utilisation, elle permet d'accéder a des détails d'une grande finesse se trouvant a la surface des
échantillons et ce par différentes méthodes d'acquisition (réalisation d'images topographiques et
optiques par transmission ou réflexion du signal). L'inconvénient majeur étant que les observations

doivent Etre réalis€es a l'air a partir de cellules fixées sur lamelle.

C'est pourquoi nous nous sommes attachés a montrer qu'il était possible de réaliser ces différents
types d'images en milieu aqueux, ce qui ouvre des perspectives intéressantes pour des études in vitro.
Parallélement, nous avons obtenu des images de fluorescence de cellules biologiques marquées avec
I'un des rotors synthétisés (sonde CNCONHGlIu), résultats qui nous ont encouragés & modifier
particllement la configuration de notre appareil afin de pouvoir ajouter 1'option fluorescence a cette

microscopie.

A la suite de nos résultats, de nombreux projets de collaboration se sont ouverts, et devraient
commencer de€s l'amélioration de l'appareil. Ils concernent :

O L'étude de la propagation d'un stress oxydatif généré sur la membrane plasmique de cellules
endothéliales de facon trés localisée (topographiquement, une déformation de la membrane
plasmique doit s'observer avec formation de "blebs" dans la zone irradiée qui
progressivement doit gagner la zone non irradiée) en collaboration avec le Professeur
R. Santus, Museum d'Histoire Naturelle, Paris ;

@ L'¢tude de la morphologie de cellules endothéliales soumises & un stress mécanique en
collaboration avec le Professeur J.F. Stoltz, Laboratoire d'Angiohématologie-
Hémorhéologie, Nancy ;

O Le suivi, a l'aide d'analogues fluorescents de phospholipides, de la fixation de ligands sur
leur récepteur  la surface cellulaire pour I'étude des modifications de l'organisation lipidique
membranaire en collaboration avec M. Donner, Groupe de Recherche sur les Interactions

Moléculaires aux Interfaces, Nancy.
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Cet intérét pour cette nouvelle technique de microscopie optique en champ proche est donc tres
encourageant. Dans ce sens un projet de recherche conjoint entre notre laboratoire dépendant du
CNRS et le Conseil National de Recherches du Canada vient d'étre accordé. Ce projet concerne le
développement de la fluorescence en microscopie optique en champ proche, avec des applications en
biologie cellulaire, et des actions amont liées a des aspects capteurs optiques et traceurs fluorescents.
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RESUME

ELABORATION DE SONDES FLUORESCENTES POUR DES APPLICATIONS D'INTERET
BIOLOGIQUE, ET IMAGERIE PAR MICROSCOPIE OPTIQUE EN CHAMP PROCHE

Avec 'objectif de développer de nouveaux rotors moléculaires fluorescents, ayant un domaine
d’absorption proche de 490 nm, nous avons synthétisé six dérivés de la 7-N,N-diéthylaminocoumarine
substitués en position-3 par diverses fonctions (acides, esters et amides). L'intérét de ces nouveaux
traceurs est de répondre & au moins deux criteres :

- permettre des études dans des milieux biologiques en utilisant une lumiére excitatrice au-dela des
domaines d’absorption des composants cellulaires et,

- développer des observations en microscopie optique en champ proche (source laser a 438 nm).
L’étude photophysique des nouveaux fluorophores (fluorescence stationnaire et dynamique) met en
évidence une modification des caractéristiques d’émission de fluorescence en fonction des parametres
d’environnement : (i) I’augmentation de la polarité entraine un déplacement bathochrome et (i1)
I’augmentation de la viscosité conduit a un rendement quantique de fluorescence plus €levé.

Nous décrivons ensuite les trois applications principales qui ont été développées :

- l'incorporation de ces traceurs dans des liposomes de DPPC (modeles de systemes biologiques),

permet de détecter la température de transition de phase des phospholipides ;

- a partir de cellules vivantes intactes (cellules endothéliales), nous avons montré grace a une
technique récente de microscopie 3D (CELLScanTM) que l'un des traceurs fluorescents se révele étre
un marqueur spécifique du réticulum endoplasmique (méme comportement que le dérivé cyanine
DiOCe); .

- pour la premiere fois dans notre laboratoire, I’observation par microscopie optique en champ proche
(SNOM) d'échantillons biologiques a permis de mettre en avant les potentialités ce cette technique
pour la réalisation d'images topographiques et optiques avec une résolution latérale pouvant
atteindre 50 nm. De plus, nous avons obtenu les premiéres images en émission de fluorescence pour
des cellules biologiques marquées avec un dérivé coumarine.

MOTS-CLES : Rotors moléculaires fluorescents - 7-(N,N-diéthylamino)coumarines - photophysique
liposomes - cellules endothéliales - microscopie optique en champ proche.

ABSTRACT

ELABORATION OF FLUORESCENT PROBES FOR APPLICATIONS WITH BIOLOGICAL
INTEREST, AND SCANNING NEAR-FIELD OPTICAL MICROSCOPY MAPPING

With the aim to develop new fluorescent molecular rotors, having absorption wavelength around
490 nm, we have synthesized six derivatives of the 7-N,N-diethylaminocoumarin substituted in the
third position with acid, ester and amide functions. The interest of these new tracers is to answer at
least to two criterions :

- to allow studies in biological media using exciting light beyond the absorption domain of cellular
components and,

- to develop observations with scanning near-fiel optical microscopy (laser radiation at 488 nm).
The photophysical study of the new probes (stationary and dynamic fluorescence) indicates a
modification of the features of fluorescence emission as a function of the environment parameters : (i)
the polarity increase involves a bathochromic shift and (ii) the increase of viscosity leads to a higher
fluorescence quantum yield.

Then, we describe the three main applications which have been developed :

- the incorporation of these probes in DPPC vesicles (models for biological systems) allows to detect

the main transition temperature of phospholipids ;

- from living cells (endothelial cells), we have shown thanks to a new 3D microscopy
(CELLScan'™) that one of the probes proves to be a specific endoplasmic reticulum tracer (same
behaviour than the cyanine derivative DiOCg) ;

- for the first time in our laboratory, the observation of biological samples with scanning near-field
optical microscopy (SNOM) allows to put forward the potentialities of this technology for carrying
out topographic and optical images, with a 50 nm lateral resclution. Moreover we have obtained
the first fluorescence images of biological cells labelled with a coumarin derivative.

KEY-WORDS : fluorescent molecular rotors - 7—(N,N-diethylamino)coumarin - photophysics -
liposomes - endothelial cells - scanning near-field optical microscopy.





