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Résumé de la thése

La matrice extracellulaire est un réseau complexe de macromolécules qui en-

veloppe les cellules et isole les organes. Cette matrice est composée d’un ensemble
de protéines et de polysaccharides variés qui sont sécrétés localement par les cel-
lules et assemblés en un réseau organisé, en association étroite avec la cellule qui
les a produits.
Certains processus biologiques comme l’invasion cellulaire, impliquée notamment
dans les métastases, nécessite que la cellule traverse cette barriére physique. Pour
cela la cellule produit des enzymes (protéinases) catalysant I’hydrolyse des pro-
téines et provoquant la dégradation et la liquéfaction du gel. L’étude de ce phéno-
meéne a été entreprise sous deux aspects différents. Le premier volet de ce travail
concerne le développement d’un outil expérimental permettant de sonder les pro-
priétés rhéologiques d'un gel a une échelle proche de celle d’une cellule. Pour
cela nous avons réalisé des expériences de diffusion quasi-élastique de la lumiére
sur des particules sondes d'un diamétre de 0.5 micron dans des solutions de gé-
latine (collagéne dénaturé). Nous avons étudié la fagon dont la dynamique de
ces particules est affectée par la gélification de la solution et notamment par le
comportement critique des grandeurs rhéologiques (viscosité et module élastique).
Certains aspects techniques liés a la non-ergodicité du gel sont discutés. Le second
volet concerne I’étude expérimentale du mécanisme de dégradation d'un gel de
gélatine par la thermolysine. Sous 'action de cette enzyme une transition inverse
de la gélification est observée. Au moyen de la technique de microrhéologie préa-
lablement développée, nous avons montré que pour de trés faibles concentrations
en enzyme (|E| de 'ordre du nanomolaire) la vitesse de dégradation enzymatique
varie comme |[E|?, alors qu'un mécanisme classique laisse prévoir un comporte-
ment linéaire. Ce résultat s’interpréte en envisageant un mécanisme de dégrada-
tion limité par une diffusion anormale et sous-diffusive de I’enzyme dans le gel.
Cette diffusion anormale a été mise en évidence par des mesures de corrélation
de fluorescence en microscopie biphotonique sur des enzymes marquées.
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Introduction

La majorité des cellules des animaux pluricellulaires sont organisées en en-
sembles coopératifs appelés tissus, qui s’associent & leur tour selon diverses com-
binaisons en unités fonctionnelles de plus grandes dimensions, les organes. Les
cellules des tissus sont habituellement en contact avec un réseau complexe de
macromolécules extracellulaires sécrétées localement par les cellules mémes : la
matrice extracellulaire. Cette matrice aide a assurer ’adhérence cellulaire ainsi
que celle du tissu. La matrice extracellulaire est composée d’'un ensemble de pro-
téines et de polysaccharides variés assemblés en un réseau organisé, en association
étroite avec la cellule qui les a produits. La composition des macromolécules va-
rie selon le tissu auquel elles appartiennent. Les variations relatives des différents
types de macromolécules matricielles et leur mode d’organisation dans la matrice
extracellulaire engendrent une multiplicité de formes, chacune hautement adaptée
aux besoins fonctionnels du tissu particulier.

La matrice extracellulaire joue un role essentiel au niveau structural car elle sta-
bilise la structure physique des tissus. En méme temps, elle joue un role actif dans
la régulation des cellules qui sont & son contact, influant sur leur développement,
leur migration, leur prolifération, leur forme et leur fonction. Les caractéristiques
de la matrice sont constamment sous controle cellulaire. Les cellules modifient
la composition de la matrice extracellulaire & travers un mécanisme d’équilibre
dynamique continuel entre la dégradation de la matrice, régulée par des protéi-
nases spécifiques, et sa régénération. Cet équilibre dynamique dépend de I’état
physiologique de 'organe ou du tissu en question. C’est en particulier le cas de la
formation des organes et des tissus pendant ’embryogenése ou, chez les adultes,
la modification de certains organes et la réparation de blessures par exemple, ou
encore des événements pathologiques tels que la formation de tumeurs et la dis-
sémination de métastases.

La matrice extracellulaire est composée d’'un nombre important de molécules
variées, ayant chacune des roles structuraux et fonctionnels différents, qui s’orga-
nisent de facon a former un gel.

Les deux principales classes de macromolécules extracellulaires qui composent la
matrice sont des longues chaines polysaccharides généralement reliées de facon co-
valente & une protéine pour former des protéoglycanes et des protéines fibreuses
de deux types fonctionnels : principalement structurales (par exemple le colla-
géne) et adhérentes (par exemple la fibronectine).

Les collagénes forment une famille de protéines fibreuses qui constituent le com-
posant principal de la peau et de 1’0os. L’aspect caractéristique des molécules de
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collagéne est leur structure hélicoidale rigide a trois brins. Trois chaines polypep-
tidiques de collagéne sont enroulées les unes autour des autres en une superhélice
réguliére. Les molécules de collagéne s’assemblent entre elles dans ’espace ex-
tracellulaire pour former de structures différentes selon le type de collagéne et
selon le tissu. Ces structures sont caractérisées par une résistance mécanique éle-
vée surtout a la tension. Les fibres de collagéne renforcent la matrice et participent
a son organisation.

La matrice extracellulaire contient un certain nombre de protéines adhérentes non
collagéniques organisées en domaines multiples, chacun de ces domaines compor-
tant un site de liaison spécifique pour d’autres macromolécules de la matrice et
pour des récepteurs de la surface cellulaire. La fibronectine fait partie de cette
classe de protéines. C’est une grande glycoprotéine constituée de deux sous-unités
jointes par deux ponts disulfure prés des extrémités carboxy-terminales. La fibro-
nectine est caractérisée par une affinité élevée pour de nombreuses protéines. Elle
est capable de réaliser une cohésion entre des protéines de la matrice extracel-
lulaire au role spécifiquement structural, comme le collagéne. En raison de son
importante affinité pour les cellules, elle constitue un lien entre les cellules et
le tissu sous-jacent par l'intermédiaire de récepteurs membranaires appelés inté-
grines.

Une des caractéristiques importantes de la matrice extracellulaire est qu’elle se
présente in vivo sous un état non soluble assimilable & un gel, ce qui conditionne
ses propriétés structurales. Une dégradation des composants de la matrice est
requise lors de certains processus biologiques, comme par exemple la dissémina-
tion de tumeurs. Pour que des cellules cancéreuses puissent créer des métastases,
elles doivent migrer de leur site d’origine vers un organe distant, ce qui est réalisé
par 'intermédiaire du flux sanguin. Un bref schéma est présenté dans la figure
0.1. Ce processus nécessite que les composants de la matrice soient dégradés. Des
enzymes protéolytiques extracellulaires sont alors sécrétées localement par les cel-
lules qui catalysent I’hydrolyse des protéines et provoquent la dégradation et la
liquéfaction du gel.

Il est difficile d’établir un modéle décrivant I’invasion cellulaire car il doit intégrer
les différents processus physiques impliqués (adhésion, transition de la matrice
d’un état solide a un état liquide) et les échanges entre la cellule et la matrice
(stimulation ou inhibition de I’expression de protéinases). Nous nous sommes
intéressés, pendant ce travail de thése, au processus d’invasion cellu-
laire en abordant en particulier ’aspect relatif & la dégradation en-
zymatique. Pour cette étude, nous avons utilisé un systéme physico-chimique
plus simple pour la modélisation enzymatique, qui prend en compte le fait que
I'invasion cellulaire est, par certains aspects, passive et dépend de processus pu-
rement physiques. Cette approche permet d’exploiter les progrés réalisés dans la
compréhension théorique et 1’étude expérimentale de la physique des polymeéres.
Dans le cadre de la physique des polymeéres, la dégradation enzymatique peut étre
décrite en terme de transition critique d’un état solide a un état liquide (tran-
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Invasion cellulaire el métastases

tumeur

tissu
conjonctif

F1G. 0.1. — . Bref schéma de la diffusion des tumeurs : des cellules cancéreuses (en
gris foncé) sécrétent des protéases qui, en hydrolysant la matrice extracellulaire
(tissu conjonctif dans ce schéma), permettent aux cellules de migrer jusqu’au
capillaire. Flles peuvent ainsi migrer vers des organes distants.

sition sol-gel). La description de ce processus en terme de transition critique
sol-gel n’est pas nouvelle. Ainsi par exemple, une loi de comportement univer-
selle a pu étre dégagée pour décrire la solubilisation de différents types de gels
modélisant la matrice lors de leur dégradation au moyen de protéinases ayant des
spécificités différentes. Quel que soit le gel étudié et ’enzyme utilisée pour le dé-
grader, une courbe maitresse est obtenue pour la fraction de protéine participant
au gel (c’est a dire la fraction gel qui est le paramétre d’ordre de la transition)
en fonction de I’écart au seuil de gélification [1].

Par rapport au probléme de l'invasion cellulaire, ce résultat n’est pas suffisant
car la compréhension du comportement cellulaire nécessite 1’étude de grandeurs
dynamiques comme par exemple la mobilité d’'une cellule.

La transition sol-gel peut étre suivie expérimentalement, par 1’étude de 1’évolu-
tion de propriétés dynamiques, notamment rhéologiques, tels que la viscosité et
I’élasticité d’un systéme & 'approche du seuil de la transition. Si I’on considére
un gel en cours de dégradation, & I’approche du seuil de gélification, le module
élastique du réseau décroit en loi de puissance de ’écart au seuil. Au-dela du seuil,
I’échantillon est un liquide dont la viscosité varie également en loi de puissance de
I’écart au seuil. De fagon générale, les lois d’échelles relient ces comportements en
loi de puissance de la fonction de réponse du gel ou de la fonction de relaxation
d’une perturbation imposée ou provenant de fluctuations spontanées.

Par diffusion quasi-élastique de la lumiére nous avons accés précisément a la fonc-
tion de relaxation des fluctuations de concentration. Les fluctuations peuvent étre,
par exemple, les fluctuations de concentration de particules sondes introduites
dans une solution macromoléculaire pour en étudier les propriétés dynamiques.
A priori étude, par diffusion quasi élastique de la lumiére, de la dynamique
de particules sondes, de la taille d’une cellule, introduites dans une solution de
protéines de la matrice extracellulaire permet de sonder 1’évolution du micro-
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environnement (des propriétés rhéologiques) prés de la cellule lors de la dégrada-
tion enzymatique.

La premiére partie de la thése a consisté, principalement, au développement d’un
outil expérimental de microrhéologie, qui consiste, justement, en ’étude de la
diffusion de particules sondes par diffusion quasi-élastique de la lumiére. Nous
avons réalisé ces expériences sur des particules sondes d'un diamétre de 0.5um
dans des solutions de gélatine. La gélatine représente un bon systéme “mode-
le” : étant du collagéne dénaturé, elle constitue un bon point de départ dans
la démarche a la modélisation de la dégradation enzymatique de la matrice ex-
tracellulaire. D’un point de vue plutdt physico-chimique, de nombreuses études
rhéologiques ont permis de caractériser les propriétés dynamiques de la gélatine
lors de la gélification, et notamment le comportement critique du module élas-
tique et de la viscosité prés du seuil de la transition sol-gel.

Nous avons étudié la facon dont la dynamique des particules sondes est affectée
pendant la gélification de la solution et notamment le comportement critique de
la viscosité et du module élastique. Les valeurs des exposants critiques que nous
avons mesurés avec cette technique sont en trés bon accord avec les valeurs me-
surées par rhéologie.

Nous avons appliqué la technique que nous avons développée pour étudier la dé-
gradation d’un gel de gélatine par une protéase, la thermolysine. Comme nous
allons le voir dans la suite du manuscrit, cette technique s’est révélée un bon
outil expérimental pour I’étude de la dégradation enzymatique. Une étude de la
dégradation enzymatique en fonction de la concentration en enzyme donne une
relation entre le temps de dégradation et la concentration en enzyme qui semble
ouvrir de nouvelles perspectives, soit du point de vue physique en ce qui concerne
le phénomeéne critique de la gélification, soit du point de vue biologique dans le
cadre de la réorganisation de la matrice extracellulaire.

Plan de la thése

Le manuscrit est organisé de la maniére suivante : le chapitre 1 traite des ou-
tils théoriques nécessaires a la compréhension des données issues des expériences
de diffusion de la lumiére.

Le chapitre 2 illustre les outils expérimentaux utilisés pour les mesures sur la géli-
fication. Le chapitre est organisé selon trois parties : dans la premiére partie sont
présentées des généralités sur le phénomeéne critique de la gélification et les princi-
paux résultats théoriques et expérimentaux concernant le comportement critique
de la viscosité et du module élastique. Dans la deuxiéme partie les conditions ex-
périmentales de mesure sont présentées. Les problémes inhérents a I’analyse des
résultats sont traités en détail. Dans la troisiéme partie sont exposés les résultats
concernant, le comportement du systéme prés du seuil de transition.

Dans le chapitre 3 nous montrons les résultats obtenus, en utilisant la technique
décrite dans le chapitre précédent, sur la dégradation enzymatique d’'un gel de
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gélatine.

Le chapitre 4 est dédié a la présentation de résultats obtenus au cours de la
premiére partie de la thése qui a consisté en la recherche d’un systéme physico-
chimique suffisamment proche des systémes biologiques permettant notre étude.
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1. Diffusion de la lumiére

La diffusion de la lumiére est la principale technique qui a été utilisée au
cours de ce travail. Dans ce chapitre, nous exposons les principes généraux de
cette technique nécessaires a la compréhension de nos études.

Le chapitre est organisé en deux parties : dans un premier temps la technique et les
grandeurs physiques caractéristiques de la diffusion de la lumiére par des solutions
de polymeéres sont introduites. Les différents modes d’utilisation (autobattement
et hétérodyne) sont aussi décrits.

Dans un second temps ’application de la diffusion de la lumiére a I'étude de
gels de polymeéres est discutée. Les principales théories sont décrites ainsi que les
problémes inhérents a 1’étude de ces systémes par diffusion quasi élastique de la
lumiére.
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1. Diffusion de la lumiére

1.1. Bréve introduction a la diffusion de la
lumiére

Dans une expérience de diffusion de la lumiére une onde incidente est envoyée
dans un milieu diffusant. La mesure de 'intensité, du moment (direction) et de
I'énergie (fréquence) de la radiation diffusée permet d’obtenir des informations
sur la structure et la dynamique des particules qui composent le systéme. Dans
une expérience idéale, la lumiére incidente est une onde électromagnétique plane
2] - )

E;(r,t) = m; B, ek m=wit] (1.1)

de longueur d’onde \ et fréquence w; ; n; est un vecteur unitaire dans la direction
du champ électrique, Fy est 'amplitude du champ électrique et Ez le vecteur
d’onde. Quand cette onde entre dans un milieu diélectrique ayant une constante
diélectrique locale dépendant du temps (pour simplifier on considére la constante
diélectrique comme une grandeur scalaire) :

e(F,t) = € + 0e(F, ) (1.2)

elle diffuse du fait des fluctuations de la constante diélectrique de(7,t). Il est
possible de démontrer que la composante du champ électrique diffusée a une
distance R du volume de diffusion est [2] :

E . - o R
Oaw%m/ﬁ%wmmwwm-@pq@xmg] (1.3)
|4

Ei(R,?) = dregR

ol € est la constante diélectrique dans le vide et ¢ = I;Z — l;f est le vecteur de
diffusion. L’angle entre k; et ky est appelé angle de diffusion 0. | k; | = 3T et | ky |

o .

=,

et de I'onde diffusée. On peut définir \; = % (avec j =i, f) ou Aq est la longueur
J

d’onde de la radiation dans le vide et n; est I'indice de réfraction du milieu. En

diffusion quasi-élastique de la lumiére :

ol A\; et A\ sont respectivement la longueur d’onde de la radiation incidente

| ki [=] k| (1.4)
Par la loi de cosinus, ¢*> =| Ef — k2= 4k? sin® &, on trouve que le vecteur de
diffusion | | est :
dmn; . 60
|7 |=q= 7;: sin 5 (1.5)

Si le systéeme est localement a 1’équilibre la valeur absolue des fluctuations de la
constante diélectrique peut étre exprimée en fonction de la densité locale p(7, t)
et de la température T [3] :

6dﬁt):ckuﬁﬁt%73::(g%)TépUiﬂ%—<§;>p5Tﬁiﬂ (1.6)
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1.2. Diffusion élastique de la Iumiére par une solution

oll dp et 0T sont des fluctuations statistiques locales. Dans la plupart des liquides
la variation de la constante diélectrique avec la température est négligeable par
rapport a la variation de la densité et de est directement proportionnel aux fluc-
tuations de la densité.
Pour un systéme constitué de particules en solution, les fluctuations de la constante
diélectrique sont principalement dues aux fluctuations de concentration du soluté
(on néglige les fluctuations de densité du solvant).
Dans une expérience de diffusion de la lumiére les valeurs de \ utilisées sont ty-
piquement comprises entre 350 nm et 700 nm (spectre UV-visible) et les valeurs
de ¢ sont de I'ordre de 1074 nm ' 4 102 nm!. La valeur de ¢ détermine ’échelle
spatiale L accessible par la technique :

L= 2 (1.7)

q

Cette technique nous permet, donc, de sonder des fluctuations de la constante
diélectrique sur des échelles comprises entre 10% et 10* nm.

1.2. Diffusion élastique de la lumiére par une
solution

Considérons une expérience de diffusion élastique de la lumiére par un systéme
constitué de N particules en solution. Appelons I I'intensité du rayonnement
incident, 7(g) U'intensité de la radiation diffusée et R la distance entre le volume
diffusant et le détecteur. Les propriétés de la diffusion sont décrites par la fonction
de diffusion, ou facteur de structure statique

N

S(a) = 13 ( D ) (18)

ij=1

ou (...) réprésent la moyenne calculée sur tous les états microscopiques possibles
et 7; est le vecteur position de la particule 7. On peut montrer que dans le cas
d’une solution [7] :

do\ "
S(q)=%(q) O | == 1.9
@=swc () (19)
ou C est la concentration en soluté, (j—g) est la section efficace différentielle de

diffusion des particules de soluté et ¥(q) est le rapport entre l'intensité de la
radiation diffusée I, & un angle € et a une distance r du centre de diffusion et
la radiation incidente Iy ; il est appelé rapport de Rayleigh. La section efficace
différentielle de diffusion de la particule est une quantité qui, en diffusion de
la lumiére, est associée a l'indice de réfraction de la particule diffusante. Si on
appelle d« la différence de polarisabilité entre la particule diffusante et le solvant,
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1. Diffusion de la lumiére

la section efficace différentielle de diffusion par particule de soluté (—)m est

définie par :
do 72 (6a)?
_— = 1.1
(i), = " (10

Pour une solution diluée, da est lié a la différence de l'indice de réfraction du
soluté, n, et celui du solvant, ng :

Cda = (n* — n?)

qui, substitué dans 1’¢q.1.10, donne :

do ™™ 9\
(d_Q>m = NC? (n® —nZ) (1.11)
On faisant 'approximation (n? — n?) ~ agg)c = 2n,22C, on trouve :
da) 472n? ( on ) ?
qo) _2mhs (o — K, (1.12)
<dQ . Ad oC ) .

K est appelé facteur de contraste pour la lumiére. La quantité X(q) dans 1’éq.1.9
est la fonction que I'on mesure. On peut montrer [6] que le rapport de Rayleigh
Y(¢q) pour une solution diluée de N particules de masse M a la forme :

1 1(q)R?
0
oll la concentration des particules en solution est C' = % (exprimée en ggopuie/cm?),
N, est le numéro d’Avogadro, I(g) est 'intensité diffusée :
I(q) ~ (| Es(q) ") (1.14)

Pour une solution diluée on peut négliger les interactions intermoléculaires et on
peut montrer que dans la limite ¢ — 0, pour un objet quelconque constitué de N
diffuseurs élémentaires en solution trés diluée :

q2R2
lim [S(¢q,C)] " ~ N7} (1 + =+ ) (1.15)
C—0 3

ou R2 = 55 2?3:1 | 7 — 7 |* est le rayon de giration, c’est a dire la moyenne
quadratique sur toutes les configurations possibles des distances [7; — ;] entre les
monomeres.

En outre la diffusion de la lumiére permet de déterminer la compressibilité osmo-
tique et le second coefficient du viriel. On peut, en effet montrer |6, 7| que :

S0 =27 (58). (1.16)
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1.3. Diffusion quasi élastique de la lumiére par une solution

ou (g—g)T est le module osmotique et kp la constante de Boltzmann. Un déve-
loppement de la pression osmotique limitée au second ordre méne a la relation

suivante :

M

Le second coefficient du viriel, A,, et est une mesure des interactions a deux corps.
La diffusion élastique de la lumiére permet, en outre, de mesurer la masse des
particules en solution :

1
lim [S(q, O) '~ — +24,C (1.17)
q—

lim [S(q,C)

=
q—0,C—0 M

(1.18)

Dans le cas d’une solution diluée et pour ¢R, > 1, S(¢) = P(q), ot P(q) est un
terme intramoléculaire appelé facteur de forme de la molécule en solution :

L
P(q) = 2 Z <ez(q|7‘m*7“n\)> (1.19)

ou N est le nombre des particules constituantes la molécule et 7, est le vecteur
position de la particule m. Le facteur de forme d’une sphére est :

3 (singR — qR cos qR)] 2 (1.20)

Pla)= { (¢R)?

1.3. Diffusion quasi élastique de la lumiére par
une solution

Quand une onde électromagnétique est envoyée dans une solution, les par-
ticules du soluté sont polarisées : un moment de dipole induit est créé. Si on
appelle & le tenseur de polarisation, ji le moment du dipole induit et E(t) le
champ électrique incident .

fi(t) = a- E(t)

Considérons le cas de macromolécules en solution. Dans le cas le plus simple, on
peut considérer les macromolécules du soluté de forme sphérique; dans ce cas
i est paralléle a E (t) et « est une quantité scalaire. En accord avec la théorie
classique de la diffusion, un dipole oscillant dans le temps produit un rayonne-
ment électromagnétique ; le champ électrique diffusé est, alors, proportionnel aux
variations de la polarisation : a/(t)e'@™® ou #(t) est le vecteur position du centre
de masse de la molécule. «(t) varie a cause des mouvements de vibrations et de
rotations de la macromolécule et '77®) 3 cause de ses mouvements translationels.
Jusqu’a présent nous avons négligé le mouvement des particules du solvant. Cette
approximation est correcte dans la plupart des cas car la polarisabilité des ma-
cromolécules est typiquement beaucoup plus importante que celle des particules
du solvant. De plus, les particules du solvant bougent beaucoup plus rapidement
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1. Diffusion de la lumiére

que les macromolécules et on peut séparer les mouvements du polymeére et ceux
du solvant.

Quand la solution est assez diluée de fagon qu’il est possible de négliger les inter-
actions entre différentes molécules du soluté, si il y a N macromolécules présentes
dans le volume de diffusion V', le champ électrique diffusé élastiquement (ou quasi
élastiquement) au temps ¢ est la superposition des champs électriques diffusés par
les N particules et son amplitude peut étre écrite :

N N
Eq(q,t) = ZEj(q, t) = ij(t) T (?) (1.21)
j=1 j=1

ou 7;(t) est la position de la particule j et b;(¢) est son amplitude de diffusion
qui dépend de la polarisabilité moléculaire «;(t). Dans ce cas la fonction de dis-
tribution de Es(q, t) est une gaussienne de valeur moyenne nulle dont 1’écart type
est :

AE,(q,t) = (E{(q,1)) = (Es(a,1))* = (EZ(q, 1)) (1.22)
Afin d’établir les temps caractéristiques de la dynamique de ce systéme, introdui-
sons la fonction de corrélation du champ électrique diffusé :

GV (g, 1) = (E;(¢,0) (g, 1)) (1.23)

ou (...) représente la moyenne calculée sur tous les états microscopiques possibles,
i.e. c’est la moyenne d’ensemble. Puisque les seules particules qui contribuent a la
fonction (1.23) sont celles qui sont dans le volume de diffusion V" au temps initial
(t =0), b;(t) peut étre définie de facon que :

bi(t) = { b;(0) =1 si la particule est dans le volume de diffusion
i(t) =

0 autrement (1.24)

Si la solution est trés diluée les positions des différentes particules sont statisti-
quement indépendantes et 1’éq.1.23 s’écrit :

GO(q, 1) = <2N: bj(O)bk(t)eiq*~[fk<t>—mo>]> — <2N: b; (0)b;(t) eiq‘Mj(t)> (1.25)

Jk=1

ou A7;(t) = [r;(t) — 7;(0)]. Etant donné que (b;(t)b;(0)) = b?(()) at=20et
(b;(t) b;(0)) = 0 quand la particule j sort du volume de diffusion, I’échelle tempo-
relle des variations de b;(t) - b;(0) est liée au temps nécessaire a la macromolécule
4§ pour parcourir une distance L = V'/3. Le temps caractéristique de diffusion de
la particule est donc :

r=L*/D (1.26)
ou D est le coefficient de diffusion de la particule.
La quantité e’727 (") devient sensiblement différente de 1 pour des temps tels que
A7;(t) ~ (¢)*. Son temps caractéristique est donc :

7= (¢*D)™" (1.27)
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1.3. Diffusion quasi élastique de la lumiére par une solution

Si nous comparons ces deux temps caractéristiques (eq.1.26 et eq.1.27) nous trou-

vons :
T

— — (gL)?
- (L)

Dans une expérience de diffusion de lumiére ¢ ~ 10°cm™" et L ~ 10 %cm; = ~
q

10% et donc on peut faire ’approximation suivante :

Puisque la quantité e/727 () fluctue beaucoup plus rapidement que (b;(0)b;(t))
on peut considérer ces deux quantités statistiquement indépendantes et on peut
remplacer (b;(0) b;(¢)) par sa valeur au temps initial b;(0) :

N
GW(q,1) = (3 b3(0) 70 700
7=1
En outre, /747 (") ¢tant dépendant seulement du déplacement A7 (t), cette quan-

tité doit avoir les mémes propriétés statistiques indépendamment de la particule
j. On peut, donc, écrire :

G (g, 1) = (FHO-T0)) (3 b,(0)) (1.28)
j=1
Si on défini la fonction :
Fy(q,t) = (e O=m 0] (1.29)

et puisque (Z;vzl b;(0)) = (N), I’équationl.23 devient :
GU(q, 1) = (N)F(qt) (1.30)

La fonction Fi(q,t) est appelée Fonction Intermédiaire de Diffusion. 11 est pos-
sible de démontrer que Fy(q,t) est la transformée de Fourier de la Fonction de
Distribution de Probabilité G4(R,t) :

Gy(R 1) = (3[R = (7(0) = 75()] ) (1.31)

Gs(ﬁ, t)d® R peut étre vue comme la probabilité de trouver une particule dans les
alentours d*R de R au temps ¢ si elle était en R =0 a linstant de temps t = 0.
Pour une particule en mouvement brownien cette probabilité suit une fonction de
distribution gaussienne [2] :

—3R2

-3/
(AR%&))] e AR (D)

2T

Gy(R,t) = [3
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1. Diffusion de la lumiére

ou (AR%(t)) est le déplacement moyen carré de la particule. Fy(q,t) étant la
transformé de Fourier de G4(R,t), on trouve :

(Gt =e "5 (1.32)
Pour une particule qui diffuse sous l'effet de I'agitation thermique :
(AR*(t)) = 6Dt (1.33)

ou D est le coefficient de diffusion de la particule. Ce coefficient de diffusion est
lié au rayon hydrodynamique Ry par la relation de Stokes-Einstein :

kT

= 1.34
" 6mnD ( )

ou T est la température et n est la viscosité du solvant. Ry peut étre défini de la
maniére suivante : une particule en solution a des interactions hydrodynamiques
avec les molécules du solvant et, & cause de ces interactions, lorsque la particule
se déplace, elle entraine avec elle tout ou partie du solvant contenu dans son vo-
lume. Son déplacement est équivalent & celui d’une sphére impénétrable (sphére
hydrodynamique) de rayon Ry. Ce rayon est caractéristique de la particule et il
est proportionnel & sa taille R. Au cours du déplacement I’écoulement du solvant
s’effectue autour de cette sphére qui rencontre une friction f = 6mrnRy. En sub-
stituant cette expression dans 1’éq.1.34 on peut écrire le coefficient de diffusion
de la particule :

_ kpT

f

La fonction intermédiaire de diffusion (eq.1.29) dans le cas d’une solution de par-
ticules en mouvement brownien a la méme forme que dans les équations 1.32 et
1.33.

Considérons, maintenant, le cas de la diffusion par des macromolécules (par
exemple des polyméres) dans une solution trés diluée de fagon que I'on puisse
négliger les interactions intermoléculaires. Si chaque molécule est constituée de
N segments identiques de longueur [, on peut montrer [2| que la fonction de
corrélation du champ électrique diffusé est :

D (1.35)

GW(g,t) = (7; - 7ip)(N)ai, S(a,t) (1.36)

ol ayy est la polarisabilité moléculaire et S(g,t) est appelé facteur de structure
dynamique. 11 est défini par :

N
S(g1) = 35 ( D €TI0 (1.37)
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1.4. Techniques en diffusion quasi élastique de la lumiére

ou 7(t) est la position du segment [ a I'instant ¢. Si on appelle 7¢(t) la position
du centre de gravité de la macromolécule a I'instant ¢, on peut écrire :

S(g,t) = N2 Z o O [ ()7 (D] ~id i (0)~Fo O)] (1.38)

I,m=1

Les deux derniers termes sont négligeables pour ¢R < 1, ou R est la taille de
la macromolécule (on n’est pas sensible aux fluctuations internes de la chaine).
Dans ce cas :

Fy(q,t) = (' Tre®0=7eOl) = 5(q, 1) (1.39)

Pour une solution diluée de macromolécules en mouvement brownien on peut
alors écrire :
S(g,t) = e ! (1.40)

ou D¢ est le coefficient de diffusion translationel relatif au centre de gravité de
la macromolécule.

1.4. Techniques en diffusion quasi élastique de la
lumiére

En diffusion quasi élastique de la lumiére nous mesurons les fonctions de cor-
rélation temporelles du champ électrique et de l'intensité diffusée, la moyenne
temporelle d’une grandeur quelconque X (¢) étant définie :

(X)p = lim _/ X(t (1.41)

T—oo T

Le rayonnement diffusé est envoyé dans un photomultiplicateur (P.M.) qui mesure
I'intensité de la lumiére. Les photons qui arrivent dans le photomultiplicateur
produisent des impulsions de courant par effet photoélectrique (photocourant).
L’intensité diffusée est mesurée par le détecteur en terme de nombre de photo-
courant ; ce nombre est donc proportionnel au carré du champ électrique qui y
arrive. La relation entre le spectre de courant photoélectrique et le spectre op-
tique dépend trés fortement de la nature statistique du signal optique ainsi que
du processus de détection. Pour un détecteur idéal la distribution de probabilité
d’enregistrer n(t) impulsions de photocourant dans un temps d’échantillonnage
T est une fonction de Poisson [6]. 11 est possible de démontrer que :

(I(t)I(t+ 7)) o< (n(t)n(t + 7)) (1.42)

Les techniques de détection de la lumiére diffusée peuvent étre subdivisées en
trois catégories selon que :
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1. Diffusion de la lumiére

- la lumiére diffusée qui arrive au photomultiplicateur est convoluée avec elle
méme (technique d’autobattement ou self-beating technique)

- la lumiére diffusée qui arrive au photomultiplicateur est convoluée avec avec
un intense faisceau de référence, généralement une portion de la radiation
incidente qui agit comme Oscillateur Local. Selon que la fréquence de 1’os-
cillateur local est la méme que la fréquence de la radiation incidente, cette
technique est appelée homodyne ou hétérodyne. La technique homodyne
peut étre considérée comme un cas particulier de la technique hétérodyne.

1.4.1. Technique d’autobattement

Dans une expérience de diffusion de la lumiére "classique" on utilise la plupart
du temps un montage expérimental dit “d’autobattement” pour lequel c’est la
fonction d’autocorrélation de l'intensité diffusée qui est mesurée :

GPg,m) = (L(¢.0) L(g,t + 7))z (1.43)
= (ES(q,1) Es(q, 1) Eg(g,t +7) Es(g,t +7)r
= (| Euq,t) | Es(g,t+7) )7

Si le volume de diffusion V' est assez grand, on peut imaginer de le subdiviser en
sous-régions qui sont, petites par rapport a la longueur d’onde du rayon incident
(L = V'3 < X), mais qui sont suffisamment grandes pour que ’on puisse consi-
dérer indépendant le mouvement des particules dans les différentes sous-regions.
[’amplitude du champ électrique diffusé total F(q,t) peut, alors, étre écrite
comme la superposition de N variables indépendantes £ (q,t) , ot EM (q,t) est
le champ électrique diffusé par chaque sous-volume :

N

Ey(g,t) = Z E™(g,t)

n=1

Pour N — oo le théoréme de la limite centrale permet de traiter Eg(q,t) comme
une variable aléatoire dont la fonction de distribution est une gaussienne de valeur
moyenne nulle. On utilisant les propriétés statistiques de F(g,t) on obtient :

G (g,1) = (B (¢,1) By(q.0)*+ | (E}(a,t) Bs(q,t + 7)) (1.44)

Si on introduit la fonction de corrélation de l'intensité et du champ électrique
diffusé normalisé :

(1) I(t + 7))

@) = LWIETT)) .

9 (7) )2 (1.45)
Wy - (E@)EE+7))

9-(7) B)? (1.46)
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1.4. Techniques en diffusion quasi élastique de la lumiére

I’éq.1.44 devient :
gD (r) =1+ 51 gV (r) |? (1.47)

ol on a introduit le paramétre 32, qui est appelé facteur de cohérence. Le facteur
de cohérence est une grandeur expérimentale, ayant une valeur comprise entre
0 et 1, qui dépend du nombre d’aires de cohérence A.y,. Si A est la surface du
photocatode du P.M., 8 o Ay /A. L'aire de cohérence peut étre définie comme
I'image sur le P.M. du volume diffusant. [’équation 1.47, qui est appelée relation
de Siegert, est trés importante car elle relie la fonction de corrélation de I'intensité
diffusée G (t) (eq.1.43) & la fonction de corrélation du champ électrique diffusé
GM(t) (eq.1.25). On peut montrer [5] que pour un systéme dont le champ élec-
trique diffusé est une variable qui suit une distribution gaussienne, la distribution
de probabilité de I'intensité diffusée est :
Is(q,t)

P(Is(q,1)) = me“sw (1.48)

Pour des temps de corrélation courts, la fonction de corrélation de l'intensité
diffusée vaut :

lim ¢ (1) = ¢ (0) = @ =2
T—0 <[>2
Pour des temps de corrélation ¢ plus grand que le temps caractéristique des fluc-
tuations de la lumiére diffusée I(0) et I(¢) deviennent non corrélées et donc :
(1)?

im @) = S
Hm g (T)_<>2 L

La forme de g(®(t) en fonction du temps de corrélation ¢ est montré dans la Fig.
1.1.

5 -4 -3 -2 -1 o
10 10 10 10 10 10

1(s)

F1G. 1.1. — Fonction d’autocorrélation temporelle de 'intensité diffusée.
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1. Diffusion de la lumiére

1.4.2. Technique hétérodyne

Dans une expérience de diffusion hétérodyne, le photomultiplicateur est illu-
miné simultanément par le faisceau diffusé par le systéme que I'on étudie et par un
faisceau de référence constant (Oscillateur Local) qui, dans la pratique, est sou-
vent une fraction de la radiation incidente. Si le champ électrique de I'oscillateur
local est Epo(t), 'amplitude du champ électrique total qui arrive au détecteur a
I'instant ¢ est [2] :

Eit(t) = Eg(t) + Ero(t) (1.49)

La fonction de corrélation de I'intensité diffusée devient, donc :

(L) I(t+7)) = ((Es(t) + Ero(t)) (ES () + Ero(?)) - (1.50)
(Bs(t+7)+ Ero(t+71)) (Ei(t+71)+ Ejot+71)))

La fonction de corrélation de I'intensité diffusée est composée de 16 termes. Mais
si on choisie les conditions expérimentales de facon que :

- les fluctuations de 'oscillateur local sont négligeables
- le champ de l'oscillateur local et le champ électrique diffusé sont statisti-
quement indépendants

on peut séparer le signal provenant de 'oscillateur local de celui provenant du
systéme étudié. Dans ces conditions, parmi les 16 termes de la fonction de corréla-
tion de I'intensité diffusée (eq.1.50), huit sont nuls parce que (Ero) = (Fs) = 0, et
deux sont des termes de courant continu. La fonction de corrélation de I'intensité
diffusée G (1) [6] devient :

GO (1) =(I)*+ | GY(1) > +2(I o) Re (GM (1)) (1.51)

ou (I;) est I'intensité diffusée par le systéme que 'on étudie, (I10) est I'intensité
diffusée par la partie statique et (I} est I'intensité diffusée totale (Io + I5). I,
est un terme de photocourant continu.

Si on peut réaliser la condition suivante :

(ILo) > (Iy) (1.52)
I’éq.1.50 dévient :
(I(t)I(t+ 7)) ~ I} o+ 2Ir0Re (GY (1)) (1.53)

ot GM (1) o Fy(7).

Avec la technique hétérodyne (eq. 1.53) nous pouvons mesurer la dynamique de
systémes ayant des temps de relaxation 7 grands par rapport aux temps caracté-
ristiques des fluctuations de l'intensité de la radiation incidente.

L’avantage de cette technique par rapport a la technique d’autobattement est que
dans le cas hétérodyne il n’est pas nécessaire de supposer que le champ électrique
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1.5. QELS par un systéme non ergodique

diffusé total suive une distribution gaussienne. Par contre I'inconvénient de cette
technique est le suivant : pour que 1’on puisse mesurer correctement g(l(T) il faut
que la relation 1.52 soit réalisée, sans quoi il est trés difficile de séparer la contri-
bution hétérodyne de la contribution d’autobattement (eq.1.51).

1.5. QELS par un systéme non ergodique

En mécanique statistique un systéme est dit ergodique s’il traverse dans un
temps fini toutes les configurations possibles de I'espace des phases accessibles.
Pour un systéme ainsi défini le théoreme de [’ergodicité montre que la moyenne
temporelle est égale a la moyenne calculée sur I’ensemble de ses configurations
possibles [4]. Par diffusion quasi élastique de la lumiére nous mesurons une fonc-
tion (1.43) :

G (r) = (It I(t+7))r (1.54)

qui est la moyenne temporelle de la fonction de corrélation de I'intensité diffusée.
Si le systéme que nous étudions est constitué de particules qui sont libres de
diffuser dans un volume V (par exemple une solution de particules qui diffusent
par effet de Pagitation thermique), si 'on moyenne pendant un temps assez long
pour que le systéme puisse évoluer a travers une fraction importante de toutes
les configurations possibles de I'espace des phases, la moyenne temporelle de la
propriété qu’on mesure donne une bonne estimation de sa moyenne d’ensemble
[8]. En vertu du théoréme de I’ergodicité nous pouvons écrire :

GP(r) =GP (r) =(I)*+ | BF(q,7) |? (1.55)

ou F(q, ) est le facteur de structure dynamique (équation 1.38).

Toutefois, lorsque nous étudions un systéme dont les particules qui le composent
sont localisées autour de positions fixes, pendant le temps d’échantillonage elles
ne peuvent explorer qu'une région limitée du volume et donc qu’une fraction de
toutes les configurations possibles de I'espace des phases.

On défini un tel systéme comme non ergodique. Pour ces systémes la fonction
G%)(T) mesurée sur un sous-volume p est différente d’une région a l'autre et une
mesure sur un seul sous-volume n’est pas représentative du systéme total :

GP(r) £GP (r)

Dans ces systémes la relation de Siegert (eq.1.55) n’est pas applicable et le facteur
de structure, qui est une gropriété d’ensemble, ne peut pas étre extrait a partir
d’une seule mesure de Gg? (7).

Différentes méthodes ont été proposées pour analyser ces systémes. La méthode
la plus stire est de réaliser expérimentalement une moyenne d’ensemble, ce qui

peut étre effectué en mesurant la fonction de corrélation temporelle de I'intensité
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1. Diffusion de la lumiére

diffusée dans un grand nombre de sous-regions de I’échantillon et de calculer la
moyenne de ces fonctions : si les sous-régions ainsi explorées sont, assez nombreuses
on construit, ce faisant, une moyenne d’ensemble.

On peut en fait montrer [8] que la moyenne d’ensemble de la moyenne temporelle
d’une variable dynamique A,(t) (o p = 1,..., P sont P différentes positions de
I’échantillon ou bien P différents points de I'espace des phases accessibles au
systéme) est égal & sa moyenne d’ensemble :

17
(A))yr = lim T/ dtA,(t)
0

T—o00

Ayp = Jim =5 4,0

P—co P
(Ar)e = Plggo—(z (Jim 7 thAﬂ))—}ggo— | puie =
= ((A)p)r =(A)r (1.56)

Nous avons deux maniéres possibles pour réaliser expérimentalement la moyenne
d’ensemble de la fonction de corrélation de I'intensité diffusée :
- on mesure la fonction de corrélation de I'intensité diffusée non normalisée
dans différentes régions de 1’échantillon et on en fait la moyenne :

S0 (00— B0 0)r) %Zflup(q,o)fp(q,z)ﬁ (157

({Ip(q,t))r)? LS (L(9)r

P £Lup=1

- on fait une seule mesure de Gg,?) (1) pendant laquelle on fait translater ou
tourner lentement 1’échantillon de facon que différents volumes soient illu-
minés :

1 (g.1) = o@D (g, D07 _ 5 B0 0Dy (a, O)r
(Ip(q, )7 LS L(g))r

P p=1

(1.58)

Pour ce deuxiéme cas il faut distinguer deux situations différentes [9] :

* si le volume de diffusion est beaucoup plus petit que la largeur du faisceau

incident et si I’échantillon est translaté continiment le signal ne change pas;
si le volume de I’échantillon est trés grand par rapport a la largeur du
faisceau incident, pendant la translation ou la rotation de I’échantillon une
partie des particules qui sont initialement dans le volume de diffusion vont
sortir et d’autres qui n’y sont pas vont y entrer. L’intensité diffusée est,
alors, corrélée jusqu’a ce que la majeure partie des particules qui étaient
initialement dans le volume de diffusion soient remplacées. Si le systéme est
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1.5. QELS par un systéme non ergodique

ergodique, translater I’échantillon d’une distance 27“ pendant une durée au
moins égale au temps nécessaire a une particule pour parcourir une distance
27”, donne le méme résultat.
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Fi1G. 1.2. — Systeme non ergodique. En haut : a gauche variation de l’intensité
diffusée avec la position d’échantillonage et a droite son évolution dans le temps
pour deux différents points dans le détecteur (zs1, z52). (I) et (0I) représentent la
valeur moyenne de lintensité diffusée et sa variance respectivement. En bas : a

gauche g4 (q,7) ; a droite g%(q,7) [9].
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31



1. Diffusion de la lumiére

Théoriquement ces deux méthodes donnent le méme résultat (eq.1.56) a condi-
tion que P soit suffisamment grand ou, dans la deuxiéme méthode, qu’on passe
un nombre suffisamment élevé de fois par les mémes sous-volumes.

Dans les figures 1.2 et 1.3 sont représentées respectivement pour un systéme non
ergodique et pour un systéme ergodique, la variation de l'intensité diffusée en
fonction de la position d’échantillonage et, pour deux endroits de 1’échantillon,
I’évolution temporelle de 'intensité diffusée . Les moyennes temporelles et d’en-
semble des fonctions de corrélation de l'intensité diffusée sont aussi présentées
pour les deux systémes.

Il est importante d’observer sur la figure 1.2 en bas a gauche, que la moyenne
temporelle de la fonction de corrélation de 'intensité diffusée est différente pour
deux endroits distincts de I’échantillon.

1.6. Cinétique de gélification par QELS

1.6.1. Diffusion par les gels

D’un point de vue dynamique, une solution semi-diluée de polymeére forme un
réseau transitoire qui est liquide au dela du temps de reptation des chaines [46].
La gélification d’une telle solution est une transition de connectivité : des liens se
forment entre chaines de polymére et le réseau devient permanent au dela d’un
certain nombre de liens. La solution a alors une élasticité permanente.

Les chaines, qui sont libres de diffuser dans tout le volume V' dans la phase sol,
sont contraintes dans la phase gel a fluctuer autour de positions fixes a cause des
liens entre les chaines.

Les forces qui agissent sur un gel sont au nombre de deux : une force osmotique qui
essaye d’équilibrer la concentration et une force élastique qui essaye de maintenir
le réseau dans sa position d’équilibre.

Les expériences de diffusion de la lumiére sont sensibles aux propriétés visco-
élastiques de ces systémes.

Premiéres études : approche classique

Tanaka [10] a montré le premier qu’il est possible mesurer par QELS les pro-
priétés élastiques du réseau et les interactions entre le polymére et le solvant.
Dans son modéle, un gel en présence du solvant (gel "gonflé") est présenté comme
un réseau continu de polymeéres (ce qui confére au gel les propriétés élastiques)
dans lequel le solvant rempli I'espace non occupé par le polymeére. Le polymére et
le solvant ayant des fluctuations thermiques, celles-ci conférent au gel quatre dif-
férents modes selon que le réseau polymeérique et le solvant bougent en phase ou
en opposition de phase : deux modes longitudinauz et deux modes transversaux,
chacun de ces modes ayant son propre temps caractéristique. Seuls les modes cor-
respondant aux mouvements entre le réseau et le solvant en opposition de phase
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1.6. Cinétique de gélification par QELS

peuvent étre mesurés par QELS, le mode longitudinal pouvant étre détecté par
diffusion polarisée de la lumiére et le mode transversal par diffusion dépolarisée.
Nous nous intéressons ici seulement aux modes longitudinaux.

Tanaka [10] a montré que si gL > 1 (ot L = V/3 est la taille de I’échantillon)
la fonction d’autocorrélation du champ électrique diffusé (pour la diffusion pola-
risée) pour un gel peut étre écrite :

(Es(q,1) Es(q,0)) = % (

wo\4 sin ¢ [ De? , LkgT _K+/90)%
c) AT R? (ap )T P KT A/3)G"

(1.59)
ol p est la densité du polymére, K le module de compression, GG le module de
cisaillement, f le coefficient de friction entre le polymeére et le solvant et ¢ ’angle
entre la direction du faisceau incident et diffusé.
Cette équation est valable uniquement pour les systémes dont le champ électrique
diffusé E,(q,t) a une distribution gaussienne. L’équation 1.59 peut étre réécrite
en fonction du coefficient de diffusion collectif et du module longitudinal M -

(Ey(g,1) Es(q,0)) = a <§—;>2 <¢2L#> el =D’ (1.60)

a est une constante.
Le coefficient de diffusion collectif

D,=—F3 (1.61)

décrit le mouvement coopératif du réseau. Il est différent du coefficient d’auto-
diffusion D (eq.1.40) qui décrit les mouvements individuels de la chaine. Les
mouvements coopératifs impliquent des gonflements et dégonflements temporaires
de régions du réseau est sont appelés modes du gel.

Le module longitudinal est défini :

4G
M == Kos + ? (162)
oun K,;, = C (j—g) est le module osmotique, ™ est la pression osmotique, C' la

concentration en polymeére et G est le module de cisaillement (équation 1.59).
En utilisant la relation de Siegert (eq.1.47), la fonction de corrélation normalisée
de l'intensité diffusée peut étre écrite :

gD (1) — 1= g2 e 2007 (1.63)
ol

o7 = % (1.64)
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1. Diffusion de la lumiére

Le module longitudinal M est lié a I'intensité diffusée totale & ¢ = 0 par la relation

suivante [16] :
LKT {0\’
I,=A — 1.
= (2 (1.65)

ot Ag est une constante qui dépend de la longueur d’onde de la radiation incidente,
de la géométrie et des caractéristiques du P.M..

Ces relations, nous permettent de déterminer a priori le coefficient de diffusion
collectif et le module osmotique a partir des mesures de diffusion quasi élastique
de la lumiére.

Expérimentalement les spectres de diffusion de la lumiére sur des systémes en
cours de gélification montrent des caractéristiques communes :

- une importante diminution, dans la phase gel, de 'amplitude de la fonction
de corrélation de U'intensité diffusée a 7 — 0, 0% ;

- (Iger) > (Ls01), OU Ige est Uintensité diffusée par le gel et I,y est I'intensité
diffusée par la solution correspondante ;

- g@(7) est différent pour différents endroits de I’échantillon illuminés.

Deux différents approches sont communément utilisées pour interpréter ces résul-
tats : I’approche hétérodyne et I’approche non ergodique.

Approche hétérodyne

Dans I'approche hétérodyne, la variation de % au cours de la gélification est
expliquée en supposant que le gel ne se forme pas de facon homogéne. L’intensité
diffusée par les inhomogéneités (I.) est beaucoup plus importante que 'intensité
diffusée par les fluctuations de la concentration (/). Les temps caractéristiques
des fluctuations de concentrations des inhomogéneités sont trés longs par rapport
aux fluctuations de concentration du polymére dans le gel et elle peuvent étre
considérées comme de particules “immobiles”. Les inhomogéneités donnent lieu a
un signal statique et la fonction de corrélation de I'intensité diffusée est composée
par un terme d’autobattement (qui vient de la diffusion du gel) et par un terme
hétérodyne (qui vient des inhomogéneités équation 1.51).

Dans cet approche [13], le facteur de structure dynamique, qui est associé seule-
ment a la fraction de particules “mobiles”, s’écrit :

— <EF((], 0) E;‘(qa 7-)>T - l (2) 1) o2 1/2 B
futa.7) = (Ir(q))r ity [(gT (¢7) I) 1] (1.66)

ot (1 — X) est la fraction des “particules immobiles”. X est défini :

e _ gy oy
X_<[(q)>T 1—(1-07) (1.67)

34



1.6. Cinétique de gélification par QELS

Approche non ergodique

Dans le 1989, Pusey et Van Megen [8]| ont attiré I’attention sur le fait que

les gels sont des systémes intrinséquement non ergodiques. L’origine de cette non
ergodicité vient du fait que les liaisons qui se créent entre les chaines du polymeére
dans la phase gel permettent des mouvements browniens limités autour de posi-
tions fixes. La non ergodicité est révélée, entre outre, par le fait qu'une mesure
sur différentes positions de I’échantillon donne lieu a des spectres différents.
Pusey et al. [8] ont montré que le champ électrique diffusé E(q,t) par un systéme
non ergodique n’est pas une variable gaussienne. Il est composé d’'une partie
constante, F.(q), et d’une partie qui dépend du temps, Fr(q,t).
Pour un systéme amorphe (c’est a dire pour un systéme dont la longueur de cor-
rélation entre les particules R < V'/3) et tel que la longueur de corrélation des
déplacements des particules autour de leurs positions d’équilibre A;(t) < V1/3,
on peut montrer que Er(t) est une variable gaussienne de valeur moyenne nulle,
ce qui n’est pas le cas pour F.(q) :

(E(g;t)) = 0
(E(@)r = (Er(a))r+ (Ec(a))r = Ec(q) (1.68)
Le théoreme de I'ergodicité est violé.

On peut montrer que l'intensité diffusée est, elle aussi, composée de la somme
d’une partie constante et d’une partie qui dépend du temps :

I(q) = (I(q))r = I(q) + (Ir(q))r (1.69)
ou I.(q) =| E,. |* dépend de la position de 'échantillon, ¢’est a dire de la configu-
ration des particules dans un particulier sous-volume; Ir(q,t) = | Er(q,t) |

La fonction de corrélation de I'intensité diffusée temporelle peut étre écrite, pour
ces systémes [12] :

<EF(QJ 0) E;‘(qa 7-)>%‘ + QIc(q) <EF(QJ 0) E;‘(QJ 7—)>T
(1(g,0))7

et la fonction de corrélation du champ électrique diffusé :

(1.70)

gé‘Z)(an) 1=

(Er(q,0) By(a, 7)1 = (Er(g,0) B3 (¢, 7))e = (1)) |95 (. 7) — g3 (g, 00)]
(1.71)
Cette expression devient, pour 7 — 0 :

(Ir(q))r = (I(q))e[1 — f(g,00)] (1.72)

On peut alors réécrire la fonction de corrélation de I'intensité diffusée [8] :

9(q,7) =1+ Y*{[f(q,7)]” = [f(q. 00} +2Y (1 = Y)[f(q,7) — f(g,00)] (1.73)
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ou

Y = (1.74)

Y est un paramétre qui donne une mesure de la déviation a I'ergodicité. Pour
Y =1 en retrouve la relation 1.43 d’un systéme ergodique.

f(g,00) = lim; o f(q,7), f(q,7) étant le facteur de structure normalisé %.
Dans un systéme ergodique f(g,00) = 0 : dans un tel systéme les particules
peuvent bouger librement et aprés un temps suffisamment long il n’existe plus de
corrélation entre elles.

Dans un systéme non ergodique, au contraire, les particules restent corrélées méme
pour des temps trés longs et f(q,00) # 0 est la signature d’une telle corrélation.

On peut encore montrer que :
07 =Y?[1— f(q,00)][2Y " = 1+ f(g,00)] (1.75)

Pour finir, nous pouvons montrer que le facteur de structure dynamique f(q,7)
peut étre écrit :

fan =1+ (0P -ot) " -1 (1.76)

Une comparaison entre les approches hétérodyne et non ergodique révele une
similitude entre ces deux approches : en particulier nous pouvons observer que
I’équation 1.70 a la méme forme que I’équation 1.51 pour un systéme dont la fonc-
tion de corrélation de l'intensité diffusée est constituée d’une partie hétérodyne
et d’'une partie d’autobattement. Nous pouvons aussi observer que les équations
1.66 et 1’éq.1.76 sont formellement identiques. Cette similitude n’est, cependant,
que formelle, I’approche du probléme étant tout a fait différente. Cette différence
est évidente dans la définition de X et Y.

1.6.2. Diffusion de particules sondes dans un gel

Depuis une dizaine d’années une nouvelle technique de QELS a été développée
qui consiste en ’étude de la diffusion de particules sondes dispersées dans le gel
[17]-[32]. Les billes bougent par effet de ’agitation thermique et si elles diffusent
la lumiére davantage que le gel, la fonction de corrélation de l'intensité diffusée
par ce systéme est dominée par les particules. Les billes ressentent le milieu en-
vironnant lors de leur diffusion et la fonction de corrélation de I'intensité diffusée
peut étre reliée aux propriétés visco-élastiques du milieu, dans le cas de la diffu-
sion dans une solution de polymére. Nous pouvons ainsi étudier la transition de
gélification.

Les billes qui dans la phase sol peuvent bouger dans tout le volume, restent "pié-
gées" dans les mailles du réseau dans la phase gel.
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Les parameétres qui gouvernent le mécanisme sont la taille des billes R, la lon-
gueur de corrélation des fluctuations de concentration du réseau £ (qui est une
quantité qui décrit la distance moyenne entre deux nceuds du réseau) et le vecteur
de diffusion ¢. Il faut distinguer deux situations selon que ¢ < 1 ou que ¢§ ~ 1.

(g€ < 1) : si R < £ les particules se comportent comme des "particules libres"
en mouvement brownien et leur dynamique est la méme qu’en solution.
Si R > £ les billes sont piégées dans le gel et leur dynamique est liée a la
dynamique du réseau.

(g€ ~ 1) : dans ce cas on sonde des mouvements locaux des billes : si R > ¢
la dynamique des particules a temps long est gouvernée par la viscosité
macroscopique du systéme plutot que par la viscosité du solvant.

Plusieurs études de QELS ont été effectuées sur des gels de nature différente (gel
physique et gel chimique de polymeéres ou protéines) en présence de billes sondes
ou pendant la transition de gélification. Comme dans le cas de la diffusion par un
gel, la transition de gélification est accompagnée par une importante diminution
de 'amplitude de la fonction de corrélation de I'intensité diffusée & 7 — 0 et les
principales interprétations de ce phénoméne sont, comme pour la diffusion dans
les gels, ’approche hétérodyne et I’approche non ergodique.

Dans le premier cas [18], si on néglige les mouvements des chaines, on peut ima-
giner qu’apreés la gélification, une partie des billes reste confinée dans les mailles
du réseau telles que R < £ ou elles restent immobilisées. Ces particules immobiles
diffusent la lumiére statiquement et contribuent de fagon hétérodyne a la fonction
de corrélation de l'intensité diffusée.

Dans le deuxiéme cas, nous pouvons imaginer que les billes restent piégées dans
les mailles du réseau ou elles fluctuent autour de positions d’équilibre. Les par-
ticules ne pouvant pas explorer toutes les configurations spatiales, le systéme est
non ergodique.

Les équations du paragraphe 1.6.1 relatives a l'analyse des données dans le cas
de la diffusion de la lumiére dans les gels, restent les mémes dans le cas de la
diffusion des billes dans le gel.

Pour conclure, Mason et Weitz [33] ont proposée, en 1995, une nouvelle applica-
tion de cette méthode : ils montrent que cette technique permet de mesurer le
module de cisaillement dépendant de la fréquence G(w) d’un fluide complexe (une
solution de polymeéres et billes de latex, par exemple). Ils appelle cette technique
microrhéologie.

La technique exploit le théoréme de fluctuations et dissipation 3] qui permet de
relier la relaxation des excitations thermiques des particules sondes aux proprié-
tés visco-élastiques du milieu environnant.

Le principe de cette technique est le suivant : la diffusion quasi élastique de la
lumiére permet de mesurer I’évolution temporelle du déplacement moyen carré
(Ar?(t)) de particules sondes dispersées dans le fluide. Le déplacement moyen
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carré reflete directement, dans un systéme complexe, la réponse du systéme : soit
la dissipation de I’énergie due a la réponse visqueuse, soit I’emmagasinage de
I’énergie due a la réponse élastique.

Dans le cas limite de la diffusion dans un fluide purement visqueux, pour lequel les
particules diffusent librement, (Ar?(¢)) augmente linéairement avec le temps. A
I'inverse, dans la limite d’'un fluide purement élastique, (Ar?(t)) augmente avec
le temps jusqu’a atteindre une valeur limite (Ar?(¢))ynax. Dans ce cas I'énergie
thermique des particules est équilibrée par 1’énergie élastique. Mason et al. [34]
ont alors montré que le module élastique statique G’ est 1ié & (Ar?(¢))max parmi
la relation :

kT

G o RIAT2(1)) o

(1.77)
Cette relation peut étre extrapolée pour le module élastique complexe G (w) en
supposant que la relation de Stokes Einstein (eq.1.34) reste valable pour des
fréquences non nulles.

Mason et al. [33]-[35] ont étudié, par Diffusion Wave spectroscopy (DWS), le
module élastique de différents systémes : ils mesurent des valeurs de G'(w) et
G” (w) en trés bon accord avec les valeurs trouvées par rhéologie sur les mémes
systémes.

L’avantage de la microrhéologie par rapport a la rhéologie est qu’elle permet
I’étude du comportement élastique des systémes visco-élastiques pour une large
gamme de fréquences : 1072 < w < 10%°sec™! (les fréquences accessibles par
rhéologie sont inférieures & 10?) ; la microrhéologie est, en outre, beaucoup moins
invasive que la rhéologie. La microrhéologie, et plus en général la diffusion de la
lumiére, sont donc des techniques trés puissantes pour I’étude de systémes fragiles
tels que les gels.

1.7. Conclusion

Dans ce chapitre j’ai résumé les principales théories et les principaux pro-
blémes qu’on rencontre lorsque nous étudions les gels de polymére en diffusion
quasi élastique de la lumiére.

La diffusion de la lumiére est une technique qui en principe permet de mesurer le
module osmotique et le module de cisaillement, puisqu’elle est sensible aux modes
longitudinaux.

Les études sur les gels montrent que I’amplitude de la fonction de corrélation
de l'intensité diffusée a 7 — 0 est beaucoup plus petite dans le gel que dans la
solution correspondante et que l'intensité diffusée par le gel est plus grande que
I’intensité diffusée par la solution.

Trois modéles sont communément utilisés pour analyser les données relatives a la
diffusion quasi élastique dans les gels. Un modéle classique qui relie directement
le coefficient de diffusion et l'intensité diffusée aux modules de cisaillement et
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osmotique, le modéle que j’ai appelé “approche hétérodyne” et le modéle que j’ai
appelé "approche non ergodique”. Le principe de base de ces deux derniers mo-
déles est le méme : une partie des fluctuations qui sont présentes dans la solution
sont gelées lorsque le systéme est gélifié.

Dans le modéle “hétérodyne” les fluctuations gelées diffusent statiquement la lu-
miére et contribuent & l'intensité diffusée & 7 — oco. La fonction de corrélation de
I'intensité diffusée est un mélange d’hétérodyne et d’autobattement. En mesurant
et en soustrayant la contribution hétérodyne, nous pouvons extraire le facteur de
structure des “particules mobiles” a partir d'une mesure de gg) (q,7).

Le modéle non ergodique est basé sur le fait que les liens qui se forment entre
les chaines du polymeére dans la phase gel, forcent les chaines a fluctuer autour
de positions fixes. Le systéme devient non ergodique car il ne peut plus explorer
tout ’espace des phases. Le théoréme de ’ergodicité, qui établit ’égalité entre la
moyenne temporelle et la moyenne d’ensemble, n’est plus valable. Il faut alors
calculer la moyenne sur I’ensemble en mesurant, par exemple, la fonction de
corrélation pour un nombre élevé de positions de ’échantillon et en en faisant
la moyenne. Ceci peut étre réalisé en faisant translater ou tourner doucement
I’échantillon pendant la mesure.

Une méthode astucieuse a été proposée par Pusey et al. [8] qui permet, & partir
de la mesure de la moyenne d’ensemble de intensité diffusée par le gel (I)g,

de recalculer la fonction de corrélation temporelle de I'intensité diffusée gg? ) (q,7)

en fonction du paramétre YV = % Nous pouvons ainsi extraire le facteur de

structure a partir de gé?) (q,7,Y).

Les équations qui permettent de calculer le facteur de structure a partir des
données expérimentales de gg? )(q, 7) par le modéle hétérodyne et celui de Pusey
(équations 1.66 et 1.76) sont trés différentes, méme si elles montrent une égalité
formelle.

Pour finir j’ai introduit une application de la diffusion de la lumiére a I'étude
des gels, qui consiste en 1’étude de la diffusion par effet de ’agitation thermique
de particules sondes dans le gel. La dynamique des billes refléte les propriétés
visco-élastiques du milieu environnant et, selon le type de gel et selon la taille
des billes par rapport au vecteur de diffusion et a la taille des mailles du réseau,
nous pouvons, par exemple, mesurer les propriétés visco-élastiques du systéme.
Cette technique étant beaucoup moins invasive par rapport a la rhéologie, permet
I’étude de systémes tels que les gels. Les problémes inhérents a la non ergodicité
ou a un partial heterodyning de la lumiére sont les mémes que pour la diffusion
de la lumiére dans les gels.
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2. QELS et microrhéologie :
application a I’étude de la
gélification

Dans ce chapitre nous discutons les résultats concernant des mesures de dif-

fusion de la lumiére sur une solution de gélatine et de billes de latex en cours de
gélification. Nous montrerons que nous pouvons relier la dynamique des billes de
latex au comportement critique de la gélification, dans les conditions expérimen-
tales choisies.
Le chapitre est organisé de la maniére suivante : apres quelques généralités sur
la gélatine, le phénoméne critique de la gélification et les principaux résultats
théoriques et expérimentaux concernant le comportement critique de la viscosité
et du module de cisaillement, la premiére partie de ce chapitre est dédiée a la
présentation des conditions expérimentales de mesure. Dans la partie centrale de
ce chapitre, nous exposons l'interprétation que nous avons faite des spectres de
diffusion quasi élastique de la lumiére. Dans la derniére partie nous exposons les
résultats concernants le comportement du systéme prés du seuil de transition,
dans la phase sol ainsi que dans la phase gel.
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2. QELS et microrhéologie : application a I’étude de la gélification

2.1. La gélatine

La gélatine est du collagene dénaturé. Le collagéne, en tant qu’élement prin-
cipal de la peau, des os, des tendons etc., est la protéine la plus abondante chez
les mammiféres. Il se présente sous la forme de fibres caractérisées par une forte
résistance mécanique. La fibre de collagéne est composée d’un assemblage de trois
chaines polypeptidiques enroulées les unes autour des autres en conformation de
triple hélice. Des liaisons faibles s’établissent entre les différentes chaines et en
maintiennent la structure a triple hélice. Des ponts covalents rendent la struc-
ture peu extensible. Chaque chaine polypeptidique a une composition en acides
aminés caractérisée de la facon suivante :

- la proportion de glycine est d’environ un tiers; elle apparait une fois sur

trois le long de la chaine.

- la proline et ’hydroxyproline sont présentes en quantité d’environ 20%, ce

qui confére & la chaine une certaine rigidité (dans le collagéne de la peau de

veau Pro et HyPro sont présents en quantité ~ 23% [37]).

- les séquences Gly-Pro-X et Gly-Pro-HyPro sont fréquentes.
- les acides aminés ayants des résidus hydrophobes tels que Ile, Leu, Val sont

présents, au total, en quantité d’environ 10% .
La transformation en gélatine est le résultat de la destruction de la structure fi-
breuse du collagéne. La gélatine est soluble dans I’eau a une température d’environ
40°C'. Par abaissement de la température, si la concentration initiale en gélatine
est assez forte (supérieure ou égale a 0.01 g/cm?®) on obtient un gel physique. La
gélification est liée a une transition conformationelle pelote-hélice. L’association
des chaines entre elles en triples hélices entraine la formation du réseau tridi-
mensionnel. La transition sol gel correspond a un changement de comportement
du milieu : il passe d’un état fluide & un état solide. Des travaux théoriques ont
été proposés pour décrire la transition sol-gel (percolation, champ moyen). Ces
modeéles permettent de prédire le comportement critique de différentes grandeurs
physiques (par exemple la viscosité, I’élasticité) au voisinage de la transition et
de définir un point de gel. Des nombreuses expériences de rhéologie ont été effec-
tuées, en fonction de la température et de la concentration, sur des solutions de
gélatine en cours de gélification. Ces mesures ont permis de déterminer les valeurs
des exposants critiques qui décrivent la transition de gélification. Ces études ont
montrées que le modéle théorique qui décrit le mieux la transition dans le cas de
la gélatine est le modéle de la percolation.

2.1.1. Théorie de la gélification

Les gels sont des réseaux macromoléculaires. Leur formation provient de la
connexion aléatoire de molécules (monoméres) susceptibles de se lier & au moins
trois de leurs voisines. La population des molécules tridimensionnelles résultantes
est soluble (d’ot le terme de sol) jusqu’a Papparition d’une molécule de taille infi-
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2.1. La gélatine

nie : le gel. L’apparition de cette molécule marque une transition dite gélification.
Il ne s’agit pas d’une transition thermodynamique, mais d’une transition critique
de connectivité. Pour beaucoup de processus physiques, chimiques ou biologiques,
I’association de molécules élémentaires séparées initialement les unes des autres
conduit a la formation d’amas de grandes tailles, puis a celle de phases macrosco-
piques. La gélification en est un exemple. Par ailleurs, le terme de gélification se
référe a des systéemes différents du point de vue de la chimie ou des liaisons qui
unissent les molécules élémentaires les unes aux autres. D’ou la nécessité de dé-
gager des classes d’universalité regroupant chacune tous les phénomeénes de crois-
sance et d’agrégation qui reléve d’un modéle fondamental identique, indépendant
des aspects locaux qui régissent la connectivité. De la méme fagon qu’en thermo-
dynamique ’écart a la température critique 7, est définie par |T'—T.|/T,, dans le
cas de la gélification cet écart correspond au rapport € = [p—pe|/pe, o p est le de-
gré de connectivité c’est-a-dire la fraction de liens réalisés et p. sa valeur au seuil
de gélification. Prés du seuil de gélification, beaucoup de grandeurs mesurables
ont un comportement en loi de puissance lors qu’elles sont exprimées en fonction
de I'écart au seuil ou l'une en fonction de 'autre. C’est le cas des grandeurs qui
permettent de décrire la population des amas présents (propriétés statiques) mais
aussi de celles qui décrivent leurs mouvements (propriétés dynamiques). Chacune
de ces lois de comportement introduit donc un exposant différent. La réussite de
la physique des phénoménes critiques est d’avoir montré I'existence d’un certain
nombre de lois, reliant les exposants entre eux et réduisant le nombre d’expo-
sants indépendants a trois. Ces lois sont dites lois d’échelle et permettent, lorsque
trois exposants ont pu étre mesurés, d’établir la classe d’universalité a laquelle
appartient le systéeme étudié. Ces lois d’échelle reflétent I’autosimilarité de chaque
amas pris individuellement mais aussi celle de la population dans son ensemble.
Du point de vue de ’expérimentateur, elles sont trés importante car elles se mani-
festent concrétement par I’existence de variables réduites qui conduisent pour une
grandeur mesurable donnée & une loi de comportement universelle, indépendante
de I'écart au seuil ou du systéme considéré. Ces deux aspects, relation entre les
exposants et comportement universel, sont liés et donc souvent employés de fa-
con synonyme. A I'approche du seuil de gélification, le changement des propriétés
dynamiques du systéme est I'aspect le plus immédiatement perceptible. Avant le
seuil de gélification, la viscosité newtonienne! augmente au fur et a mesure de la
croissance des amas, pour devenir infinie au seuil, c¢’est-a-dire lors de 'apparition
d’une molécule qui connecte entre-elles les limites de 1’échantillon lui conférant
ainsi une élasticité permanente. De ce point de vue, la gélification est une tran-
sition liquide-solide. La description théorique de son comportement critique est
plus difficile que celle des propriétés statiques, car elle requiére un double pos-
tulat. Le premier concerne les lois d’échelle et le deuxiéme le type d’interactions
hydrodynamiques qui s’exercent entre amas. Le premier aspect est la base des

Le’est & dire la viscosité mesurée en régime stationnaire et extrapolée & gradient de cisaillement
nul.
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2. QELS et microrhéologie : application a I’étude de la gélification

différents modeéles qui sont proposés. Il part du principe d’une relation d’échelle
entre la masse des polyméres et leur temps de relaxation. Le deuxiéme aspect
est moins immeédiat car s’il est usuellement admis que les interactions hydrody-
namiques sont écrantées dans le cas des fondus de polymeéres, la polydispersité
complique le probléme dans le cas de polyméres branchés au seuil de gélification,
les petits amas pouvant gonfler les plus gros. Il s’ensuit que pour une théorie
donnée, telle que la percolation, des valeurs d’exposants différentes sont obtenues
selon les a priori sur le type d’interactions hydrodynamiques. Notons :

G o € (2.1)

noe’

les comportements critiques respectifs du module élastique et de la viscosité. Une
analogie électrique proposée par de Gennes [38] conduit & s =2 0.7 et f = 2 [39).
Un modéle de Rouse pour lequel les interactions hydrodynamiques sont écrantés
conduit & s = 1.3 et f = 2.7 [40]. Daoud [41] propose de remplacer la dynamique
d’un amas de taille finie par celle d’'une chaine élastique dans le calcul de ces
exposants et retrouve de facon unifiée ces résultats. Trés récemment deux résul-
tats apparement contradictoires viennent d’étre publiés sur cette question. Une
approche théorique prenant en compte la nature entropique de I’élasticité (nature
entropique qui n’est contenue dans une analogie électrique) conduit toutefois for-
tuitement & la méme valeur f = 2 [42]. Des simulations numériques d’un modéle
de percolation dynamique ont permi de calculer la fonction de corrélation des fluc-
tuations d’un amas donné en tenant compte des interactions hydrodynamiques
[43]. Ces simulations conduisent & la valeur f 2 2.7. Les valeurs expérimentales
des exposants f et s entretiennent également la confusion (s ~ 0.8, 1.4 < s < 1.7
selon les systémes physico-chimique [44]. Tout ceci semble suggérer I'existence de
deux classes d’universalité mal identifiée jusqu’a présent [43]. Dans le tableau 2.1
sont résumées les valeurs des exposants critiques s et ¢t expérimentales et théo-
riques :

‘ H théorique ‘ expérimental ‘
viscosité n s = 0.75 ([46]), s = 0.7 (|45])

1.4 < s < 1.7 ([44])
module élastique G || t = f ~ 2 ([46],[49]-[42]) | t = f ~ 2 (|45]- [48])
f~2.7 (43]) f~3 (52]-[53])

TAB. 2.1. — Valeurs théoriques et erpérimentales des exposants critiques de la
viscosité et du module €lastique.
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2.2. Cas de la gélatine

Les études de rhéologie [45] ont montré que le taux d’hélicité y, défini comme
la fraction en pourcent d’hélices dans les chaines de gélatine, est le paramétre
pour décrire I’avancement de la réaction. L’écart au seuil de gélification pour la
gélatine est alors :

6:|X_Xc| (2.2)
Xe
Le taux d’hélicité x en fonction du temps de gélification ¢ pour des solutions de
gélatine a différentes concentrations a été mesuré par Djabourov et al. [45]. IIs
ont trouvé une relation logarihtmique entre x et ¢ :

X =a+b1In(?) (2.3)

a et b sont des parameétres qui varient avec la concentration et la température de
refroidissement de la solution. Cette relation est montrée dans la figure 2.1.

35
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25 —

20 —
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10 —

Fia. 2.1. — Variation du tauz d’hélicité en fonction du temps de gélification pour
une solution de gélatine 1%.

2.3. Préparation de I’échantillon

Dans toutes les expériences nous avons utilisé de la gélatine provenante de la
peau de veau fournie par Sigma (G9382). Sa masse moléculaire est M, ~ 1-10°
g/mol. La gélatine se présente comme une poudre jaune. Les solutions de gé-
latine sont solubilisées dans une solution tampon 50 mM Tris-HCI & pH 7.4 et
laissées a la température 7 = 40°C durant 12 heures environ. Pour les solutions
de gélatine que 'on étudie sur de longues durées, des faibles quantités de Sodium
Azide (& une concentration finale de 2 mM NalN3) sont rajoutées a la solution
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pour empécher toute contamination bactérienne. La solution est filtrée avec des
filtres Millipore d’un diamétre des pores de 0.45um, transférée dans les cellules
de mesure et ensuite thermalysée dans un bain a la température choisie.

Pour les mesures de diffusion de la lumiére de gel de gélatine en présence de par-
ticules de Polystyrene Latex, les solutions de billes de latex dans I’eau déionisée
et de gélatine dans la solution tampon (préalablement filtrée avec des filtres mil-
lipore 0.22pm) sont préparées séparément et ensuite mélangées pour obtenir une
solution finale 1% de gélatine et fraction volumique du latex ¢ = 1.8 - 1076,

Le latex a été préparé et nous a été fourni amicalement par Loic Auvray.

2.4. Viscosité intrinséque et concentration de
recouvrement de la gélatine étudiée

Nous avons mesuré la viscosité de la gélatine 7 et sa viscosité intrinséque au
Laboratoire SPEC a ’Orme des Merisiers & 'aide d’'un rhéométre & cylindres
coaxiaux de type Couette (Reologica StressTech rheometer).

Les mesures de la viscosité ont été effectuées a une série de vitesses de cisaillement
décroissantes de 2.06 & 8.53 sec ! et & des valeurs de contraintes de 1.92-1073 Pa
4 8.21-1073 Pa. La température & été maintenue constante, pendant la mesure &
40°C.

La variation de la viscosité de la gélatine en fonction de la concentration mesurée
par rhéologie est présentée dans la figure 2.2. Nous avons déterminé la viscosité
intrinséque, [n] & partir de la relation :

n=mn-(1+[nC)

ol 179 = 0.653 mPa-s est la viscosité de I'eau a 40°. Cette viscosité intrinséque
est égale a [n] = 61.00 & 0.04 cm3/g. La concentration de recouvrement de notre
gélatine peut étre calculée donc :

= —0.01-L = 1% (w/w .
C_[n] 0.01-=5 = 1% (w/w) (2.4)

2.5. Appareillage

Nous avons effectué nos expériences des diffusion de la lumiére avec un laser
Krypton avec une longueur d’onde de la radiation incidente Ay = 647 nm.
Les expériences de diffusion statique ont été effectuées en utilisant du toluéne
comme référence. Le rapport de Rayleigh pour le toluéne est 8.5-107% cm™! [6].
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1.30
1-207] [N1C=(0.425+0.037)cp g cm”
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Fia. 2.2. — Variation de la viscosité n d’une solution de gélatine en fonction de
la concentration mesurée par rhéologie. La ligne noire correspond au meilleur fit
(m=mno-(1+[n]C)) et donne une valeur de la viscosité intrinséque de la gélatine
(7] = 61.00 4 0.04 cm3/q.

2.6. Mesure de diffusion statique de la lumiére

Nous avons mesuré le rayon des particules de latex ainsi que leurs polydisper-
sité par diffusion statique de la lumiére & des angles de diffusion 10° < 6 < 150°
qui correspondent aux vecteurs de diffusion suivants :

4
2.2-10 % nm~" < (q = % sin(9/2)> <2.5-102nm™"
0

ou n = 1,333 est 'indice de réfraction de 1’eau.

Les mesures ont été effectuées sur une solution de latex polystyrene dans de ’eau
déionisée (avec un déionisateur d’eau Alfa-MilliQ). La fraction volumique du la-
tex dans la solution est ¢ = 1.8 - 1075 (méme concentration utilisée dans les
expériences avec la gélatine).

L’intensité diffusée par cette solution en fonction du vecteur de diffusion, ¢, est
présentée sur la figure 2.3.

Pour accéder a la valeur de la masse des particules de latex, nous avons utilisé
comme référence le toluéne. L’intensité diffusée par le toluéne était indépendante
de I'angle de diffusion. La variation de 'intensité diffusée avec le vecteur de dif-
fusion ¢ présente un facteur de forme S(g) caractéristique d’une sphére de rayon
R = 225 £ 2nm :

3 (singR — qRcos ¢R) 2
(¢R)?

Ce comportement est mis en évidence dans la figure 2.4 o sont représentés, en
fonction de ¢, [I(q) - ¢*] et le facteur de forme calculé pour une sphére de rayon

S(q) =
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FiG. 2.3. — Intensité diffusée par une solution de particules de latex dans [’eau
(fraction volumique du latex ¢ =1.8-1079).

R = 225 nm . Nous pouvons observer que la position du premier minimum
de la courbe expérimentale , en correspondance de ¢ = 0.02 nm™"', est en trés
bon accord avec la position du premier minimum de la courbe théorique. Ce
résultat nous indique que la distribution de taille des particules est trés étroite
(les particules sont donc trés monodisperses).

En connaissant le facteur de forme et la taille des particules, nous pouvons

120x10° —

)

-4

100 —

1

3

(10°cm  nm

4

®
o
1

60 —

40 —

207

I(q) g

q(nm_l)

FIG. 2.4. — Représentation en I(q)q* de lintensité diffusée par une solution de
particules de latex dans l'eau (fraction volumique du latex ¢ = 1.8 - 10 5cm™")
(triangle) ; la ligne continue est le facteur de forme d’une sphére de rayon
R = 225 nm.

calculer la limite & ¢ — 0 de I(¢) qui nous permet de calculer la masse des
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2.6. Mesure de diffusion statique de la lumiére

particules de latex :

lim I(q) = 1(0) = (2.65 £ 0.05) - 10~%em ™"

q—

Le facteur de contraste pour la lumiére est, dans notre cas, K} = 4.56 - 1072
cm? mol g2 (eq.1.12). Pour ce calcul nous avons utilisé la valeur de I'indice de
réfraction du polystyréne n,g = 1.595.

La masse des particules de latex mesurée expérimentalement est, donc :

1(0)

latex — W = (300 + 006) . IOIOg/mol
l

ol p = 1.05 g/cm? est la densité du polistyréne. La valeur de la masse mesurée
est en trés bon accord avec la valeur attendue :

4
Mo = %NA;)R?’ = 3.02- 10"°g/mol

Pour la concentration utilisée, I'interaction entre les particules est négligeable.
Nous avons mesuré par diffusion élastique de la lumiére, 'intensité, en fonction
du vecteur de diffusion ¢, d’'un gel 1% de gélatine avec les billes de latex (a une
fraction volumique ¢ = 1.8 - 107%) et du méme gel 1% de gélatine sans les billes
a T = 14°C. Sur la figure 2.5 nous pouvons observer que l'intensité diffusée a
petits angles par la gélatine seule (carrés) est négligeable par rapport a 'intensité
diffusée par les billes de latex (triangles et ronds).

100 3
E [J gélatine 1%

O gélatine 1%/latex

latex

0.01 —

a (nm_l)

F1G. 2.5. — Intensité diffusée par une solution 1% de gélatine & la température
T = 14°C (carré), par une solution 1% de gélatine avec les billes de latex (fraction
volumique de billes ¢ = 1.8107%) a la méme température (cercle) et par une
solution de billes de latex dans l’eau a la méme concentration (triangle).

Les mesures sur le gel de gélatine seule (carrés dans la figure 2.5, nous per-
mettent d’obtenir la longueur de corrélation des fluctuation de concentration &7.
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Dans 'approximation d’ Ornstein-Zernike, le facteur de structure statique est une
Lorentzienne ? :

1

S(q) = T+ (g (2.6)

Dans la figure 2.6, le facteur de structure S(q,7) du gel 1% de gélatine, est
représenté en fonction de ¢?. Ces données ont été analysées avec la fonction 2.6.
Cette analyse donne une valeur de {7 = 43 + 4 nm.

T T T T T T T T
[} 100 200 300 400 500 700)(107s

g (nm’”)

FIG. 2.6. — Inverse de lintensité diffusée par une solution 1% de gélatine a la

température T = 14°C en fonction de ¢*. La ligne représente un fit avec la fonction

_ 1
S(q) T 14+ (Erq)?”

Il faut observer que la valeur de &r ainsi obtenue est plus grande que la
valeur obtenue par diffusion de neutrons & petits angle [55] & = 5.5 nm pour
un gel de gélatine a la méme concentration. Ceci peut étre attribué a la présence
d’inhomogénéités dans le gel. La valeur de &7 est, dans tous les cas, beaucoup plus
petite que la taille des billes de latex R = 225 nm. Les inhomogénéités peuvent
donc étre négligées a 1’échelle des particules de latex.

2En supposant qu’a grande distance le décroissance spatiale de la corrélation des fluctuations
est rapide, il est possible d’écrire la fonction de distribution de probabilité G(r) (eq.1.31)
sous la forme :

G(r) ~ (2.5)

=N | =
o

|

)

Le facteur de structure, qui est définie comme la transformé de Fourier de la G(r) a, dans
ce cas, la forme d’une lorentzienne.

20



2.7. Mesures de diffusion quasi élastique de la lumiére

2.7. Mesures de diffusion quasi élastique de la
lumiére

Nous avons étudié par diffusion quasi élastique de la lumiére une solution de
particules de latex (¢ = 1.8 1075) & la température 7 = 20°C, pour des angles
de diffusion 20° < 6 < 150°.

Le facteur de structure dynamique mesuré, S(q,7), a la forme d’une fonction
exponentielle simple e~7/™ avec un seul temps caractéristique, 7., proportionnel
a ¢~2. Ce comportement est typique d’un systéme diffusif.

Le résultat est montré dans la figure 2.7 ou le logarithme du facteur de structure
dynamique, S(q,7), des billes de latex dans I'eau est tracé en fonction de 7¢2/ny
(les carrés dans la figure); 7y est la viscosité de I'eau. Nous avons divisé 74>
par 7y pour éliminer les effets dus a la variation de la viscosité de I’eau avec la
température.

Les valeurs de la viscosité de I’eau 7y aux des températures étudiés sont reportées
dans le tableau 2.2.

no (cP) | Température (°C)
1.002 20
0.653 40

TAB. 2.2. — Viscosité de l'eau auzx deuxr températures étudiées : 20 et 40 °C.

Ces mesures nous permettent de déterminer le coefficient de diffusion des billes
de latex dans 'eau Dy :

1

Teq

Dy = = (0.94+0.05) - 10~ * cm?s™"

2

Cette valeur du coefficient de diffusion correspond a un rayon hydrodynamique
(relation de Stockes Einstein, eq.1.34) :

kT

Ry —
= 6mneDo

= (228 + 12) nm

La valeur du rayon hydrodynamique est en trés bon accord avec le rayon de
giration mesuré par diffusion statique (R = 225 + 2 nm, figure 2.4).
Nous avons étudié, par diffusion quasi élastique de la lumiére aux mémes angles
de diffusion, une solution 1% de gélatine et billes de latex (¢ = 1.8 107°%) a la
température 7 = 40°C. Le facteur de structure dynamique a une forme exponen-
tielle, comme dans le cas des billes de latex dans 1’eau.
Dans la figure 2.7 nous pouvons observer que les courbes qui représentent le fac-
teur de structure dynamique des billes de latex dans 'eau a T = 20°C (carré) et
dans la gélatine & 7 = 40°C (ronds) se superposent. Nous pouvons en conclure
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[0 s(q,T)_eau (T=20°C)
2 O 8(q,T)_gélatine (T=40°C)

T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

/N (10° em”s b

F1G. 2.7. — Intensité diffusée par une solution de particules de latex (¢ = 1.8)
dans une solution 1% de gélatine a la température T = 40°C (ronds), et dans
Veau (carré) o T = 20°C.

que la dynamique a temps court des particules de latex est dominée par la visco-
sité du solvant.

En outre ces mesures montrent que il n’y a pas d’absorption de gélatine sur les
billes de latex a 40°C, ce qui aurait été révelé par une augmentation du rayon
hydrodynamique.

2.8. Traitement des données

Nous avons analysé les fonctions de corrélation de I'intensité diffusée en étu-
diant séparément la partie a temps court (7 < 1 ms) et la partie & temps long
(7 > 1 ms).

A temps court, nous avons analysé les données avec une analyse en dévelop-
pement de cumulants (comme décrit en détail dans ’annexe B.1 et avec un fit

exponentielle
TOIE) N o
( GE 1) = A (2.7)

Ces deux méthodes d’analyse donnent des résultats en trés bon accord entre eux.
La partie & temps longs a été analysée avec une fonction exponentielle étirée :

TOIm) N, e
( e 1) = A, (2.8)
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2.9. Gélification : problémes inhérents a la non ergodicité

2.9. G¢élification : problémes inhérents a la non
ergodicité
En baissant la température en dessous d’une certaine température qui dépend

de la concentration en gélatine, on observe une transition de 1’état liquide (sol) a
I'état solide (gel).
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F1G. 2.8. — Variation de la fonction de corrélation de l'intensité diffusée gg,?) (t,7)
pendant la gélification a T = 17°C d’une solution 1% de gélatine et billes de latex
(6 = 1.8 107%). Chaque spectre correspond a une mesure effectuée sur un endroit
de ’échantillon pendant un temps T = 600 sec.

En diffusion quasi élastique de la lumiére, cette transition est revelée par une
brusque diminution de 'amplitude initiale de la fonction de corrélation de I’in-
tensité diffusée ainsi que par une variation de la dynamique du systéme. Ce com-
portement est montré sur la figure 2.8, ot la variation de la fonction de corrélation
normalisée de l'intensité diffusée % est tracée en fonction du temps de cor-
rélation 7 pendant la gélification d’une solution 1% de gélatine et billes de latex
a T = 17°C. Chaque spectre a été compté pendant un temps 7" = 600 s & un seul
endroit de I’échantillon. Les mesures ont été effectué a un seul angle de diffusion
0 = 20° (qRjatex = 1). La diffusion du gel de gélatine a cet angle de diffusion est
négligeable par rapport au latex (figure 2.5).

Comme nous avons vu dans le chapitre précédent, 1'origine de cette diminution
de amplitude de la fonction de corrélation de I'intensité diffusée & 7 — 0 est
ambigué et controversée.

En particulier la faible amplitude de la fonction de corrélation de I'intensité diffu-
sée observée dans la phase gel est interprétée en faisant appel & un hétérodynage
partiel de la lumiére du fait de 'immobilisation d’une fraction de billes dans les
mailles du gel aprés sa formation, a une perte de ’ergodicité du systéme décou-
lant du fait que les particules ne peuvent plus effectuer que des petits excursions
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2. QELS et microrhéologie : application a I’étude de la gélification

autour des positions d’équilibre du fait de la présence du gel alors qu’elles pou-
vaient explorer toutes les configurations spatiales microscopiques dans la phase
sol.

Dans une approche d’autobattement, cette faible amplitude de la fonction de cor-
rélation est liée a "apparition dans le gel d’'un module élastique.

Pour déterminer sans ambiguité les propriétés d’ensemble de notre systéme nous
avons effectué une moyenne d’ensemble obtenue de la fagon suivante : nous avons
divisé notre systéme en 360 sous-volumes v décorrelés, ce qui permet de définir
un volume de diffusion V.

Nous avons effectué des mesures de la fonction de corrélation de I'intensité diffusée
gé?) (t,7) du systéme au cours de gélification. Chaque mesure sur le sous-volume
est effectuée a un angle fixe # = 20° pendant un temps 7' = 10 s. Il nous faut 1
h pour effectuer une mesure sur le volume V. On peut considérer que le systéme
n’évolue pas pendant la durée de chaque mesure 7', I’échelle de temps caractéris-
tique de la gélification étant de plusieurs heures.

Le temps ¢ correspond aux mesures effectuées sur un méme sous-volume avec un
intervalle de temps de 1 h. La séquence des mesures effectuées sur chaque sous-
volume & un temps ¢ suit, ainsi, la gélification du systéme.

Pour un temps ¢ fixé nous avons calculé la fonction :

LS P 169, 1), - (1)
gg)(t,T) _ Pzp:i[gZTp(t,<I)]>I; < p> (2.9)

Ce faisant, nous avons effectué une moyenne d’ensemble.

Nous avons répété ces mesures pour quatre différentes températures : 7—18, 19,
20 et 21°C. Le temps de gélification varie légérement avec la température mais
I’évolution du systéme pendant la gélification montre le méme comportement
dans ces quatre cas.

A titre illustratif nous montrons les résultats obtenues & 7 = 20°C. Dans ce
cas nous avons effectué 14 mesures sur le volume V' correspondant & une durée
totale de 14 heures. Dans la figure 2.9, les fonctions de corrélation de l'intensité
diffusée gg) (t,7) correspondant aux différents moments de la gélification a 20°C
sont présentées en fonction du temps de corrélation 7.

En comparant les figures 2.8 et 2.9, nous pouvons observer que la variation de
gé?) (t,7) et gg) (t,7) pendant la gélification est qualitativement la méme.

Concentrons nous, pour l'instant, sur le cas de la moyenne sur 360 différents
spectres. La diffusion de billes dans les gels est bien décrite par un modéle de
diffusion dans une cage [57] ou dans un potentiel harmonique U(z) = 1kqa?
[76]. Ces deux modéles sont décrits en détail dans I’annexe (A.1.1), mais on peut
les résumer de la maniére suivante : on appel < r?(r) > le déplacement carré
moyen d’une particule de taille R qui diffuse par effet de I'agitation thermique
dans une cage de taille x'/2. Si R < x'/2, la particule diffuse librement a I’inté-

rieur de la cage et sa dynamique n’est pas modifiée par la présence de la cage
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<I(0)I(T)>/<I>

F1G. 2.9. — Variation de la fonction de corrélation de l'intensité diffusée gg) (t,7)
pendant la gélification a T = 20°C d’une solution 1% de gélatine et billes de latex
(6 = 1.8 107%). Chaque spectre correspond a la moyenne de 360 spectres mesurés
dans 360 positions différentes de l’échantillon.

tant que (< r?(7) >) < x. La dynamique de la particule ressent la cage lorsque
(< r%(1) >) > x. Le déplacement moyen carré dépend du temps 7 et de x selon
une relation de la forme :

Dt

(r’(r)) = x [1 - 6’7] (2.10)
ou D est le coefficient de diffusion de la particule. En outre on peut écrire :

 kgT

X=CGR (2.11)
Le facteur de structure dynamique des particules, dans ce modéle, est :
F(7) oc e e? (2.12)
et donc : i
lim F(1) oc e™X1 (2.13)

T—00

Nous allons analyser le comportement attendu pour la moyenne d’ensemble de la
fonction de corrélation de l'intensité diffusée dans tous les cas possibles : non er-
godique (Théorie de Pusey), hétérodyne+auto-battement, auto-battement. Nous
avons vu dans le chapitre précédent que la fonction de corrélation de l'inten-
sité diffusée a la méme forme dans 'hypothése de non ergodicité ainsi que dans
I’hypothése d’un hétérodynage partiel de la lumiére diffusée. Nous pouvons alors
traiter ensemble ces deux cas.
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2. QELS et microrhéologie : application a I’étude de la gélification

Cas non ergodique et mixte hétérodyne-auto-battement :la moyenne
temporelle de la fonction de corrélation de 'intensité diffusée s’écrit, dans
ces deux cas :

(I(0) I(T))r = (Ip(0) Ip(T)) 7+ 21, {Er(0) Ef(T))r +2 I (Ip)r + 12 (2.14)

Ie(r))r = (Ir)7 + (Er(0) E(T)7 (2.15)
(Ep(0) Ep(r))r = Nb* [F(r) — F(c0)] (2.16)

En outre les relations :

(Ir0) In(T) e = (Ur)d)e+ (NB) [F(r) — F(oo)*  (2.17)
(g = Iyp+ Up(T))g = NV F(0) (2.18)

nous permettent d’écrire la relation suivante :
(I0) I(M)r)e — (1)} = (NB* ) [F2(r) — F2(c0)] (2.19)

Dans le modéle de la diffusion dans une cage, la fonction de corrélation de
Iintensité diffusée normalisée devient :

gD (r) = 1= f2(r) — f*(00) = e (NG _ o2 (2.20)
Un développement limité & y = 0 de 1’équation 2.20 & 7 = 0 donne :
gP0)—1=02=1—e2 ~ 2y (2.21)
et un développement en cumulant donne, au premier ordre :

@ [ln(g(Z)(T) — 1)} = Dicﬁ = D = Dayy, =

‘ 2.22
dr (1 —e2x*) 2y (222)

Sl

et donc :
<di In(g®)(7) - 1>J) (PO -1)=D (2.23)

Autrement dit :
D.apy - 07 = D = constante (2.24)

En substituant 1'équation (2.11) dans I'expression de Dapp, nous trouvons :

1 k' GR 1 _ GR

Dppp = = L = Dy 2.25
App 2 67T770R kBT 2 OkBT ( )

1 G
D — 2.26
App 9 67T77[] ( )
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2.9. Gélification : problémes inhérents a la non ergodicité

On peut encore montrer que la fonction de corrélation de I'intensité diffusée
dans ce cas peut étre écrite :
g(r) ~o2e 7 (2.27)

Nous avons vu dans le chapitre précédent que dans certains conditions la
partie d’autobattement peut étre négligée par rapport a la partie hétéro-
dyne. Nous allons traiter ce cas séparément dans la suite.

Hétérodyne : dans le cas ol on suppose que la diffusion est purement hété-
rodyne, la fonction de corrélation de l'intensité diffusée est directement liée
au facteur de structure dynamique :

(IO I(T)r)e = (I = (NV* ) [F(7) = F(o0)] (2.28)

dans ce cas nous trouvons :

gP(r) = 1= f(r) = f(o0) = e~ T — 71 (2.29)
et :
2
9(2)(0) 1= 0-? =1—-—eX7 ~ Xq2 (2.30)
d Dqg? D D
dr [ n(g(7) )] 2(1 —e2) 2y App 207 ( )
et donc :

(L o) 6092 an

La relation entre D et o7 est similaire a celle du cas précédent :

Dppp - 207 = D = constante (2.33)
et : e
Dpppy = = 2.34
App 2 67T770R ( )
La fonction de corrélation de I'intensité diffusée dans ce cas peut étre écrite :
_Drg®
9D (1) ~ote I (2.35)

Auto-battement : dans le cas ergodique, la fonction de corrélation de I'in-
tensité diffusée est liée au facteur de structure dynamique par la relation
de Siegert :

(I(0) I(7))r)e — (1% = (NB? ) [F(r) — F(c0)] (2.36)
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2. QELS et microrhéologie : application a I’étude de la gélification

la fonction d’autocorrélation de l'intensité diffusée devient :

A 2\ 2
9?(r) = 1= (F(7) = f(00))" = (77" — emr') (2:87)
(2) 2 —xq? 2 2 2
g (0)—1:a,z<1—e ) ~ xq (2.38)
Un développement en cumulants au premier ordre donne, dans ce cas :
d Dq? D D
— [In(gP (1) = 1)] = ———— = = =Dypp = — 2.39
ar [ n(g(7) )] (1— exP) Y App o1 ( )
avec : o
Dapp = —— 2.40
App 6mno R ( )
et donc :

(%UM¢Wﬂ—DD'@®mw—V”=D (2.41)

La relation entre D et o7 est, dans ce cas, tout a fait différente par rapport
aux cas d’avant :
Dapp - 01 = D = constante (2.42)

Pour conclure, la fonction de corrélation de l'intensité diffusée dans ce cas

peut étre écrite :
_2D7—q2

gP(r) ~ote o (2.43)

Afin de déterminer lequel de ces trois cas s’applique a notre systéme, nous avons
extrait le coefficient de diffusion apparent D 4,, et I'amplitude de la fonction de
corrélation de l'intensité diffusée & 7 — 0 pour les cinétiques de gélification me-
surées avec les deux méthodes : une mesure sur un seul endroit de I’échantillon

en cours de gélification (g§? )(7', t)) et la moyenne sur 360 positions différentes

(g5 (7, 1)).

Pour déterminer le coefficient de diffusion a temps court Dg4,, = D, et I'ampli-
tude a 7 — 0, 07, nous avons analysé les données en deux maniéres : avec un
développement en cumulants (comme décrit dans appendice B) et avec un fit
avec une fonction exponentielle dans une fenétre des temps 7 < 1 ms :

LOID) Ny G pae
(F 1) =@ =0 240

Dans les figures 2.10 et 2.11, Dy oy et Dy a% sont tracés en fonction de (g%) res-

pectivement pour le cas de la moyenne dans différentes positions de 1’échantillon
et pour le cas de la mesure en un seul point de I’échantillon. Nous pouvons ob-

server que D, oy reste constante en fonction de (0_11>’ comme prévu pour le cas

o8



2.9. Gélification : problémes inhérents a la non ergodicité

ergodique (équation 2.42). Le méme comportement est observé dans les deux cas.

Ce résultat semblerait montrer que,

indépendamment de la maniére dont nous

étudions la gélification de notre systéme (i.e. soit que l'on fasse une moyenne
d’ensemble ou que l'on étudie seulement la moyenne temporelle) la nature non
ergodique intrinseéque de ces systémes soit négligeable.
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FiG. 2.10. - Dso? et Dyo; versus 0_1

* Dy est une fonction linéaire de U— Nous

pouvons négliger une éventuelle contribution hétérodyne due a Vimmobilisation

partielle des particules. T =20°C.
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o
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]
— -
.

FiG. 2.11. -

Meéme représentation que dans la figure 2.10. Les

mesures sont ef-

fectuées en un seul point de I’échantillon.T =17 C.

Nous avons analysé la variation de I'intensité diffusée en fonction de I'amplitude
de la fonction de corrélation de l'intensité diffusée & 7 — 0, pour les données
moyennées dans I'ensemble et pour la moyenne temporelle a différentes positions
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2. QELS et microrhéologie : application a I’étude de la gélification

de I’échantillon.

Dans la figure 2.12 nous pouvons observer (tous les symboles sauf les cercles)
que la moyenne sur 360 positions de l'intensité diffusée reste constante dans la
phase gel. Une moyenne sur 360 sous-volumes donne une bonne estimation des
propriétés d’ensemble.

En outre il est attendu, si la théorie de Pusey, i.e. I’hypothése de non ergodicité,
est applicable & notre cas, que la moyenne d’ensemble de l'intensité diffusée a
temps long augmente aprés la gélification.

Dans la figure 2.12, nous avons représenté la moyenne d’ensemble de l'intensité
diffusée a T—18, 19, 20, 21°C et la moyenne temporelle de I'intensité diffusée par le
méme échantillon & 21°C (cercles) mesurée en différents endroits de I’échantillon,

en fonction de <—12).
g
I

Nous pouvons remarquer que la moyenne d’ensemble de l'intensité diffusée ne
varie pas avec (%), ce qui n’est pas le cas pour la moyenne temporelle mesurée
I

en différentes sous-régions de 1’échantillon. Ce résultat est mis en évidence sur
la figure 2.13, ou la différence de dépendance entre la moyenne temporelle et la
moyenne d’ensemble est mise en évidence a travers la représentation en fonction
de (0;?) des produits : ((I)g - 07) et ((I)7 - o).

14
. ®
% B % j; ¥ 5% ® o
o Fane #e s
10 E g HH ® ®
1 #
<I>e- ® 8
-
4 ® 21°C, différentes positions
3 X 18°C, moyenne d'ensemble
® H 19°C, moyenne d'ensemble
: ®® ® B 20°C, moyenne d'ensemble
® & 21°C, moyenne d'ensemble
10° ®
I I I I I I I I
0 10 20 30 40 50 60 70

1/02

Fia. 2.12. — Variation de la moyenne d’ensemble de l'intensité diffusée par une
solution 1% de gélatine et billes de latex a T=18, 19, 20, 21°C et, (cercles) la
moyenne temporelle de l'intensité diffusée par le méme échantillon a 21° C mesurée
a différents endroits de I’échantillon, en fonction de (0;2).

Ces deux figures nous montrent, donc, que la moyenne d’ensemble et la moyenne
temporelle de 'intensité diffusée varient selon ’endroit illuminé.

La variation de la moyenne temporelle de l'intensité diffusée avec la position
d’échantillonage refléte une inhomogénéité de la distribution des billes dans les
différents sous-volumes. Mais la dynamique des billes est indépendante de cette
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21°C, différentes positions
18°C, moyenne d'ensemble
19°C, moyenne d'ensemble
20°C, moyenne d'ensemble
21°C, moyenne d'ensemble

&
OHHX®
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Fia. 2.13. — Variation du produit entre la moyenne d’ensemble de ['intensité diffu-
sée par une solution 1% de gélatine et billes de latex et I’amplitude de la fonction
de corrélation a T — 0 auz températures T—=18,19,20,21°C, (symboles rondes) du
produit entre la moyenne temporelle de 'intensité diffusée par le méme échan-
tillon a 21°C et o mesurée a différents endroits de ’échantillon en fonction de

(077)-

concentration et donc du sous-volume. Une fois la fonction de corrélation nor-
malisée par intensité diffusée, les propriétés dynamiques du systéme que nous
mesurons ne dépendent pas de la méthode de mesure. Nous allons en outre voir
plus en détail dans la suite de ce chapitre, que ni le coefficient de diffusion a temps
court, ni 'amplitude de la fonction de corrélation ne changent selon que nous les
extrayons a partir de la moyenne d’ensemble ou bien de la moyenne temporelle
de la fonction de corrélation de 'intensité diffusée normalisée de notre systéme
en cours de gélification.

2.10. Temps de gélification, ¢,

Pour déterminer le temps de gélification ¢4, nous avons suivi la variation a
temps court (7 — 0) de amplitude de la fonction de corrélation de l'intensité
diffusée, 2. Sur la figure 2.14, 07 est représentée en fonction du temps de gélifi-
cation respectivement a 7 = 17 et 20°C.

Nous pouvons observer dans la figure 2.14 que o7 reste constante jusqu’a un
temps caractéristique qui varie avec la température a laquelle nous étudions la
gélification (¢t ~ 4.4 h a17°Cet t ~ 5.5 h 4 20°C). Pour des temps de gélification ¢
plus grands que ce temps caractéristique ’amplitude de la fonction de corrélation
décroit brusquement.

Nous avons appelé temps de gélification, Z4, le temps qui correspond a cette
brusque transition.
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F1G. 2.14. — Variation de la fonction de corrélation de l'intensité diffusée o

pendant la gélification a T = 17°C, T = 20°C d’une solution 1% de gélatine et
billes de latex (¢ =1.8 1079).

2.11. Etat liquide

L’état liquide est caractérisé par la présence de deux temps de relaxation
caractéristiques dont le comportement en fonction du temps de gélification, ¢, est
montré sur la figure 2.15 pour deux températures (qui correspondent aussi aux
deux méthodes de mesure).

Nous allons analyser séparément le temps court et le temps long.

2.11.1. Comportement a temps court

Nous avons vu dans le paragraphe 2.7 que la dynamique & temps court des
billes de latex dans une solution de gélatine a 40°C est dominée par la viscosité
du solvant (Figure 2.5).

Un comportement similaire a deja été observé pour des solutions de gélatine [56].
Ce comportement est similaire a celui prévu par le mécanisme de diffusion dans
une cage [57] ou dans un potentiel harmonique U(z) = $kea? [76], qui est décrit
dans le paragraphe 2.9.

Dans notre systéme composé de la gélatine et des billes de latex, le réseau poly-
mérique joue le role de la cage dans laquelle les billes de latex diffusent par effet
de I'agitation thermique.

Nous pouvons réécrire (r?(7)) (éq. 2.10) de la maniére suivante :

G2r) =2 [1—e % + m (2.45)
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F1G. 2.15. — Variation du coefficient de diffusion a temps court D, et a temps long
Dy, en fonction du temps de gélification. En haut : température de gélification
T = 17°C; chaque spectre est mesuré a un seul endroit de I’échantillon pendant
600 s. En bas : température de gélification T = 20°C'; chaque point est le résultat
d’une moyenne sur 360 positions de [’échantillon.

ou nous avons introduit le terme % qui tient compte du fait que la solution
polymeérique est liquide & temps long.

Pour 7 < 74, le terme 7/7; est négligeable et un développement limité autour
de 7/7, montre que les particules diffusent librement ((r(7)?) oc 7) jusqu’a ce
que 7 < T, Pour 7, < 7 < 7, le terme exponentiel devient négligeable et le
déplacement moyen carré atteint une valeur au plateau < r? >, japeau= &7 Pour
des temps longs (de l'ordre de 73), on retrouve un comportement diffusif.

Le temps caractéristique 7, est lié a la constante élastique de la cage :

_f
= (2.46)
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ou f est la friction rencontrée par les billes et vaut f = 67y R ; 1y est la viscosité

du solvant et k¢ = kaT est la constante élastique. En substituant ces expressions
T

dans I’équation 2.46, on obtient

6%671'7’]01%
= T 247
T T (2.47)
qui donne une expression pour le coefficient de diffusion a temps court :
§& kT
Dy=-">+=——— 2.48
Ts  6mnoR ( )

Toutefois dans notre systéme les billes de latex ont une taille R > &p. En partant
du modéle de la diffusion dans une cage, nous proposons un modéle modifié et
qui s’adapte bien a I'analyse des nos données.

Dans une solution de polymeére, le module osmotique de la matrice polymeérique,
K natrice, €st responsable des fluctuations de concentration. Le module osmotique
a le méme role que la constante élastique k. dans le mécanisme de diffusion dans
une cage (équation 2.46).

Si nous supposons qu’a temps court les billes de latex et la matrice polymérique
se déplacent en phase, la friction exercée sur les billes vient du frottement avec les
molécules du solvant. Le coefficient de diffusion est généralement exprimé comme
le rapport entre une énergie élastique et une friction. Dans le modéle proposé, le
coefficient de diffusion a temps court peut alors s’écrire :

Ds — S%Kmatrice o kBT

= 2.49
67T770R 67T770R ( )

Le coefficient de diffusion a temps court a la méme expression que dans le modeéle
de diffusion dans une cage (éq. 2.48), mais cependant le temps caractéristique
Ts qui gouverne ce mécanisme est différent. En effet le temps pour lequel ce
mécanisme sature est lié au temps de relaxation du module osmotique (eq.2.46) :

& (6mnoR)

Ty = RinT (2.50)

Le déplacement carré moyen atteint alors sa valeur au plateau quand < r2 > blateau =

3
Dty = %T. L’équation 2.10 dévient, alors :

(r?(7)) = % {1 e+ 1] (2.51)

Tl

Ce mécanisme est plus rapide que la diffusion dans une cage et est donc le méca-
nisme dominant a temps court.
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2.11.2. Comportement a temps long

Dans la figure 2.15 est montrée le comportement du coefficient de diffusion a

temps long, Dy, en fonction du temps de gélification. L’origine de ce temps long
peut étre expliquée de la maniére suivante : pour 7 > 7, la matrice polymérique
a complétement relaxée. Les billes de latex, toutefois, ayant une taille R > &,
relaxent avec un temps caractéristique 7, plus long que celui de la matrice.
Les billes bougent dans une solution de gélatine de viscosité 7 et leur diffusion
est gouvernée par le module osmotique des billes de latex Kjuex = nkg1. Leur
dynamique ressent donc la viscosité macroscopique de la solution de gélatine et
le coefficient de diffusion a temps long Dy, est lié a la viscosité :

Nﬂ_mﬁmx\ﬁ \amﬂ
.UN\ = =
6mnR 6mnR

(2.52)

Dans la figure 2.16, nous avons tracé le coefficient de diffusion a temps long Dy, en
fonction de I’écart au seuil de la gélification de la gélatine € = _xwxn_. Le coefficient
de diffusion a temps long suit un comportement en loi de puissance, D;, ~ €, sur

environ deux décades. La valeur de I’exposant,

s =0.85£0.10

est en trés bon accord avec la valeur prévue pour la viscosité par la théorie de la
percolation et avec la valeur trouvée par rhéologie sur le méme systéme (tableau
2.1). Nous avons analysé de la méme facon le comportement de D; obtenu

0.5
0.0 D UH. A
. AL
— fit (Dy) A
" >‘>.
_ Y
Zm 0.5 ‘\b.D
0 &WDD
e,aO AN
1.0 A
- PR
. & p
a .
1.5 & A
2.0

F1G. 2.16. — log(Dy,) versus log(€). Dy, ~ € pour deuz décades. s = 0.85 £ 0.10.
Les mesures ont été effectuées sur un seul endroit de [’échantillon.

parmi les mesures effectuées comme moyenne sur différentes positions. La valeur
de 'exposant s = 0.75 & 0.05 est en bon accord avec la valeur trouvé dans le cas
de la mesure dans une seule position de 1’échantillon. Il faut toutefois souligner

65



2. QELS et microrhéologie : application a I’étude de la gélification

log €

F1G. 2.17. — log(Dy,) versus log(€). La pente est s = 0.75£0.05. Les mesures ont
été effectuées sur différentes positions de I’échantillon.

qu'un temps d’échantillonnage de 7" = 10 s est trop court pour déterminer la
valeur du coefficient de diffusion a temps long avec avec une bonne statistique.

Avant de terminer ce paragraphe, il ne faut pas oublier que nous avons déterminé
le coefficient de diffusion a temps long en ajustant la fonction de corrélation pour
7 > 1 ms avec une fonction exponentielle étirée (équation2.8). L’exposant de
cette fonction varie avec le temps de gélification comme il est montré sur la figure
2.18. Un comportement similaire a été observé dans d’autres systémes en cours

1o FFT
+
S
v *
0.8 T
+
ty
0.6 ++
B 1 +
- + .
0.4 —
] + 4,
0.2 —
0.0
T T T T T T
[} 1 2 3 4 5 6 7
t (h)

F1G. 2.18. — Variation de B en fonction de [’écart au seuil de gélification e.

de gélification [59],[58].
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2.12. Etat solide

La gélification d’une solution de polymeére est une transition de I’état fluide
a I’état solide, due a la formation d’un réseau tridimensionnel entre les chaines
de polymére. Au fur et & mesure de la progression de la gélification, des agrégats
de polymeére se forment, jusqu’a former un agrégat de la taille du volume qui
contient la solution. La gélification est accompagnée de la formation d’un module
élastique de cisaillement G airice-
Les théories d’échelle prévoient que (paragraphe 2.1.1) :

G matrice X € (2.53)

[’amplitude de la fonction de corrélation de l'intensité diffusée & 7 = 0, oy,
est lice au module longitudinal de la matrice polymérique My atrice qui, dans la
phase gel, est assimilable au module de cisaillement G atrice. NOus avons appelé

= (4/3)6’7,“&”@, ol Kairice €st le module osmotique de la matrice. L’amplitude

Kmat{ice

de la fonction de corrélation a 7 — 0 peut étre écrite :
(1) — ()" _ 1
b(I)? C14p

Sur la figure 2.19 nous avons tracé p en fonction de €. Nous trouvons un compor-
tement en loi de puissance avec une valeur de 1’exposant critique :

(2.54)

pooc €

f = 1.90£0.10 (2.55)

en trés bon accord avec la valeur attendue pour la théorie de la percolation dans
I’analogie avec la conductivité et la valeur mesurée par rhéologie sur un gel de
gélatine (tableau 2.1). Nous avons montré (paragraphe 2.9 et figure 2.11) que
le coefficient de diffusion & temps court est proportionnel & I'amplitude de la
fonction de corrélation pour 7 — 0 :

Dapp - 0 = Dy - 0 = constante
Nous pouvons alors écrire la relation suivante :
Dy < Dy - (1 + p) (2.56)
kpT

6mno R
figure 2.20 la variation de D,/ Dy est tracée en fonction de p : nous retrouvons le

comportement linéaire prévu par I'équation 2.56 et montré dans la figure 2.11).
Une extrapolation & 4 — 0 donne :

D, = (0.95 £ 0.10) - Dy

est le coefficient de diffusion des billes de latex dans ’eau. Dans la

ol DUZ

Ce résultat est en accord avec notre modéle : & temps court les billes de latex
bougent en phase avec la matrice polymérique et elles ressentent de la friction
due au frottement avec les molécules du solvant ().

67



2. QELS et microrhéologie : application a I’étude de la gélification

log H

log,, (W)
fit W

-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0
log €

F1G. 2.19. — Variation de log(u) en fonction de log(e). On observe un compor-
tement en loi de puissance pour approximativement deux décades. La valeur de
I’exposant est f = 1.90 + 0.10.

10 —

D_/D

B D,./D,
fit (D,/Dy)

F1G. 2.20. — Variation de Ds/Dqy en fonction de jn. On peut observer une relation
linéaire entre Dy et u, la relation étant g—; = 0.95 4 2.344.

2.13. Conclusion

Dans ce chapitre, j’ai discuté les résultats concernants des mesures de diffusion
quasi élastique de la lumiére sur une solution de gélatine et billes de latex (qui
sont utilisées comme particules sondes) en cours de gélification. Nous avons choisi
les conditions expérimentales suivantes :

1) gR~1

2) R>&r
ol q est le vecteur de diffusion, R est la taille des billes de latex et &7 est la lon-
gueur de corrélation des fluctuations de la gélatine. Les conditions expérimentales
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2.13. Conclusion

que nous avons choisies sont telles que I'intensité diffusée par la gélatine (dans
les deux phases) est négligeable par rapport a 'intensité diffusée par les billes de
latex.

Nous avons étudié la gélification de ce systéme en mesurant a la fois la moyenne
temporelle et la moyenne d’ensemble de la fonction de corrélation de l'inten-
sité diffusée. Une comparaison des résultats obtenus avec ces deux méthodes de
mesure ont montré que nous pouvons analyser les spectres obtenus en terme d’au-
tobattement pur. Les inhomogénéités du gel sont négligeables a ’échelle des billes
de latex. En outre nous avons montré que bien qu'un gel est un systéme intrinse-
quement non ergodique, la non ergodicité est négligeable a I’échelle spatiale que
nous avons exploré.

Nous avons montré que le coefficient de diffusion et I'amplitude de la fonction de
corrélation de 'intensité diffusée a temps court sont liés entre eux et sont reliés
au module de cisaillement du gel G. L’étude de la variation de ce module en
fonction de I’écart au seuil de la gélification, €, donne un comportement pour en
loi de puissance avec une valeur de 'exposant f = ¢ = 1.9, en trés bon accord
avec la valeur déterminée par des mesures de rhéologie et par certains modéles
théoriques.

Nous avons aussi montré que le coefficient de diffusion a temps long D; dans
la phase sol est lié a la viscosité macroscopique de la solution de gélatine 7. Le
comportement de Dy, prés du seuil de gélification suit une loi de puissance, avec
une valeur de ’exposant s = 0.85, cohérente avec la valeur trouvée pour ¢.
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3. Dégradation enzymatique d’un
gel de gélatine

Dégradation enzymatique de gels de gélatine

Nous avons utilisé la technique décrite dans le chapitre précédent ainsi que la
corrélation de fluorescence, pour I’étude de la dégradation enzymatique de gels de
gélatine. Dans cette étude nous partons d’un état solide (un gel de gélatine plus la
protéase) et la dégradation du gel se manifeste par 'apparition d’un état liquide
(phase sol). La protéase catalyse I’hydrolyse des liaisons peptidiques des chaines
de la protéine (p) : quand une fraction suffisante de ces liens (p.) est hydrolysée,
nous observons la transition de la phase gel a la phase sol.

Dans cette partie, sont exposés des résultats concernant la cinétique de cette
dégradation enzymatique, en fonction de la concentration en protéase.

Cette étude a été complétée par des mesures de corrélation de fluorescence qui ont
permis de mesurer la diffusion de la protéase dans le gel et de mieux comprendre
le mécanisme de dégradation.

3.1. La Thermolysine

La protéase que nous avons utilisé est la thermolysine (Protéase X de Bacillus
Rokko que nous avons achetée chez Sigma).
La thermolysine est une metalloprotéase a zinc. Issue d’une bactérie thermophile,
cette enzyme conserve 80% de son activité initiale aprés une heure de chauffage a
80°C' en solution aqueuse et est extrémement stable & 35°C'. Son pH optimal est
aux alentours de 8 mais elle reste stable entre pH 6 et 9. Sa masse moléculaire
est de 34600 g/mol.
La structure primaire de la thermolysine a été déterminée par séquencage chi-
mique et par diffraction de rayons X. Ces études on permis de définir en détail
la structure de cette protéase ainsi que d’en établir un modéle tridimensionnel.
Elle est formée de 316 acides aminés [62]. La thermolysine mesure environ 64 A
de long, 38 A de large et 37 A d’épaisseur selon des données cristallographiques.
Etant donnée la masse, M, de cette protéine et sachant que le rayon hydrody-
namique, Ry, d'une protéine globulaire varie comme M3, les valeurs connues
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3. Dégradation enzymatique d’un gel de gélatine

pour d’autres enzymes (cf. dans le dernier chapitre le travail sur le lysozyme)
conduisent & Rz=27 A pour la thermolysine. La thermolysine est repliée autour
d’un cceur hydrophobe avec un atome de zinc en son centre. Le zinc est a la fois
essentiel pour 'activité enzymatique et, avec 4 ions calcium, participe a la stabi-
lité de la thermolysine.

Dans le tableau 3.1 sont présentés la composition ainsi que le nombre d’acides
aminés a la surface de la thermolysine. On peut remarquer dans ce tableau que

‘ Résidu ‘ Surface ‘ Totale H Résidu ‘ Surface ‘ Totale ‘

Gly 22 36 Ala 6 28
Val 5 22 Leu 2 16
Ile 5 18 Ser 12 26
Thr 16 25 Asp 14 26
Glu 2 7 Asn 16 18
Gln 12 14 Lys 8 11
Arg 7 10 His 1 8
Phe 2 10 Tyr 16 28
Trp 0 3 Pro 4 8
Met 0 2 Cys 0 0

TaAB. 3.1. — Composition totale et a la surface des résidus acides aminés de la
thermolysine.

la thermolysine ne contient pas de cystéine et de ce fait il n’existe aucun pont
disulfure dans sa structure. Malgré cette absence, la stabilité de la thermolysine
est garantie par de nombreux ponts salins; certains d’entre eux impliquent des
résidus trés éloignés dans la séquence et favorisent une structure compacte de
la molécule. Une combinaison d’interactions hydrophobes, de liaisons hydrogéne,
d’interactions ioniques et des liaisons métalliques stabilisent cette enzyme. La ré-
action catalysée par la thermolysine est 1’hydrolyse de liaisons peptidiques non
terminales dans les protéines. Des études de cinétique enzymatique de la ther-
molysine commencées dans les années '60 [63], ont montré que la thermolysine
hydrolyse de préférence les liaisons peptidiques qui impliquent les groupes amines
de résidus hydrophobes volumineux. Des études effectuées sur différents substrat
ont montré que des séquences telles que Ile- Gly, Leu-Gly, Val-Gly, Phe-Gly,
Met-Gly, Gly-Tyr constituent de bons substrats pour la thermolysine [62].

3.2. Préparation de I’échantillon

En vue de I'¢tude de leur dégradation, les échantillons sont préparés de la
fagon suivante : une solution a 1% de gélatine et de particules sondes (billes de
latex, ¢ = 1.8-107°) a la température 7 = 40°C dans une solution tampon 50mM
Tris-HCl a pH = 7.4, est préparée comme décrit dans le chapitre 2.
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Une solution mére de thermolysine dans le méme tampon a une concentration de
0.12 mg/ml est préparée et stockée & —20°C'.

Les solutions de gélatine et d’enzyme a 40°C', sont mélangées diréctement dans
les cellules de mesure en proportions variables selon la concentration finale désirée
(de 0.6 & 4 nM). La solution est agitée vigoureusement (vortex) quelque secondes
et ensuite trempée a 4°C pendant 1 heure. Un gel se forme rapidement avant
que la dégradation n’ai significativement avancé. L’échantillon est alors transféré
dans un bain thermostaté a 14°C' pour les mesures de dégradation.

Le protocole de préparation de I’échantillon limite beaucoup la fenétre de concen-
tration en thermolysine accessible, la concentration maximale pour laquelle nous
avons la formation d’un gel étant 4 nM. Au deld de cette concentration, la ciné-
tique de dégradation est trop rapide par rapport a la cinétique initiale de gélifi-
cation.

3.3. Stabilité de la thermolysine

Aux concentrations les plus faibles en thermolysine, le temps de la dégradation
des gels peut étre de plusieurs jours.
Nous avons voulu tester et quantifier la diminution de I'activité enzymatique de
la protéase due a son action continue pendant ce temps trés long. Ce controle
permet de vérifier aussi si la concentration en protéase active diminue par un
effet d’autoprotéolyse.
Les controles ont été effectués de la facon suivante : nous avons préparé, pour
deux concentrations en thermolysine (1-10""M et 5-1073M), quatre solutions
pour chaque concentration en enzyme, dans

- une solution 50 mM Tris-HCl & pH7

- une solution 50 mM Tris-Maléate, 10 mM CaCly a pH?7,

- une solution 0.1% de gélatine dans 50 mM Tris-HC a pH7.4

- une solution 0.5% de gélatine dans 50 mM Tris-HC1 & pH7.4
Les solutions ont été gardées pendant plusieurs jours a 14°C'.
L’activité de la thermolysine a été étudiée par des mesures de densité optique a
345 nm en présence de N-(3-[2 Furyl| acryloyl) - Glycine - Leucine - amide (FA-
Gly-Leu-NH,), un trés bon substrat de la thermolysine. Ce substrat est un chro-
mophore absorbant la lumiére a 345 nm. Lorsqu’il s’hydrolyse en Furyl acryloyl-
Glycine et Leucine-amide ce substrat perd sa propriété d’absorbance.
L’activité enzymatique est alors déductible de la variation de I’absorbance a 345
nm : la disparition du substrat au cours de I’hydrolyse se traduit par une dimi-
nution de la densité optique mesurée.

Activité (M ' min~ 1) = % (3.1)

ou A(Asys) est la densité optique a 345 nm et [E] la concentration en enzyme
(exprimée en M) : pour la réalisation de ces expériences, nous avons mélangé, a
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3. Dégradation enzymatique d’un gel de gélatine

des intervalles de 12 heures, dans une cuve de spectrophotomeétrie, 0.5 ml de la
solution de thermolysine et 0.5 ml de la solution du substrat a la concentration
1g/1, les deux solutions préalablement chauffées a 40°C. Nous avons suivi la di-
minution de ’absorbance & 345 nm en fonction du temps.

Ces mesures ont montré qu’aprés 41 h I’enzyme dans le tampon Tris-HCI perd
toute son activité alors que I’enzyme dans le tampon Tris-Maléate CaCly conserve
20% de son activité initiale et ceci pour les deux concentrations de thermolysine.
Par contre, I'activité de ’enzyme est conservée en présence de la gélatine. La
gélatine stabilise I’enzyme. Nous avons observé que pour la concentration la plus
élevée en gelatine (0.5 %), 'activité de la thermolysine aprés 118 heures n’est pas
changgée (dans I'erreur de la mesure). Les résultats & la concentration 10~7 M sont
montrés dans le tableau 3.2.

temps (h) | Activité thermolysine (zMmin ') (JE]=10""M)
[Gel]=0.1 % | [Gel]=0.5 %
0 137 64
41 137 66
118 75 67

TAB. 3.2. — Activité protéolytique de la thermolysine en présence de la gélatine ;
la concentration en 'enzyme est 107" M.

Pour résumer, nous pouvons conclure de ces mesures, qu’une “forte” concentration
de gélatine stabilise I’enzyme et réduit trés fortement la capacité d’autoprotéolyse
de la thermolysine.

[’activité protéolytique de la thermolysine reste constante pendant plusieurs jours
d’activité continue en présence de la gélatine.

3.4. Microrhéologie

3.4.1. Détermination du temps de dégradation

Dans le chapitre précédent nous avons vu qu’il est possible de suivre la tran-

sition de gélification en étudiant, par diffusion quasi élastique de la lumiére, la
dynamique de grosses billes de latex (R ~ 220 nm) dans une solution de gélatine
en cours de gélification. Nous avons réutilisé cette technique pour I’étude de la dé-
gradation enzymatique de gels de gélatine. Pour cette étude nous avons travaillé
a des faibles concentrations en thermolysine : de 0.6 & 4 nM. Les échantillons ont
été préparés comme il est décrit dans le paragraphe 3.2.
Nous avons mesuré la variation de la fonction de corrélation de 'intensité diffusée
pendant la dégradation enzymatique, gg,?)(q, t,7), ou T = 1800 s est la durée de
chaque mesure, t est le temps lié a la transition de phase et 7 le temps de corré-
lation.
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Toutes les mesures ont été effectuées pour un angle fixe # = 20° correspondant
a un vecteur de diffusion ¢ = 4.58 - 1072 nm~!, soit ¢ = 1 pour les particules
sondes.

Dans la figure 3.1 il est montré un exemple de la variation de gg)(q, t,7) pendant
la dégradation du gel a la concentration en thermolysine de 1.68 nM.

2.
1.
=
5
- 1.
s 0]
= 1| t = 20h ---- t = 55h
& q t = 57.5h —-— t = 58.5h
0.5
== t=5%m - t = 70h
1|----t=8h —— t=90h
0.0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
10 10 10 10 10 10 10 10
T (U s)

FiGc. 3.1. — Variation de gé?)(q,t, 7) pendant la dégradation par la thermolysine
d’un gel 1% de gélatine. La concentration en thermolysine est 1.68 nM.

Comme dans le cas de la gélification de la gélatine traité dans le chapitre pré-
cédent, nous pouvons observer dans la figure 3.1, qu’il y a une brusque variation
de 'amplitude de la fonction de corrélation correspondant & la transition de phase
ainsi qu’une variation de la dynamique du systéme entre la phase sol et la phase
gel. Nous voulons déterminer et étudier le temps de dégradation ¢, en fonction
de la concentration en thermolysine.

Nous avons analysé les temps courts de la fonction de corrélation de l'intensité
diffusée par la méthode de développement en cumulants. La méthode utilisée est
présentée en détails dans 'annexe B.

Nous avons déterminé la variation, pendant la dégradation enzymatique, de I’am-
plitude de gg? ) (q,t,7) et du coefficient de diffusion a temps court D,. Un exemple
est montré sur la figure 3.2.

Nous pouvons observer qu’aussi bien le coefficient de diffusion a temps court, D,
que 'amplitude de la fonction de corrélation de I'intensité diffusée, subissent une
brusque variation concomitante. En particulier le coefficient de diffusion a temps
court décroit jusqu’a un certain temps au dela duquel il reste constant. L’am-
plitude de la fonction de corrélation de l'intensité diffusée, parallélement, reste
constante pendant les premiéres heures, puis subit une brusque augmentation et
atteint un plateau au dela d'un certain temps.

Comme dans le cas discuté dans le chapitre 2, au dela de ce temps le milieu sondé
par les particules est liquide. Ce temps de dégradation est noté .

Dans le chapitre précédent nous avons montré que le coefficient de diffusion a
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T
spnatrduy

® D,
[J Amplitude
[TL] = 19.4 p | [0

60 80

temps de dégradation (h)

F1G. 3.2. — Variation de 'amplitude de gg?)(q, t,T) et du coefficient de diffusion a
temps court Dy pendant la dégradation enzymatique par la thermolysine d’un gel
1% de gélatine. La concentration de la thermolysine est 1.68 nM.

temps court D, est directement proportionnel au module élastique de cisaillement,
du gel Gatrice (quation 2.56). Sur la figure 3.3 nous avons tracé le comportement
du coefficient de diffusion a temps court, Dy en fonction de I’écart au seuil de la
transition € que nous avons déterminée comme décrit dans le chapitre précédent
(2.10).

TL 1.7nM

a
f(x)=c+x
d=1.1740.02

D A (cm®s™)
1

Fi1G. 3.3. — Variation du coefficient de diffusion a temps court Dy pour un gel
1% de gélatine et billes de latex en fonction de l’écart au seuil de la transition
€. La transition de gel a sol est due a l’action protéolytique de la thermolysine

(IE] = 1.68 nM).

Un ajustement des données donne :

G o 6(1.17:|:0.02) (32)

Ce résultat est surprenant car il n’avait jamais été observé expérimentalement et
il n’est pas explicable sur la base des théories existantes (cf. tableau2.1).
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Nous avons de cette facon déterminé ¢4, pour différentes concentrations en en-
zyme, comme il est montré dans la figure 3.4.

100 Eﬁﬁ

10—
T T
s
1
[Thermolysine] nM

F1G. 3.4. — Variation du temps de protéolyse tye en fonction de la concentration
en enzyme. La ligne est le résultat du fit et donne : t,o oc [E]~(1:9540-19),

Un fit des données de la figure 3.4 avec une fonction de la forme :

tyr o [E) 7 (3.3)
B~' = 1.9540.15 (3.4)

donne un résultat qui est inattendu dans le cadre des réactions enzymatiques
classiques.

Pour comprendre ce résultat nous avons besoin d’introduire les points principaux
de la théorie de la cinétique enzymatique classique, ou de Michaelis-Menten.

3.4.2. Cinétique enzymatique de Michaelis-Menten

Une réaction enzymatique peut étre schématisée de la fagon suivante [37] :
si on appelle F ’enzyme, S le substrat de ’enzyme, ES le complexe enzyme
substrat et P le produit de la réaction enzymatique,

ky ks
E+S=FES—FE+P
k2

ki1, ko et k3 sont les constantes de vitesse de la réaction.

La réaction est controlée par la concentration relative entre I’enzyme et le substrat
et par 'affinité de 'enzyme pour le substrat. La vitesse de la formation du produit
a partir du complexe ES, V| est donnée par la relation suivante :

V = ky [ES] (3.5)
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3. Dégradation enzymatique d’un gel de gélatine

La vitesse de la formation ainsi que la vitesse de la dissociation du complexe ES
sont, respectivement :

Viorm = k1 [E][S] (3.6)
Vaiss = (k2 + k3) [ES] (3.7)

A T'équilibre, ces deux vitesses sont égales. En comparant les expressions 3.6 et
3.7 on trouve :

k1
ES| = ——[F]|S 3.8
155) = gy 1] (55)
Nous pouvons introduire la constante de Michaelis-Menten £,
ko + k
kot hs) _y (3.9)
k1

qui met en relation toutes les constantes de dissociation qui sont impliquées dans
la réaction de dégradation enzymatique. La constante de Michaelis Menten est
une grandeur caractéristique de chaque enzyme qui dépend fortement de son
affinité pour le substrat ainsi que des conditions physico-chimiques tels que la
température, le pH et la force ionique.

Nous pouvons montrer que, a 1’état stationnaire, la vitesse de la réaction enzy-
matique V' (équation 3.5 est :

[5]

V:kM—i-[S]

Vinax (3.10)

Cette équation est appelé équation de Michaelis Menten. V., est la vitesse maxi-
male de la réaction qui est atteinte quand toutes les enzymes sont saturées avec
le substrat :

Vinax = k3 [E] (3.11)

Nous pouvons observer dans I’équation 3.10 que si la concentration en substrat
est trés faible, c’est a dire [S] < ks, la vitesse de la réaction V est directement
proportionelle & la concentration en substrat. A 'inverse, si la concentration en
substrat est saturant, c’est a dire [S] > kyy, la vitesse de la réaction V' est égal a
Vinax et elle est indépendante de la concentration du substrat.

3.4.3. Analyse des résultats

Les mesures de dégradation enzymatique de gels de gélatine présentées dans
le paragraphe 3.4.1 ont donné une relation entre le temps de dégradation et la
concentration en enzyme : tg o< [E]'%*£01% comme il est montré sur la figure 3.4.
Ce résultat est surprenant dans le cadre de la cinétique enzymatique classique.
En effet, la gélatine consiste en une répétition de la séquence d’acides aminés Gly-
X-Y (paragraphe 2.1) ot X et Y indiquent des acides aminés variables. Des 20
acides aminés possibles, seuls les séquences Gly-Ile, Gly-Leu, Gly-Val, Gly-Phe,

78



3.4.  Microrhéologie

Gly-Met, Gly-Tyr sont reconnues par la thermolysine (paragraphe 3.1).

A partir de la composition moyenne en acides aminés de la gélatine [64], nous
pouvons estimer & environ 18% le pourcentage de sites de reconnaissance pour
la thermolysine pour chaque chaine de gélatine. Pour une solution 1% de géla-
tine de masse moléculaire My, ~ 10° g/mol, nous pouvons alors estimer que la
concentration initiale en substrat pour la thermolysine [Sy] est d’environ 18 pM.
En outre la masse moyenne d’un acide aminé étant & environ 100 g/mol, nous
pouvons estimer qu'une chaine de gélatine contient environ 1000 acides aminés,
dont 180 constituent un substrat pour ’enzyme.

La gélatine est a la concentration de recouvrement, c’est a dire qu’il y a en
moyenne une chaine de gélatine pour chaque lien entre les chaines.

Appelons n. le nombre critique de liens qu’il faut défaire pour que la transition
gel-sol se fasse. La valeur exacte de n, dépend des caractéristiques du systéme mais
des simulations numériques de modéles de percolation [65] ou du champ moyen
[66] ont montré que n, < 0.5. Nous avons vu qu’en moyenne chaque chaine de
gélatine contient environ 180 sites de coupure pour la thermolysine. Du point de
vue de la transition de phase, il suffit que la thermolysine hydrolyse un seul de
ces sites pour que la transition ait lieu. Nous pouvons alors estimer que, au seuil
de la transition, la consommation en substrat par la thermolysine est inférieure
a.0.5/180 ~ 31073 [Sy].

La consommation en substrat est négligeable a la transition. La quantité de sub-
strat ne variant pas, la vitesse de dégradation V définie dans I’équation 3.10 peut
étre considérée constante pour des temps ¢ < t,.;. Nous pouvons écrire :

1
tyet € (3.12)

Dans un processus de cinétique enzymatique classique, la vitesse de la réaction est
proportionnelle & la concentration en enzyme (équations 3.10 et 3.11). Le résultat
que nous trouvons (figure 3.4) est donc différent des prévisions classiques.

Ce résultat dépend fortement de la trés faible concentration en thermolysine :
des mesures sur la dégradation d’un gel de fibronectine par la thermolysine a
des concentrations en enzyme comprises entre 0.1 et 1 uM donnent, en effet, le
résultat prévu par I’équation 3.11 [1|. Le processus de dégradation semble étre
controlé par la diffusion de ’enzyme.

Pour analyser ce résultat, nous pouvons schématiser la diffusion de I’enzyme dans
le gel de la maniére suivante. Les molécules d’enzyme sont distribuées au hasard
dans tout le volume.

Concentrons nous sur une molécule d’enzyme particuliére et appelons d la distance
moyenne entre deux molécules d’enzyme. Un petit schéma est montré dans la
figure 3.5. Nous pouvons subdiviser le gel en sous-régions de volume v = d?,
chacune contenant en moyenne une molécule d’enzyme qui diffuse, a 'intérieur
de ce sousvolume, avec un coefficient de diffusion D. La concentration en enzyme
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3. Dégradation enzymatique d’un gel de gélatine

peut étre écrite :
1

3
Une fois que ’enzyme a hydrolysé un lien, la probabilité qu’il hydrolyse une liai-
son peptidique voisine est trés élevée car la concentration en substrat dans le
volume d3 est élevée.

Il existe, donc, une corrélation entre les liens qui disparaissent aprés un temps
TH = (d—;), qui est le temps nécessaire pour que les fluctuations de concentration
de 'enzyme relaxent d’une distance d.

Si le temps de dégradation ¢, est plus petit que 74 nous ne pouvons pas négliger
cette corrélation.

L’enzyme en hydrolysant a l'intérieur d’un sousvolume v crée une région liquide
a l'intérieur du gel. On peut supposer que statistiquement le comportement de
chaque molécule d’enzyme soit le méme et extrapoler les effets dans un sousvo-
lume v a tout le volume occupé par le gel V .

Une molécule d’enzyme hydrolyse, en moyenne, n;, liens peptidiques dans un
temps t.

Appelons a la distance moyenne entre deux séquences peptidiques qui sont sub-
strat pour I'enzyme. La concentration en substrat peut étre écrite, alors :

[E] (3.13)

[S] = — (3.14)

et nous pouvons définir la densité de séquences peptidiques substrat pour ’en-

zyme :
a

p= <3)3 (3.15)

Nous pouvons alors calculer le nombre de liens hydrolysés dans un temps ¢ par
la thermolysine par densité de liaisons peptidiques, y, en utilisant les équations

3.14 et 3.15 : ,
- (2) =
Yy =np <d) G (3.16)

Si 'enzyme diffuse dans v par effet de I'agitation thermique avec un coefficient
de diffusion D, le nombre des liens hydrolysés a l'instant ¢ est :

D-t
a2

np o (3.17)
En substituant les équations 3.17, 3.14 et 3.13 dans I’équation 3.16, nous trou-
vons :

y =[S]"Y3 Dt[F] (3.18)

Si la valeur critique de y a la transition, ., est indépendant du volume, on peut
écrire :
[511/3

Folizi (3.19)

tgel X
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3.4.  Microrhéologie

Pour un systéme brownien, D est une constante et on trouve :

1
tgel X E (320)

C’est qui est prévue par un processus de cinétique enzymatique classique de
Michaelis Menten.
Supposons, maintenant, une diffusion anormale du type :

(r?) oc t# (3.21)

avec # < 1 (f = 1 dans le cas de la diffusion brownienne “classique”). Nous
définissons, ainsi, un coefficient de diffusion apparent (D = D(t)) :

d(r?)
D=l o t?! 3.22
En substituant I’équation 3.22 dans I’équation 3.19, nous trouvons :

toe o [E] 77 (3.23)

avec < 1. Nous pourrions, ainsi, expliquer le résultat de la figure 3.4.

Fi1G. 3.5. — Schéma de diffusion de ’enzyme dans le gel : enzyme diffuse a
Uintérieur d’un volume o d®, ot d est la distance moyenne entre des molécules
d’enzyme. Si nous appelons a la distance moyenne entre deux liens peptidiques
substrat pour l'enzyme, la concentration en substrat est [S] oc a=. Dans son
processus de diffusion in crée de zones liquides a ['intérieur du gel.

Pour vérifier cette hypothése, nous devons étudier la diffusion de la thermoly-
sine. Cette derniére étant trop petite pour étre étudiée par diffusion de la lumiére,
nous en avons mesuré la diffusion par spectroscopie de corrélation de fluorescence.
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3.5. Mesures de Corrélation de Fluorescence

3.5.1. Marquage de la thermolysine

Pour les expériences de corrélation de fluorescence, nous avons marqué la
thermolysine avec une molécule fluorescente Fluorescéine Isothiocyanate (FITC).
Le FITC se complexe avec la protéine a travers des liaisons avec les amines
primaires. Le maximum d’emission de fluorescence de la protéine ainsi marquée
est & 518nm. Pour marquer la thermolysine, nous avons procédé comme décrit
dans la suite :

- une solution de thermolysine & la concentration de 1g/1 a été préparée dans

une solution tampon 100 mM Carbonate de Sodium a pH9 ;

- le FITC est dissous dans du Dimethylsulforide (DMSO) a la concentration
de 10 g/1 et est ensuite mélangé avec la solution de thermolysine (6.74-102
ml de la solution de FITC dans 1 ml de la solution de thermolysine) ;

- la solution est passée dans une colonne de chromatographie (Sephadex G-
25) qui permet de séparer, par permeéation de gel, 'excés de FITC non
conjugué avec la protéine : seule la protéine marquée est récupérée.

La concentration finale de la thermolysine est mesurée par des mesures de Densité
Optique (DO) selon la formule suivante :

[Aggg - (A494 . 03)] - facteur dilution
€

(3.24)

concentration protéine(g/l) =

ol € est le coefficient d’extinction molaire de la thermolysine a 280nm :

€250 (thermolysine) =6.61-10* M~'cm™! [61]. La masse molaire de la thermolysine
étant de My = 34600g/mol, on peut exprimer e en g - (I c¢m)™' (e = 1.91 g
- (1 em)™"). Le facteur 0.3 qui multiplie A94 est un facteur de correction qui
compense ’absorbance du FITC a 280 nm.

Pour calculer la quantité de protéine marquée avec le FITC, @, on utilise la
formule suivante :

Aygy - facteur dilution

©= 68000 - concentration protéine(M)

ol 68000cm~'M~! est le coefficient d’extinction molaire & pHS et & 494 nm du
FITC.

3.5.2. Préparation de I’échantillon

La préparation du gel de gélatine est la méme que pour les mesures de dif-
fusion de la lumiére. La concentration de la solution de gélatine est de 1%, la
concentration de la solution de thermolysine marquée est de 3 nM.

Les billes de latex fluorescentes ont été achetées chez Moleculer Probes. Elles ont
une taille R = 10 nm.
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3.5.3. La Spectroscopie de Corrélation de Fluorescence

La spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS) est une technique qui, a
travers I’analyse des fluctuations de fluorescence, permet 1’étude de processus dy-
namiques moléculaires tels que la diffusion ou les fluctuations conformationnelles
de molécules. Dans une expérience de corrélation de fluorescence, des particules
fluorescentes contenues dans un volume V', sont excitées par un laser. Les parti-
cules excitées relaxent et émettent une onde électromagnétique qui est envoyée au
corrélateur. Les fluctuations de I'intensité de la fluorescence émise sont analysées
a l’aide d’un corrélateur qui calcule la fonction d’autocorrélation de I'intensité de
fluorescence G(t).

L’intensité de fluorescence varie en fonction du nombre instantané de particules
contenues dans le volume observé, qui varie a cause de la diffusion des particules
(les particules entrent et sortent du volume) ou & cause de réactions chimiques.
La forme de la fonction de corrélation dépend, entre autre, du systéme que 1’on
étudie (si par exemple il est constitué de plusieurs espéces chimiques, ou si pa-
rallélement au processus diffusif le systéme subit des réactions chimiques, par
exemple) et de la forme du volume éclairé.

Dans le cas le plus simple d'un systéme constitué d’'une seule espéce chimique, et
si le volume d’excitation est gaussien, la fonction de corrélation de 'intensité de
fluorescence s’écrit :

D wW*Tp

Gt) = (1) I(t' + 1)) = ﬁ (1 + i>_1 (1 +— )M (3.25)

ot (N) est le nombre moyen de particules dans le volume V, w = w,/w,, (w,
et wy, sont respectivement la taille du faisceau dans les directions paralléle et

perpendiculaire a la direction de propagation du faisceau), 7p = 1’%’ est le temps
caractéristique de diffusion a travers la région illuminée et D est le coefficient de
diffusion. Cette expression implique la connaissance de la forme exacte du volume
diffusant.

La théorie [67] ainsi que la forme de G(¢) (eq. 3.25) montrent que pour obtenir un
bon rapport signal /bruit, i.e. pour obtenir une grande amplitude de la fonction
de corrélation G(t), il est nécessaire que le nombre de particules dans le volume
diffusant soit petit. C’est pour cette raison que le volume éclairé V' doit étre le
plus petit possible, ce qui est possible en utilisant un microscope confocale, ou,
encore mieux, un microscope a deux photons.

FCS biphotonique

Au cours de nos expériences de corrélation de fluorescence, nous avons utilisé
un microscope confocal biphotonique qui assure une résolution optique trés éle-
vée.

Dans un montage expérimental confocal, la lumiére d’excitation du laser est en-
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A) B)

DM

NF

BS

Figure 1. (A) Scheme of a standard confocal experimental setup for FBSTWo-phobn
modification of the confocal setup. Abbreviations: S: sample; OB: objective; L: lens; DM: dichro
mirror; NF: notch  lter; T: tube lens; PH: pinhole; BS: beamsplitter; APD: avalanche pho&diod
CORR: correlator.

F1G. 3.6. — Schéma d’un dispositif de spectroscopie de corrélation de fluorescence
par miscroscopie confocale (4 gauche) et biphotonique (a droite) [67].

voyé dans I'objectif du microscope qui focalise la lumiére a l'intérieur de 1’échan-
tillon.

La probabilité d’avoir une excitation a deux photons étant trés faible, I’absorp-
tion et donc I’emission fluorescente est limitée & une petite région autour du point
focal de ’objectif du microscope ot la densité de I'energie est plus élevée.

Dans la figure 3.6 est représenté un petit schéma d’un appareil de spectroscopie
de corrélation de fluorescence.

Les expériences de FCS ont été effectuées au Laboratoire de Photophysique Mo-
léculaire de I'Université Paris-XI, en collaboration avec M. B. Arrio.

3.6. Mesures de corrélation de fluorescence

Nous avons mesuré par FCS la diffusion de billes de latex fluorescentes de
taille R = 10 nm dans un gel 1% de gélatine et dans de I’eau ainsi que la diffusion
de la thermolysine marquée avec du FITC a une concentration de 3uM dans 'eau,
dans une solution 50% eau/glycérol et dans un gel 1% de gélatine.
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3.6.1. Mesures de diffusion des billes de latex

Sur la figure 3.7 sont montrés les résultats concernant les mesures effectuées
sur les billes de latex dans I'eau et dans un gel 1%.

<& latex dans la gélatine
O latex nm dans 1l'eau

<DI1(0) AI(t)>/<I’>

10 10 10° 10" 10 10 10
t (ms)

F1G. 3.7. — Fonction de corrélation de l'intensité de fluorescence normalisée g(t)
en fonction du temps de corrélation t pour : des billes de latex dans 'eau (cercles)
et des billes de latex dans un gel 1% de gélatine (diamants).

Dans le cas dans I’eau la fonction de corrélation de I'intensité de fluorescence
normalisée g(t) est celle attendue pour une simple diffusion. Ne connaissant pas la
forme exacte du volume diffusant, nous avons ajusté les données avec une fonction
phénoménologique de la forme :

1

=TT (3.26)

g(t)

ou 7 est le temps de relaxation et « est une paramétre qui dépend de la forme
du volume illuminé par le laser. Le fit a donné un valeur de 7 = 3.10 + 0.05 ms
et de « = 0.81 £ 0.02.

En ce qui concerne les mesures de diffusion de billes de latex dans la gélatine,
les données sont bien fittées par la fonction 3.26 avec la méme valeur de a. Nous
trouvons une valeur de 7 = 23.0 £ 0.5 nm plus grand que celui de la diffusion
dans l'eau, comme attendu. La taille des pores du gel étant de & = 43 +£ 4 nm
(chapitre 2) et les billes de latex ayant un diamétre de 20 nm et n’interagissant
pas avec la gélatine, elles peuvent diffuser librement dans le gel.

La présence du gel modifie la viscosité du milieu et le coefficient de diffusion des
billes dans le gel est plus petit que celui dans I'eau.

3.6.2. Mesures de diffusion de la thermolysine

Nous avons mesuré la diffusion de la thermolysine marquée avec le FITC dans
de I'eau. Le signal de la thermolysine étant plutot faible, nous avons vérifié qu’en
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augmentant la viscosité de la solution, la courbe est translatée vers des temps de
corrélation plus grands. Nous avons comparé la diffusion de la thermolysine dans
I'eau et dans une solution 50% d’eau/glycérol.

Dans la figure 3.8 sont montrés les résultats concernant la diffusion de la thermo-
lysine dans 'eau (cercles) et dans le mélange d’eau/glycérol (diamants).

Thermolysine

0 1—_\
o] e O  dans l'eau vs t
. 6] ‘& bod dans le glycerole 50% vs t
= 4 4  dans le glycerole 50%
< vs. tx (n.../n)
k] 24 dans la gélatine 1% vs. t
>
5 001
4 s "
s 3, h
= ™
2+ % A
% A
0.001- «© ® A
T T T T T AL B
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
t (ms)
FiG. 3.8. — Fonction de corrélation de ['intensité de fluorescence normalisée

g(t) en fonction du temps de corrélation t pour : de la thermolysine dans l’eau
(cercles), de la thermolysine dans une solution 50% d’eau/glycérol (diamants) et
dans un gel 1% de gélatine (triangles). Pour tenir compte de [’éventuelle diffé-
rence de concentration en enzyme entre les différents échantillons, la fonction de
corrélation de l'intensité de fluorescence est multipliée par l'intensité de fluores-
cence moyenne, Iy.

La courbe tracée en diamants pleins correspond a la méme mesure qu’en
diamants ouverts, ot nous avons éliminé I’effet de la viscosité en multipliant les
données par 7eau/mgly, OU Neau €t 7gy sont la viscosité de P'eau et du glycérol
respectivement. Une comparaison entre cette courbe et la courbe de diffusion
de la thermolysine dans I'eau (cercles) montre que, une fois éliminé 'effet de la
viscosité, les deux courbes se superposent parfaitement.

Nous avons ajusté ces données avec la fonction 3.26 avec une valeur de o imposée
et égal & o = 0.81. Le fit a donné une valeur pour 7 :

7=0.22 +0.01ms (3.27)

La ligne continue dans la figure 3.9 correspond au résultat de ce fit.

La dynamique de la thermolysine dans I'eau a un comportement purement diffu-
sif.

Dans la figure 3.8 la courbe en triangles répresente la diffusion de la thermolysine
dans une solution 1% de gélatine. La forme de cette courbe est tout a fait diffé-
rente de celle obtenue pour la diffusion de ’enzyme dans I’eau : le mécanisme qui
gouverne la diffusion de la thermolysine dans la gélatine est donc différent par
rapport a la diffusion brownienne.
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Il faut cependant remarquer que la partie initiale de la courbe de diffusion dans le
gel se superpose a la courbe de diffusion dans I’eau pour des temps de corrélation
t < 3 ms, indiquant un comportement diffusif a temps court. Pour des temps de
corrélation ¢ > 3 ms la dynamique de la thermolysine dans la gélatine est due a
des mécanismes différents.

Dans I’hypothése ou la fonction de corrélation de 'intensité de fluorescence est
seulement fonction du déplacement moyen carré, nous pouvons introduire la va-

R
dépend des caractéristiques de 'appareillage de mesure), qui nous permet décrire
I’équation 3.26 :

riable de déplacement carré moyen réduit <(L)2> (o R est une longueur qui

_ v
()

Et, en inversant cette expression, nous trouvons :

()=o)

Nous avons calculé le déplacement moyen carré de la thermolysine a partir des
données expérimentales de la fonction de corrélation de I'intensité de fluorescence
de la thermolysine dans la gélatine. Les résultats sont sur la figure 3.9 ou le
déplacement moyen carré est tracé en fonction du temps de corrélation t.

g(t) (3.28)

<(r/R)

0.01 0.1 1 10 100 1000
t (ms)

F1G. 3.9. — Déplacement moyen carré de la thermolysine dans un gel 1% de géla-
tine. La courbe présente deux parties distinctes : un comportement diffusif pour
t <3 ms ((r¥) oct), et un comportement sousdiffusif pour t > 3 ms ((r?) oc t°4).

Deux phases caractérisent la diffusion de la thermolysine dans le gel :
- pour t < 3 ms nous observons un comportement diffusif avec :

() -5
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- pour t > 3 ms un ajustement des données donne :
T\ 2 ’
—) Y=a-t* 3.30
<(R>> ¢ (3:30)

a = (3.240.1) (3.31)
B = (0.40 +0.01)

avec :

Ce résultat est en accord avec le résultat trouvé par diffusion de la lumiére (pa-
ragraphe 3.4.3). Par diffusion de la lumiére nous avons trouvé (r?) o t’ avec une
valeur de l'exposant 5 = 0.51 4+ 0.04 (équation 3.21).

3.6.3. Meécanisme proposé

Pour expliquer le comportement sousdiffusif de la thermolysine dans le gel, qui
semble étre a l'origine du comportement anormal observé dans I'équation 3.23,
nous proposons un mécanisme de “hopping and trapping’ [73].

Nous pouvons schématiser I’acte enzymatique de la fagon suivante : I’enzyme reste
piégée pendant un temps 7 correspondant au temps nécessaire pour hydrolyser
un lien peptidique.

Une fois la réaction terminée, ’enzyme "saute" sur un site voisin o1, a nouveau,
elle reste piégée pendant le temps nécessaire pour I'hydrolyse et ainsi de suite.
Nous pouvons représenter ce mécanisme en introduisant une barriére de poten-
tiel d’énergie moyenne Ej, comme représenté schématiquement dans la figure 3.10.

Al

F1G. 3.10. — Représentation schématique de la diffusion de 'enzyme dans une
barriere de potentiel d’énergie moyenne Ejy.

Appelons AFE la hauteur de la barriére ; nous pouvons supposer que les bar-
rieres de potentiel ont une distribution exponentielle :

1 _ae
P(AE):EOG Ey

Nous pouvons écrire le temps 7 que I'enzyme passe dans un site d’hydrolyse (i.e.
dans le minimum du potentiel), comme :

AE

T =710 €8T (3.32)
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En connaissant la forme de la fonction de distribution de AFE, nous pouvons
calculer la fonction de distribution de 7. A partir de la relation P(7)dr =
P(AE)d(AFE), nous trouvons :

P(r)=r7 0. 5.1 (3.33)

avec 3 = kg—OT ; cette fonction est définie pour 7 > 7y.
Nous pouvons calculer le temps de résidence moyen de ’enzyme dans un minimum
de potentiel :
! B
(r) = / rP(r)dr = —L— 18 0= (3.34)
0 1-p

Si le temps 7, de diffusion de la thermolysine entre deux réactions enzymatiques
est tel que 74 < (T), nous pouvons voir le mécanisme de la dégradation comme
une marche aléatoire dont le temps caractéristique de chaque pas est (7).

Le déplacement moyen carré est, dans ce cas :

t

r?) o« — o ¢’ .

) (3.3)
Ce comportement “anormal” est observable pour des temps de résidence de I’en-
zyme t < T,,, oil nous avons introduit un “cutoft” 7,,, dans la fonction de distri-
bution de 7 (eq. 3.33).
Pour des temps t > 7,,, le temps de résidence de la thermolysine dans un site
devient négligeable, i.e. la barriére d’énergie potentielle AE est négligeable.
Nous retrouvons, dans ce cas, la diffusion classique avec (r?) o t.

3.7. Conclusion

Nous avons étudié par diffusion quasi élastique de la lumiére, la transition
“sol-gel inverse” d’un gel de gélatine; la transition de phase est induite par une
protéase, la thermolysine, qui hydrolyse les liens peptidiques de la gélatine. Quand
une fraction suffisante de ces liens est hydrolysée, nous observons la transition de
I’état solide a 1’état liquide.

[’étude en fonction de la concentration en enzyme a donné une relation entre
le temps de dégradation t,. et la concentration en substrat, t,; o< [E]?, qui
n’est pas explicable par un mécanisme de cinétique enzymatique classique. Ce
comportement sousdiffusif a été confirmé par des mesures de spectroscopie de
corrélation de fluorescence.

Les résultats obtenus suggérent un mécanisme de cinétique enzymatique limité
par la diffusion.

Ce résultat est important si on le replace le cadre de la réorganisation de la matrice
extracellulaire qui a lieu, par exemple, lors de la dissémination des métastases :
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la dissémination tumorale est accompagnée par une surexpression de protéinases
qui dégradent I'ECM. Le temps de dégradation enzymatique variant comme [FE]?,
une petite variation de la concentration en protéinases pourrait avoir un effet
important sur la dégradation de 'ECM. Ce fait pourrait impliquer, in vivo, une
amplification des effets de la surexpression des protéinases.

D’un point de vue purement physique, nous avons étudié le comportement critique
du module élastique du gel de gélatine G (figure 3.4). Nous avons trouvé une
valeur de 'exposant critique ¢ = 1.21 £ 0.03 qui n’est pas explicable par aucune
des théories existante pour la gélification (cf. tableau 2.1). Ce résultat, pour étre
expliqué, nécessite, peut étre, 'introduction d’une nouvelle classe d’universalité.
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4. Les fausses pistes

Introduction

Dans ce chapitre je présente les résultats obtenus pendant la partie initiale
de mon travail de thése. Le but de ma thése était I’étude de la dégradation
enzymatique de gels de protéines de la matrice extracellulaire (ECM). Afin de
réaliser les mesures physiques que nous envisagions, il était nécessaire de disposer
d’un systéme physico-chimique suffisamment proche des systémes biologiques,
formant de facon maitrisée des gels transparents et d’'un volume suffisant pour
les expériences. Les premiers mois de mon travail de thése ont consisté a explorer
différentes pistes susceptibles de fournir un tel systéme "modéle". Ces différentes
pistes ont conduit a des résultats marginaux par rapport au but qui m’était fixé
mais qui méritent néanmoins d’étre exposés. Ils le sont ici de fagon chronologique.

La matrice extracellulaire est constituée d’un grand nombre de protéines diffé-
rentes (collagéne, laminine, élastine etc...). Parmi ces protéines, la fibronectine
joue un role fonctionnel majeur dans I’adhésion cellulaire. Cette protéine est une
molécule de haute masse moléculaire (5.3 10° g/mol) qui est soluble dans le plasma
et gélifie dans la matrice extracellulaire. I.’étude de la fibronectine présentait un
intérét majeur du point de vue des motivations biologiques de mon travail de thése
et notamment pour son développement futur. Une obtention bien maitrisée de ces
gels nécessite une bonne connaissance de la conformation des macromolécules qui
y participent. Aucune donnée critallographique n’est connue concernant la struc-
ture de la fibronectine "entiére" et sa conformation en solution était controversée.
L’équipe que j’ai intégrée a donc entrepris une étude de la conformation de cette
protéine en solution diluée par des mesures de diffusion de la lumiére (statique et
dynamique) et de diffusion de neutrons aux petits angles. Ma participation a ce
travail a consisté en I’étude de la protéine dans son état totalement dépliée. Le
résultat principal de cette étude est que la fibronectine "native" se présente sous
une forme originale pour une protéine. Sa conformation est celle d’une chaine
idéale (statistique gaussienne) et flexible de 56 globules (appelés modules) de
20 A de rayon. Ce résultat est publié.

In wvitro, il est possible de former des gels de fibronectine de différentes fagons.

— En solution suffisamment concentrée (semi-diluée) la fibronectine forme

spontanément un gel physique.

— En solution dilué, une réaction avec le glutaraldéhyde conduit a des agrégats
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tridimentionnels puis a des gels chimiques.
— Une dénaturation de la protéine peut conduire également a des gels phy-
siques (bien que difficilement réversibles).

Aucune de ces pistes n’a conduit rapidement a un résultat satisfaisant. En solu-
tion semi-diluée, les gels nécessitent trop de protéine par rapport aux quantités
produites lors de la purification. En solution diluée, les gels formés par réaction
avec le glutaraldéhyde & pH=7 et a force ionique physiologique (150 mM NaCl)
sont turbides. L’obtention de gels transparents était envisageable en jouant sur le
pH et la force ionique. Une étude systématique demandant une grande quantité de
protéine et étant donnée la structure globulaire a petite échelle de la fibronectine,
nous avons envisagé cette étude systématique sur une petite protéine globulaire,
la BSA, de méme point isoélectrique que la fibronectine et dont on s’attend a
ce que les interactions électrostatiques soient localement similaires. La BSA est
une petite protéine (M = 7.9 -10* g/mol). Elle est bien connue et commercialisée.
Nous avons déterminé des diagrammes de phase en fonction de la concentration
en BSA et en glutaraldéhyde a différentes concentration en sel ajouté. Ces dia-
grammes de phase sont présentés sur la figure 4.1. Ils présentent des zones de gels
turbides et d’autres de gels transparents. Toutefois, cette piste a été abandonnée
car la zone du diagramme de phase dans laquelle les gels sont transparents est
étroite et & grande concentration en protéine.

La troisiéme piste étudiée est celle du lysozyme. Cette protéine est sans doute
la proteine globulaire la plus utilisée par les physiciens comme modéle pour I’étude
de la croissance cristalline. A forte concentration en sel, les interactions électrosta-
tiques sont écrantées a toutes les échelles et les molécules présentent un coefficient
d’interaction a deux corps négatif (attractif). Le lysozyme est alors connu pour
former des agrégats fractals de dimension de 'ordre de 2 qui sont susceptibles
de gélifier pour des concentrations suffisantes. Nous avons entrepris par diffu-
sion de la lumiére ’étude de ce mécanisme d’agrégation. Ce travail a permis de
mettre en évidence une originalité de ces agrégats qui n’avait pas été soulignée
jusqu’a présents. Ces aggrégats ont une structure rigide. Cette rigidité comparée
a la flexibilité des chaines de fibronectine nous a paru comme une complexité
supplémentaire dans notre recherche de gels de protéines modéles.
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4.1. Conformation de la fibronectine en solution
diluée : étude par diffusion de lumiére et
diffusion de neutron aux petits angles
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ABSTRACT. Fibronectin is a multifunctional glycoprotein (molecular magds= 530 kg/mol) of the extra
cellular matrix (ECM) having a major role in cell adhesion. In physiological conditions, the conformation

of this protein still remains debated and controversial. Here, we present a set of results obtained by scattering
experiments. In “native” conditions, the radius of gyratid® & 15.3 £ 0.3 nm) was determined by

static light scattering as well as small-angle neutron scattering. The hydrodynamic Rdisl(.5+

0.1 nm) was deduced from quasi-elastic light scattering measurements. These results imply a low internal
concentration MI/R;,,,) compared to that of usual globular proteins. This is also confirmed by the ratio
Ri/Ry = 0.75+ 0.02 consistent with a Gaussian chain, whef#B; = 1.3 for spherical shaped molecules.
However, adding a denaturing agent (urea 8 M) incre&gdsy a factor 2. This means that fibronectin
“native” chain is not either completely unfolded. The average shape of fibronectin conformation was also
probed by small-angle neutron scattering performed for reverse scattering ge€’céonaller tharRy (0.2

< ! < 15 nm). The measured form factor is in complete agreement with the form factor of a random
string of 56 beads of 5 nm diameter. It rules out the possibility of unfolded chain as well as globular
structures. These results have structural and biological implications as far as ECM organization is concerned.

Fibronectin is a multifunctional glycoprotein expressed by express specific binding activitied)( The above structure
many different cell types (hepatocytes, fibroblasts, macro- of fibronectin varies somewhat depending on the cellular
phages, and leukocytes among others). It is found in plasmasource of the protein. These variations are mainly due to
and extracellular matrix (ECM)Its main biological func- alternative splicing of the fibronectin mMRNAY,
tions are based on its affinity for different biological The three types of modules are globular. Separately, their
compounds such as cell surface receptors, ECM proteinsstructure is known as being mainfiyssheet from X-ray and
(collagens, heparin, etc), DNA, gangliosides, and immuno- NMR studies on isolated module$-(8). However, the
globulins. In vivo, fibronectin mediates cell adhesion to the global conformation of fibronectin cannot be assumed from
ECM, and contributes to phagocytosis regulation, wound the folding of the individual isolated modules and, until now,
healing, cell proliferation, differentiation, and locomotid). ( no success in the crystallization of the whole protein has

Fibronectin is composed of two identical polypeptide been reported. Thus, to understand the relationship between
subunits covalently linked via two disulfide bonds near their fibronectin structure and its various adhesive biological
carboxy termini. Each subunit is made of nearly 2500 amino functions, a lot of studies have been performed in solution.
acids (molecular weight about 250 000). It consists of the On the overall protein, fluorescence studies show the
repetition of 56 moduleslj of three types having a well-  existence of hydrophobic domai(; 10). Circular dichroism
defined structure and a high degree of internal homology. and infrared spectroscopy studies have only detggsiteet
Modules of type I, Il, and Ill consist of about 45, 60, and secondary structured@—12). These results suggest that the
90 amino acids, respectively. The type | modules make up modules within the overall protein retain the same structure
the NH-terminal and COOH-terminal ends of the polypep- as isolated.

tide. Two type-ll modules interrupt a row of nine type-I In the absence of X-ray or NMR experimental data about
modules at the Nkiterminus. Fifteen type-Ill modules, make the whole fibronectin, little is known about its three-
up the middle of the polypeptide(2). Type-I, II, and IlI dimensional structure. The molecular shape of fibronectin

modules are also found in many other proteins, type Ill even in solution has been extensively investigated by several

being ubiquitous in animal protein8)( These modules are  techniques, but its statistical conformation still remains

connected together by short polypeptide segments sensitivedebated 13).

to proteinases and are grouped in functional domains that The early studies of fibronectin conformation are based
either (1) on a near macroscopic length scale investigation

* To whom correspondence should be addressed: Phone: (33) 1Of hydrodynamic propertiesd( 10, 14—16) or static light

69 08 72 31. Fax: (33) 1 69 08 82 61. E-mail: lairez@cea.fr. scattering propertied{) or (2) on a more local length scale
;UniVEfSifede,Cergy_-POr'tOise- investigation using circular dichroism or fluorescence spec-
Laboratoire Len Brillouin. troscopy 6, 10, 18).

1 Abbreviations: ECM, extra cellular matrix; NMR, nuclear magnetic . . .
resonance; DCI, deuterium chloride; EDTA, ethylenediaminetetraacetic 1€ main result of these works is that the conformation

acid. of fibronectin in physiological conditions would imply both

10.1021/bi992770x CCC: $19.00 © 2000 American Chemical Society
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Statistical Conformation of Fibronectin

large length scale flexibility and local order. The emerging
picture is that of a “string of beads”. However, such a
conformation determination is indirect and has been widely

controversial. Thus, several authors have used more ap-measurements

propriate techniques to directly access to this conformation
either (1) in the reciprocal space by small-angle X-ray or
neutron scattering 10) or (2) in the direct space by
microscopy techniqueQ—24).

The above results are quite contradictory. Using scattering

Biochemistry, Vol. 39, No. 17, 2000 5147

concentrated just before use, using Ultrafree-15 centrifugal
concentrators from Millipore (100 kg/mol cut off). Fibronec-
tin concentrations were determined by optical absorbance
oo = 12.8 @7).

Samples Preparation. Fibronectin solution, 1 cf at
concentration of the order of 10 mg/émvas dialyzed (2«
24 h, at room temperature) using a micro dialysis cassette
(Slide-A-Lyzer, 10 000 MW cut off, Pierce, Rockford, IL)
against large volumesz(100 cn?) of solution containing 25

techniques, a compact and globular conformation is reportedmM Tris-HCI (pH 7.4), 0.5 mM EDTA, and 150 mM Nagl.

in physiological conditions. On the opposite, microscopy
studies mainly show a “string of beads”-like conformation
but also either a globular or an extended straight strand
conformation depending on sample preparation.

In addition to the above suggestions, from fluorescence
polarization experiments, another structural model consisting

For experiments on denatured protesnM urea was added
to dialysis bath. For neutron-scattering experiments, these
dialyzes were realized using deuterated compounds (water,
Tris, Urea, and DCI, purchased from Eurisotop, Saclay,
France).

Scattering Experiments. (1) Fundamentals of Elastic Light

of two independently rotating disk-shaped subunits has evenScattering and Small-Angle Neutron Scattering. The basic

been proposed2b). These contradictory suggestions show
the difficulty to validate a model on the basis of a unique
technique. Principally, the difficulty follows from the prob-
able complex fibronectin conformation. To summarize, the
common opinion for the fibronectin conformation in physi-
ological conditions is in favor of the string of beads model.
However, up to now, X-ray and neutron-scattering experi-
ments seem to disagree.

This paper deals with the light-scattering (elastic and quasi-
elastic) and small-angle neutron-scattering study of fibronec-
tin conformation in dilute solution. For a better understand-
ing, results obtained in “native” conditiohare compared

principles @8) of elastic light scattering and small-angle
neutron scattering are essentially identical. An incident plane
wave of wavelengthly is scattered by the elementary
scatterers (monomers of a macromolecule, small solvent
molecules, ...). The interference pattern is measured as a
function of the scattering vectay= 4x/Ax sin(6/2) with 6

the scattering angle andl the actual wavelength in the
medium (for light scatterind = 1¢/n with n the refractive
index of the sample). For macromolecules in solution, after
data treatment2Q) one accesses to the quanttfq), which

only reflects the macromolecules contribution to the scattered
intensity. For neutronician&(q) is the “coherent scattering

to those obtained in the presence of denaturing agent (ureacross-section per unit volume” usually named “excess

8 M) and to theoretical expectations for globular and ideal
polymer coil conformations (Gaussian statistics). In “native”
conditions, our data show that fibronectin conformation
varies according to the observation length scale: the chain

Rayleigh ratio” by light-scattering experimentalists. Very
generally, one has

3(q) = K’CMS(9) 1)

is Gaussian at large scales and globular at smaller ones. This

pleads unambiguously in favor of the string of beads model

where3(q) is expressed in centimetets C (g/cn®) is the

already reported using other techniques. In the presence ofconcentrationM (g/mol) the molecular mass of the macro-

denaturing agents, the global conformation turns to an
excluded volume chain.

The results allow the discussion of the fibronectin con-
formation in terms of its structural and biological implications
as far as ECM organization is concerned.

MATERIALS AND METHODS

Fibronectin Purification. Fibronectin was purified from
human cryoprecipitated plasma according to a new protocol
developed in our laboratory that yields high quantity and
purity protein @6). This protocol is based on fibronectin
affinities for both gelatin and heparin. Briefly, it consists of
three liquid chromatography steps: a gelatin affinity, fol-
lowed by a heparin affinity, and, finally, another gelatin-
affinity chromatography. All chromatography gels were
purchased from Chisso Corp., Japan. The purity of the
preparation was determined by densitometry analysis of silver
nitrate-stained SDSpolyacrylamide gel electrophoresis, to
(98.6 £ 1.2)% (w/w). Fibronectin solution in 25 mM, pH
7.4, Tris HCI buffer, containing 0.5 mM EDTA, was

21n this paper, the term “native condition” is used for conciseness.
It means that the protein is prepared in nondenaturing conditions and
is in solution at pH 7.4 and [NaCl] 150 mM. These conditions
correspond to pH and ionic strength of physiological plasma.

molecules in solutiorik? (mol cn? g~2) is the contrast factor.
The scattering functiors(q) expresses the interference of
waves scattered by monomers belonging to the same
macromolecule but also to different macromolecules. The
intramolecular ternP(q) is the form factor of the macro-
molecules: P(q) = (N33 51 @9« N being the
number of monomers of the macromolecule antheir
position vectors. The brackets mean an average over all the
possible conformations. For free rotating macromolecules,
an average over all orientations leads to

e

Aom

1NN

P(g) = @ nZ\le

with rpm = |rh, — rml. At smallqg (grnm < 1), one obtains the
Guinier formulaP(q) = 1 — g?Rg%/3+ ..., whereRs? = (1/
2N?)3 N, S, [2 [is the averaged square radius of gyra-
tion of the macromolecule. In the Guinigrrange Ry <

1), due to the average over all the orientations, the macro-
molecules are viewed as spherically symmetrical. In that case,
the scattering functiof(q) can be factorized into the product
of P(q) and of the structure factd®(q). This last factor is
directly linked to the osmotic compressibiligf(C/M)[C(dz/
dC)] %, with 7 the osmotic pressure of the solution akid

)
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the thermal energy. For macromolecules in weak interaction,

a virial expansion of the osmotic pressure can be uses:
e—o(1 + MALC + ...), with MA; the two bodies interaction
term. Finally,

i:(Q)ng<1,vv|A2c<1

— =

qugz
3

KZM(l - + ...)(1—2MA2C +..) ()

At zero q, elastic-scattering experiments are sensitive to
the osmotic compressibility of the solution, i.e., a macro-
scopic property. In this limit, the macromolecules are
pointlike. For increasing, the size of the macromolecules
is beginning to emerge, allowing the radius of gyration to
be determined. Actually, the scattering veofpacts as the
magnifying of a microscope. For even highevalue QR
> 1 in dilute solution), the intermolecular interference term

Pelta et al.

diffusion coefficient is inversely proportional to the hydro-
dynamic radiuly, i.e., the radius of the sphere which would
encounter the same frictioy = KT/6znD. For spheres,
e.g., polymers having a globular and compact structise,
is equal to the radius of the sphef/@SRg. However, for
polymer chains in the Zimm limit of hydrodynamic interac-
tions between monomer®}y is an average value, the
calculation 81) of which differing from that ofRy. Actually,
1Ry = (U2N)FN SN om0 The different way of
averaging foilRy andRy is the source of different integration
constants for both radii leading to a ratiRy/R, bearing
information on the chain statistical conformation. For
instance R4/Ry; = 0.80 for an ideal Gaussian chain alRg/
Ry = 0.64 for excluded volume chaidZ). However, these
values correspond to asymptotical behaviors that are observed
for sufficiently long chains, whereas for shorter chains,
smaller ratios are found experimentally and explained
theoretically 83).

(3) Experiment Setup and Measurement Conditions. Light-

to the form factoiP(q), reflecting the internal conformation
of a single macromolecule.

Exact calculation of the form factor can be performed only
in a few cases. For instance, a sphere of raRigézesP(q)
= [3 x (sin(@R) — gR cos@R))/(gR)]?, with characteristic
oscillations atgR > 1, which come down to a strong

polarized Argon gas laser of wavelength = 488 nm.
Scattered intensity is measured in the horizontal plane at
different scattering angle from 20 to 150 he total scattered
intensity per scattering volume unit of toluene taken as
reference is measured to be independent of the scattering
angle within 1% error bars. The Rayleigh ratio of toluene is

dependence of the scattered intensity using Iow-resolutionequa| tORouene = 42.7 x 1076 cm~L. The refractive index
spectrometers (as small angle neutron scattering spectromn, of urea solutions was measured using an Abbe refratom-
eters). Note that such an oscillation smoothing can also beeter: n, = 1.333x (1+ 6.52 x 1073 [urea]), with [urea] in

form factor can be viewed as a reference and genericfipronectin cannot be easily measured in our case because

behavior for dense and compact structuresgttfeoehavior

these measurements should be performed in a concentrated

being the signature of a sharp interface between the innerregime and thus should require a large amount of protein.
and outer parts of the macromolecule. Another borderline From literature, the refractive index increment of proteins

case, which is valuable to consider for comparison with

in water is (adV/dC)yater= 0.200 cri g~* at 1o = 488 nm. In

statistics. Ideal chain corresponds to a random wall of
steps of lengtth. Its radius of gyratiorRy is known as being
equal toNb%6. For observation length scales® large
enough compared tb, the form factor of the ideal chain
obeys to the Debye functioR(q) = 2/x)(e* — 1 + X)
with x = ¢’RC. At gRy > 1, the Debye function displays a
characteristioq=? dependence reflecting the random walk
fractal dimension equal to 2. However, in good solvent
condition, the polymer is swelled due to excluded volume

available to our knowledge. Thus, we have calculated the
refractive index increment following the equation

dn
dn Y & water_ An8Murea/water
(E:)SMurea_ P
where p = 1.39 g/cni is the fibronectin density9) and
Angvureawate— 0.067 is the difference between the refractive

interactions. In that case, the chain conformation rather jhgex of a1 8 M urea solution and pure water. Such equation

corresponds to a self-avoiding random walk leadingdo’d
dependence of the form factor.
(2) Quasi-Elastic Light Scattering. Concentration fluctua-

tions within the scattering volume result in scattered intensity
fluctuations. Thus, computing the time-dependent correlation

function of the scattered intensity3@) yields the time-
dependent structure fact8(q,t). At large length scaleg 4,
compared to the radius of gyratid® of macromolecules,
only their translational motion contributes to concentration
fluctuations. If only one species of macromolecule is in
solution, the relaxation function of concentration fluctuations

is a single exponential with a characteristic time correspond-

ing to that needed for a macromolecule to covey darea
through Brownian motior§(g,t) can thus be written &4q;t)
= e P with D the diffusion coefficient of the macromol-
ecules. According to the StockeEinstein relation, the

is based on a mixing law argument. It givesI@C)smurea=
0.152 cni g *. The light-scattering contrast factor

2 (2.7'“’]0
Ao?N,

dn|?

*dc

whereN, is the Avogadro’s number, was thus calculated as
equal to 8.22«< 10 cn? g2 mol for protein in water and to
5.23 x 10 “c? g2 mol for protein h 8 M urea solutions.
Quasi-elastic light-scattering measurements were performed
computing the time-dependent autocorrelation function of
the scattered intensity with a Malvern 7032 correlator. The
viscosity» of urea solutions was measured at “ZD using

an Ubbelohde capillary viscometer(cp) = 1.0309x (1

+ 0.0475 [urea)).
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Small-angle neutron-scattering measurements were per- 700
formed with the PACE spectrometer at the LaboratoirerLe
Brillouin. To cover the widesti-range, three configurations I
(distance from sample to multidetector/wavelength) were 600 | d
used: 4.7 m/15 A, 2.3 m/5 A, and 0.6 m/4 A. Initial data |
treatment was carried out following Cotta?8§. The contrast l [
factorK? was calculated following Jacrd#4). For fibronectin
in D20, K? = 1.10 x 10 3cn? g2 mol assuming that 80%

500 +

of labile hydrogens is actually exchanged); For fibronec- Mapp
tin in D;O/8 M urea, K2 = 1.22 x 1073 cn? g2 mol ~ *o/mel)
assuming that all labile hydrogens are exchanged. 400 +
RESULTS

Scattered Intensity at g—0. Light-scattering experiments 00 T 3
were performed on fibronectin solutions in the presence of
salt (150 mM NacCl) for protein concentratidd between 3
0.2 and 10 mg/cf Theg-dependent scattered intensity was 200 | | ‘ | | | ,
analyzed using eq 3. The values of radii of gyration are 0 1 2 3 4 5 6 7 8
discussed below. Extrapolation to zeyoof the scattering C (mg/em?)
cross-section Igads to the apparent mzolecular mass of thq:IGURE 1: Apparent molecular masla, = £(q — 0C)/K?C,
protein in solution: Mapy = 2(q—0,C)/KC = M x (1 deduced from light scattered intensity measurements, vs concentra-
2MA;C). Results are plotted in Figure 1, for fibronectin in  tion, C. In “native” conditions ), Mapp iS constant within
“native” conditions and in the presencd 8 M urea, experimental accuracy, i.e., the second virial coefficient gMa

respectively. First, note that error bars are much more unmeasurable. In 8 M urea solutiodr); the second virial coefficient
important for measurements performed in “native” condition d:e?;gid ;;ognngge slope of the straight line is equal toaMf} urea
than fa 8 M urea solutions. In the former case, the very '
smallg dependence (small radius of gyration) of the scattered 1000
intensity is responsible for the inaccuracy of the zero
extrapolation. However, the apparent molecular mdgg oRO—,

is found to be concentration independent in “native” condi- o
tions, i.e., the second virial is unmeasurable and near zero. °
In presence 8 M urea, the apparent molecular mads,,

is strongly sensitive to concentration. The second virial M,
coefficient deduced from the slope by, vs C is equal to (kg/mol)

o

Oo0
OO
kY
[e]
100 + %%
MA ; guirea= (58 £ 5) cnf/g Y
In terms of concentration, 1/MAis the concentration at %%
which proteins strongly interact and are not any more in a
dilute regime. This concentration is equal to 1/M# 17
mg/cn?.
Extrapolation to zero concentration of the apparent mo-
lecular mass leads to the actual molecular mass of fibronectin
deduced from our measurements. One obti®ns (570 + 10 1 e R
50) kg/mol in “native” conditions antl = (590 & 30) kg/ 0.001 0.01 0.1 1
mol in 8 M urea. These measurements are in rather good q(m’”)
agreement with the value 530 kg/mol calculated from the Figure 2: Scattering cross section per concentration unit and
fibronectin primary structure. This calculated value is actually contrast unitMapdq) = 2(q)/K?C, as a function of scattering vector
increased by the glycosylation that is of the order of 4% of Iq rf]?r fibtrton_ectin in “native” c;ondit(iion_. Dliarrgonds cilorreslpond ttO
: i ! scattering measurements and circies to small-angle neutron
th_e mole_cular massl]. The value measured with urea IS s?:attering megsurements. &t-0, Mapp is equal to the mglecular
slightly higher than the expected molecular mass, but this ;455 of fibronectin.
can be imputed to our calculation of refractive index
increment. good estimate oRy. In Figure 2, the scattering cross-section
Radius of Gyration. In the Guinier range (& < 1), the per concentration unitylap{q) = 2(q)/K2C, is plotted as a
radius of gyratiorRy of fibronectin can be determined from  function of the scattering vector This figure contains both
the g dependence of the scattered intensity. In the case ofresults obtained by light scattering (at a concentra@on
“native” fibronectin,Ry is found to have a small value with 6.7 x 1072 g/cn¥) and neutron scatteringC(= 7.1 x 1073
respect to the light-scatterirggrange, leading to a weadg g/cn¥). The data are expressed in units (g/mol) accounting
dependence of light-scattered intensity (see eq 3). On thefor the different contrast factor of both techniques. In the
contrary,Ry is found to have a high value with respect to overlappingg-range of both measurements, one notes a fair
small-angle neutron-scatteriggrange, leading to a reduced superposition of data, making us confident in the measure-
Guinier range. However, the use of both techniques gives aments performed. Classically, the curvature of the scattering
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linear fits. Both approximations leads to the same radius of gyration dilute solution C = 1.46 mg/crf) for denatured protein because
R, = (15.1+ 0.1) nm and to the molecular mastppg-o = (570 of the higher second virial coefficient. Straight lines correspond to
+10) kg/mol. pRe the corresponding Zimm approximation fit&; o/ = 1 + ¢? x

R7/3.

value ofRy reduces so much the Guinier range that it is not
possible to fit small-angle neutron-scattering data using the
Zimm approximation with the constraigR; < 1. However,

the 1E vs g?2% representation allows us to fit the data (see
Figure 4) yieldingR; = (15.6 &£ 0.2) nm. The values
determined using the two scattering techniques are in good

0.025

0.02 +

0015 1 agreement. In addition, no systematic dependend®, oh
1Mapp concentration has been brought out, within error bars in the
(mol/kg) concentration range here studi€@ € 15 mg/cnd). Finally,
0.01 + the mean value is
" Ry nativer = (15.3+ 0.2) nm
0.005 +

In presence ©8 M urea, an increase of the radius of
gyration is observed. In Figure 5, the normalized inverse
light-scattered intensit{o/> as a function off is plotted
and compared to measurements obtained for the “native”
protein. The increasing slope in the presence of urea gives
evidence for the increase &. In 8 M urea solutions, the
radius is too high to be measured with small-angle neutron
neutron scattering for fibronectin in “native” condition at a Scattering. The value measured by light scattering is con-
concentratiorC = 14 mg/cri, as a function of22%¢ (Calmettes’ centration dependent, i.e., sensitive on protgirotein
approximation). Straight line corresponds to a linear fit leading to interactions. In Figure 6, the measured values are plotted as
Lhel.s"m‘e rat?'”.s of gyéattldg,]=(lfi.6:i:|0.2);;nas thffmsi?ire‘j a function of protein concentration. The linear behavior
136) Ilgg/r:gﬁ ering and to the molecular madgy, 4o = ( allows us to extrapolate the appareRf values to zero

concentration, leading to the actual size of fibronectin in 8
M urea:

0 t - t
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q

FIGURE 4: Reverse scattering cross-section per concentration unit
and contrast unit, Mapdq) = K?C/Z(q), measured by small angle

profile corresponds to scattering vectors of the order Bf.1/
To have a more accurate determinatiofiRgflight-scattering
data have been fitted using the Zimm approximatiyny/S
=1+ (qu)Z/S] (Figure 3), and the Calmettes’ approxima-
tion (36), 2q-o/2 = [1 + 0.359¢R,)?2°93] (Figure 3, inset),  tering measurements were performed in “native” solutions
which is known to linearize the Debye function updigy = and 8 M urea solution. In both conditions, the dynamical
4. The two approximations lead to the same radius of structure factor measured at different scattering angles can
gyration within error barsRy = (15.1+ 0.1) nm. The above  be rescaled using)? as variable. Without any data fit, this

Ry amurea= (30+ 1) nm

Quasi-Elastic Light Scattering. Quasi-elastic light-scat-
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extrapolated valu®ys v wea= (30 = 1) nm at zero concentration. ~ Solution (denatured proteil¢ = 3.5 mg/cr) at three different
scattering angles (see legend). The slope of the curves correspond

. . . . . . to D x n = KT/6zRy, whereD is the diffusion coefficient an&y
gives evidence that a diffusion process is probed. In Figure ye hydrodynamic radius. In the inset the proddck 7 is plotted

7, S(qt) is plotted as a function aig%». The time axis is as a function ofy.
divided by the solvent viscosity in order to get free of
trivial effects due to the different viscosities of the two
solvents. In log-linear scale, the linear behaviorSi,t)
clearly indicates the simple exponential relaxation ensuring
that no aggregation takes place. Thus, in this representation, 01+
the slope is equal t®y = KT/67xRy, with D the diffusion o
coefficient andRy the hydrodynamic radius of fibronectin ; o &
differing in “native” conditions ad 8 M urea solution (see 0.01 L
inset of Figure 7). The averaged values of the hydrodynamic : X

1 =

" Fom

radius are 5%

Ry snativer = (11.5£ 0.1) nm 0.001 ¢ °.
RH,BM—ureaZ (18-3:|: 0.3) nm .

0.0001 +
In both conditions, no significant concentration effect was
observed on measurements. This can be explained by a well-
known cancellation of hydrodynamic and thermodynamic 00001 } “
interactions that operate with opposite signs in the expression 01 1 10 100
of the diffusion coefficient 1). R,

Small-Angle Neutron Scattering. To probe the internal  Figure 8: Reduced scattering cross-sectibifE, o of “native”
conformation of fibronectin, the neutron-scattering intensity fibronectin [C = 14 mg/cn? (O)] and urea 8 M denatured
of fibronectin solutions was collected in a widprange fibronectin [C = 6 mg/cn? (a)] measured by small-angle neutron
corresponding to length scales: 0=2q~ (nm) < 30. In  scattering as a function afR,.
this g-range and in dilute solution, the intermolecular . - . . L
contribution to the scattering function can be neglected, and S€cond virial coefficient that is flonzero with urea, this is
the normalized scattering cross-sectibu)/S .o gives a "ot quite correct, and at zerq,2(g)/K"C tends only to an

good approximation of the form factor. In Figure 3(q)/ apparent molecular mass. Normalization allows us to get free
>4 -0is plotted as a function afR, for “native” and denatured of such an effect. Nevertheless, the two curves differ strongly
protein, respectively. At zerq, the two curves tend to one  In the wholeg-range. h 8 M urea solution, the form factor
because of normalization. Such normalization is needed forat dRy > 1 displays a power law behavior over more than
the comparison of the curves. Actually, accounting for the one decade. The corresponding exponent is equal to 1.7 as
contrast factors (which differ with and without urea) and for expected for a completely unfolded protein. In “native”
the concentration, the two curves should join the value solution, no power law is observed; the form factor does
corresponding to the molecular mass of fibronectin, which not show the characteristics of scattering by polymers neither
remains unchanged with urea addition. However, due to thein coil nor in globular conformation. The form factor is much
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more complex and will be discussed in details in the next
section.

DISCUSSION

To elucidate the “native” fibronectin conformation, com-
parison with the denatured conformation is useful. Our results
give evidence for an increase of both hydrodynamic radius
and radius of gyration wit 8 M urea addition, i.e., with
respect to a completely unfolded conformation. The hydro-
dynamic radius increases by a factor of 1.6, whereas the
radius of gyration increases by a factor of 2. That means the
volume occupied by a protein molecule is increased by a
factor of 2 when unfolded. To compare the different results,
let us define the protein concentration inside a protein coil
or protein globule a€* = M/(*/3mR%). One obtain*
64 mg/cnd for fibronectin in “native” conditions an@€*
8.4 mg/cnd for the unfolded fibronectin. For globular proteins
the valuep = 1370 mg/criis usually reported37) for the
density. This value leads ©* = 2950 mg/crifor a globular
protein and using our above definition ©f (C* and p differ
by a factor@). Such a direct comparison would indi-
cate that “native” fibronectin adopts neither an unfolded nor
a globular conformation.

Examination of the rati&i/R, gives a first indication for
the conformation of the protein. The val&a/R; = 0.61+
0.03 observed for denatured fibronectin is not very far from
the value of 0.64 expected for excluded volume chain. As
for the valueR4/R; = 0.75 + 0.02 observed in “native”
conditions, it indicates clearly that “native” fibronectin is
certainly not globularR+/Ry = 1.3 for spheres). Such a ratio
is much more compatible with a coil structure allowing a
partial solvent-free draining through its volume. The ratio
Ru/Ry is just below the asymptotic value expected for ideal
infinite polymer chains and significantly higher than the value
expected in the case of excluded volume chain. Actually,
this result is compatible with the zero second virial coefficient
measured in “native” conditions.

The results discussed above would indicate that “native
fibronectin adopts a coillike conformation but also that it is
not completely unfolded. This is quite compatible with the
string of beads model already reported in the literature. To
check this model, the corresponding form factor has been
calculated. The simplest model accounting for this conforma-
tion corresponds to an ideal linear chain made of the 56
modules of fibronectin. Assuming a spherical shape for each
module, the form factor can be rigorously factorized in two
terms: the form factoPrw(q) of a random walk of 56 unit
length steps and the form factor of a spherical module of

radius?/,:
a9 J9)[?
s —2e0%3) "
wE (4)

2

This is equivalent for a single macromolecule to the

R

|

P(q) = Prp(d) x |3 x
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FiGURE 9: Reduced scattering cross-sectibiE—o of “native”
fibronectin € = 14 mg/cnd) measured by small-angle neutron
scattering as a function @fR;. Measurement is compared to the
form factor of a sphere (lower curve), to the form factor of an ideal
chain made of infinitely small monomers [Debye function (upper
curve)], and to our calculation of the form factor for a string of 56
beads (intermediate curve).
especially due to the small number of steps leading to a radius
of gyration not far from the steps length. Thus, computation
of Prw(Qq) was performed using a Monte Carlo method: (1)
a random walk is generated; (2) its form factor is calculated
and averaged over all possible orientations following eq 2;
and (3) stages 1 and 2 are reiterated in order to average the
corresponding form factor.

The result is plotted in Figure 9 and compared to small-
angle neutron measurements for “native” fibronectin and
theoretical expectations for sphere and Debye’s function of
same radius of gyration. One can see that the sphere form
factor does not at all fit the data gR; > 1, whereas the
Debye function accounts for the data upgi®, = 5. On the
other hand, the string of beads model nicely fits the data up
to gRy = 20. It is important to note that this latter fit is
obtained without any adjustable parameter.

At gRy > 20, measurement is sensitive to the actual shape
of the modules: (1) these modules are of three different types
and sizes; (2) they are presumably not spherical but rather
elliptic; and (3) they are linked together by small spacer
peptide chains. All these refinements are not taken into
consideration and this is the reason for the discrepancy
between measurement and the model at lgighccounting
for point 1 would result in smoothing the oscillations of the
model form factor at highg, in better agreement with
measurement. Accounting for the elliptic shape of the module
would be the most efficient modification of the model. But
this is not easy to achieve because factorization of the form
factor following eq 4 would not be allowed. Finally, point 3
can be easily achieved in a first approximation taking a

factorization of the scattering function in a form factor and smaller average radius of gyration for the modules. In eq 4,
a structure factor accounting for the position of the centers this radius is taken to be equal to the half of the step length
of mass. Such a factorization is often used in the case ofand this implies modules in contact. Finally, all these

many particles problen?8) and is applied here in our case: refinements would introduce at least three adjustable pa-
Prw(q) being equivalent to the structure factor of modules. rameters (size distribution of modules and longitudinal and
Unfortunately, exact calculation &w/(q) cannot be achieved, transverse radii) contrary to our model that has none.
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The validity of the string of beads model can be also secondary consequence of our result is that the random
checked considering the average size of the modules deducedonformation of fibronectin prevents crystallization.

from the model. The classical radius of gyration of a random
walk leads in our case t& = bv56/6, with b the step
length. Comparison with the valld® = 15.3 nm measured
for the fibronectin yield$/2 = 2.5 nm for the average radius
of modules Rymodue = (b/2)/v/5/3 = 1.9 nm). This is in
good agreement with the overall length= 4 nm of type

[l modules deduced from crystallography da88)(

CONCLUSION

Our main result is that fibronectin in “native” conditions
has a string of beads conformation, i.e., it is globular at small

length scales and obeys to Gaussian statistics at larger ones.

This statistical conformation is the starting point to discuss
biological implications as far as ECM organization is
concerned. The ECM is a gellike network of various proteins,
i.e., a network resulting from weak or covalent bonds
between the chains, fibronectin being the major functional
protein. Its functional properties result from its affinities for
a number of biological macromolecules. For instance, in vivo,
fibronectin mediates cell adhesion to the ECM and regulates
cell proliferation and differentiation1j. Clearly, the fi-

bronectin Gaussian conformation at large length scales makes

easier the access of amino acids all along the flexible chain
for other ligands. Moreover, the number of possible confor-
mations of a Gaussian chain and their fluctuations are much
more important compared to a globular conformation. This
leads to a better adaptability for associations. At the same
time, fibronectin is stable, with respect to proteinase hy-
drolysis, because of its globular conformation at small length
scales. The ability to fulfill these functions results from its
particular statistical conformation: fibronectin is not globular,
unlike most intracellular or body fluid proteins. However,
besides the helical collagens, many ECM proteins present

modular structures composed of repeated globular domains,

similar to that of fibronectin (this is the case for vitronectin,
laminin, and tenascin). The “string of beads” conformation
could thus correspond to a widespread protein conformation
in the ECM.

In this paper, the fibronectin conformation was studied in
dilute solution at pH and ionic strength corresponding
roughly to that of blood plasma. Note that, in the ECM,
fibronectin concentration is presumably higher, allowing
fibronectin self-association. In addition, fibronectin associates
with many other ECM constituents, most of them being less
flexible than fibronectin. Finally, in the ECM, the ionic
strength is presumably higher than in the plasma because o
the high polyelectrolyte concentration. The conformation of
fibronectin in the ECM is probably affected by these different
physicochemical conditions. Investigations in these condi-
tions would be fruitful for biological understanding of the
ECM organization and function.

Finally, note that no crystallization of the whole fibronectin
has been reported in the literature. At first sight, this could
be due to the high molecular weight of this protein, which
increases the difficulty to achieve crystallization, but one has
to note that crystallization has been already achieved for
much bigger and less-studied proteins than fibronectin [for
instance, it is the case of earthworm hemoglobin which has
a 4 x 10° g/mol molecular weight39)]. In our opinion, a
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Rigid structure of fractal aggregates of lysozyme
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PACS. 87.50.Gi — Ionizing radiations (ultraviolet, X-rays, ~-rays, ions, electrons, positrons,
neutrons, and mesons, etc.).

PACS. 61.43.Hv — Fractals; macroscopic aggregates (including diffusion-limited aggregates).

PACS. 81.10.-h — Methods of crystal growth; physics of crystal growth.

Abstract. — The aggregation of hen egg-white lysozyme upon salt addition was studied by
quasi-elastic light scattering. Our results agree with the fractal structure of the aggregates
already reported in the literature. However, we also demonstrate that these aggregates are
rigid, since they do not display any fluctuation of internal concentration. Such a rigid internal
structure is a key point to reconcile the fractal structure of the aggregates and their colloid-like
ordering. Furthermore, this result has to be considered for understanding crystal nucleation.

Introduction. — The determination of globular proteins structure by neutron or X-ray
diffraction is an increasing activity in biophysics [1]. Crystallization of protein is a crucial
point for these studies, although crystal growth methods remain greatly empirical up to now.
The understanding of protein crystallization is thus of major importance and motivates the
study of supersaturated protein solutions. A key point concerns the optimum conditions for
nucleation to occur. It has been shown that under physicochemical conditions favorable to
attractive interactions between lysozyme molecules and thus to nucleation, fractal aggregates
appear in supersaturated solutions [2]. The point is to know whether fractal aggregation is a
necessary initial stage for nucleation.

Recently, lysozyme fractal aggregates have been extensively studied [2,3]. Their struc-
ture and growth with time have been analyzed in terms of the diffusion-limited (DLCA) and
reaction-limited (RLCA) cluster aggregation models. For instance, lysozyme at a concentra-
tion of 3 mM at 20°C in a pH 4.5 buffer containing 0.5 M NaCl, forms fractal aggregates
with a dimension df = 2.08 £ 0.14. For increasing concentration, it has been shown [3] the
existence of colloid-like ordering of these aggregates, as revealed by a maximum in the light
scattering intensity as a function of scattering vector ¢q. Such a result is quite puzzling. First,
because the presence of salt prevents possible electrostatic repulsion. Secondly, because usu-
ally low-density fractals either interpenetrate or shrink as their concentration increases. Thus
no interaction peak should be observed at low scattering vector.

In this paper, we report light scattering measurements on supersaturated lysozyme so-
lutions. Experiments were carried out in physicochemical conditions quite similar to that of
Georgalis et al. [2] and Umbach et al. [3]. We recover their results concerning the fractal struc-
ture of the aggregates, but our main observation is concerned with the dynamical structure
factor which does not reveal any internal modes for the aggregates. This demonstrates that
the aggregates have a rigid internal structure. Such a rigid structure explains their strong

interactions.
© EDP Sciences
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Materials and methods. — Hen egg-white lysozyme was purchased from Sigma Chemi-
cals. The experiments were conducted in a buffer containing 0.10 M sodium acetate/acetic
acid (NaAc) at pH = 4.5. Lysozyme at the concentration of 60 mg/ml and NaCl at the con-
centration of 1.0 M were dissolved separately in the buffer. Equal volumes of the two solutions
were rapidly mixed and filtrated twice with Millipore GV 0.22 um filters. All measurements
were carried out at 20°C.

The experiments were performed with a home-made spectrometer using a vertically polar-
ized argon gas laser with a wavelength Ay = 488 nm. The scattered intensity was measured in
the horizontal plane at scattering angles € from 20° to 150°, corresponding to scattering vectors
q = (47n/Xg) x sin(0/2) between 5 x 1073 and 3.5 x 1072 nm~'. The total scattered intensity
per volume unit of toluene was taken as reference. The scattering intensity of toluene was
found to be independent of the scattering angle within 1%. From the literature, the Rayleigh
ratio of toluene is equal to Riomene = 42.7 x 107 cm~!. The absolute value (in Cm_l) of the
scattering cross-section per volume unit, i(q), of lysozyme in solution was deduced from the
ratio f](q) = ((L(q)—10)/Itoluene) X Rtoluene, Where I(q), o, Itolene are the scattered intensities
of the lysozyme solution, the pure solvent and toluene, respectively. The refractive index in-
crement of lysozyme in water is equal to dn/dC = 0.230 cm®g ! [4], where C' (in g/cm®) is the
lysozyme concentration. The light scattering contrast factor K? = (2mng/M\éN, x dn/dC)?,
where N, is Avogadro’s number and ng = 1.3330 the refractive index of water, was calcu-
lated to be 1.09 x 107%cm? g=2 mol. This allows us to calculate the quantity (q)/(K? x C)
(in g/mole) and to compare it to the molecular weight, M = 14300 g/mole, of lysozyme
molecules. Quasi-elastic light scattering (QELS) measurements were performed in the self-
beating mode. The dynamical structure factor S(q,t) was deduced from the autocorrelation
function of the time-dependent scattered intensity I(¢) computed by a 256 channels Malvern
7032 multi-correlator.

Quasi-elastic light scattering and internal modes. — The experimental results discussed
in the following are concerned with QELS measurements. Let us do a summary of what it
is theoretically expected for dilute solutions of large particles in a g-range for which only one
characteristic length (the size of the particle) is relevant.

For solutions, S(q,t) represents the relaxation over the length ¢! of concentration fluc-
tuations. In dilute solution and at large ¢~ compared to the characteristic size R, of the
particles (¢R, < 1), this relaxation is achieved via the self-diffusion of the particles by trans-
lational motion. In the case of monodisperse particles with a diffusion coefficient D, S(q,t)
is a simple exponential decay with a characteristic time 7 corresponding to the time 1/(Dg?)
needed for molecules to cover the =2 area: S(q,t) = e P @t For dense particles and for
fractals made of hydrodynamically interacting units (Zimm model), the particle encounters a
friction f proportional to its radius, f = 67 Ry, where Ry = aR; is the hydrodynamic radius
and 7 the solvent viscosity. The proportionality factor @ depends on particle conformation
but it is never far from unity [5].

For increasing scattering vector ¢ (¢Ry > 1), different cases have to be distinguished. For
dense particles such as colloids and spherical micelles, or for particles having a rigid structure,
internal density and concentration fluctuations are negligible and S(q,t) is dominated by
the translational motion. For fractals having a flexible structure, translational motion of
the particle still contributes to S(q,t), but in practice S(q,t) is dominated by concentration
fluctuations inside the fractal itself. Let us use a scaling argument stating that in this ¢ range
(qRs > 1), S(g,t) is insensitive to the overall size of the fractal. It comes necessarily that the
diffusion coefficient corresponds to the motion of fractal segments having a size ¢—!. In the
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case of hydrodynamic interactions between fractal segments (Zimm model) one can write

FlgRy <1) =1,

kT
F(gRy > 1) =¢qR. (1)

D(qRg) = Grnin

F(qRs) with {
Actually, for ¢R, > 1, all the fractal segments having a size smaller than g~! participate to
the dynamical structure factor. Due to the distribution in size of these segments, S(q,t) is no
longer exponential. As time goes by, the segments shorter than (¢ x k7/n)'/? have already
relaxed, but the slower ones have not. This distribution in relaxation time is responsible for
a stretched exponential behavior of S(g,t) [6]:

2/3

S(gRs > 1,t) = e~ (P@aD) (2)

These two equations are the signature of internal modes and have been checked by experiments
on various objects: binary mixture near the critical point (except for the nonexponential relax-
ation) [7], linear polymers in good and € solvent [8-11], branched polymers [12,13], associative
polymers aggregates [14], dilute solution of bilayers [15]. This is the general behavior of objects
having a flexible structure allowing fluctuations of internal concentration. Note that in the
case of no hydrodynamic interactions between fractal segments (Rouse model), an even more

drastic effect is expected for internal modes: D(q) o ¢* and S(qRg > 1,t) = e~ (D@a*)'"?,

Results. — After salt addition, lysozyme aggregates. The aggregation kinetics has been
extensively studied [2,3] and is not the purpose of this paper. The aggregation process is
very slow in the physicochemical conditions here studied. In fig. 1, the reduced scattering
cross-section Y(q)/(K? x C x M) is plotted as a function of the scattering vector ¢, for a
solution at the initial stage and 4 days later. Initially, the spectrum is completely flat because
of the very small radius of gyration of lysozyme compared to the light scattering q range. The
mean value is (X(q)/(K2 x C x M)) = 1.35+0.05. To explain this value higher than unity, one
needs to take into account attractive lysozyme-lysozyme interactions. In the dilute regime, the
osmotic compressibility can be expressed as a virial expansion leading to 3(0)/(K?xC x M) =
1-2MA>C'+. .., where A; is the second virial coefficient. Negative values for A, have already
been observed. With 0.5 M NaCl in water the value M Ay = —6.4cm? g~ !, given in ref. [4,16],
leads to the expected value $(0)/(K2 x C' x M) = 1 — 2MA,C = 1.38, in good agreement
with our result.

Four days later, the scattering cross-section has increased strongly at low ¢ values (see
fig. 1). This reveals association of lysozyme molecules in large aggregates. However, at high ¢
values the scattering spectrum superimposes on the one measured at the beginning. This
means that only a very small amount of lysozyme molecules are involved in the aggregates,
and the contribution of the free lysozyme molecules to the total scattered intensity cannot be
neglected. This is the reason why the scattering function of the aggregates cannot be directly
deduced from these measurements.

QELS measurements were performed on lysozyme solutions after aggregation has occurred.
In fig. 2, S(q,t) measured at different scattering vectors ¢ is plotted as a function of t¢%. Such
a plot would give a single master curve in the case of a single diffusion process with a diffusion
coefficient D: S(q,t) = e~ P t° In the present case, relaxation of concentration fluctuations
shows two modes with characteristic times differing by two orders of magnitude. The dif-
ferent curves superimpose at short and large t¢? values. Without further data analysis, this
indicates that the two relaxation modes are controlled by diffusion. In order to account more
quantitatively for these two modes, S(q,t) is written as the sum of two exponential decays:

S(g,t) = Yi(q)e P19 4 Yy(q)e P24 | (3)
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Fig. 1 — Reduced scattering cross-section per volume unit i(q)/(KQ x C'x M) vs. scattering vector ¢
measured for lysozyme concentration C = 3 x 1072 g/cm?®, [NaCl] = 0.5M, T = 20°C and pH = 4.5.
Hollow symbols: measurement at the initial stage, full symbols: 4 days later. The straight line
corresponds to the mean initial value 1.35 4 0.05.

Fig. 2 — Dynamical structure factor S(q,t) vs. tq¢® in a linear-log scale (inset: log-linear scale) for
different scattering vectors ¢q. From upper to lower curve ¢ = 5.9, 7.4, 8.9, 10, 12, 13, 14, 17, 20 and
26 x 10" >nm~'. In the inset (g = 8.9, 20 x 10~ 3 nm~! upper and lower curve, respectively) the log-
linear scale outlines more particularly the long-time part of the relaxation which decays exponentially.

where the subscripts 1 and 2 refer to short- and long-time relaxation modes, respectively.

The short-time diffusion coefficient D; is found to be g-independent and equal to (76 +
1.5) x 1078 cm? /s. Using the Stockes-Einstein relation D1 = kT'/(67nRyq1 ), the hydrodynamic
radius Ryg; = (2.03 + 0.05) nm reported in the literature [17] would lead to D; = 106 x
10~8 cm? /s for free lysozyme molecules. Here again the discrepancy between the measured
and the calculated values is explained by lysozyme-lysozyme interactions. For dilute solutions,
the diffusion coefficient can be written as D = Dy(1 + kpC'), where kp is an effective two-
body interaction parameter reflecting both thermodynamic and hydrodynamic interactions.
Usually in good solvent, kp is very small because of cancellation of thermodynamic and
hydrodynamic interactions, but here the second virial coefficient is negative and thus magnifies
the concentration effects. It has been reported [4] that kp = —10cm3g~! for lysozyme
solutions in conditions identical to those of this study. This value gives D = 74 x 1078 cm?/s
at C = 30mg/cm?, in good agreement with our D; value.

The long-time diffusion coefficient is found to be Dy = (0.87 £ 0.07) x 108 cm?/s. It can
be ascribed to the presence of lysozyme aggregates. The corresponding hydrodynamic radius
is Rpo = (245 4+ 20) nm. Such a high value requires two remarks.

1) As shown in fig. 3, D5 is g-independent within the experimental accuracy. This means
that the translational diffusion motion of aggregates is probed even at length scales smaller
than their size. In other words, there are no concentration fluctuations inside the aggregates
(no internal modes). In fig. 3, the measurements are compared to the behavior expected for
internal modes.

2) At large tg? values, S(q,t) is nicely described by a single exponential and not by a
stretched exponential as expected in the case of internal modes for flexible structures. This
feature is emphasized in the inset of fig. 2, where S(g,t) is plotted as a function of t¢? in a
log-linear scale.
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Fig. 3 — Diffusion coefficient D2(q) of the aggregates as a function of the scattering vector q. The
straight line has a slope equal to kT /67, with n the solvent viscosity, and corresponds to what would
be expected for relaxation of internal concentration fluctuations.

Fig. 4 — Form factor P2(q) « Ya2(q)/Y1(q) of lysozyme aggregates deduced from the ¢-dependent
amplitudes of the two relaxation modes observed by QELS. The straight line has a slope equal to —2.

The two above observations prove that there is no fluctuation of internal concentration
inside the aggregates. There are only two possible explanations: 1) the aggregates have a
dense structure, i.e. they are not fractal; 2) the aggregates are fractal but rigid. Of course,
previous experiments reported in the literature plead in favor of this second possibility, but
it has to be checked in our case to rule out artifact. This can be achieved by analyzing the
amplitudes of the two relaxation modes [14]. In a dilute regime, cross terms can be neglected
in the total scattered intensity, I(q), so that

I(q) = Ii(q) + I2(q), (4)

where I1(q) and I3(q) are the scattering intensities corresponding to free lysozyme and ag-
gregates, respectively. In eq. (3), each mode is weighted by the ratio of the contribution of a
given species to the total scattered intensity:

Ii(q) I>(q)
Due to their small size, the contribution I; of free lysozymes is g-independent (see fig. 1,
hollow symbols). Neglecting interactions between aggregates, the scattering contribution I5(q)
is proportional to their form factor P»(q) which can thus be deduced from the ratio

Py(q) o Ln(g) §§j§ . (6)

The result is plotted in fig. 4 in log-log scales. We found that P»(q) oc ¢~ < at ¢~ smaller than
the size of the aggregates. This result is in good agreement with the fractal dimension, ds, of
lysozyme aggregates already reported [2]: 1.97 < df < 2.05 depending on lysozyme concen-
tration with 0.5 M NaCl. Note that in the case of a dense structure, one would expect rather
a Porods law (Sa(q) oc ¢~%) as the signature of a sharp interface between the inside and the
outside of the aggregates [18].

Discussion and conclusion. — Our QELS data have been interpreted in terms of large-
aggregates self-diffusion rather than of a slow cooperative process. Fractal aggregates being

2 1
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so large, one may wonder about their possible interactions. Let us show a posterior: that
our analysis is self-consistent and that these interactions can be neglected. The aggregates
are found to have a radius 10? times higher than the one of lysozyme. One can estimate the
number of lysozyme molecules per aggregate to be N = (Ryga/Ru1)% = 10%. Our static and
QELS measurements are sensitive to both the aggregates and the free molecules (see fig. 1
and fig. 2), this means that the products of the molecular mass by the mass concentration
for the aggregates and for free lysozyme molecules are of the same order. Consequently, the
aggregates are 10* times heavier than lysozyme molecules, but their concentration is 10* times
lower: C(N) = C(1)x10~*. Let us define the overlap concentration C* of the aggregates as the
ratio of their mass to the third power of their radius. C* scales as C*(N) = C*(1) x N1=3/dr =
C*(1) x N2, where C*(1) is the overlap concentration of lysozyme. Finally, the volume
fraction occupied by the aggregates is C(N)/C*(N) = [C(1)/C*(1)] x 1072, which means that
the aggregates are in a much more dilute regime than free lysozyme molecules. This supports
our interpretation neglecting aggregate-aggregate interactions.

The lysozyme aggregates studied here are very large compared to the light scattering q
range. Thus, their internal structure and dynamics is probed. Actually, the static structure
factor is found to vary as q~2 as expected for fractals at qRs; > 1. In the same ¢ range, we
find that the dynamic structure factor is not governed by internal modes. This observation
proves that lysozyme fractal aggregates are rigid. This result explains the colloid-like ordering
of these aggregates already reported in the literature [3] and revealed by a scattered intensity
peak at low ¢q. Apart from this rigidity, such a peak could be caused by electrostatic interaction
(as for polyelectrolytes [19]) or “hard sphere”-like interactions (as for star polymers [20,21] or
spherical polymer micelles [22] which both display liquid-like ordering). The former is to be
ruled out because of the very high salt concentration but the latter needs special attention.
Because of their low-density fractal structure, polymer coils are able to interpenetrate. Thus,
polymers in good solvent (d¢f = 1.7) or in € solvent (d¢ = 2) pass from a dilute regime (with a
distance d between coils larger than their size R) to a semi-dilute regime (with d < R) with
an overall scattered intensity profile remaining unchanged but with a decreasing characteristic
size £ (£ « R in the dilute regime, and £ & d in a semi-dilute one). However, the structure of
lysozyme aggregates is different from that of a linear chain and rather similar to a branched
structure. Such a structure is comparable with monodisperse randomly branched polymers in
good solvent which have the same fractal dimension df = 2 and have been well studied from
the point of view of the concentration behavior. Theoretically [23], monodisperse branched
polymers do not interpenetrate. The reason is that if they interpenetrate, excluded-volume
interaction would be screened and thus the fractal dimension would be that of a Cayley
tree [24] (df = 4) which is not possible in three dimensions. Actually, in the reaction bath,
within which they are growing, branched polymers of a given size are swollen by smaller
ones, leading to df = 2.5. Once monodisperse, this possibility is removed and branched
polymers do not interpenetrate but rather shrink for increasing concentration. This shrinkage
is enabled by the soft and flexible structure of the polymer. Experimentally [25], despite a
different mechanism, the concentration behavior of monodisperse branched polymers is similar
to that of linear polymers (except for a different concentration dependence of the correlation
length). Lysozyme aggregates behave in a completely different manner and present liquid-like
interactions. This can be fully explained taking into account their rigidity.

From our quasi-elastic data, we find that the aggregates are monodispersed (as shown by
the simple exponential decay of S(q,t) at long time, see fig. 2). On the other hand, previous
results have shown that their fractal dimension is 2.08 £0.14 [2]. These two results come into
conflict with respect to DLCA or RLCA models. The former predicts monodisperse aggregates
but with a fractal dimension lower than 2. The latter predicts a fractal dimension in better
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agreement with the one of lysozyme aggregates but with a polydispersity which should have
an incidence on S(g,t) [26]. In summary, lysozyme aggregates are monodisperse fractals with
a dimension of the order of 2 and a rigid structure.

The reason for this rigidity is not understood and should be investigated. In our opinion
it is a key point for the understanding of lysozyme crystal nucleation. If fractal aggregation
is a necessary initial stage for nucleation, a rearrangement of lysozymes inside the aggregates
is required for a nucleus to appear. Clearly, the aggregate rigidity which causes the lack of
fluctuations is not favorable to such a rearrangement.
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We report a quasielastic light scattering study of the dynamics of large latex probe paRiel@2% nm) in
gelatin solution undergoing gelation. We show that by focusing on the short-time and long-time behavior of the
autocorrelation function, it is possible to simply interpret out data in terms of the divergence of the viscosity
and emergence of the shear elastic modulus near the gel point. Our crude analysis allows us to grasp the critical
behavior of gelation and to obtain the two critical exponents of the transport properties.
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I. INTRODUCTION in terms of time distribution is not quite obvious. On the
other hand, above the gel point, fluctuations tend to be frozen
The use of spherical probe particles to study viscoelastiat long-time because the solution becomes solid. This ap-
properties of polymer solutions has been suggested for a longears through a decrease in amplitude of the scattered inten-
time [1,2]. The basic idea is that in a semidilute solution of sity fluctuations. The most often used approach to account
linear chains, sufficiently small particles freely move in thefor this behavior invokes a loss of ergodicit¥2—14. The
solution whereas larger particles would be trapped in thghysical meaning of this approach consists in splitting the
polymer transient network. Thus, the dynamics of probe parprobe particles population into two parts: the first being free
ticles is expected to be governed either by the solvent visto diffuse in the medium, the second being trapped in the
cosity, or by the macroscopic viscosity, depending on theihetwork and motionless. The scattered intensity has thus two
sizeR compared to the correlation lenggh of concentration  contributions: a time fluctuating or quasielastic part and a
fluctuations. A suitable technique to study such dynamics ofonstant or elastic part. Quasielastic light scattering tech-
probe particles is quasielastic light scattering, which hag,ique consists in measuring the autocorrelation function of

been extensively used on various physicochemical systemg,e scattered intensity. Consequently it also shows the two

According to thg W'.de literature on th'S_SUbJECt It appears;qnyiputions. The first corresponds to the autocorrelation of
that some complications may occur. For instance, a comple

the fluctuating part of the scattered intensity and the second

3'9”"?" IS sometime observeq due to the contrlbutlon of th o the correlation of this fluctuating part with the elastic scat-
matrix and of the probe particles to the total light scattered _ . . .
ering that acts as a local oscillator signal. In terms of the

intensity [3]. In addition, strong interactions between poly- |. - . . .
! ity [3] ton, g1 ' W POy “ght scattering language, this amounts to mix a self-beating

mers in solution and particles, are sometimes reported whic d a heterod tribution. Such vsi lis for tw
may cause adsorption of chains on the particles and particléasn a heterodyne contribution. such an analysis calls Tor two

aggregatiori4,5]. However, it has been shown that, as soonr€émarks. First, the splitting of the probe particles population

as these complications are avoided, the basic idea is welft® tWo parts seems somewnhat arbitrary and unsatisfactory.
founded. In particular foR/£> 1, the long-time dynamics of Second, above tht_e gel po_mt as fluctuations become more and
probe particles is slowed down and governed by the macrgnore frozen the increasing heterodyne part leads at short
scopic viscosity 6—9] rather than the solvent viscosity. time to a slowed dynamics while quite the opposite is experi-
Compared to rheology, the study of thermal fluctuationsmentally observed15].
of concentration of probe particles for the investigation of In this paper, we present an analysis of quasielastic light
weak structures is very attractiy&0], because it guarantees scattering results from probe particles during gelation of a
the structure integrity. In particular, the use of probe particlegelatin solution. We deliberately consider the simplest case,
for the study of gelation looks very tempting and has beerthat is: (1) very large spherical and monodisperse latex par-
already reported. Gelatigiil] is a critical phenomenon of ticles (radiusR= 225 nmj; (2) negligible thermodynamic in-
connectivity occurring when molecules randomly connect toteractions of probe particles between them or with the ma-
gether leading at the gel point to a giant cluster: the gel. Therix; (3) a negligible contribution of the matrix to the
understanding of quasielastic light scattering results obtainegcattered intensity4) measurements performed gR=1
on gelling systems is much less clear as those obtained Wwith R/&;>1. We show that, neglecting the nonergodicity
semidilute solutions. On the one hand, gelation essentiallgnd focusing on the short-time and long-time behaviors of
produces a wide polydisperse population of clusters, which ishe measured relaxation function, it is possible to simply
responsible for complex relation processes. Therefore thiterpret our data in terms of the divergence of the viscosity
analysis of the dynamical structure factor of probe particlesand emergence of a shear elastic modulus near the gel point.
Our crude analysis allows us to grasp the critical behavior of
gelation and to obtain the two critical exponents of the trans-
*Author to whom correspondence should be addressed. port properties.
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I1. SAMPLE PREPARATION AND EXPERIMENTAL

DEVICE ep—

O Latnx FA=E25 mm, 1.0 ppm

|gR=1
1 o Dalain 1%, 140

e

Gelatin was purchased from Sigma. Solutions of gelatin
were prepared in 50 M Tris-HCI buffer atpH=7.4. Solu-
bilization of gelatin was done at 40 °C. At this temperature,
the intrinsic viscosity of gelatin was measured with a
StressTech rheometer from Reologica. It was found to be]
[ 7]=61+0.04cni/g. The quasielastic light scattering ex- =
periments reported in this paper were performed at a gelatirg
concentration of 0.01 g/chn g

Polystyrene latex particles were prepared and kindly pro-
vided by Lot Auvray. The latex weight fraction of this ini-
tial preparation is 5810 2g/g. It was determined by
weighing after evaporation of water. This preparation was
diluted by a factor of 3.2%10%. Assuming a density op
=1.05 g/cnd for polystyrene this yields a final volume frac-
tion of latex particles ofp=1.8x 10 °.

Light scattering measurements were performed with a
home-made spectrometer using a krypton ion laser of wave-
lengthh =647 nm. Static light scattering measurements were FIG. 1. Ensemble and time-averaged light scattered intensity per
performed for scattering angkebetween 10° and 150°, cor- volume unit,(q), vs scattering vectoq measured for 1% gelatin
responding to scattering vectoig=(4wn/\)Xsin(6/2), alone solution in the gel state, latex alone solutieslume fraction
wheren=1.333 is the refractive index of water, in the range ¢=1.8x10"°), and latex plus gelatin solution in the gel state at the
2.2x10°3-25x10 2nm™L Static measurements were same concentration. The dotted line correspondsRe 1, with R
done with toluene as referen¢Bayleigh ratio equal to 8.5 the radius of latex particles. In the inset, the classical representation
%108 cm™Y). Toluene scattered intensity per unit scatteringd’! (@) vs g, outlines the very good monodispersity of latex par-
volume was found to be independent of the scattering anglécles (solid line corresponds to sphere form factor wif
within 1%. For static light scattering measurements on~— 225 nm).

samples in the gel_state,_ in order to obtain a cor_rectly €Nform factor and the characteristic size of the particles, it is
semble averaged intensity whatever the scattering angI%,aSy to extrapolate the scattered intensity t00. One gets
measurements were performed using a special device a"°VY(o):(2 65+0.05)x 10 2cm L. From the refractive index
Ing th? sample rota.\tl'on. during mgasurement. Eor this Purey polystyrenenps=1.595, the contrast factor is calculated to
pose, in order to minimize scattering due to optical defectsbe K2=[27n(dn/dC)/N2]2/N,=4.56x 10" 2 cmP g2 mol
samples were contained in high optical quality cylindricalWhereNA is Avogadro’s numl/;er éndn/dC the refracti\;e

quartz cell_s(HeIIma) having a large diameter of 25 MM index increment of polystyrene in water assumed to be equal
Quasielastic measurements were performed by computlnl% the differencenps—n. Thus the forward scattered inten-

the correlation function of the scattered intensity with a Mal- __; ; )
sity gives a molar mass of latex particled ey

vern K7032 multitau correlator. —1(0)/(6pK2) = (3.00+0.06)x 10:°g/mol, which has to be
compared to the calculated mass of one partidie;,.
=N,pR347/3=3.02x 10'°g/mol. The very good agreement
between these two values indicates that the latex volume
In Fig. 1 the ensemble and time averaged scattered interfraction is so small that interactions can be neglected.
sity is plotted as a function of the scattering veagoMea- Measurements on the sample containing latex and gelatin
surements were performed on gelatin alone in the gel statéfig. 1, black symbolsand comparison with the value mea-
latex alone in solution, and latex plus gelatin solution at thesured for gelatin-alone solutiofgray symbol$ shows that
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I11. STATIC LIGHT SCATTERING MEASUREMENTS

same concentrations.

Let us first discuss the latex alone measuremérits 1,
hollow symbol3. The g-dependent scattered intensity shows
the classical oscillation of the form factor of a sphe®éq)

the gelatin contribution may be neglected at small angles. In
this g-range, the shape of the scattered intensity for latex plus
gelatin sample is very close to the one obtained for latex
alone indicating that no latex particles aggregation occurs.

=[3{sin(@R)—gRxcos@R)}/(qR)*]>. Especially, the position In Fig. 2, the reciprocal scattered intensity per volume
of the first minimum or the periodicity of the oscillations, unit, 11(q), is plotted as a function ofi?, for the gelatin
allow us to determine the radius of the latex particles aslone in the gel state. The scattered intensity can be fitted by
being R=225+2 nm. Note that these latex particles have aan Ornstein-Zernike function{q)=1/(1+ q2§$), and gives
very narrow size distribution. This is particularly emphasizedthe correlation length of concentration fluctuatiogs=43

in the inset of Fig. 1, wherg®l (q) is plotted as a function of =4 nm. This value is higher than the one already measured
g. In this representatiorg®l (q) is close to zero at the first by small-angle neutron scattering for gelatin at this concen-
minimum corresponding tg=0.02nm . This indicates a tration [16]. This may be due to small heterogeneities that
very good particle monodispersity. Knowing the shape of theare commonly observed in gdls7]. However, it is notewor-
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FIG. 2. Reciprocal scattered intensity per volume unit(dy, FIG. 3. Dynamical structure fact@®(q,r) for latex particles in

Vs square scattering vectay?, for 1% gelatin alone solution in the water at 20°C and for latex particles in 1% gelatin solution at
gel state. The straight line corresponds to the best fit using an0°C, vs tq%/5,, where 7, is the viscosity of water(z,

Orstein-Zernicke function for the scattered intensityq)=1/(1 =1.002 cP aff=20°C and#,=0.653 cP aff=40°C).
+q2¢2), where&r=43+4 nm is the correlation length of gelatin
concentration fluctuations. the short-time dynamics of latex particles. Moreover, this

result shows that at 40 °C, no significant polymer adsorption
thy that despite this higher value 6f, the measured corre- occurs on the probe particles because such an adsorption
lation length is much smaller than the latex particle sizewould be revealed by an increase of the hydrodynamic radius
Consequently, on the length scale of the latex particles, gelaf particles. In the following, we will show that the two
tin concentration is homogeneous. above remarks are still valid at 17 °C, the temperature at
which gelation was obtained.

In order to study gelation, the latex plus 1% gelatin solu-
tion, initially at T=40°C, was quenched at 17 °C. Such a
temperature ensures a gelation process sufficiently slow

Quasielastic measurements were done on latex solution itcompared to the duration of one measurementfAt20°,
pure water aff =20 °C for scattering angled between 20° the autocorrelation of the scattered intensity was continu-
and 150°. The dynamical structure fact§(q,7) has a ously measured during gelation by step of 10 min. In Fig. 4,
simple exponential decay, with a characteristic timeoro-  the normalized autocorrelation functiofi,(0)I(7))/(1)?, is
portional toq~? as expected for diffusive motion. The cor- plotted versus correlation time at different timet during
responding diffusion coefficient is found to b®, the gelation procesthere brackets mean a time averaging
=1/(7.0%) =(0.94+0.05)x 10 3 cn?s . From the Stokes- The shape of the autocorrelation function is no more a
Einstein relation, this value leads to the hydrodynamic radiusimple exponential decay. An accurate analysis of this shape
Ry=kT/(67myDy)=228+12 nm, wherekT is the thermal is out of the range of this paper. However, in order to quan-
energy andp, the viscosity of water. This value is in very tify the observed behavior, we have focused our analysis on
good agreement with the radius measured by static light scathe short-time and long-time behaviors. At short-time (
tering. <1 ms), the autocorrelation function is characterized by the

Measurements on latex particles were also performed immitial slope of the relaxation function:(((0)I(7))/{1)?

1% gelatin solution at 40 °C in the liquid state. In Fig. 3, the —1)Y2ccexf —(/7;)]; whereas the long-time behavior was
dynamical structure factor§(q, 7), measured in pure water described by a stretched exponentiakl(Q)I(7))/(1)?

at 20 °C and in 1% gelatin solution at 40 °C, are plotted as a 1)Y?cex{ —(#1,)?]. Note that such a stretched exponen-
function 79/ 774, in order to account for trivial effect due to tial behavior for the long-time tail of the correlation function
the temperature dependence of water viscosity. One can séas already been reported and studied in details for gelling
that the initial decay rate of the structure factor remains unsystemg18,19. Although we did not check the short- and
changed with gelatin. Note that at 40 °C the viscosity of wa-ong-time dynamics behavior vary properly with(a mul-

ter is 7o=0.653 mPa s, whereas the macroscopic viscosity ofiphotodetector and a multichannel correlator are required for
the solution at the concentratio€=0.01g/cri, is #  this), we will use the apparent diffusion coefficienBg and

= 5o(1+[7]C)=1.07 mPas. This proves that at this gelatinD, , defined aDg=1/(7,q%) andD = 1/(7,0?).

concentration and temperature, the solvent viscosity governs Without further data analysis, in Fig. 4 one distinguishes

IV. QUASIELASTIC LIGHT SCATTERING
MEASUREMENTS
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FIG. 4. Normalized autocorrelation function of the intensity ~ FIG. 5. Logarithm of the short time part of the dynamical struc-
scattered by latex probe particlg$(0)I(7))/(1)?, vs correlation  ture factorS(q,r) vs correlation timer, for different timet of the
time r, for different timet of the gelation process of 1% gelatin gelation procesgsame experimental conditions as Fig. 4
solution atT=17 °C. Measurements were performed at a scattering
angle #=20 ° corresponding tgR=1 for latex particles. time by the solvent viscosity. Our quasielastic measurements
were performed at a concentratioB corresponding to
[7]C=0.6, i.e., just below the overlap concentration from
the point of view of rheological properties. At this concen-

(1) For gelation timed shorter than 4.4 h the long-time tration, the data already reported in literat{it6] as well as
tail of the normalized autocorrelation function shifts to even

more long correlation times with a constant amplitudéri- 1 10
angles in Fig. 4, whereas the short-time decay rate remains
unchanged compared to the one observed in pure water. .
(2) For gelation times higher than 4.4 h the amplitude of 08 f*’.‘r’-’: ”7;' B
the normalized autocorrelation function drastically de- DRI
creases, and the short-time behavior shifts to shorter correla I
tion times (circles in Fig. 4. This short time behavior is e, :
much more emphasize% plotting the logarithm of the dy- 0678 Soa?
namical structure factor as in Fig. 5. One can see that the¥
initial decay rate increases as gelation goes on.

two stages during the gelation process:

. (<Iz>-<I>2)/<I>2 4

-

o Ds

I . a D

(<12>-<l> V<>
4

04+ .

These two stages also appear clearly in Fig. 6, which shows a ]
that: before a gelation timg,, the short-time dynamics is 4, ]
unaffected whereas the long-time dynamics slows d@yn
tends toward O at.); beyondt., fluctuations decrease in
amplitude and the short-time dynamics becomes fa&gr
increases by a factor of 10 , . ‘

As it will be discussed in the following section, the key 0 5 10 15 20
point of our paper is that the change of the dynamics of
probe particles in these two stages are linked to the critical
behavior of gelation, namelyl) divergence of the macro- FIG. 6. Dynamics of latex probe particles during gelation of 1%
scopic viscosity below the gel point ari#) emergence of a gelatin solution aff=17 °C. Full symbols: amplitude of the auto-
shear elastic modulus above the gel point. correlation function of the intensity scattered by latex probe par-
ticles, (1(0)I(DNM{1)2=1),_o=(12—{(1)?)/{1)?% Open tri-
angles: long-time apparent diffusion coeffici@nt deduced from a
stretched exponential fit of the long-time tail of the correlation func-
tion; Open circles: short-time apparent diffusion coefficibgtde-

_ o duced from the initial decay rate of the autocorrelation function. At
We observed af =40 °C and in the liquid state at 17 °C, t.=4.4h, D, tends to zero, fluctuations become frozen, and the

that the dynamics of the probe particles is governed at shorshort-time dynamics become faster.
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+
o
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V. DISCUSSION
A. Short-time behavior in the liquid state
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our measurementgsee Fig. 2 show that the correlation §$—Kmamx KT
length of the concentration fluctuatiogs is smaller than the Dg= =
size of the latex particles. In this situation, one would expect

the matrix be viewed by latex particles as a continuumC0mpared to the “cage mechanism,” the short-time diffu-
whose viscosity governs their dynamics. Therefore at firskjon coefficient is the same, but the characteristic time at
sight, a short-time dynamics governed by the solvent visCOSyhch this mechanism begins to saturate is now shorter and
ity is puzzling. However, this behavior has been already ob¢qrresponds to the relaxation time of the matrix osmotic
served for gelatin solutionfl5] and, more generally, for modulus: 7= 6 7£3/KT. At short time, the mean square

polymer solutions near the overlap concentrafidh In lit- di _ _ .3
I " - splacement saturates @t =Dgrs= §7/R, thus Eq.
erature, it is often referred to as a “positive deviation from ) F;n ay be rewritten as plaeai= Ds7s= &1 q

Stokes-Einstein behavior.”

- B6mmR  6mpR” @

The first idea that would account for such a behavior is a & - -
diffusion mechanism within a cage0] or in a harmonic (r(n?= Sl 1—exr{ - —+—. (3
potential[21]. Let us consider a latex particle in a semidilute R s/ L

. . . 2
solutlon(matrlx)_ of correlation IengthgT_and note(r) _the .. _The above “matrix relaxation mechanism” is faster than the
mean-square displacement of the particle. The physical idea

is that the polymer transient network does not affect the pa cage mechanism” and for this reason dominates the short-

r- .
) : : time behavior.
ticle dynamics as long &s2)*2 is smaller thart;. Beyond
&1, if the particle size is larger thady, it begins to feel the very recently, Zanten and Rufengg] have reported a

transient network and to be slowed by the macroscopic vis§tUdy of brownian motion of latex particles in solution of

. . X entangled wormlike micelles. Their experimental results for
cosity. The dynamical structure factor of the particle can b%he mean square displacement seems to be in verv good
written asS(q,7) =exp(—(r(n)?g?), with q P Yy 9

agreement with our Eq3): short-time and long-time diffu-
r sive behaviors separated by a plateau region. This is a very
1—exy{ - . D nice textbook case because wormlike micelles are expected
S
Equation(1) comes from the expression used in the cag
formalism [20,21]: the mean square displacement saturate

to display a pure exponential relaxation function at long-time
423]. The authors interpret their data in terms of diffusion in
a Maxwell liquid, i.e., a liquid with a single relaxation time
2 _ g2 ;
Loa\?eplifz%g:éuﬁ;?gﬁ & v?ifttk? ra It;rpegrst'h;'r?re’ \:\r/]e well liquid vanishes and the inertia of the particle cannot be
orderJto account for the li Lﬁa’state c;‘Lthe gemidilutTeSéolutionnegleCted' Consequently, they expect a baliistic short-time
q behavior. However, the authors have experimentally shown
,s\lr?;i-irna:te ((j:iuflat%it:ieisngi?fiirishv(l)?c?rs(lt); ZISEIder;?rfefg]g:r; thﬁ/ith that of a diffusion process. In our opinion, introducing
ballistic. (1 y 2y 2 A similar e ’res;'on f:)-’r 2y has the solvent local viscosity would solve this discrepancy. Ex-
istic, (r(r)%)e<7". A similar expressi Kr (7)) ept for this point, our approach is very similar to that of
telechelic triblock copolymers in semldllute solutifz?]. In mean square displacement saturates () yuear £/R
the latter case the transient cross-links of the network are KT/(RK ... hich is identical to th rp it obtained
dense copolymer micelles that give the major contribution to,_ (RKmaid, Which is identical to the result obtaine
modulus for the relaxation of concentration fluctuations can _ o o
be viewed as being quite similar to the action of a spring B. Long-time behavior in the liquid state
constantke. Then, the characteristic time iss=f/kg, At times longer tharrg the matrix has completely relaxed
andke=KT/£7. One getsrs= £7(67noR)/KT, which leads  proportional toR® rather tharg2. Now, the remaining relax-
to the short-time diffusion coefficient Dg=¢2/75  ation is thus only driven by the osmotic modulus of latex
=kT/(67noR). particles:K 4ex=nNKT, wheren is the number of particles per
and we propose in this paper a somewhat different mechgshase with the matrix and thus undergo the macroscopic vis-
nism. In general, the diffusion coefficient can be written ascosity . The long-time diffusion coefficierd, is
the ratio of an elastic energy to a friction. But for a given
is the friction? Let us consider the fluctuations of the par- L 6myR  6myR’
ticles and matrix concentration. At short-time, the driving
force for relaxation of fluctuations is the matrix elastic For polymer chains in solution, gelation occurs when
Kmarix- Then, the particles move in phase with the matrixform polymer clusters. Let us denote the number of links as
and thus only experience the friction of the solvent. Therep and the size of the largest cluster&s. &c is the correla-
fore, we propose to write tion length of connectivity, meaning that the probability for

r
+_
TL

(r(n?=¢&

(4)

and a single viscosity. At short-time, the viscosity of a Max-

at long time. This point will be discussed in the following. that the short-time dynamics is slower and more compatible
been used successfully for the description of the dynamics anten and Rufener. In particular EGB) shows that the
the light scattered intensity. Actually, the role of the osmotic rom the “Maxwell liquid approach.”
wheref=6m7,R is the friction experienced by the particle but not the particles, due to their longer characteristic time

However, in our case the particle is larger than the cag@nit volume. In this time window, particles do not move in
concentration fluctuation, what is the elastic energy and what _KILex/n kT
modulus, i.e., in the liquid state the matrix osmotic moduluschains are susceptible to link with each other and thus to
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two chains to belong to the same cluster is negligible for 1 1
distances higher thaé. . Gelation is a critical phenomenon
of connectivity: at the gelation threshoft} the correlation
length & tends toward infinity and so does the macroscopic
viscosity as well[11]. As one approaches to the gelation
threshold, it is expected that

L
t
[=]

VET IR ®)

10g10(1)

wheree =|p—p¢|/p. is the relative distance to the gelation
threshold. Depending on the way hydrodynamic interactions
are considered, different values are predicted for the expo |
nents. In presence of solver{as opposed to bulk gelatinn
the most often reportefd. 1] value iss=0.9+0.1.

Gelatin is denatured collagen, a protein having a triple
helix structure. Gelatin aggregation and gelation is due to the
formation of helices between different polymer chains. It has o
been already showf?4] that the relevant quantity that ac- -2 % -2
counts for the degree of connectivity is the helix amoynt 2 - 0
which varies linearly with the logarithm of time whatever the logso(e)
concentration and the temperature. Thus, for the interpreta-

tion of our results, the appropriate expression for the relative F'.G.' 7. Black Symbo'.S: logarithm of the Io_ng-t|me d'f.fus'on
. . coefficientD of latex particles before the gel point vs logarithm of
distance to the threshold is

the relative distance to the gelation thresheldThe straight line is
|X_X | the best linear fit. The corresponding slope is found ts5®.85
= ¢ (6) +0.1. Hollow symbols: logarithm of the shear elastic modulus de-
Xc duced from the amplitude of fluctuations,u=[({I?)
—(1»)/b(1)2]"¥2—1, measured after the gel point. The straight

with y=a+bxIn(t)+---. For our purpose, which is to €X- jine is the best linear fit. The corresponding slope is found to be
amine the gelation critical behavior, the exact expression fot 1 go+0.10.

the time-dependent helix amount is not needed, but only its
shape:x«In(t) leading toexIn(t/t). However, in order to
obtain quantitatively correct values fer, the parametern

(,.s,wo501 / 'a)**Boj

1
D
-

€

matrix- Actually, above the threshold this giant cluster is the
. . gel phase that can be viewed as a polymer network of mesh
andb were estimated from Ref24]. In Fig. 7 (black sym-  gj,0 = As for the macroscopic viscosity, gelation theories

b0|5)’. the Iong-time_diffu_sion coefficienD, is_ plotted as a reqict a power law behavior for the shear elastic modulus
function of the relative distance to the gelation threshold. A 11]

expected with respect to Egel) and (5), a power law be-
havior is found over more than one decadesin Grnatrix® €' (8)

D =e® with $=0.85+0.10. (7)  In the case of gelation in a solvent, the most often reported
o - [11] value for the exponerttis t=1.9+0.1.
The value of the exponestis in very good agreement with = | joht scattering experimentas well as other scattering
the most often reported value deduced from rheological Me&gchniques are sensitive to the longitudinal modulivs of
surements. , ) o the sample that has a bulkr compressibility and a shear
Note that in order to account for the wide distribution of ;o nyipytion. Neglecting density fluctuations and focusing
characteristic times, which is inherent to gelation and to th%my on concentration fluctuations, one can Wiigs]: M
corresponding wide distribution of cluster sizes, the long-_ M = Kt 2 Grai. This longitudinal elastic modu-
time tail of the correlation function is better described by a ¢ governs26] the amplitude of the fluctuations. At=0

stretched exponential decésee Sec. IY. Therefore Eq(3) da=0 the d ical structure fact b it-
has to be replaced by an expression of the foKm?) andq =0, the dynamical structure fact(q, 7) can be wri

3 ) ten as
=(&/R)[1—exp(— 19+ (77)?]. As the gelation threshold
is approached, concomitantly with a decreaseDof, we KT/ ﬁ
have observed a decrease of the exponefrom 1 to 0.3. S(0,0= . (9)
Such a behavior has already been reported for quasielastic M marix
[elep,elrElarlnents on geliing systemtsvithout probe particles Since the short-time diffusion coefficiebBtg is almost con-

stant before the gelation threshdéike Fig. 6, it appears that
) o the osmotic modulusK,.4ix also does not significantly
C. Short-time behavior in the gel tate changdsee Eq(2)]. Let us assume that this is also the case
At the gelation threshold, the appearance of a giant clusteabove the gelation threshold. This is in agreement with the
is responsible for the emergence of a shear elastic modulufact that gelation is a transition of connectivi§. diverges
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asp tends towar@.) and not a thermodynamic transiti¢é;
is rather constant Thus,K ,aqix= KT/ §$ and Eq.(9) reduces
to

1
S(0,0= [
3G mai =]
. 3 Pmatrix o
with p= ] Gmatrix- (10 i
matrix

Let us neglect the possible problem due to nonergodiuity
will come back to this problem in the followingThe auto-
correlation of the scattered intensity is

1(0)I
%ZHMS@T)J, (11)

whereb is a constant lying between 0 and 1 and linked to the

number of coherence areas viewed by the photodetéictor s
our experimentsh=0.8). Assuming that Eq(10) remains FIG. 8. Ratio of the short-time diffusion coefficieBt, of latex
valid up togR=1, one gets at=0: particles measured during gelation to the diffusion coefficpt
) 112 expected in water at 17 °C ys=[((12)—(1)?)/b{1)?]"Y2—1. The
(19=( _ 1 (12) straight line is the best linear fit corresponding @Q/Dy=0.95
b(I)? 1+u’ +2.34u.

Equation (12) means that the amplitude of fluctuations is |eads to a diffusion coefficiend =(0.95+0.10)XD,, in
constant in the liquid stateu(=0) and decreases above the good agreement with our expectation that at short time the
gelation threshold with the emergence of the shear elastigiction encountered by the particles is only due to the sol-
modulus. This is in agreement with our results. From thevent, in the liquid state as well as in the gel state. The slope
analysis of this decrease one can obtain the critical behavigh Fig. 8 is higher than the value predicted in E&4). This

of the ModulusGayix- The ratio u = Gnayix/ Kmawix iS d€-  point is not understood for the moment.

duced from Eq[12] and from data shown in Fig. &ull
symbols. In Fig. 7 (hollow symbol3, w« is plotted as a func-
tion of the relative distance to the gelation threshold. As
expected from Eq(8), we observe a power law behavior ~ Our interpretation for quasielastic light scattering on latex

D. Ergodicity or nonergodicity

over more than one decade dn particles in gels is on the one hand very classical, because it
comes directly from basic considerations on concentration
woxet  with  t=1.90+0.10. (13)  fluctuations and longitudinal compressibility. On the other

hand, this approach is different from the one commonly used
Here again, the value of the exponérd in very good agree-  for this problem. The main feature invoked for the interpre-
ment with the most often reported value deduced from rheotation of the dynamics in gels is the loss of ergodicity. Ac-
logical measurements. tually, in a gel, fluctuations are spatially frozen and the au-
According to our interpretation of the short-time behaviortocorrelation of the scattered intensity recorded by usual
before the gelation thresholdee Eq/(2)], we would expect spectrometer is not an ensemble-averaged quantity. Different
that above the threshold, the elastic modulus involved in theechniques are used to account for this problem and to ex-
short-time dynamics i/ magix= Kmatix™ 3 Gmatix: tract the correct structure factoftime- and ensemble-
averageyl from measurement$12,27. As already men-
tioned, this approach consists in considering the scattered
intensity as due to two contributions: a quasielastic part due
(14)  to thermal fluctuations and an elastic part due to heterogene-
ities of the gel. Therefore, measurements mixes self-beating
whereD=KkT/(6mngR) is the diffusion coefficient of latex and heterodyne contributioh&8]:
particles in water at the same temperature. Therefore, above 1)
the gelation threshold, one expects a linear increase of the T
short-time diffusion coefficienDs asu increases, i.e., as the (1?2 =1+b[y*S(q,7)*+2y(1~y)S(q,7)],
amplitude of fluctuations decreases. This is actually observed (15)
(see Fig. 6. In Fig. 8, the ratioD¢/Dy, is plotted as a func-
tion of . A linear behavior is found in agreement with Eq. wherey=(1)c /(1) is the ratio of the ensemble-averaged to
(14). More specifically, extrapolation ta=0 (liquid state  the time-averaged intensity. In the case of probe particles in

- §$X M matrix kT
67 noR 67 noR

X(1+p)=DoX(1+u),
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a gel contribution of which to the scattered intensity can be V1. CONCLUSION
neglected, the particle population is split into two pt3]:

: . In this paper we have reported a quasielastic light scatter-
a first part correspond§ to the fractlgmf the total number ing study of the dynamics of latex probe particles in a solu-
of particles freely moving in the solution; a second part cor-

. - tion of gelatin undergoing gelation. We have shown that the
responds to the fraptlon () .Of f“’ze.” partlcles. I:et us long-time and short-time behaviors of the dynamical struc-
focus on the s_hprt-tlme be’r}awor predlcte(_j by this partlCleture factor can be related to the macroscopic viscosity and to
population splitting model. Denotl_ng the initial decay rate the elastic energy of the gelatin matrix, respectively. Before
of S(q'zT) asl’, one has at short-timé(q,7)=1—I'r and 0 ge| point, the long-time tail of the dynamical structure
S(q,7)"=1-2I'7. From Eq.(15), one gets factor shifts to even more long times as the macroscopic

(1(0)1(7))—(1)? viscosity diverges. This result leads to the exponent for the
#:y(Z—y)—ZyF T. (169  dependence of the viscosity on the relative distance to the
W threshold:s=0.85+0.1. Above the gel point, the amplitude

At 7=0, the amplitude of the autocorrelation function de. Of fluctuations decreases drastically. We interpreted this be-

creases with decreasing fractigrof moving particles. This havior as being due to the emergence of a shear elastic
latter expression has to be compared to our approach. Thei odglus. Thus, the exponent for'the dependence of the shear
physical meanings are completely different: Etg) directly elastic modulus on the relative distance to thg 'ghresholld was
links the amplitude of fluctuations to the shear elastic modup_letermlned:t=1.9i0._1_. To our knowledge, it is the f'rSt.
lus, whereas Eq.16) involves an increasing fraction of fro- time that these two critical exponents for fransport properties
zen particles as the gel becomes stronger. _of gelling systems are obtained via quaS|eIa§t|c light scatter-
Within the “particle population splitting model” the ap- N9 Measurements. The values so determined are in very
parent diffusion coefficient i o= T/[(2—y)q?]. This im- good agreement with those_ already obtained from rheologi-
plies that at short time the dynamics is expected to be slowef:\iaI measgrements on phyS|caI. glsi]. 'V'Ofeo"ef- our re-
down as the fluctuations become frozen. In the experimenéérltfS are in good agreement V.V'th the earlier theoretical pre-
reported here we have observed quite the opposite situati ctions based on the percolation model and on the electrical
(see Fig. 6 and this suggests that experiments on gelatirfinfak_)gy[ll] (520'75 andt=1.9). Very repently, more so-
solutions are not hindered by nonergodicity. Actually, thispms’['cmed theoretical approaghes, allowing to study the Qn‘-
problem of ergodicity has to be considered with respect tJerent components of the stiffness tensor for percolating
the size of the scattering volumé compared to the one of poly_m(_er networks, have been '?d to an exponeat.95,
heterogeneities in the sample. Typically,is higher than again in very good agreement with our redi].
10° um3. Such a volume can be considered as “macro-
scopic” with respect to the size of heterogeneity in gelatin
gels. Therefore the distinction between ensemble-averaged We thank L Auvray for providing us with the latex par-
and time-averaged scattered intensity is meaningless. Evéitles used for this work and P. Guenoun for viscosity mea-
though it could not be considered as “macroscopic,” prob-surements. We thank P. Calmettes for his attention to our
lems would start as soon as thelependence of the autocor- first manuscript. Also, we would like to thank M. Djabourov
relation function is considered, because the scattering vofor drawing our attention to the helix amount as the param-
ume depends on the scattering angle. eter for connectivity in gelatin solutions.
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Enzyme catalyzed proteolysis of gelatin gels has been studied. The dependence of the gel degra-
dation velocity on enzyme concentration suggests a mechanism controlled by a slow and anomalous
diffusion of enzymes in the gel. This point was confirmed by measurement of diffusion motion of
enzymes in the gel by 2-photon fluorescence correlation spectroscopy. This result gives new insight
on biological processes such as the action of metalloproteinases in the extracellular matrix involved

in cellular invasion.
INTRODUCTION

In wvivo proteins are often organized in a gel state,
i.e. an elastic solid of macromolecules swollen by a large
amount of solvent. On one side, protein gelation is in-
volved in many biological processes such as blood coag-
ulation or wound healing [1]. Conversely, the transition
from a gel and solid state to a soluble and liquid state,
is also of major importance mainly for the extracellular
matrix (ECM) behavior. The ECM is a gel of various
functional and structural macromolecules (mainly colla-
gen which is a high molecular weight protein) with acute
roles in physiology. ECM constitutes a physical barrier
isolating organs and is an essential regulator of cell be-
haviors[2, 3]. In tumor dissemination, invasive cells must
disorganize and solubilize the ECM gel [4]. This degra-
dation involves up to 15 different proteolytic enzymes,
especially metalloproteinases (MMP) the expression of
which has been correlated with tumor invasiveness [5-7].
These proteinases differ by their specificities and reac-
tion mechanisms; moreover, the ECM composition and
organization are tissue-dependent. In spite of these pe-
culiarities, in all cases cell invasion implies a similar pro-
cess that requires the enzyme catalyzed degradation of
the ECM gel. Beyond the precise biochemical processes
involved at a molecular level, the understanding of the
physical mechanisms involved in such degradation is cru-
cial. From this point of view, the use of simplified model
systems is an unavoidable stage within the present state
of the art.

*Submitted for publication in Science

The extracellular matrix degradation in relation with
cell invasion has been widely modelized and considered
from a theoretical point of view [8, 9], but only very few
studies have been devoted to enzyme kinetics in the cor-
responding heterogeneous and insoluble media [10, 11].
Experimentally, kinetics of enzyme catalyzed degrada-
tion of ECM gels has been reported only recently [12],
but the corresponding physical mechanism of degrada-
tion remained still puzzling.

In this paper, we report an experimental study which
makes a decisive step towards the understanding of
this mechanism. Thermolysin catalyzed degradation of
gelatin gels has been considered as a model system.
Gelatin is denaturated collagen, the main ECM con-
stituent. The gel network crosslinking is due to par-
tial renaturation and triple helix formation [13]. Ther-
molysin is a Zn-metalloproteinase from Bacillus thermo-
proteolyticus which is an analogue of MMP and displays
the same basis mechanism [14, 15], but without the need
of other enzymes for activation and with a better sta-
bility. Enzyme concentrations in this study are in the
range of 1nM, that is the order of magnitude of MMP
concentration in ECM during cell invasion [10].

The experimental study here reported consists in two
points: 1) enzyme concentration dependence of the gel
degradation rate; 2) two-photon fluorescence correlation
spectroscopy study of the thermally induced motion of
the enzyme in the gel. We will see how these data sug-
gest a degradation mechanism controlled by an anoma-
lous diffusion of the enzyme in the gel.



MATERIAL AND METHODS

Sample preparation: Gelatin of type B from bovin skin
was purchased from Sigma (G9382). Gelatin solution
was prepared in 50 mM Tris-HCI buffer at pH=7.4 at
40°C'. The solution was filtered on 0.45 pm Millipore fil-
ters. Gel points determinations were performed by quasi-
elastic light scattering (Q.E.L.S.) on diluted large latex
probe particles (450 nm diameter) [16]. For these experi-
ments, polystyrene latex particles at a final volume frac-
tion ¢ = 1.8 107 were added to the gelatin solution at a
final concentration of 1% w/w. Thermolysin (Protease X
Bacillus Rokko, EC 3.4.24.27) was purchased from Sigma
(Lot. 16H0855). Aliquots of 0.12 mg/ml stock solution in
pH=7.4, 50 mM Tris-HCI buffer were used for Q.E.L.S.
experiments and kept at T=-20°C. Thermolysin solution
was added to the gelatin solution at 40°C (gelatin in a
liquid state), stirred and cooled at 4°C for 1hour in or-
der to accelerate the gelation process. The gel was then
warmed at 14°C in the experimental device for measure-
ments.

Thermolysin labelling:  Fluorescein isothiocyanate
(FITC, isomer I) was purchased from Sigma. FITC re-
acts with primary amines of proteins to form a dye pro-
tein conjugate. FITC-thermolysin conjugate was pre-
pared according to Molecular Probes protocol. The
excess of FITC was removed from protein solution
by gelfiltration on prepacked Sephadex G-25 column
from Pharmacia. Final thermolysin concentration was
calculated from absorbance measurements at 280nm
(Aago) and 494nm (Aggs) of the purified conjugate:
[thermolysin](M) = [Aaso — (Asgs - 0.30)] /€, where € =
6.61 - 10*cm™'M~! is the molar extinction coefficient
of thermolysin at 280 nm and 0.30 is a correction fac-
tor accounting for the absorption of FITC at 280 nm.
The degree of labelling L (number of FITC per protein
molecule) was calculated following: L = A494/(6.8 - 10* -
[thermolysin]), where 6.8-10* cm™*M~1 is the molar ex-
tinction coefficient of FITC at 494 nm and pH=8. In our
experiment L = 2.7.

Thermolysin stability: 100 nM thermolysin were stored
at 10°C in gelatin solutions at 0.5% and 0.1%. Samples
of these preparations were tested for proteolytic activity
on a peptidic substrate, FA-Gly-Leu, (final concentration
1.6 mM) in a Tris 50 mM Maleate buffer pH=7.0 contain-
ing 10mM CaCl,. The reaction was followed spectropho-
tometrically at 345nm (e345 = 660 M~tem™1).

2-photon fluorescence correlation spectroscopy: Rou-
tinely [17], two photon fluorescence excitation mode was
performed with a Coherent Titanium:sapphire model 900
Mira laser head, modelocked and tunable from 710 to 920
nm. The Mira laser head was pumped by a 5 W solid
state Coherent laser model Verdi providing a single fre-
quency output: 532 nm.The excitation beam replaced
the light source of an Axiovert 135 inverted microscope

from Zeiss, equipped with an immersion objective 63x,
NA 1.4. A dichroic beam splitter separated the epifluo-
rescent and excitation beams. Fluorescence was detected
by an Hamamatsu model R7205-01 photomutiplier op-
erating at 975 V.The fluorescence intensity autocorrela-
tion function was calculated by a digital correlator model
Flex2K-12x2 from Correlator.com.

RESULTS AND DISCUSSION

Gel degradation kinetics

Here we report data on the degradation of a protein gel
under the action of proteinase. The gel is an aqueous so-
lution of gelatin at a weight fraction of 1% that becomes
solid (gel) at low temperature (see Material and Method).
Under the action of proteinase some peptide bonds be-
longing to gelatin chain connecting two crosslinks of the
gel network are hydrolyzed and the gel becomes liquid
as a given fraction of such bonds are broken. In that
sense, the gel undergoes a reverse sol-gel transition [18],
however in this paper we are not concerned by the study
of the critical behavior of the transition but only on the
reverse-gel time.

This time was determined using an experimental
method already reported [16]. It consists on Q.E.L.S.
measurements on diluted large latex probe particles
(450 nm diameter): in the gel state due to the shear elas-
tic modulus, fluctuations of light scattered intensity are
frozen and the amplitude of these fluctuations increases
as the shear elastic modulus vanishes due to the action of
proteinase. At the gel point in the liquid state, t4¢;, one
recovers the amplitude of fluctuation measured in water.

Results so obtained are reported in Fig.1. for different
enzyme concentrations between 0.6nM and 4nm. The

®
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FIG. 1: Variation of the gel proteolysis time, t4e;, on enzyme
concentration, [E]. The straight line has a slope in Log-Log
equals to -1.9540.15.



gel degradation kinetics is very slow at these proteinase
concentrations: the gel time reaches 10 days at the lowest
concentration. In view of these long times, the Q.E.L.S.
method used for the determination of ¢4¢; shows a num-
ber of advantages compared to usual rheological mea-
surements: samples are in sealed measurement cells al-
lowing temperature regulation and preventing contami-
nation and solvent evaporation. As measurements are
performed for very long time, the stability of the enzyme
is questionable. Thermolysin is known to be a particu-
larly stable enzyme [19]. However, in order to check this
point specially in presence of gelatin , i.e. a substrate for
the enzyme, thermolysin activity was measured at differ-
ent time on two solutions at different gelatin concentra-
tions. Results are reported in Table 1. It appears that
the presence of gelatin reinforces the enzyme stability:
at gelatin concentration of 0.5% the enzyme activity is
constant within experimental accuracy. In addition, this
result shows that at these low enzyme concentrations a
decreasing proteinase activity of thermolysin due to au-
tolysis is negligeable. As a consequence, results plotted
in Fig.1 has to be considered with respect to theoreti-
cal expectation for the enzyme catalyzed gel degradation
mechanism.

TABLE I: Thermolysin proteolysis activity (uM-min™").

t (h) 0 41 118
Gelatin 0.1%, [E]= 100 nM 10.4 10.4 5.7
Gelatin 0.5%, [E]= 100 nM 4.8 5.0 5.1

The enzyme kinetics of the gel degradation can first
be considered in the framework of the classical Michelis-
Menten formalism. The velocity, V, of the enzyme-
catalyzed reaction is V = %_J[S]Vmax, where [S] is
the substrate concentration, K, the Michaelis constant
and V4, the maximum velocity for saturated enzymes
proportional to the enzyme concentration: V,q. o [E].
Gelatin is characterized by the repetition of Gly-X-Y se-
quences [20] (where X and Y are variable aminoacids).
Considering the specificity of thermolysin [21] and the
average composition of skin gelatins [22], only 18% of
total peptidic bonds can be recognized by the enzyme.
For gelatin molecular mass of 10° g/mol corresponding
to 1000 peptide bonds in average, the number of such
recognition sites potentially breakable is thus of the or-
der of 180 per gelatin chain. The gel is a network of
crosslinks connected by gelatin chains. It has previously
been shown [16] that at the concentration here studied,
gelatin chains are at the overlap concentration. This
means there is on the average one chain per crosslink
for a fully connected gel. Actually, this number is always
less than unity and is found to be always less than 0.5

at the gelation threshold, both for percolation simula-
tions [23] and mean-field approach [24]. From the point
of view of the reverse sol-gel transition efficiency, the hy-
drolysis of one peptide bond of this crosslinking chain is
enough, however a lot of reaction sites remain on this
broken chain as a substrate for the enzyme. Conse-
quently, at the transition threshold between the gel and
the liquid state, the substrate consumption never exceeds
0.5/180 ~ 3 - 1073 of the initial value [S]o. The sub-
strate consumption is thus negligible up to the gel point.
The consequence is that the velocity, V', of the enzyme-
catalyzed reaction can be considered as constant up to
the time ¢4¢;. In other words ¢4 is proportional to 1/V.
Now the importance of the result reported in Fig.1 clearly
appears. An ordinary Michaelis-Menten mechanism for
the enzyme reaction would lead to V' « [E], whereas here
V o [E]? is rather observed. Actually, experimental re-
sults for enzyme catalyzed gel degradation have already
been reported [12]. In a range of enzyme concentration
between 0.1 and 1uM, i.e. three orders of magnitude
higher than the one in Fig.1, the authors report a linear
dependence on [E]. However the data on Fig.1 clearly
suggest a stronger dependence on [E] for [E] — 0. In
order to explain the [E]? dependence of V here reported
and in view of the very low enzyme concentration range
of our study, a diffusion limited mechanism has to be
considered.

In standard gelation models[18], crosslinks are ex-
pected to occur (or to break in our case of a reverse
gelation) randomly with an equal probability anywhere
in sample volume. In other words it is assumed that
there is no correlation between one crosslink formation
(or breaking) and another. For an enzyme catalyzed
degradation of a gel, due to enzyme diffusion (with dif-
fusion coefficient D), correlation will disappear after the
time, 77 = d?/D, needed for an enzyme concentration
fluctuation to relax over the mean distance, d, between
two enzymes. For reaction characteristic time shorter
than 7g, correlations cannot be ignored: one given en-
zyme creates a liquid pathway in the gel. In that sense,
at low enzyme concentration, the gel degradation mecha-
nism is diffusion rather than reaction limited. Note that
this case is different from immobilized enzymes [25] for
which the distance enzyme-substrate is responsible for a
diffusion limited mechanism and anomalous kinetics.

What do we expect for a diffusion limited degradation
of a gel? Above the time 7g, the gel can be viewed as an
homogeneous set of “blobs”of volume d>. Inside one of
these blobs, everything happens as if one given enzyme
reflects at the blob surface. Actually, the self diffusion
of one enzyme is not limited to the distance d, but in
average as an enzyme goes out a blob, another goes in.
Consequently the gel point of the overall volume is stat-
ically the same as the one of a blob. Let us denote ng
the number of peptide bonds broken at time ¢ and p the
ratio ny/([S]d®). For one enzyme randomly walking and



creating a liquid pathway in the blob, n, o< Dt/a?, where
a is the mean distance between two potentially breakable
recognition sites ([S] = 1/a®). Noting that by definition
[E] = 1/d3, one gets: p  [S]7'/3Dt[E]. Assuming that
the critical p value is a constant independent of the vol-
ume, at the gel point one gets:

[5]1/3

D x[B] (1)

tger X
For a simple diffusion process due to brownian motion,
D being constant, we do not expect an anomalous de-
pendence on enzyme concentration compared to a reac-
tion limited mechanism (Michaelis-Menten). However in
our case, the enzymes do not diffuse in a simple liquid
but in a complex system which may strongly interact
with them. A possible consequence of these interactions
should be an anomalous subdiffusion process with a mean
square displacement varying with time as <r2> o t2, with
8 <1 (B =1 corresponding to simple diffusion). The
term “subdiffusion”refers to a decreasing apparent diff-
suion coefficient decreasing with time (or length scale) as
D = d<r2> /dt o< =1, Such behavior is quite usual in
soft matter physics and a possible underlying mechanism
will be discussed in the following. Using Eq.1 leads to:

tgel X [E]_l/ﬁ (2)

which accounts for our result (see Fig. 1) for 8 =1/2.

Enzyme diffusion measurements by 2-photon
fluorescence correlation spectroscopy

In order to get direct evidence for anomalous diffu-
sion of enzymes in the gel, fluorescence correlation spec-
troscopy (F.C.S.) measurements were performed. In our
knowledge, this is the only technique for such measure-
ments. On one hand enzymes are too small to allow
Q.E.L.S. measurements, specially because the gel has a
major contribution to the scattered light intensity. Work-
ing on labeled enzymes is a major advantage of fluores-
cence techniques. On the other hand, the technique of
fluorescence recovery after photo bleaching (F.R.A.P.)
works in a higher concentration range of fluorescent
molecules. F.C.S. consists in computing the correlation
function of the fluorescence intensity, I, of a small vol-
ume observed with a confocal or 2-photon microscope
[26]. In the absence of chemical fluctuations, F.C.S. is
directly sensitive to concentration fluctuations of fluo-
rescent markers due to their translational motion. In
practice, the measured signal is a convolution of corre-
lation function of concentration fluctuations with the il-
luminated volume profile, leading to complex relaxation
function.

In Fig.2, the normalized correlation function of fluo-
rescence intensity is plotted for labeled 20 nm diameter

latex particles in pure water and in the gel here stud-
ied. In the case of water, one expects a relaxation curve

(v} 2 %
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FIG. 2: Normalized fluorescence correlation function vs. time
for 20 nm diameter latex beads in water (circles) and gel (dia-
monds). The lines correspond to best fits using Eq.3 with
a = 0.81 £ 0.02 (fit residuals on the top of the graph).
For measurement in water 7 = (3.10 + 0.05) ms whereas
T = (23.0 £ 0.5) ms in gelatin. In both cases, latex parti-
cles undergo a simple liquid viscosity and move by a diffusion
mechanism.

only due to a simple diffusion process. In the whole time
range, the correlation function is nicely fitted using a two
parameters phenomenological expression of the form:
o) = SO = e @)
T
Note that this equation differs slightly from the exact ex-
pression obtained for gaussian profile of the illuminated
volume [26] but is easier to handle. As for latex parti-
cles in the gel, the same relaxation profile is found but
with a longer relaxation time. In particular, the ampli-
tude of fluctuation is of the same order of magnitude in
both cases (in Fig.2 the correlation function has been
normalized in order to get rid of the dependence on total
concentration). This result shows that 20nm diameter
beads are free to move in the gel and only experience a
higher viscosity than in water. Actually, for this gel the
correlation length of gelatin concentration fluctuations
has been measured equal to (43+4)nm [16]. This is the
lowest value expected for the mesh size of a fully con-
nected gelatin network at this concentration. As these
latex particles are free to move in the gel, in the absence
of specific interactions one expects a fortiori the same
for thermolysin molecules which are ten times smaller.
In Fig.3, F.C.S. measurements are plotted for ther-
molysin in water, in 50% glycerol solution and in gelatin
gel. If one accounts for a viscosity, 7, twelve time higher
than water, measurements in 50% glycerol superimpose
to the those in water. In addition, data can be fit us-
ing Eq.3 with an imposed value of o« = 0.81 (determined
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FIG. 3: Fluorescence correlation function for thermolysin in
water (circles), in glycerol solution (diamonds) and in gelatin
(triangles) at the beginning of the degradation process. Flu-
orescence correlation function is multiplied by the average
fluorescence intensity, Io, in order to account for small varia-
tions of enzyme concentration. For full diamond symbols, i.e.
glycerol solution, the time is multiplied by the ratio of the
viscosity of water to the viscosity of the solution, nwater/n,
in order to account for trivial viscosity effect. The full line
corresponds to the best fit of these data using the same curve
profile as for latex particles (Fig.2, Eq.3 with a = 0.81) with
an additional parameter for the amplitude (a = 0.057 £ 0.01,
7=0.224+0.01).

on latex particles data because of a better statistics).
Measurements in water and gylcerol solution are thus
consistent with a simple diffusion motion governed by
Stokes-Einstein equation: D = kT/(6mnRy ), where kT
the thermal energy and Ry the hydrodynamic radius of
enzyme. As opposed to these results, measurements per-
formed in gelatin display a quite different shape for the
relaxation function which decreases as a power law over
five orders of magnitude in time. Tranlational motion of
enzymes in the gel is clearly slowed down and anomalous
compared to the behaviour in water. In order to fur-
ther advance the data interpretation, let us assume that
the correlation function is only a function of the reduced

mean square displacement, <(7°/R)2>, of enzyme, with

R a length characteristic of the apparatus. Eq.3 can be

rewritten as g(t) = W. Taking advantage of the

simple form for g(t), one easily gets:

-Ge-) " w

which leads to the time dependent mean square dis-
placement from measurements. Results are plotted in
Fig.4. Compared to the diffusion in water (solid line in
Fig.4), in the gel diffusion is slowed down above 3ms
and the mean square displacement shows an anomalous
time dependence: over three decades in time one observes
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FIG. 4: Reduced mean square displacement of thermolysin in
the gel deduced from Eq.4 and data reported in Fig.3. The
full line corresponds to the expected simple diffusion in water
{(r/R)®) =/0.22. The dotted line corresponds to the power

law <(7°/R)2> = (3.240.1) x 0-40£0:01,

((r/R)*) = (3:240.1) x 2405091 (solid Tine in Fig.4).
Apart from the exponent value that slightly differs, this
is consistent with the results on gel degradation kinet-
ics and their interpretation. From Eq.2 and paragraph
above, one rather expects (r?) oc t1/2,

What should be the origin of such subdiffusive dy-
namics of enzymes in the gel? As mentioned above,
the mesh size of gelatin network at this concentration
is so large compared to the size of enzymes that they
are not embedded in the gel network. This is confirmed
by measurements on latex particles: despite a larger size
they are free to move in the gel. In the absence of ad-
sorption on gelatin, the enzymes are thus expected to
freely diffuse in the gel. Now, enzyme stability that is
enhanced in presence of gelatin (see Table 1) gives evi-
dence for such adsorption. In our opinion this is prob-
ably the main cause of the observed anomalous diffu-
sion. It has been shown [27] that a mechanism of “hop-
ping and trapping” for particles self-diffusion leads to such
power law behavior. Let us consider an enzyme ad-
sorbed on a gelatin chain as being in a potential well
of depth AE. The enzyme residence time can be writ-
ten as 7 = 10e2F/FT . An exponential distribution of the
energy barriers such as P(AE) = Eioe_AE/EO, leads to a
power distribution of residence times: P(7) oc 7~ (15,
with 8 = kT /Ey. The average 7 value is time dependent
(1) = fg TP(1)dr o< t'78. If the diffusion characteristic
time of the enzyme between one adsorption site to an-
other is short compared to (1), the diffusion process is
a random walk of steps lasting (7): (r?) o ¢/ (1) o t°.
Let us denote 7,,, a long time cutoff of the residence time
distribution, the above anomalous diffusion disappears at

time longer than 7, and <r2>t>T o t. This point can



explain the discrepancy between the 3 values deduced
from Fig.1 and Fig.4.

CONCLUSION

The kinetics of enzyme catalyzed degradation of
gelatin gel suggests both a diffusion limited mechanism
(one given enzyme creates a liquid pathway in the gel)
and an anomalous subdiffusive motion of the enzymes
in the gel. This last point was clearly underscored by
2-photon fluorescence correlation spectroscopy measure-
ments. In view of the small size of enzymes compared to
the mesh size of the network this anomalous diffsusion
is ascribed to adsorption of enzymes on gelatin chains
rather than gel structure and heterogeneities as it was
already observed by computer simulations [28].

From the theoretical point of view of the critical be-
havior of the reverse sol-gel transition, our results pre-
sumably imply a different universality class from perco-
lation, which usually accounts for most of the gelation
processes [18]. Actually, another universality class has
been already reported in case of strong correlations in
the gel connectivity [29]. Further experiments in this di-
rection are needed to elucidate this point.

Our result makes us wonder whether this anomalous
diffusion of the enzyme in the gel depends on the enzy-
matic activity or not. Further experiments using inacti-
vated enzyme would answer to this question.

The results here reported have to be taken into consid-
eration in the framework of the extracellular matrix re-
modeling observed in metastasis dissemination. Tumor
invasion implies the surexpression of proteinases [5, 7]
which degrade the ECM. The unusual anomalous diffu-
sion controlled mechanism of the gel degradation leads to
a strong dependence of the apparent proteinase activity
on enzyme concentration (the gel degradation velocity
varies as [E]?). In other words, a small variation of pro-
teinase concentration has a stronger effect than expected.
In vivo this would imply an amplification of the effects
of proteinase surexpression.
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6 . Conclusion et perspectives

Au cours de ce travail de thése nous avons développé un outil expérimental
permettant de sonder les propriétés microrhéologiques de gels de polyméres. Cet
outil permet de caractériser le comportement critique des grandeurs physiques
telles que la viscosité et le module élastique prés du seuil de gélification. Son
principe consiste en 1’étude, par diffusion quasi-élastique de la lumiére, de la
diffusion de grosses particules sondes dans la solution en cours de gélification.
Nous avons montré que, lorsque les quatre conditions suivantes sont réunies :

1. ¢R ~ 1, ou q est le vecteur de diffusion et R est la taille des billes
2. R> &, ou & est la longueur de corrélation des fluctuations du gel

3. lintensité diffusée par le gel est négligeable par rapport a 'intensité diffusée
par les billes de latex

4. le polymére n’est pas absorbé sur les particules sondes

les inhomogénéités dans le gel et son caractére non ergodique peuvent
étre négligés. Ce point a été discuté en détail dans la partie centrale du chapitre
2.

Nous avons ensuite appliqué cet outil a I’étude de la gélification d’une solution
de gélatine en cours de gélification avec, comme particules sondes, des billes de
latex de 0.5um de diameétre. Nous avons étudié le comportement critique de la
viscosité et du module élastique de ce systéme, et nous avons trouvé les valeurs
suivantes pour les coefficients critiques de la viscosité (s) et du module élastique
(f) :

- 5s=085+£0.1

- f=19+0.1
Ces valeurs sont en trés bon accord avec les résultas obtenus par rhéologie sur
le méme systéme et sont cohérentes entre eux dans le cadre des la théorie des
transitions critiques.

Nous avons alors appliqué cette technique a I’é¢tude de la dégradation en-
zymatique (chapitre 3). Cette étude, réalisé en fonction de la concentration en
enzyme, a permis d’obtenir une relation entre le temps de dégradation ¢, et la

concentration en substrat
— lger X [E]2
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6. Conclusion et perspectives

qui suggére un mécanisme de cinétique enzymatique limité par la diffusion.
Cette relation a été confirmée par des mesures de spectroscopie de corrélation de
fluorescence.

Ce résultat est important si il est replacé dans le contenste de la réorganisation
de la matrice extracellulaire qui a lieu, par exemple, lors de la dissémination des
métastases : la dissémination tumorale étant accompagnée par une surexpression
de protéinases, une petite variation de la concentration en protéinase pourrait
avoir un effet important sur la dégradation de la matrice extracellulaire.

D’un point de vue purement physique, nous avons trouvé, dans ce systéme, une
valeur pour I'exposant critique du module élastique (figure 3.4) :

f=1.10+0.03

Aucune des théories existante pour la gélification (cf. tableau 2.1) ne peut ex-
pliquer ce résultat qui, s’il est confirmé, nécessitera l'introduction d’une nouvelle
classe d’universalité.

L’outil expérimental que nous avons développé et validé sur la gélatine peut
s’appliquer a d’autres systémes dans des domaines variés :

1. D’un point de vue biologique il pourrait étre appliqué a I’étude de la dégra-
dation enzymatique sur des extraits de la matrice extracellulaire.

2. Le greffage sur les billes de latex des recepteurs des integrines a la fibronec-
tine permettrait d’appliquer la technique a I’étude de I’adhérence cellulaire.

3. D’un point de vue situé plutot a l'interface entre biologie et physique il
permettrait I’étude de la transition sol-gel de la gélatine due & ’action d'un
enzyme.

Enfin, dans le cadre de I’étude des phénomeénes critiques, il pourrait étre appliqué
a des systémes proches afin d’étudier une éventuelle nouvelle classe de systémes
critiques.
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A. Annexe 1

A.1. Diffusion de particules

Considérons un systéme unidimensionel constitué de N particules en solution.
Si ¢(z,t) est la concentration de particules présentes en z a 'instant du temps ¢,
le processus de diffusion est décrit phénoménologiquement par la loi de Fick :

oc
i(x,t) = —D— Al
jlo,t) = =D (A1)
ou j(x,t) est le flux et D est le coefficient de diffusion des particules. Le flux est di
aux fluctuations de la vitesse des particules, et la vitesse moyenne des particules
est nulle. L’equation de continuité pour ce systéme est :

doc 8_]

— =— A2

ot ox (4.2)
ce qui donne I’equation de diffusion & D constant :

dc 0?c

D A.

ot Ox? (4.3)

Si un potentiel externe U(x) agit sur ce systéme, la vitesse moyenne des particules

n’est plus nulle mais devient :
10U

V===

¢ Ox

ou ( est la friction subie par les particules; dans le cas des particules de rayon
R dans un solvant de viscosité 7, ( = 67mnsR. A 'equilibre thermodynamique
le flux est nul et la concentration c(x,t) suit une distribution de Boltzmann
Coq o< € U@/EBT On a 1a relation suivante :

D Oceq(z) 1 oUu

ox CCQI(:U)%

j=0=—
qui donne la rélation d’Einstein

p="8L (A.4)
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A. Annexe 1

L’equation d’Einstein est un cas particulier du Théoréme de fluctuations et dis-
sipation qui relie les fluctuations thermiques a la reponse du systéme pour un
champ externe appliqué sur le systéme méme. On substituant I’expression trou-
vée pour D dans ’equation du flux, on obtient I’equation de Smoluchowski :

Je 01 oc oU
— = —— | Kk — 4+ c— A5
ot am(B o ax> (A.5)
Une description alternative du mouvement Brownien est répresenté par I’equation

de Langevin :

dx ou
E — —% + f(t) (A6)

ou f(t) est une force aléatoire qui répresente la somme des forces dues aux col-
lisions entre les particules du solvant et les particules Browniennes. Ne pouvant
pas connaitre explicitement la dependence temporelle de f(t), on considere pour
f(t) une variable aléatoire avec une fonction de distribution W(f(¢). Dans le cas
d’une distribution gaussienne, f(t) a les propriétés suivantes :

(f(t)) =0
(f@)f(t')) = 2CkpT o(t — 1)

Dans le cas d’une particule libre en mouvement brownien (U = 0), si la particule
est a la position x a I'instant de temps ¢ = 0, sa position =’ au temps t est :

U 1 ! i i
o(t) = +Z/0 dt' f(t') (A7)
et donc :
@(t) = (A.8)
(2(t) — (2(®)?) = ngTt

A.1.1. Mouvement brownien dans un potentiel
harmonique
Considérons, pour simplifier, le cas d’une particule qui bouge sous 'effet de

I’agitation thermique dans un potentiel harmonique unidimensionel U = %kﬁ.
L’equation de Langevin s’écrit :

dz
e —kx + f(t) (A.9)
et donc : .
o) = % /_ i dte="52 F (1) (A.10)
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A.1. Diffusion de particules

x(t) est une combinaison linéaire de f(¢) et donc suit aussi une distribution gaus-
sienne. On trouve, alors :

(@(t)) = x'e—; (A.11)
(o)~ ey = 2L ?]

Bl T

ourT=
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B. Annexe 2 :
Méthode d’analyse des données

B.1. Deéveloppement en cumulants

Une des méthodes les plus utilisées pour 'analyse des données de diffusion
quasi élastique de la lumiére, est I’analyse par développement en cumulants. Pour
un systéme dont la fonction de corrélation est composée par plusieurs modes de
relaxation I'; ou, de fagon plus général, lorsque les modes de relaxation suivent
une distribution G(I"), dont on ne connait pas la forme a priori, il est en général
possible de devélopper en serie de Taylor :

| g0() = 3 15, =7

n

(B.1)

ou

K = _<m>”:<r> (B.2)

or
2In | ¢ (7
e G ) IR RO (8.3
S | g)(r
Ky = - (T sy ma

sont les trois premiers moments de la fonction de distribution. Le devéloppement
en cumulants n’est valide que pour 7 petit et pour une fonction de distribution
G(T) étroite.

Le premier cumulant donne le temps de relaxation moyen. Pour un systéme idéal
de particules sans interactions, la fonction de corrélation a une forme exponen-
tielle et (I') = D,q?. Pour un systéme constitué de particules en interaction, ou
pour des particules polydisperses, (I') = D,srq?, ot D.ss est un coefficient de
diffusion effectif qui gouverne la relaxation initiale du facteur de structure.

Les cumulants d’ordre superieur au premier caracterisent la déviation de la fonc-
tion de corrélation par rapport a une fonction exponentielle simple [77]-[78].
Nous avons analysé les données concernant la dégradation de gel de gélatine ainsi
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que les cinétiques de gélification a 18,19, 20, 21°C' avec la méthode des cumulants.
Cette méthode étant valable seulement pour 7 petit, nous avons consideré uni-
quement la partie initiale de la fonction de corrélation pour ’analyse. Toutefois
les résultats dépendaient fortement du nombre des points pris. Nous avons alors
procédé de la fagon suivante : nous avons effectué une analyse de la partie initiale
de la fonction de corrélation ¢ (7) avec la méthode des cumulants en variant
a chaque fois le nombre de points. Nous avons ainsi déterminé le coefficient de
diffusion a temps court D,, amplitude de la fonction de corrélation et le 2
correspondant. Nous avons tracé le x2 en fonction de nombre de points et nous
avons ainsi déterminé lequel des points correspondait au minimum de x? et donc
les valeurs de Dy et de 'amplitude de la fonction de corrélation de l'intensité
diffusée correspondant au minimum du x?2.
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