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Ch. Place

Mme. M. Phaner-Goutorbe Directeur de thèse
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Je souhaite exprimer toute ma gratitudeà Magali Phaner-Goutorbe pour m’avoir proposé ce

sujet de th̀ese palpitant et d’avoir assuré sa direction durant ces trois années. Je la remercie pour sa
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Chacun sait qu’une th̀ese n’est ǵeńeralement pas le fruit du travail d’une seule personne. Aussi,

je voudrais associer̀a ce travail l’ensemble des personnes qui ont intervenu.
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et leur bonne humeur.... Mercià Alain Gagnaire, mon tuteur pédagogique, pour avoir aḿenaǵe

mes enseignements et m’avoir suivie dans la formation PBL aux moniteurs. Mercià Jacques Jo-
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1.3.2 Microscopièa force dynamique ou modes oscillants . . . . . . . . . . . 24
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5.1.1 Les syst̀emeśetudíes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 140

5.1.2 Protocoles d’hybridation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141

5.1.3 Hybridation de doubles brins de 1500 bases . . . . . . . . . . . . . . . . 142



5.1.4 Hybridation de monobrins de 600 bases . . . . . . . . . . . . . . . . . . 149

5.1.5 Hybridation de monobrins de 84 bases . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 163

5.2 Premiers essais de manipulation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 167

5.2.1 Essai en mode contact . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 168

5.2.2 Essais en mode Contact Intermittent appuyé . . . . . . . . . . . . . . . . 170
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Introduction

Depuis son av̀enement en 1986, le microscopeà force atomique, ou AFM, a connu un dévelop-

pement exponentiel de son utilisation. Durant toutes ces années, l’AFM a subi de nombreuses

évolutions dont la plus importante est probablement l’invention des modes de fonctionnement dy-

namiques. Dans ces modes, la pointe n’est non plus en contact permanent avec l’échantillon mais

oscilleà proximit́e de sa surface. Ces modes conventionnellement appelésContact-Intermittentet

Non-contactpermettent de ŕeduire consid́erablement la contrainte exercée par la pointe sur la sur-

face de l’́echantillon,́elargissant ainsi l’utilisation de l’AFM aux matériaux mous et en particulier

à l’étude de matériaux biologiques.

Les d́eveloppements de la biologie moléculaire durant les années 90 ont montré la ńecessit́e de

mettre au point des outils permettant l’analyse simultanée d’un grand nombre de molécules. Sur

le principe de l’int́egration de minuscules composants sur silicium enélectronique, la cŕeation de

biopucesa ainsi vu le jour. L’ADN de part son importance dans l’ensemble des processus biolo-

giques est certainement la molécule qui a fait l’objet du plus grand nombre de travaux. Les pucesà

ADN reposent sur le principe de la reconnaissance spécifique par hybridation de deux monobrins

d’ADN de śequences complémentaires. Elaboréesà partir d’un substrat solide fonctionnalisé sur

lequel sont ŕealiśes par greffage des plots de monobrins-sondes de séquences connues, elles per-

mettent d’identifier dans une solution, les monobrins-cibles possèdant la śequence complémentaire.

Dans la coursèa l’intégration de ces systèmes pour augmenter le nombre de séquences ana-

lysées sur une m̂eme puce, les tailles de plots tendent aujourd’huià se ŕeduireà l’échelle du

micron. Or, les ḿethodes conventionnellement utilisées pour l’analyse des puces (fluorescence,

spectroscopie infra-rouge, ....) ne sont pas appropriéesà la d́etection des tr̀es faibles quantités de

matìere. De plus, leurs mesuresétant macroscopiques, elles ne donnent pas d’informations locales

sur la constitution des pucesà cettéechelle.

L’avènement desnanobiotechnologiesne peut donc s’oṕerer que par l’adaptation des moyens

de caract́erisation de ces biopuces̀a deséchelles submicroniques. Ainsi, les microscopies en

champ proche et en particulier l’AFM, par sa capacité à imager des surfaces ”molles” avec une

résolution moĺeculaire,̀a l’air mais aussi en solution, se présentent comme des outils bien adaptés.
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Ce travail s’int́eressèa la caract́erisation par microscopièa force atomique de pucesà ADN de

leur élaboration jusqu’̀a l’investigation des processus d’hybridation. Cetteétude se fixe deux ob-

jectifs. Le premier ŕeside dans la compréhension des ḿecanismes de greffages des oligonucléotides

de manìere à optimiser les protocoles de préparation en vue d’une réduction de la taille des

plots. Ŕeciproquement, les pucesétant des systèmes tr̀es complexes, elles offrent la possibilité

d’éprouver les propriét́es de caractérisation de l’AFM et de discuter l’origine des constrastes to-

pographiques sur ces surfaces molles.

Ainsi, ce travail d́ebutera par une description détaillée des modes de fonctionnement de l’AFM.

On insistera tout particulièrement sur les avancées dans la compréhension du mode dynamique en

amplitude. Une discussion sur le choix des conditions expérimentales adaptées pour notréetude

sera ŕealiśee en fin de cette partie.

Une seconde partie développera ce que sont les pucesà ADN. Une revue bibliographique

montrera que ces systèmes peuvent̂etreélaboŕes suivant de nombreuses voies parmi lesquelles on

présentera celles choisies au laboratoire.

Dans une troisìeme partie, on s’intéressera aux́etudes ant́erieures ŕealiśees par AFM sur des

syst̀emes voisins identiques̀a nos puces, constitués de sondes immobilisées sur substrat. On

présenteráegalement les principaux points clefs de la caractérisation de l’ADN par AFM, per-

mettant de d́egager des informations concernant les conditions favorables pour accéder à une

information topologique pŕecise sur ces matériaux.

Les deux derniers chapitres seront dédíes aux́etudes exṕerimentales que nous avons conduites

en microscopièa force atomique sur des pucesà ADN mod̀eles. Dans une première partie, une

analyse d́etaillée de chacune desétapes impliqúees dans la préparation de nos pucesà ADN sera

réaliśee : de la pŕeparation du substratà l’immobilisation des sondes. L’influence sur les mor-

phologies deśechantillons de deux paramètres a particulìerement relev́e notre attention : il s’agit

de la longueur et de la nature des séquences des sondes immobilisées. La compŕehension des

mécanismes de greffage sera au centre de nos préoccupations. Enfin, dans la dernière partie on

proc̀ederaà la caract́erisation des processus d’hybridation. On discutera de l’influence de la na-

ture et de la longueur des brins hybridés. Pour ce faire des brins de trois longueurs différentes,

correspondant̀a 1500, 600 et 84 bases de long, ontét́e śelectionńes. La configuration initale des

brins sera aussi discuté qu’il s’agisse de brins non, mono et multimarqués mais aussi de simples

et doubles brins.



Chapitre 1

Principe du microscopeà force atomique

Invent́e par Binnig en 1986 [1] le microscopeà force atomique ou AFM (Atomic Force Micro-

scopy) s’inscrit aujourd’hui comme un outil d’analyse incontournableà l’échelle de la molécule.

Comme le microscopèa effet tunnel, il appartient̀a la famille des microscopesà sonde locale,̀a

la différence pr̀es que l’on ne s’int́eresse plus au courant tunnel qui s’instaure entre la sonde et la

surface de l’́echantillon mais aux forces d’interaction qui existent entre la pointe et l’échantillon.

L’AFM a néanmoins connu de nombreuses modifications afin de s’adapterà des domaines d’ap-

plications les plus diverses possibles. La transformation certainement la plus marquante résulte de

l’avènement des modes oscillants en 1993 [2], qui a considérablement́elargi le champ d’applica-

tions de l’AFM, et a ouvert, en particulier, la voie de l’imagerie sur matériaux de faible dureté.

Dans ce chapitre, on présentera dans un premier temps le principe géńeral du microscopèa force

atomique. On discutera ensuite deux différents modes d’imagerie qui seront utilisés par la suite

dans ce travail. Puis, on détaillera le mode de fonctionnement en amplitude ainsi que les avancées

dans sa compréhension et sa modélisation.

1.1 Principe ǵenéral

Le principe ǵeńeral des microscopes̀a sonde locale repose sur le contrôle des d́eplacements

d’une sonde ou pointe de taille nanométrique dans le champ proche de l’échantillon de manière

à collecter des informations relativesà des caractéristiques de l’́echantillonà l’échelle de la taille

de la pointe.

Dans le cas du microscopeà force atomique, cette pointe est montée sur un levier ou cantile-

ver, qui se d́eformeélastiquement en présence des aspérités de surface. En régime quasi-statique,

la force de rappel du levier compenseà tout instant les forces d’interactions pointe-échantillon.

Si, on ne s’int́eresse qu’̀a la composante verticale, on a donc :Fpte−ech = kz, où k est la rai-
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12 CHAPITRE 1. PRINCIPE DU MICROSCOPÈA FORCE ATOMIQUE

deur effective du système surface-levier du levier,Fpte−ech la force d’interaction entre la pointe

et l’échantillon. Ainsi, la d́eflexion du levier rend compte des variations des forces d’interaction

pointe-́echantillon et donc de la topographie de l’échantillon dans le cas où il est homog̀ene.
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FIG.1.1– Sch́ema de principe du microscopeà force atomique.

La déflexion du levier est mesuréeà l’aide d’un syst̀eme optiquéelémentaire. Un laser focalisé

sur l’extŕemit́e du levier va se ŕefléchir en direction d’une photodiode. La photodiode est constituée

de quatre cadrans qui permettent de définir pŕeciśement la position du spot du laser sur celle-ci par

mesure de diff́erences d’intensité. La d́eflexion verticale est donnée par le signal(A+B)−(C+D)

et la torsion (d́eflexion lat́erale) par(A + C)− (B + D). La photodiode renvoie ensuiteà un bloc

électronique la valeur en intensité mesuŕee correspondantà la d́eflexion de l’instant t . Comme le

levier se d́eformeélastiquement, en enregistrant les déflexions, on a ainsi accèsà la topographie

de surface d’uńechantillon.

De manìere ǵeńerale, l’acquisition des données ne s’effectue pas de manière directe mais par
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asservissement de la position de la pointeà une valeur de d́eflexion de ŕeférence appelée SET-

POINT. Les valeurs de la déflexion du levier mesuréesà tout instant sont ainsi comparéesà cette

valeur de ŕeférence. Si la valeur mesurée est diff́erente de la valeur de référence, l’́electronique en-

voie aux ćeramiques píezóelectriques, qui commandent les déplacements de la pointe, des tensions

de manìereà ce qu’elles se contractent ou se dilatent de façonà ramener la valeur de la déflexion

instantańeeà la valeur de ŕeférence. On parle d’asservissement ou de boucle de rétroaction. La

réponse des céramiques píezóelectriquesétant en première approximation lińeaire en tension,

la topographie de l’́echantillon est obtenue en enregistrant les tensions qu’il faut appliquer aux

céramiques píezóelectriques pour ramener la valeur instantanéeà la valeur de ŕeférence. Ce prin-

cipe de fonctionnement par asservissement ou boucle de rétroaction conduit donc̀a travaillerà

”déflexion constante” appelé encore modèa ”force constante”. Ce mode est le premier mis au

point : il s’agit du mode contact. Le principe de fonctionnement de l’AFM repose donc sur la

mesure des forces d’interaction entre la pointe et la surface.

1.2 Forces d’interaction

L’extension spatiale de l’extrémit́e de la pointe ainsi que la distance entre la pointe et l’échan-

tillon sont deux param̀etres qui vont d́eterminer la nature des forces prédominantes dans le proces-

sus d’acquisition de l’AFM. Les pointes présentent ǵeńeralement un rayon de courbure de l’ordre

de la dizaine de nanom̀etres. Donc,̀a la différence du microscopèa effet tunnel (STM), òu le cou-

rant mesuŕe correspond dans sa quasi totalité au courant tunnel qui passe par le dernier atome de

la pointe, en microscopièa force atomique (AFM), le signal résulte d’un moyennage des forces

d’interaction sur une centaine, voire quelques milliers d’atomes.

C’est dans la sensibilité de la pointe aux variations du champ de force en fonction de la dis-

tance que ŕeside la pŕecision de la microscopièa force atomique. En effet, la consigne de travailà

force constante conduit la pointeà suivre les courbes d’isoforce. En fonction de la distance pointe-

échantillon, on distinguera différents modes de fonctionnement de l’appareil.

En l’absence de champ externe, les forces dominantes sont les interactions de Van der Waals,

les interactions ŕepulsives̀a courte port́ee ainsi que les forces d’adhésion et de capillarité. Nous

allons d́etailler dans le paragraphe suivant ces forces en précisant leur domaine d’influence et

quelques ordres de grandeur compte tenues des données de notre système.
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1.2.1 Interactionsà longue port́ee

a- Les forces de Van der Waals

Les fluctuations du chamṕelectromagńetique, ŕesultant d’effets thermiques ou de fluctuations

quantiques, sont̀a l’origine des forces d’interactions de Van der Waals. La description théorique

de ces forces est géńeralement effectúee dans le cadre d’une géoḿetrie pointe-́echantillon sim-

plifi ée et rameńeeà une configuration sphère-plan avec R>>z (approximation deDerjaguin) [3].

Dans ce cadre, la contribution des forces de Van der Waals est :

FV dW (z) = −HR

6z2
(1.1)

où H est la constante de Hamaker, R le rayon de courbure de la pointe et z la distance pointe-

échantillon.

Cette force est dans la plupart des cas une force attractive et décrôıt lorsque la pointe s’éloigne

de la surface. Les valeurs de H (en module)étant typiquement de l’ordre de 10−19 J, pour un

rayon de courbure de la pointe de 10 nm et une distance pointe-surface de 1 nm, la force de Van

der Waals exerćee sur la pointe est de 0,1 nN. Cette valeur donne l’ordre de grandeur de cette

contribution en AFM.

b- Les forcesélectrostatiques

Les forceśelectrostatiques constituent la seconde contribution aux forces d’interactionà longue

port́ee. En fonction de la nature du matériau, de la pointe et des expériences, ces contributions

peuvent jouer un r̂ole important. De nombreux modèles d́ecrivent l’interaction entre une pointe et

un substrat de nature métallique [4, 5]. Par ailleurs, dans le cas d’unéchantillon isolant, la présence

de deux distributions de charges, une sur la pointe et une sur l’échantillon, conduit́egalement̀a

une interactiońelectrostatique entre la pointe et la surface, décrite par les expression de Coulomb

dans une ǵeoḿetrie sph̀ere-plan. [6, 7]

Consid́erons une pointe chargée, de rayonR, repŕesent́ee par un point de charge,Q situé à

l’aplomb d’une ŕegion de la surface possédant une densité de charge uniformeσ. L’interaction

électrostatique ŕesultante, quand la pointe et l’échantillon sont espacés de la distancez, est donńee

par l’expression :

Felectrostat.(z) =
Qσ

2ε0

[1− z√
R2 + z2

], (1.2)
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Pour une distance de 5 nm entre la pointe et l’échantillon, un point de charge sur la pointe de

1,9× 10−16C, une densit́e surfacique de charge de 2× 10−8C/cm2 et un rayon de pointe de 10 nm,

la forceélectrostatique est d’environ 1 nN. Cette valeur est donc du même ordre de grandeur que

les contributions de Van der Waals.

1.2.2 Contact et forces̀a courte portée

En ce qui concerne les forces de courte portée, les principales contributions relèvent des forces

d’adh́esion et des forces de capillarité.

a- Contact et adh́esion

A l’ échelle de l’atome ou de la molécule, les forces répulsives proviennent géńeralement, soit

de la ŕepulsion ionique, soit du principe de Pauli. Dans le cas de l’AFM les aires de contact im-

pliquent un grand nombre d’atomes, de l’ordre de quelques centaines ou quelques milliers, soit un

nombre suffisamment grand pour que les propriét́esà cetteéchelle ne soient plus décrites par des

interactions atomiques mais par les théories des milieux continus et en particulier sous l’approxi-

mation du continuum d’élasticit́e.

En fonction de la raideur des surfaces et de la pointe utilisée on trouvera diff́erents mod̀eles

de description du contact. Les deux paramètres principaux qui ŕegissent le contact d’une pointe

avec unéchantillon sont la dureté des mat́eriaux (pointe et surface) ainsi que leur nature chi-

mique. Ainsi, en fonction de ces deux paramètres, la pointe pourra (ou non) déformer la sur-

face de l’́echantillon, ce qui conduiràa uneindentationde la surface par la pointe. On appellera

mat́eriaudur un mat́eriau posśedant un module de Young de l’ordre de 100 GPa et matériaumou

ou d́eformablecelui dont la valeur du module de Young est inférieureà 1 GPa. A titre d’exemple,

la silice poss̀ede un module de 90 GPa tandis que l’ADN double brin possède un module de Young

de 0,34 GPa suivant sa longueur.

Plusieurs mod̀eles ontét́e élaboŕes pour d́ecrire le contact entre deux matériaux. Historique-

ment le mod̀ele de Herz (1881) [8] a permis de décrire le contact de deux objets soumisà de tr̀es

faibles contraintes en négligeant les forces d’adhésion. Cette description conduità une rupture du

contact progressive. Aujourd’hui deux théories permettent de décrire deux cat́egories de contact.

La théorie de Derjaguin-Muller-Toporov (DMT) [9] prend en compte les forces d’adhésion mais

les auteurs supposent qu’elles sont incapables de déformer les surfaces. Il s’agit donc d’une des-

cription du contact entre deux surfaces ”dures”. Au contraire, la théorie de Johnson-Kendall-

Roberts (JKR) [10] d́ecrit le contact entre deux surfaces et la déformation des surfaces molles

durant le contact. On va développer brìevement cette th́eorie, qui est celle qui d́ecrit le mieux le
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contact dans notre système òu la surface est constituée d’objets biologiques et possède donc un

faible module d’́elasticit́e.

Dans le mod̀ele JKR [10], les forces agissant sur l’extérieur de l’aire de contact de la pointe

avec l’́echantillon sont supposées tr̀es faibles et seront donc considéŕees comme nulles tandis que

la contraintèa la ligne de contact tend vers l’infini. Ainsi, le centre du contact est répulsif alors

que sa ṕeriph́erie est attractive. L’énergie de surface provoque un aplatissement des surfaces et la

formation d’un col adh́esif. Sous ces hypothèses, le moduléelastique effectif du contact pointe

échantillon, K, s’exprime de la manière suivante :

1

K
=

4

3

∑
i=1,2

1− ν2
i

Ei

(1.3)

avec,Ei le module de Young des deux matériaux (pointe et surface) etνi les coefficients de

Poisson correspondants. La force d’adhésion, Fadh et a le rayon de contact sont donnés par les

expressions :

Fadh =
3

2
πRW123 (1.4)

a = [
R

K
(F + 3πRW123 +

√
6πRFW123 + (3πRW123)2)]2 (1.5)

où, W123 est le travail d’adh́esion des solides 1,2 dans le milieu 3, F la force appliquée sur la

sph̀ere et R le rayon de la pointe.

Enfin, on peut alorśevaluer l’indentation de la pointeδ par :

δ = −a2

R
+

2

3

a
3/2
0

R
a1/2 (1.6)

où, a0 est le rayon de contact en l’absence de forces externes :a0 = (6πR2W123

K
)1/3 évalúe à

partir de l’́equation 1.5.

Ainsi, l’adhésion entre une pointe de rayon 10 nm et une surface d’élastom̀ere vaut : Fadh ∼12

nN et a0 ∼ 1 nm.

b- Forces de capillarit́e

Enfin, une dernìere contribution importante pour les expériences effectúees en mode contact

sous conditions ambiantes sont les forces de capillarité. En effet, si l’́energie de surface des

mat́eriaux composant la pointe et l’échantillon est́elev́ee, les vapeurs des liquides présents dans

l’atmosph̀ere (eau, hydrocarbures) peuvent se condenser spontanément sur ces deux objets. Au
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contact il s’́etablit un pont capillaire entre ces deux surfaces. Le rayon de courbure du pont capil-

laire est relíe aux pressions de vapeurs relatives P/Psat par l’équation de Kelvin [11] :

rk =
2γV

RT log(P/Psat)
(1.7)

La force de Laplace associéeà ce ḿenisque a une expression simple pour R>>rc :

Fcap = −4πγRcosθ (1.8)

où, θ est l’angle de contact du liquide avec l’échantillon. Un ordre de grandeur de ces forces

pourθ = 0, γ 20 mN/m2 et R = 10 nm correspond̀aFcap ∼ 10nN , valeur tout̀a fait comparable

aux forces adh́esives.

Compte tenu des ordres de grandeur obtenus, dans les conditions ambiantes les forces ca-

pillaires et adh́esives peuvent dominer les forces ”moléculaires” dans le domaine de travail de

l’AFM.

1.3 Les différents modes de fonctionnement de l’AFM

Dans une première analyse, on peut définir trois modes de fonctionnement de l’AFM pour

l’imagerie topographique. Le mode contact (noté C), òu comme son nom l’indique la pointe est

en permanence en contact avec la surface de l’échantillon. Le mode non-contact (NC) utilise une

pointe qui oscillèa proximit́e de la surface avec de petites amplitudes d’oscillation (<nm) et ce,

sans qu’il y ait contact entre la pointe et l’échantillon. Le troisìeme mode, appelé contact inter-

mittent (CI), repose sur le m̂eme principe que le mode non contact (NC)à la différence pr̀es que

les amplitudes d’oscillation sont géńeralement plus importantes (> nm) et que la pointe entre en

”contact” avec la surfacèa l’extrémit́e de son oscillation.

Ces trois modes correspondentà des domaines de fonctionnement différents et en particulier

ne mettent pas en jeu les mêmes interactions. En première approximation, on peut modéliser le

potentiel d’interaction pointe-échantillon par un potentiel de Lennard-Jones, possédant une com-

posante attractivèa longue port́ee, une composante répulsiveà tr̀es courte port́ee pour les dis-

tances pointe-́echantillon inf́erieures au rayon de Bohr,a0, et un ŕegime transitoire entre les deux.

Le mode contact fonctionne donc exclusivement dans le domaine répulsif de forces de contact,

le mode non-contact dans la région des potentiels attractifs de longue portée et le mode contact

intermittent oscille entre les deux. Pour résumer, on peut se reporter au schéma de la figure 1.2.
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FIG.1.2 – Premìere approche de la d́efinition des domaines des différentes modes de l’AFM̀a l’aide d’un

potentiel de Lennard-Johns.

Cette description permet une présentation simple des modes de l’AFM. Elle reste néanmoins

très simpliste et donc incomplète. En particulier, la distinction entre mode contact intermittent

et mode non-contact n’apparaı̂t pas aussi clairement au cours des expériences. En effet, de nom-

breux ŕesultats exṕerimentaux [12–14], montrent qu’il est possible, par exemple, d’imager sui-

vant le principe du modeContact-Intermittentmais sans qu’il y ait contact réel entre la pointe

et l’échantillon et inversement en régime ŕepulsif pour le modeNon-Contact. De ce fait, depuis

peu la communauté du champ proche parle davantage de mode contact et de modes oscillants. On

distinguera pour les modes oscillants le mode amplitude (noté AM-AFM) et le mode fŕequence

(not́e FM-AFM). Dans la suite de cette partie on s’attacheraà d́ecrire chacun de ces modes en

sṕecifiant ses caractéristiques, ses avantages et ses inconvénients. On insistera sur l’origine du

contraste ainsi que sur l’interprétation de l’image topographique.

1.3.1 Le mode contact

a- Mode topographique

Le mode contact est historiquement le premier mode mis au point pour le fonctionnement de

l’AFM.

Dans ce mode, au cours du balayage de la surface, la pointe est en permanence en contact

avec la surface. On enregistre les déflexions du levier sur lequel est montée la pointe. Le levier
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se d́eformantélastiquement, les déflexions sont directement reliées aux variations de la hauteur

de la position de la pointe (Fpte−ech = kz, où k est la raideur effective du système surface-levier

du levier). Donc, en enregistrant les déplacements de la pointe on accèdeà la topographie de

l’ échantillon. On proc̀edeà un asservissement des déplacements de la pointe sur une déflexion de

référence (voir fig.1.2). L’image est obtenueà d́eflexion constante, la rétroaction conduit̀a imager

la surfacèa force constante.

La topographie de l’́echantillon est donc obtenue en régime ŕepulsif. Les forces qui inter-

viennent sont les forces d’adhésion et les forces capillaires (section 1.2.2) qui jouent un rôle im-

portant en particulier lorsque l’imagerie est pratiquéeà l’air.

Au cours d’une exṕerience, on peut par ailleurs enregistrer les déflexions lat́erales mesurées

sur la photodiode. Cette déflexion permet de mettre enévidence d’́eventuelles variations de rugo-

sité sur leśechantillons, maiśegalement d’oṕerer une diff́erenciation chimique entre différentes

zones de la surface. Ainsi, pour unéchantillon constitúe de deux composants de nature chimique

diff érente, n’induisant pas de différences topographiques, une identification pourraêtre ŕealiśee

en enregistrant les variations de forces latérales (voir la figure 1.3).

b- Mode spectroscopique

La microscopièa force atomique permet aussi, comme nous allons le voir ci-après, d’obtenir

des renseignements sur la nature chimique d’unéchantillon ainsi que des données sur les pro-

priét́es ḿecaniques de celui-ci. Pour ce faire, on ne balaye plus la surface de l’échantillon avec

la pointe, mais on la positionnèa l’aplomb d’un point et on enregistre en fonction de la distance

pointeéchantillon les variations des forces d’interaction. Ces courbes sont appelées des courbes

de forces ou courbes approche-retrait, comme illustré sur la figure 1.4.

En 1, la distance pointéechantillon est grande, la pointe ne sent pas le potentiel de l’échantillon.

La force d́etect́ee est nulle et la d́eflexion enregistŕee renvoie la valeur de la déflexion verticale sur

la photodiode après ŕeglage initial. Ǵeńeralement, cette valeur est miseà źero. En rapprochant la

pointe de la surface, la pointe rentre dans le potentiel de l’échantillon. Si la nature de la pointe et de

l’ échantillon donne lieùa une interaction attractive, la pointe subit alors un saut brutal et la force

détect́ee pŕesente un signe négatif (point n◦2). A partir de 3, la pointe est en contact avec la surface

de l’échantillon, si elle continuèa se rapprocher, la force imposée par la pointe sur l’échantillon

augmente (cf point 4). Lors du retrait, tant que la pointe est en contact avec la surface, elle suit un

trajet identiquèa celui de l’aller. Cependant, dans le cas d’une interaction attractive entre la pointe

et l’échantillon le retrait de la pointe hors du potentiel de la surface ne s’opère pas au point 3. Il
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FIG.1.3 – Etude des propríet́es chimiques d’uńechantillon par mesure des forces latérales. Dans cet

exemple l’́echantillon ne pŕesente aucune différence topographique. l’identification de deux zones de nature

chimique diff́erente s’op̀ere en enregistrant les variations de forces latérales entre les deux zones.

faut que la pointe aille beaucoup plus loin de la surface, en raison de la force d’adhésion, jusqu’en

5 pour que le retrait s’op̀ere. La force est alors ramenéeà la valeur qu’elle avait en 1 et suit le

même trajet qu’̀a l’aller.

Ce type de courbes sert géńeralement̀a ajuster le point de fonctionnement des conditions

d’imagerie, mais elles peuventégalement renseigner sur les forces d’adhésion de la pointe avec

l’ échantillon (mesure de la forceà l’arrachement, ou ”pull-off”), ainsi que donner des informations

sur les propríet́es d’́elasticit́e deśechantillons ( raideur des surfaces [16])à partir de la pente.

En exploitant ces informations, des images autres que topographiques peuventêtre ŕealiśees

[15, 17], comme on va maintenant le détailler dans les deux exemples suivant :

Exemple n◦ 1 : Identification de la nature chimique deséléments en surface

Afin de bien illustrer les possibilités de ce mode, on prendra comme exemple l’étude de Fris-

bie et al. [15]. Ces auteurs ont́elaboŕe des structures alternant des motifs carrés concentriques
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FIG.1.4– Traduction d’une courbe de force en mode contact. L’étoile repŕesente la valeur de la consigne

de travail ou SP (SET POINT).

de moĺecules posśedant soit une terminaison acide−COOH, au caract̀ere hydrophile soit une

terminaison alkyle en−CH3 au caract̀ere hydrophobe. La surface ainsi obtenue ne présente pas

de relief topographique (voir fig.1.5.b). En présence d’eau, une image par microscopie optique a

permis de mettre eńevidence la pŕesence des domaines couverts d’eau correspondant aux zones

où sont ancŕees les moĺecules de terminaison−COOH et des domaines non recouverts associés

aux moĺecules hydrophobes de terminaisons−CH3 (voir fig.1.5.a.).

En modifiant la nature chimique des pointes, par greffage de molécules de m̂eme constitu-

tions que celles présentes sur la surface, les auteurs ont pu amplifier le contraste de l’interaction

pointe-́echantillon. Ils montrent qu’une pointe modifiée par des molécules de terminaison (−CH3)

poss̀ede une tr̀es grande adh́esion avec les zones de la surface contenant des molécules de m̂eme

terminaison. En revanche, la force d’adhésion de cette m̂eme pointe mesurée dans une zone re-
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FIG.1.5– Etude par CFM (Chemical Force Microscopy) et mesures de forces d’une surfaceà l’aide d’une

pointe fonctionnaliśee. A- Image optique d’une structure recouverte d’eau. Les domaines contenant les

moĺecules de terminaison -COOH sont recouverts d’eau tandis que les domaines contenant des molécules

apparaissent ”secs”. B-Image topographique obtenue en AFM ne présente aucun contraste. C- et D-

Images AFM obtenues avec une pointe fonctionnalisée avec des molécules de terminaison -CH3 et -COOH

respectivement. Les courbes de forces mettent enévidence les différence de force d’interaction dans les

différents cas de fonctionnalisation de pointe avec les différentes zones hydrophiles et hydrophobes.

couverte de molécules posśedant une terminaison−COOH sera quant̀a elle quasiment nulle. On

obtient le ŕesultat inverse dans le cas où la pointe áet́e modifíee avec des molécules de terminaison

(−COOH). Cette proćedure de fonctionnalisation de pointe en vue d’augmenter le contraste sur

certaines zones d’uńechantillon est ǵeńeralement appelée mode chimique (Chemical Force Mi-

croscopy). On reviendra sur ce point dans la revue bibliographique consacréeà l’étude des puces

à ADN par microscopièa force atomique. On verra que cette méthode est la première qui a permis

d’obtenir des informations sur la lecture des puces par microscopieà force atomique.

Exemple n◦ 2 : Etude de nanotribologie
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D’autresétudes peuvent̂etre effectúeesà partir des courbes de force comme l’étude de la

réponse ḿecanique d’une surface soumisà une force par la pointe. Les modèles d́ecrivant l’inter-

action d’une pointe montée sur un levier de raideurkL interagissant avec une surface de raideur

kech montrent qu’il existe une relation simple entre la pente mesurée sur les courbes approche re-

trait dans la zone de contact et les raideurs de la pointe et de l’échantillon [18]. Ainsi, connaissant

la raideur du levier on peut ainsiévaluer la raideur de la surfaceà partir de l’expression :

p(a) = − 1

1 + kL

kech

(1.9)

Cette expression correspondà un cadre òu la ŕeponse du levier reste linéaire.

c- Applications et limites du mode contact

Le mode contact a dans un premier temps révolutionńe l’imagerie en champ proche, enétendant

son domaine d’́etudeà tout type d’́echantillon et en particulier aux matériaux isolants dont l’́etude

n’était pas permis par le microscopeà effet tunnel. Par ailleurs, lesétudes dans des environnements

très varíes tels que l’imagerie en milieu liquide ou sous atmosphère contr̂olée ont rapidement placé

l’AFM comme un outil d’analysèa l’échelle moĺeculaire tr̀es polyvalent.

Cependant, deśetudes meńees sur des matériaux dits mous ou d́eformables ont mis eńevidence

des difficult́esà établir la topographie exacte du fait d’une interaction trop grande entre la pointe et

l’ échantillon. En effet, le choix du paramètre ”SET POINT” reste un choix essentiel. C’est lui qui

détermine la force que la pointe va appliquer sur l’échantillon. Ainsi, pour un matériau facilement

déformable, si la contrainte appliquée par la pointe, en particulier si les forces latérales de cisaille-

ment sont troṕelev́ees le contact induira une déformation plastique irŕeversible de l’́echantillon

[19]. Des modifications de l’appareil ont ainsi conduità l’avènement des modes oscillants, dans

lesquels la pointe est mise en oscillationà l’aide d’une ćeramique píezóelectrique plaćee sous le

support du levier, et amenéeà proximit́e de la surface de l’échantillon. Dans le mode dit contact-

intermittent, la pointe entre en contact avec la surface,à l’extrémit́e de son oscillation. La mise en

oscillation de la pointe a pour but de réduire la contrainte de cisaillement imposée par la pointe

sur la surface.

Dans le cadre de ce travail, le mode contact ne sera que rarement utilisé (voir section 5.2.1).

En effet, du fait de la faible rigidité des couches qui constituent les pucesà ADN, le mode contact

ne s’impose pas comme le mode le plus favorable d’étude, comme c’est géńeralement le cas pour

les études de matériaux biologiques. Le mode contact reste néanmoins̀a l’heure actuelle, un des

modes les plus utiliśes dans le domaine desétudes de surfaces dures. Sa compréhension beaucoup
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plus simple que les autres modes d’étude constitue son principal atout.

Dans la suite de ce chapitre, on va s’intéresser̀a la description des modes oscillants et en par-

ticulier le mode AM-AFM qui sera celui utiliśe au cours de nos expériences. Le but de cette partie

est d’́etablir un choix objectif de nos conditions de travail en s’appuyant sur une revue bibliogra-

phique sur ce domaine.

1.3.2 Microscopieà force dynamique ou modes oscillants

Depuis son av̀enement au d́ebut des anńees 90, la microscopièa force dynamique s’impose

à l’heure actuelle comme une des méthodes les plus adaptées pour la caractérisation de surface

à tr̀es haute ŕesolution et ce, quelle que soit la nature de l’échantillonà analyser. Des images

haute ŕesolution de brins d’ADN et de polym̀eres ont́et́e ŕealiśeesà l’air ainsi qu’en solution [20].

Une v́eritable ŕesolution atomique áet́e obtenu sur des matériaux durs tels que des surfaces semi-

conductrices ou des isolants sous ultra-vide en mode non-contact [21] et tout récemment sur un

cristal de polym̀ere sous conditions ambiantes en mode contact-intermittant [22].

Dans ce mode, la pointe n’est plus statique mais oscilleà une fŕequence proche de la fréquence

de ŕesonance du levier auquel elle est associée. Dans ce système trois param̀etres caractérisent le

levier en interaction avec une surface : l’amplitude d’oscillation du levier, sa fréquence et sa phase.

C’est dans la variation sensible de ces trois paramètres en fonction de la force d’interaction que se

situent les fondements des modes dits oscillants.

De la m̂eme manìere que le fonctionnement en mode contact repose sur un asservissement de

la déflexion du levier, chacun de ces trois paramètres (amplitude, fŕequence et phase) peut faire

l’objet d’un asservissement. On distingue aujourd’hui deux modes dans la famille des modes oscil-

lants. Le modeAM-AFM (Amplitude Modulation-AFM) [23] qui fonctionne par asservissement

sur l’amplitude en maintenant la fréquence fixe. On peut par ailleurs enregistrer les variations du

signal de phase, porteuses des information relatives aux propriét́es des matériaux. Le second mode

est le modeFM-AFM (Frequency Modulation-AFM) [24] qui op̀ere quant̀a lui par asservisse-

ment sur la fŕequencèa amplitude fixe.

Le mode FM-AFM se retrouve souvent sous la dénomination de mode non-contact, du fait de

la possibilit́e d’imager des surfaces avec une résolution atomique sans qu’il y ait contact physique

de la pointe avec la surface. Cependant, des expériences ŕecentes ont montré la possibilit́e d’imager

des surfaces en mode FM-AFM en régime ŕepulsif [25]. De la m̂eme manìere, des exṕeriences en

AM-AFM ont pu être ŕealiśees sans contact réel de la pointe avec la surface [26]. La dénomination

de ces modes en fonction de la possibilité qu’un contact pointe-surface s’établisse, apparaı̂t donc
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incompl̀ete. Dans la suite de ce travail, on ne s’intéressera qu’à la description du mode AM-AFM

età ses sṕecificités. Pour une meilleure compréhension de ce mode, on reviendra sur la description

d’un levier oscillant en pŕesence d’un potentiel d’interaction.

1.3.3 Principe ǵenéral du mode modulation en amplitude (AM-AFM)

a- Mode topographique
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FIG.1.6– Principe du mode contact intermittent.

Dans le mode AM-AFM, le levier sur lequel est montée la pointe est mis en oscillation par une

céramique píezóelectriquèa une fŕequence fixeω égale ou proche de la fréquence de résonance du

levierω0, avec une amplitude libre notée Alibre ≤ A0, où A0 est l’amplitudèa la ŕesonance. La va-

leur de l’amplitude libreAlibre est command́ee par la tension excitatrice appliquéeà la ćeramique.

La rétroaction est effectúee sur une amplitude d’oscillation de référence, not́e ASP choisie

telle que ASP ≤ Alibre (à la fŕequenceω). En fonction de la nature de l’interaction et de la dis-

tance pointéechantillon la courbe de résonance du levier váevoluer, modifiant ainsi la valeur de

l’amplitude mesuŕeeà la fŕequenceω. La mesure de la topographie de l’échantillon sera obtenue

en enregistrant les tensions qu’il faut appliquer aux céramiques píezóelectriques pour ramenerà

tout instant la valeur d’amplitudèa la valeur de ŕeférence, appelée set-point et notéeASP (voir
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figure 1.6). On peut́egalement enregistrer les variations de la phase.

b- Mode spectroscopique
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FIG.1.7 – Courbes amplitude-distance ”modèles” en amplitude et en phase obtenues avecω=ω0, soit

A=A0.

Sur le m̂eme principe que les analyses spectroscopiques menées en mode contact, on pourra

enregistrer la variation de l’amplitude et de la phase en fonction de la distance pointeéchantillon.

Les courbes ainsi obtenues sont appelées courbes approche-retrait ou courbes amplitude-distance

et phase-distance. Elles ont une forme du type de celles présent́ees figure 1.7-a et -b et mettent en

évidence troiśetapes : En 1, la pointe oscille loin de la surface. Elle n’est donc pas perturbée par

le potentiel d’interaction et possède l’amplitude AL (ou φL). En 2, la pointe ressent le potentiel

de la surface et l’amplitude (la phase) varie. Si l’on continueà rapprocher la pointe de la surface

l’intensité du potentiel augmente ce qui conduità diminuer l’amplitude d’oscillation (et la phase).

Ces courbes sont géńeralement utiliśees pour choisir le point de fonctionnement d’une expé-

rience. La zone de travail en contact intermittent se situe dans la zone de réduction d’amplitude

ASP < Alibre. De manìereà comprendre l’origine de ces courbes afin de les interpréter conve-

nablement il est indispensable de revenir sur le comportement de la pointe oscillante en présence

d’une force d’interaction.

Dans la suite de cette partie, on s’attacheraà d́ecrire pŕeciśement le principe de fonctionnement

du mode AM-AFM afin de bien comprendre l’origine du contraste topographique. Pour ce faire,

on sera guid́e par trois questions auxquelles on tentera de répondre : (1) Quelle est la dépendance

des signaux d’amplitude et de phase avec le potentiel d’interaction ? (2) L’amplitude (la phase)

doit elle augmenter ou diminuer lorsque la force augmente ? (3) Comment interpréter les images
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en termes topographiques ?

1.3.4 Mod́elisation du comportement du levier en pŕesence d’un potentiel

d’interaction

a- Equation du mouvement d’une pointe oscillante

La compŕehension du mode AM-AFM requiert la résolution de l’́equation du mouvement de

l’ensemble pointe-levier sous l’influence des forces d’interaction pointe-surface. Le mouvement

du levier peut̂etre rameńe à un objet̀a une dimension :

EI
∂4w(z, t)

∂x4
+ µ

∂2w(z, t)

∂t2
= F (z, t) (1.10)

où, w(z,t) est le d́eplacement du levier, E, I,µ sont le module de Young, le moment d’inertie

et F (z, t) repŕesente les forces d’interaction ramenéesà la longueur du levier. L’équation 1.10

suppose implicitement que la pointe est un objet sans masse. La simplification et la résolution de

cetteéquation constitue un sujet d’étude pour un grand nombre d’équipes.

Une des hypoth̀eses la plus couramment rencontrée consistèa ramener l’ensemble pointe-

levier à un syst̀eme de type masse ponctuelle suspendue au bout d’un ressort, ce qui conduità

l’ équation bien connue de l’oscillateur harmonique amorti soumisà une excitation forćeeF0cos(ωt)

et à la force d’interaction pointe-échantillonFpte−ech. On obtient ainsi unéequation diff́erentielle

du second ordre :

mz̈ + k(z − z0) +
mω0

Q
ż = Fpte−ech + F0cos(ωt) (1.11)

où, Q, ω0, ω etk, sont le facteur de qualité, la fŕequence propre du levier, la fréquence d’exci-

tation et la raideur du levier.Fpte−ech décrit les forces d’interaction pointéechantillon.

La validité de cette hypoth̀ese aét́e étudíee par Rodriguezet al. [27]. Dans cet article, ils

réalisent unéetude comparative de la dynamique d’un ressort (équ. 1.11) avec celle d’une poutre

encastŕee (́equ. 1.10) en ŕegime attractif ainsi qu’en régime ŕepulsif. Ils en d́eduisent que pour des

conditions de travail̀a l’air avec des amplitudes d’oscillation inférieures̀a 30 nm, une ŕeduction

d’amplitude deASP /A0 ∈ [0, 4 − 0, 9] et Q ∈ [50 − 1000] le mod̀ele d́ecrivant le levier comme

un ressort avec une masse ponctuelle suspendueà son extŕemit́e donne une description précise du

mouvement de la pointe.
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b- Comportement de l’oscillateur en l’absence de forces d’interaction pointe-échantillon

En l’absence de toute interaction pointe-échantillon, c’est̀a direFpte−ech = 0, l’ équation 1.11

est l’équation d’un oscillateur harmonique forcé et amorti. La solution de l’équation est donc de

la forme :

z = Bexp(−αt)cos(ωrt + beta) + Acos(ωt− φ) (1.12)

Cette solution est constituée de deux termes. Le premier décrit un ŕegime transitoirèa l’établis-

sement de l’oscillation. Son amortissement s’opère enτ = 2Q/ω0, correspondant au temps

de ŕeponse de l’oscillateur pour travailler en régime quasi-statique. A titre indicatif, pour une

fréquence de 300 kHz et un facteur de qualité de 500 le temps de réponse est d’environ 3 ms.

Le second terme est un terme harmonique, répondant̀a la fŕequence de l’excitateur, ici la

céramique píezóelectrique qui est placée sous le support de pointe. Il est décrit par deux pa-

ramètres : l’amplitude d’oscillation A et le d́ecalage en phase par rapportà l’excitatriceφ.

En remplaçant cette solution dans l’équation 1.11, avec le terme d’interaction nul, on obtient :

A(ω) =
F0/m

[(ω2
0 − ω2)2 + (ωω0/Q)2]

1
2

(1.13)

et,

tan(φ(ω)) =
ω0ω/Q

ω2
0 − ω2

(1.14)

Le syst̀eme comme tout système oscillant est caractériśe par une amplitude d’oscillation qui

suit une courbe de résonance de type Lorentzienne, avec un maximum situé à la fŕequence propre

de l’oscillateur. La largeur de la Lorentzienneà A0/
√

2 est d́efinie par∆ω = ω0/Q. Dans le

cas d’un ressort et en l’absence de forces d’interaction cette fréquence propre est donnée par

l’expression suivante :ω0 =
√

k/m∗. La phase est aussi fonction de la fréquence et prend une

valeurégaleàπ/2 à la fŕequence propre de l’oscillateur, voir fig. 1.8.

c- Comportement de l’oscillateur en pŕesence de forces d’interaction en ŕegime linéaire

Un premier mod̀ele prenant en compte les forces d’interaction entre la pointe et l’échantillon

consistèa d́ecrire l’oscillateur pour de petites amplitudes d’oscillation. Dans ce cas, un dévelop-

pement des forces d’interactionà proximit́e de la position d’́equilibre de la pointe peutêtre effectúe

au premier ordre. On se place ainsi dans le cadre d’une description linéaire. On obtient ainsi

l’expression suivante :
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FIG.1.8– Forme lorenztienne de la résonance en amplitude d’un levier de fréquence propreω0 et la varia-

tion de phase correspondante (sens montant) pour un oscillateur en l’absence de force d’interaction.

F = F0 + (
dF

dz
)z0(z − z0) (1.15)

ce qui donne en remplaçant dans l’équation 1.11 :

mz̈ + ke(z − z0) +
mω0

Q
ż = F0cos(ωt) (1.16)

avec la raideuŕequivalente, ke définie par :

ke = −dF

dz
= k − (

dFpte−ech

dz
)z0 (1.17)

Ce qui nous donne une variation de la fréquence d’oscillation du levier en présence du gradient

des forces d’interaction définie par l’expression :

ωe = (
k − dFpte−ech/dz

m
)1/2 (1.18)

Ceci impliqueà nouveau une solution de type Lorentzienne (equ. 1.13) maisà une fŕequence

décaĺeeωe. Ainsi, pour une interaction purement attractiveF ′
pte−ech > 0 la résonance sera décaĺee

vers les fŕequences inf́erieures̀a la fŕequence de résonance tandis que pour les interactions répulsives

F ′
pte−ech > 0, le d́ecalage sera observé vers les fŕequences supérieures̀a la fŕequence de résonance.

Pour la force d’interaction attractive de Van der Waals, le gradient de la force est :F ′
pte−ech =

HR/3z3 > 0 et ωe < ω0. Si le levier est excit́e à la fŕequence de résonanceω0, le gradient induit

une diminution d’amplitude de :

δA = −A0
F ′

pte−ech

2k
(1.19)
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FIG.1.9– Décalage de la fŕequence de résonance en fonction du gradient.

dans l’hypoth̀ese òu k >> F ′
pte−ech. Le retard en phase quantà lui augmente de :

δφ =
F ′

pte−echQ

k
(1.20)

L’amplitude d́epend de la distance moyenne pointe-échantillon selon l’expression [28] :

A(zc)

A0
= (C2Q2z−6

c + Cz−3
c + 1)−1/2 (1.21)

avec,C = HR/3k et sous l’hypoth̀ese de Q constant. En réalit́e le facteur de qualité du levier

diminue quand la pointe s’approche de la surface. Ceci est dû à l’amortissement induit par la

couche d’air confińee entre le corps du levier, la pointe et la surface [29–31].

d- Comportement de l’oscillateur en pŕesence d’un potentiel d’interaction, en ŕegime non-

lin éaire

Du point de vue fondamental, la participation des interactions attractives et répulsives et de

leur caract̀ere non-lińeaire aét́e et est̀a l’origine de nombreux travaux de recherche pour tenter

d’aboutir à la compŕehension du mode AM-AFM [33–42]. La difficulté ŕeside dans la résolution

de l’équation diff́erentielle 1.11 avec une contribution non-linéaire des interactions.

La coexistence de deuxétats stables

De nombreuses expériences ont mis eńevidence la coexistence de deuxétats stables. Gleyzes

et al.[32] furent les premiers̀a d́ecrire les effets non lińeaires du mouvement oscillant d’une pointe

STM. Ils constatent que pour certaines fréquences deux valeurs d’amplitude d’oscillation peuvent

être observ́ees. Anczykowskiet al. [33] évoquent quant̀a eux une bistabilit́e pour expliquer les ef-

fets d’hyst́eŕesis sur les courbes amplitude-distance. D’autre part, des travaux de Garcı́aet al.[34],

Nony et al. [35], Wanget al. [36] et Marthet al. [37] mettent en avant le caractère non-lińeaire

intrinsèque du mouvement de la pointe.



1.3. LES DIFF́ERENTS MODES DE FONCTIONNEMENT DE L’AFM 31

Si l’on revient sur l’́equation du mouvement de la pointe, on constate que numériquement son

mouvement possède deux solutions, puisque son mouvement est régi par unéequation diff́erentielle

du second ordre. Il n’est donc pas anormal de pouvoir observer dans certains cas la coexistence des

deux solutions,̀a partir du moment òu elles sont physiquement possibles. Elles sont alors décrites

par l’expression :

ZH(L) = Z0 + AH(L) cos(ωt− φH(L)) (1.22)

On notera H la solution de plus grande amplitude et L la solution de petite amplitude. La

phase correspondantà chacune de ces deux solutions portera l’appellation définie en amplitude.

On d́efinit alors deux couples de solutions : (AH , φH) et (AL, φL). Dès lors, ce sont les conditions

initiales qui vont d́eterminer la solution de fonctionnement de l’oscillateur.

A titre d’exemple, la figure 1.10 rapporte les solutions de faible et grande amplitude publiées

par Garćıaet al.[34] obtenues par résolution nuḿerique avec les param̀etres suivants :R = 20nm,

A0 = 10nm, f = f0 = 350kHz, klevier = 40N/m, Q = 400, H = 6, 4× 1020J , γ = 30mJ/m2

etE? = 1, 51GPa.

La collection des solutions L et H en amplitude (1.10-A) donne lieuà la formation de deux

branches de solutions présentes sur la quasi-totalité des distances pointe-échantillon. Suivant les

deux branches, le comportement observé se caractérise par une d́ecroissance de l’amplitude avec

la réduction de la distance entre la pointe et l’échantillon. Dans toute la suite, on utilisera les

dénominations debranche Hpour la branche de grande amplitude etbranche Lpour la branche

des solutions de faibles amplitudes.

L’observation de la phase correspondant aux deux branches identifiées en amplitude met en

évidence un comportement très diff́erent pour ces deux branches. Les solutions de phase associées

à la branche L augmentent continûmentà partir de la valeur de la phase libre,φlibre = 90o. La

phase est dans ce cas comprise entre 90 et 180o. En revanche, pour les solutions associéesà la

branche H, la phase décrôıt contin̂ument depuis la valeur de la phase libre jusqu’à 0o. Les solutions

assocíeesà chacune de deux branches en amplitude apparaissent donc totalement distinctes.

L’ évolution des forces d’interaction pour chacune des deux branches de solutions, figure 1.10-

C, montre que pour la branche L, ce sont les forces d’interaction attractives(Fpte−ech < 0) qui

dominent tandis que pour la branche H ce sont les forces répulsives (Fpte−ech > 0). Il en résulte

une absence de contact entre la pointe et la surface de l’échantillon pour les solutions de faibles

amplitudes figure 1.10-D.

Ainsi, les branches de solutions définies en amplitude peuvent doncêtre caract́eriśees par

la nature de la force d’interaction qui s’instaure entre la pointe et l’échantillon. La branche de

faible amplitude peut donĉetre associéeà un fonctionnement en régime attractif, òu la phase reste
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FIG.1.10– Evolution de A- l’amplitude, B- la phase, C- la force moyenne et D- le temps de contact, en

fonction de la distance pointe-échantillon. La coexistence des deux solutions en amplitude pour différentes

distances donne lieùa la formation de deux branches : notées H (High amplitude solutions) et L (Low am-

plitude solutions). Les solutions correspondantes pour la phase (B) traduisent deux régions de fonctionne-

ment tr̀es distinctes : la branche de grande amplitude pour laquelle la phase est inférieureà 90o (comprise

entre 0 et 90o ) et les solutions en phase associéesà la branche L dont les valeurs sont comprises entre 90

et 180o. Les variations de la force moyenne (C) rév̀elent que dans la branche H, la force moyenne passe de

valeurs positives̀a des valeurs ńegatives pour des distances pointe-échantillon tr̀es petites. On remarque

sur le graphique (D) l’absence de contact pour la branche des solutions de faible amplitude D’après [34] .

suṕerieureà 90o et la pointe n’entre jamais en contact avec la surface. A l’inverse la branche de

solution de grande amplitude, H, peutêtre associéeà un fonctionnement en régime ŕepulsif òu la

phase prend des valeurs inférieures̀a 90o. Du point de vue exṕerimental, la pŕepond́erance d’une

branche sur l’autre conduiràa n’observer̀a tout instant qu’une solution sur les deux. L’origine de

cette pŕedominance d’une branche sur une autre, relève des propriét́es de l’interaction, en particu-

lier du module d’́elasticit́e et de la force d’adh́esion...

En reprenant les m̂emes simulations avec une amplitude d’oscillation de 50 nmà la ŕesonance,

Garćıa et al. [38] obtiennent des profils différents pour la force d’interaction. Un extrait des

résultats est reporté à la figure 1.11. Dans ce cas, la distinction entre régime attractif et ŕegime

répulsif est loin d’̂etre aussi nette que dans le cas préćedent. En effet, la force d’interaction est tout
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FIG.1.11– Evolution de A- l’amplitude, B- la force moyenne et C- le temps de contact, en fonction de la

distance pointe-́echantillon. Une transition continue est observée du ŕegime attractif au ŕegime ŕepulsif.

D’après [38].

d’abord ńegative traduisant ainsi un fonctionnement en régime attractif. Cependant, cette force

décrôıt jusqu’̀a atteindre un minimum. La présence de ce minimum traduit la compétition entre

des interactions attractives et répulsives. On ne pourra donc pas parler de régime purement attrac-

tif ou répulsif, mais plut̂ot de ŕegime attractif dominant, correspondantà la zone 1 de la courbe A-

figure 1.11, et de ŕegime ŕepulsif dominant en zone 2. Entre ces deux zones se situe la transition

entre les deux branches H et L durant laquelle le système passe d’un régime attractif dominant au

régime ŕepulsif dominant. On peut remarquer que le temps de contact augmente progressivement

quand on passe d’un régimeà l’autre.

Relation avec la courbe de résonance

La coexistence de deux́etats stables pour l’amplitude d’oscillation résulte d’une comṕetition
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entre les contributions attractives et répulsives de la force d’interaction. Garcı́aet al.[39] montrent

que les contributions des forces attractives dévient la courbe de résonance vers les fréquences

inférieures̀a la fŕequence de résonance (ω < ω0) tandis que les contributions répulsives contreba-

lancent cet effet et provoquent une distorsion de la résonance vers les fréquences supérieures̀a la

fréquence de résonance (ω > ω0). La figure 1.12 pŕesente l’́evolution de la forme de la courbe de

résonance pour une hauteur du levier constante : zc=10 nm et diff́erentes valeurs de l’amplitudeà

la résonance, A0. Ils observent que pour les petites valeurs de A0, la courbe de ŕesonance n’est pas

déformée. En augmentant la valeur de A0, la courbe se d́eforme vers les fŕequences inf́erieures

à la fŕequenceω0, marquant ainsi l’entŕee de la pointe dans la partie attractive du potentiel d’in-

teraction. Enfin, si A0 est proche de la distance pointe-échantillon zc, la résonance se déforme

traduisant ainsi la compétition entre les potentiels attractifs et répulsifs.

�

FIG.1.12 – Evolution de la courbe de résonance en fonction de l’amplitude d’oscillation A0 à zc fixé.

A0 ∈ [9; 12, 4]nm et zc = 10 nm. A la fŕequence de résonance,ω = ω0, on trouve trois solutions possibles

pour les amplitudes A0 ∈ [11, 12]. D’après [39].

Du point de vue des courbes amplitude-distance, la déformation des courbes de résonance va

permettre de remonterà l’origine des deux branches d’amplitude d’oscillation ( L et H). En effet,

la distorsion de la courbe de résonance peut donner lieuà plusieurs solutions pour une même

valeur de distance pointe-échantillon,à ω fixée. En repŕesentant qualitativement l’évolution des

courbes de ŕesonance en fonction de la distance pointe-échantillon (figure 1.13), on observe qu’à

ω = ω0, l’amplitude ne poss̀ede qu’une solution quand la pointe est loin de la surface et deux puis

trois solutions lorsque la pointe se rapproche de la surface de l’échantillon. Ces trois solutions

résultent de la d́eformation de la courbe de résonance lorsque la pointe entre dans le champ des

interactions ŕepulsives. Les solutions physiques représent́ees dans la branche L et H correspondent

aux solutions d’amplitude la plus faible et la plusélev́ee. [39].
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Expérimentalement les deux branches de solutions ne peuventêtre mise eńevidence simul-

tańement pour une valeur de z donnée. Les courbes amplitude-distance rendent compte de la

solution physique la plus stable pour chaque distance entre la pointe et l’échantillon. Une transi-

tion entre la branche L et la branche H de solution peutêtre observ́ee, comme en 3 sur la figure

1.13-amplitude.
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FIG.1.13– Relations entre les courbes de résonance et les courbes amplitude-distance, ainsi qu’entre les

variations de phase en fonction de la fréquence et les courbes phase-distance. Les courbes (résonance ou

phase) en noire correspondentà la pointe oscillant en l’absence du potentiel d’interaction, celle en rouge

au cas òu l’interaction est attractive et celles en vert et bleu au cas du fonctionnement en régime ŕepulsif

dominant.

Lorsque la transition s’op̀ere entre les branches H et L, la phase changeégalement de régime

de manìere plus ou moins brutale pour passer des valeurs supérieursà 90o caract́erisant le ŕegime
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attractif à des valeurs inférieuresà 90o traduisant la pŕesence de forces répulsives dominantes.

Cette transition peut́egalement̂etre mise en relation avec les variations de la phase en présence

des forces d’interaction attractives et répulsives 1.13-phase.

Les courbes amplitude-distance et phase-distance permettent donc de définir le ŕegime de fonc-

tionnement du levier en fonction de la fréquence d’excitation, de l’amplitude et de la distance qui

sépare la pointe de la surface de l’échantillon. Ces courbes seront donc systématiquement́etudíees

au cours des expériences de manièreà d́efinir avec pŕecision les conditions d’oṕeration du levier

au cours des expériences.

Conditions sur le saut d’une brancheà l’autre

Les conditions de transition d’une brancheà l’autre sont principalement géŕees par les pertur-

bations inh́erentes aux exṕeriences. La sensibilité du levier, les conditions de travail choisies et

les différences de hauteur de la surface analysée permettent d’évaluer la possibilit́e qu’a la pointe

d’effectuer une transition d’uńetatà l’autre. Ces conditions de transition vont jouer un rôle fonda-

mental pour la stabilit́e en mode imagerie. En effet, les perturbations brutales peuvent provoquer

un écart entre la condition d’asservissement et la hauteur réelle de la pointe et ainsi permettre la

transition entre la branche H et la branche L et réciproquement. Du point de vue expérimental, la

présence d’un objet de hauteur plus importante que les autres présent en surface peut provoquer

un ”saut” de branche. Pour ce faire, il faut que le décalage en hauteur induit par la perturbation

corresponde ou soit supérieurà l’écart en z śeparant les deux branches H et L.

Garćıa et al. [34] ont évalúe les conditions dans lesquelles pouvait s’opérer une transition de

la branche L vers la branche H dans les conditions expérimentales d́ecrites plus haut sur la figure

1.10.

1. A/A libre = 95% correspond̀a∆ Z (H vers L) = 0,1 nm et∆ Z (L vers H) = -1,6 nm

2. A/A libre = 70% correspond̀a∆ Z (H vers L) = 1,4 nm et∆ Z (L vers H) = -1,6 nm

3. A/A libre = 50% correspond̀a∆ Z (H vers L) = -3,5 nm et∆ Z (L vers H) = 7,5 nm

Ainsi, les exṕeriences avec une forte réduction d’amplitude (A/Alibre = 50%) seront les plus

stables. Le changement d’état ńecessite la pŕesence de variations de hauteur importantes, entre 3,5

et 7,5 nm pour oṕerer un changement de branche. De plus, la branche H est plus stable que la

branche L. Au contraire, pour une faible réduction de l’amplitude d’oscillation, la branche L est

la plus stable, mais reste relativement sensible mêmeà de faibles perturbations. Ceci montre que

pour oṕerer sur la branche L, il est préférable de travailler avec une très faible ŕeduction d’am-

plitude, mais ceci implique d’avoir un système tr̀es peu sensible aux perturbations et une surface

d’échantillon peu rugueuse.
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Les descriptions analytiques

Jusqu’̀a pŕesent, les ŕesultats pŕesent́esétaient issus de simulations purement numériques re-

posant sur l’int́egration de l’́equation diff́erentielle par des ḿethodes de type Runge Kutha. Ces

résultats permettent d’aborder convenablement l’explication des phénom̀enes observ́es. En re-

vanche, ils ne donnent pas d’expressions analytiques des variations de l’amplitude d’oscillation.

La description analytique du comportement des amplitudes d’oscillation fait l’objet, encoreà

l’heure actuelle, de nombreusesétudes [40, 42].

Trois approches diff́erentes ont́et́e élaboŕees pour d́ecrire de manìere analytique ou semi-

analytique notre système. Aiḿe et al. [40] ont d́evelopṕe une approche variationnelle fondée sur

le principe de moindre action. Ils obtiennent ainsi une relation entre l’amplitude d’oscillation et

la distance pointe-échantillon pour les trois cas : régime attractif pur, ŕepulsif pur et un ḿelange

des deux. Wanget al. [41] s’appuient sur l’approximation asymptotique de Krylov-Bogoliubov-

Mitroposki pour obtenir les expressions de la phase et de l’amplitude en fonction de la fréquence

d’excitation. Enfin, San Paulo et Garcı́a [42] ont choisi une approche plusénerǵetique reposant

sur l’application du th́eor̀eme du Viriel, sous la condition supplémentaire que dans unétat stable

l’ énergie fournièa la pointe doit̂etreégaleà l’énergie dissiṕee par l’hydrodynamique et les forces

d’interaction pointe-́echantillon. Nous ne d́evelopperons pas davantage ces différentes descrip-

tions qui ne sont pas l’objet de ce travail.

1.3.5 Relation entre la dissipation d’́energie et le d́ephasage du levier

Pour compĺeter cette description du mode AM-AFM, une analyse de la relation entre les

décalages en phase et l’énergie dissiṕee peut̂etre effectúee. Une mod́elisation fond́ee sur un bilan

d’énergie du levier pendant une période d’oscillation áet́e propośe par Clevelandet al. [43]. Leur

mod̀ele est fond́e sur l’hypoth̀ese que l’oscillateur op̀ere sur uńetat stable, ils supposent alors que

l’ énergie moyenne fournie au levier par le piézo excitateur (Eexc) est égaleà l’énergie dissiṕee

par les frottements hydrodynamiques du milieu (Ehydro) et par les interactions inélastiques entre

la pointe et la surface (Ediss).

Eexc = Ehydro + Ediss (1.23)

Consid́erons un levier tel que Q>>1 et dont le mouvement est considéŕe comme sinusoı̈dal

sur l’ensemble de sa période (ce qui correspond aux conditions de non contact ou de contact

intermittent ”ĺeger”, soit ASP proche de A0), on peut alorśevaluerEexc etEhydro.

Eexc =
1

2Q
kAA0ω sin φ (1.24)
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Ehydro =
mω0

2Q
A2ω2 (1.25)

où, k, Q,ω, ω0, A et A0 sont la raideur du levier, le facteur de qualité, la fŕequence d’excitation,

la fréquence propre du levier, son amplitude de travail et l’amplitudeà la ŕesonance respective-

ment. En remplaçant les expressions 1.24 et 1.25 dans l’expression 1.23, on obtient l’expression

de l’énergie dissiṕee,Ediss :

Ediss =
kA2ω

2Q
[
A0 sin φ

A
− ω

ω0

] (1.26)

L’expression 1.26 montre que la phase est directement reliéeà l’énergie dissiṕee par le levier

lorsque la pointe interagit de manière ińelastique avec la surface. En mode AM-AFM, l’amplitude

étant maintenue constante par l’asservissement de sa valeurà la valeur de ŕeférence ASP , les

variations du signal en phase seront donc porteuses des informations sur l’énergie dissiṕee par la

pointe sur l’́echantillon.

L’expression pŕećedente reste valable tant que l’asservissement s’opère parfaitement. En ef-

fet, l’erreur sur l’asservissement liéeà la pŕesence d’objets de taille ”importante”, quelques na-

nomètres, peut ǵeńerer des contributions que l’on appellera ”topographiques” au signal de phase.

Ces contributions ont́et́e analyśees en d́etail par Starket al. [44]

1.4 Présentation de notre syst̀eme exṕerimental

Dans cette partie, nous allons maintenant présenter le dispositif expérimental utiliśe. Nous

discuterons ensuite du choix des conditions expérimentales śelectionńees pour l’́etude meńee sur

les puces̀a ADN.

1.4.1 Pŕesentation du microscope

Le microscopèa force atomique dont nous disposons est un appareil commercial, il s’agit du

Stand Alone SMENA, représent́e fig.1.14-B, d́evelopṕe par la socíet́e NT-MDT (Russie) [45]. Il

fonctionne suivant une configurationà balayage de pointe et permet ainsi d’imager deséchantillons

sans contrainte de taille. Un détail de la ”t̂ete” est donńe fig.1.14-C. La position de l’échantillon est

pilotée avec deux platines micrométriques contr̂olant les d́eplacements du porte-échantillon avec

une pŕecision de 5µm. La fen̂etre de caractérisation d́efinie par les ćeramiques píezóelectriques est

dans notre cas de 50×50×2,5 µm et le pas minimum pour les déplacements est de 0,012 nm en

x et y et de 0,006 nm en z. La sensibilité de cet appareil d́efinie par le constructeur est inférieure

à 1 Å(RMS, Root Mean Square, suivant la direction verticale z), soit un niveau de résolution
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FIG.1.14– Photographie du montage expérimental.

correspondant̀a la marche atomique. Cette sensibilité a puêtre d́epasśee en ajoutant un système

anti-vibratoire constitúe d’un marbre reposant sur 3 chambresà air communiquant entre-elles,

un syst̀eme de protection acoustique (boı̂te en polypropyl̀ene recouverte de feutre isolant accous-

tique), pour atteindre environ 0,1̊A(RMS, suivant la direction verticale z).

Les leviers śelectionńes pour nos exṕeriences sont des leviers rectangulaires en silicium adaptés

aux exṕeriences en mode oscillant. Ils possèdent des fŕequences de résonance comprises entre 150

et 315 kHz, pour des raideurs allant de 4,5à 14 N/m. Les pointes montéesà l’extrémit́e des ces

leviers poss̀edent une hauteur d’environ 10µm et un rayon de courbure d’environ 10 nm [46].

1.4.2 Discussion sur le choix des conditions d’imagerie

Comme nous l’avons dit préćedemment, chacune des branches de solution de l’oscillateur

poss̀ede des caractéristiques bien particulières. La branche L décrit un ŕegime òu les forces at-

tractives dominent, dans lequel le contact entre la pointe et l’échantillon est quasiment absent. En

revanche, la branche H correspondà un mode de fonctionnement en régime ŕepulsif dominant òu
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le contact entre la pointe et la surface est toujours présent. Dans ce contexte nous allons analyser

l’influence de ces deux branches sur l’imagerie de noséchantillons.

Pour ce faire, on se propose de comparer la morphologie d’une couche de monobrins d’ADN

de 25 bases, portant un groupement fluorescent immobilisés sur un substrat de silice silanisée, dans

diff érentes conditions de travail. L’expérience áet́e ŕealiśee avec une amplitudèa la ŕesonance de

26 nm et la fŕequence de travail est choisieégaleà la fŕequence de résonance. Les images de la fi-

gure 1.15 pŕesentent la morphologie obtenue pour les valeurs d’amplitude de travail de 24 nm, pour

la zone not́ee A , de 20 nm pour la zone B et 18 nm pour la zone C. La courbe amplitude-distance

(D) obtenue sur les monobrins montre la variation de l’amplitude et de la phase en fonction de la

distance pointe-́echantillon. On observe la transition entre la branche H et la branche L autour des

amplitudes de travail de 20 nm.

L’image A, obtenue dans les conditions de faible réduction d’amplitude d’oscillation ASP /A0 =

92%, pour ASP = 24 nm, met eńevidence une organisation des monobrins sous forme de structures

enı̂lots de forme oblongue. Lesı̂lots sont aiśement identifiables et se distinguent relativement bien

les uns des autres. Dans ces conditions, l’oscillateur fonctionne sur la branche L. En abaissant la

valeur de consignèa 20 nm (zone B), l’oscillateur rentre dans la région de transition entre la

branche L et la branche H. La conséquence de ces transitions se traduit par l’apparition de stries

claires ou sombres. Ces stries marquent la différence de hauteur que la céramique píezóelectrique

compense, lorsque la pointe opère un saut de la branche Là la branche H et inversement. Il ne

s’agit donc pas de contributioǹa la topographie mais d’artéfacts líes au choix de l’amplitude de

travail dans la zone de transition entre les deux branches de solutions. Enfin, lorsque l’amplitude

de travail est inf́erieureà la zone òu s’op̀erent les transitions entre les branches H et L, lesı̂lots

observ́es dans la zone C apparaissent de façon moins distincts que dans la zone A. Le contraste

vertical entre le substrat et lesı̂lots est plus faible, de l’ordre de 2 nm contre 2,5 nm dans les

conditions de l’image A. L’oscillateur fonctionne ici sur la branche H de solution avec un rapport

ASP /A0 de 70%. La ŕeduction du contraste vertical entre les monobrins et le substrat ainsi que la

baisse de la ŕesolution sur leŝılots traduit le contact de la pointe avec l’échantillon. L’ADNétant

un mat́eriau ”mou”, ces effets sont probablement le résultat de la d́eformation de l’ADN par la

pointe.

Aussi, pour leśechantillons que nous auronsà analyser, il sera préférable de travailler sur la

branche L de l’oscillateur, avec une faible réduction de l’amplitude d’oscillation de manière à

éviter tout contact entre la pointe et la surface de noséchantillons.

Dans les conditions de travail sur la branche L, nous allons maintenant analyser l’influence

de l’amplitude d’oscillation sur le contraste des images et la résolution des objets. Dans une
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FIG.1.15– Etude de l’influence de la valeur de l’amplitude de travail sur les conditions d’imagerie d’une

surface de monobrins d’ADN de 25 bases de long possédant un marqueur fluorescentà leur extŕemit́e et

dépośes sur une surface de silice silanisée. L’amplitude libre est de 26 nm et estégaleà l’amplitudeà la

résonance,ω = ω0. Les images pŕesentent le ŕesultat de l’imagerie de cette surface avec des valeurs de

l’amplitude de travail de 24 (A), 20 (B) et 18 nm (C) . La courbe approche retrait (D) rend compte de la

branche sur laquelle se situe l’oscillateur pour ces trois valeurs de travail.

exṕerience, on analyse les modifications de la morphologie d’une couche de monobrins d’ADN

de 25 bases de long toujours dépośee sur un substrat de silice silanisée, en fonction des valeurs

choisies pour amplitudes d’oscillation. On maintient le rapport entre l’amplitude de travail et

l’amplitude libre constant̀a 94%, soit ASP /A0 = 94% avec iciω = ω0, et on fait varier la valeur

de l’amplitude libreA0. La figure 1.16 pŕesente la morphologie de la couche pour trois valeurs

de l’amplitude libre : 8,3 nm (fig.1.16-A), 16,6 nm (fig.1.16-B) et 25 nm (fig.1.16-C), avec les

courbes amplitude-distance correspondantes.

Dans les conditions òu l’amplitude d’oscillation est faible, A0 = 8,3 nm, les monobrins s’orga-
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FIG.1.16– Etude de l’influence de l’amplitude d’oscillation sur une surface constituée d’un tapis de mo-

nobrins d’ADN de 25 bases de long dépośes sur un substrat de silice fonctionnalisée par silanisation. Le

rapport entre l’amplitude de travail, ASP et l’amplitude libre Alibre est maintenu constant̀a 94% et la

fréquence de travail est́egaleà la fréquence de résonance, d’òu A0 = Alibre. Les images et les courbes

approche retrait correspondantes sont présent́ees pour trois amplitudes libres de 8,3 nm (A), 16,6 nm (B)et

25 nm (C). Le triangle blanc indique le lieu où ontét́e acquises les courbes amplitude-distance.
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nisent sous forme de structures en petitsı̂lots circulaires de 20 nm de diamètre juxtapośes les uns̀a

côté des autres. On observe par ailleurs la présence de trous dans la couche de petite taille environ

100 nm de diam̀etre et d’une zone plus sombreà gauche de l’image. Quand on augmente l’am-

plitude libreà 16,6 nm, figure 1.16-B, le contraste entre lesı̂lots et le substrat diminue. Lesı̂lots

n’apparaissent plus de manière isoĺes mais sous forme de ramifications autour des petits trous de

la couche. Enfin,̀a l’amplitude libre de 25 nm (figure 1.16-C) l’image apparaı̂t floue et le contraste

vertical entre les trous et lesı̂lots devient plus faible. L’́evolution de la forme des courbes approche

retrait en amplitude acquises pour les trois amplitudes de 8,3, 16,6 et 25 nm met enévidence une

att́enuation progressive de la transition entre les branches de solutions L et H. Ceci tendà montrer

que le passage du régime attractif dominant au régime ŕepulsif dominant s’op̀ere de manìere conti-

nue quand l’amplitude d’oscillation augmente. L’origine de cetteévolution se situe dans l’ampli-

tude d’oscillation. Plus l’amplitude de travail augmente, moins la pointe passe de temps dans la

région òu le potentiel d’interaction est́elev́e. Il en ŕesulte un contr̂ole des d́eplacements de la

pointe moins sensible au potentiel d’interaction et donc une perte de contraste pour les objets de

petite taille. Ici, la gamme de hauteur des monobrins d’ADN est de 1à 2 nm. En travaillant avec

une amplitude de 25 nm la pointe oscille très loin de la surface pendant une grande partie de sa

période d’oscillation. La sensibilité de la pointe aux modifications de la force d’interaction est

donc amoindrie pour les grandes amplitudes entraı̂nant une perte d’informations.

Ainsi, compte tenu de la taille des objets que nous auronsà caract́eriser sur les puces̀a ADN,

qui sont d’́epaisseur 1̀a 2 nm, il sera pŕeférable de śelectionner des amplitudes de travail assez

petites, inf́erieures̀a 20 nm de manièreà ce que la pointe travaille dans un domaine de hauteur où

le potentiel d’interaction est relativement important sur l’ensemble de sa période d’oscillation de

manìereà être sensiblèa ses variations.



Conclusions

Ce chapitre a pŕesent́e une revue ǵeńerale sur les modes de fonctionnement de l’AFM. Dans

le cadre de ce travail, nous nous sommes principalement intéresśeesà la compŕehension du mode

oscillant fonctionnant par rétroaction sur l’amplitude, appelé AM-AFM. Les avanćees dans sa

compŕehension ont mis en avant l’importance du caractère non-lińeaire du comportement du le-

vier oscillant en pŕesence d’un potentiel d’interaction possédant des contributions attractives et

répulsives. La comṕetition des contributions attractives et répulsives du potentiel d’interaction

donne naissancèa deux branches distinctes de fonctionnement : une branche dite de grande ampli-

tude et une branche de petites amplitude. Ces deux branches possèdent des propriét́es extr̂emement

diff érentes qu’il est ńecessaire de bien prendre en compte, de manièreà choisir les condotions les

plus adapt́ees pour caractériser nośechantillons. En effet, les solutions de grande amplitude d’os-

cillation correspondent̀a un fonctionnement en régime ŕepulsif dominant dans lequel la pointe

entre en contact avec la surfaceà l’extrémit́e de chacune des oscillations. Au contraire, la branche

des solutions de faible amplitude correspondà un fonctionnement en régime attractif dominant

caract́eriśe pour les faibles ŕeductions d’amplitude par l’absence de contact entre la pointe et

l’ échantillon.

En fonction de la nature deśechantillonsà analyser il sera préférable de se placer sur une

branche plut̂ot qu’une autre. Leśechantillons que nous avonsétudíes dans ce travail sont des puces

à ADN. Ceséchantillons appartiennentà la cat́egorie des matériaux mous. Il sera donc nécessaire

de contr̂oler avec pŕecision les conditions expérimentales de manière à limiter le plus possible

le contact de la pointe avec l’échantillon. On se placera donc sur un point de fonctionnement

de la branche des solutions de faibles amplitudes, avec une très faible ŕeduction d’amplitude entre

l’amplitude de travail et l’amplitude libre telle que :Alibre/A0 ∈ [0, 92−0, 98]. La réduction d’am-

plitudeétant tr̀es faible et les objets̀a analyser sur nos surfaces présentant une faibléepaisseur, il

seraégalement important de sélectionner des amplitudes de travail assez petites de manièreà ce

que la pointe ”baigne” le plus longtemps possible dans une zone où le potentiel est important. On

travaillera donc en ǵeńeral avec des amplitudes inférieures̀a 15 nm.
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Chapitre 2

Les pucesà ADN

2.1 Les puces̀a ADN et applications

2.1.1 L’ADN, support de l’information g énétique

L’ADN, Acide DésoxyriboNucĺeique, est certainement l’une des molécules les pluśetudíees

actuellement. D́ecouvert en 1869 par un biochimiste suisse, F. Miescher, son implication dans

l’h éŕedit́e ne sera mise en avant qu’en 1944 par le bactériologiste O.T.Avery, qui montrera que les

caract̀eres h́eŕeditaires sont transmissibles d’une bactérie à une autre par des molécules d’ADN

purifiées. C’est en 1953 que des analyses par diffraction des rayons X de spécimens d’ADNétirés

permirentà Watson et Crick d’́etablir la structure de l’ADN. Selon le modèle de Watson et Crick

[1], l’ADN est un polym̀ere h́elicöıdal bicat́enaire, compośe de deux châınes ou brins. La structure

bicat́enaire de ces deux chaı̂nes est líeeà l’appariementd’une grosse base purique (A : Adénine ou

G : Guanine) avec une petite de type pyrimidique (T : Thymine ou C : Cytosine). Des expériences

biochimiques ant́erieures sugg̀erent l’existence depaires de bases complémentaires, également

appeĺeespaires de bases de Watson et Crick, respectivement A et T et G et C (voir figure 2.1-a).

Ainsi, l’ADN se compose de deux brins accolés formant une structure en double hélice. Ces

brins sont constitúes d’une succession de nucléotides. Un nucléotide est issu de l’assemblage

d’un sucre (d́esoxyribose), d’un groupement phosphate et d’une base azotée (Ad́enine, Guanine,

Thymine ou Cytosine). Les nucléotides sont reliés par des ponts phosphodiester qui unissent le

carbone 5’ d’un groupement désoxyribose au carbone 3’ du suivant (voir figure 2.1-b).

L’assemblage des deux chaı̂nes est alors réaliśe selon les r̀egles d’appariement des bases

azot́ees : l’Ad́enine avec la Thymine, impliquant deux liaisons hydrogène et la Guanine avec la

Cytosine impliquant trois liaisons hydrogène (voir figure 2.1-c). L’information ǵeńetique est alors

contenue dans la succession des différents nucĺeotides. Une śequence de nucléotides responsable
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de la synth̀ese d’une prot́eine est appeléegène. Par convention, une chaı̂ne d’oligonucĺeotides sera

toujours d́ecrite de l’extŕemit́e 5’ à la terminaison 3’, comme sur la figure 2.1-c.

Compte tenue de sa complexité, la moĺecule d’ADN, pŕesente plusieurs arrangements spatiaux

définissant ainsi diff́erentes conformations. On présente sur la figure 2.2 quelques-unes d’entre

elles, qui sont les plus couramment observées : il s’agit des conformations B, les plus connues,

mais aussi les conformations A et Z. Chacune de ces conformations conduità des caractéristiques

lég̀erement diff́erentes du point de vue du diamètre et de la longueur de la molécule (voir tableau

2.1). Pour une revue plus détaillée, on pourra consulter l’article de Leslie [2].

– Conformation B :dans cette conformation, les paires de bases sont perpendiculairesà l’axe

de la moĺecule. Les groupements phosphates sont donc situésà l’extérieur de la moĺecule.

Cette forme est favorisée en milieu aqueux salin, permettant ainsi la neutralisation de la

charge ńegative pŕesente sur les groupements phosphates par les ions positifs de la solution.

Le diam̀etre de la moĺecule est alors de 2,37 nm et la longueur par paire de base est de 0,34

nm.

– Conformation A :dans cette forme, les bases sont repoussées vers l’ext́erieur de la moĺecule,

augmentant ainsi son diamètre. Les groupements phosphates sont donc moins accessibles

aux moĺecules d’eau. Cette conformation est favorisée lorsque l’humidit́e du milieu environ-

nant la moĺecule diminue drastiquement (Rh< 20%). La moĺecule adopte ainsi une forme

30% plus compacte en longueur que la conformation B. Le diamètre de la moĺecule est alors

de 2,55 nm et la longueur par paire de base de 0,23 nm.

– Conformation Z :cette forme est ǵeńeralement obtenue par alternance des paires de bases

C-G au sein de la séquence. L’appariement C-G ayant un encombrement stérique plus

important que la paire de bases A-T, l’alternance de paire de bases C-G conduità une

déformation importante du squelette sucrophosphate, qui prend alors une forme en zig-

zag (origine du nom de cette conformation), avec un hélicité gauche. Il en ŕesulte que les

groupements phosphates sont alternativement proches et très éloigńes, ce qui provoquent

une d́estabilisation et unéelongation de la molécule. Cette forme est présente dans le cas de

concentration saline importante, suffisante pourécranter la ŕepulsionélectrostatique entre

groupements phosphates proches. La moléculeétirée par rapport̀a la conformation B a une

longueur par paire de bases de 0,38 nm et un diamètre de 1,84 nm.

Les monobrins d’ADN quant-à eux sont pŕesent́es comme une chaı̂ne linéaire d’oligonucĺeotides

de diam̀etre inf́erieur à la moĺecule double brin, possédant une grande flexibilité et la possi-

bilit é de subir d’importantes déformations. Ils sont ǵeńeralement mod́elisés par des chaı̂nes de
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FIG.2.1– Structure de l’ADN
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FIG.2.2 – Description des diff́erentes conformations, A, B et Z de la molécule d’ADN double-brin. Les

boules noires et gris foncé repŕesentent les deux chaı̂nes des groupements sucrophosphates et les boubles

gris très claire les bases azotées hybrid́ees

type polym̀eres gaussiens [3], c’est-à-dire que chaque monomère peut̂etre repŕesent́e par un vec-

teur orient́e aĺeatoirement, avec une prise en compte des interactionsélectrostatiques de répulsion

entre les groupements phosphates et les appariements entre bases. Ce modèle d́ecrit relativement

bien le comportement des simples brins. On notera que la molécule simple brin, dans des condi-

tions de faible concentration en sel a tendanceà occuper une conformatiońetirée sur le substrat

[4], tandis que dans des conditions de forte concentration en sel, des appariements entre bases

compĺementaires d’un m̂eme brin s’op̀erent, facilit́es par la pŕesence de contre-ions qui neutra-

lisent la charge des groupements phosphates [5].

Caract́eristiques Forme A [6] Forme B [6] Forme Z Simple brin

diamètre (nm) 2,55 2,38 1,84 1-1,5 [7]

longueur paires de bases (nm) 0,23 0,34 0,38 0,43 [8]

TAB . 2.1 – Caract́eristiques de diff́erentes conformations possibles de l’ADN double brin et simple

brin.

Deux ph́enom̀enes jouent un rôle primordial dans les réactions naturelles de réplication de
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séquence d’ADN. Il s’agit des phénom̀enes d’hybridation et de dénaturation. L’hybridation corres-

pondà la phase d’appariement spécifique de deux brins possèdant des śequences complémentaires,

la dénaturation constitue l’oṕeration inverse conduisantà la śeparation de deux brins complé-

mentaires (voir figure 2.3).

� � � � � � � � � � 	


 � 	 � � � � � � � � 	

FIG.2.3– Cycle d’hybridation et de d́enaturation

Beaucoup de techniques de la biologie moléculaire reposent sur le principe de reconnaissance

sṕecifique de deux brins d’ADN par hybridation [9]. C’est en particulier le cas pour les pucesà

ADN.

2.1.2 Qu’est-ce-qu’une pucèa ADN ?

Le grand programme du décryptage complet du génome humain qui a démarŕe au d́ebut des

anńees 1990, a ńecessit́e la mise au point d’outils permettant l’analyse simultanée d’un grand

nombre de śequences d’ADN. Ces outils d’analyse en masse sont aujourd’hui appelés puceà

ADN, en ŕeference aux pucesà semi conducteur, intégrant non plus dans leur cas un grand nombre

de composantśelectroniques, mais un grand nombre de séquences d’ADN.

Les puces̀a ADN reposent sur le principe de reconnaissance spécifique de deux brins dont les

séquences sont complémentaires. Une pucèa ADN est constitúee d’un substrat solide fonctionna-

lisé sur lequel on cŕee un ensemble de plots actifs, contenant chacun un type de monobrins d’ADN

de śequence connue, appelés monobrinssondes, voir figure 2.4-a. Ce bio-récepteur̀a ADN per-

met l’identification de monobrinscibles, inconnus, par la reconnaissance spécifique du site actif

sur lequel s’est oṕeŕee l’hybridation 2.4-c. Les d́enominations desondeset cibles, introduites par

B.Phimister [10] sont aujourd’hui les noms conventionnellement utilisés.

2.1.3 Applications des puces̀a ADN

Depuis quelques années d́ejà, les puces̀a ADN ont franchi le pas des laboratoires d’étude,

pour aller vers leurs applications effectives dans de nombreux domaines. On donnera ici quelques

exemples d’applications des puces dans des domaines divers allant du diagnostic médical à la

détection de microorganismes dans l’agroalimentaire. Pour une présentation plus d́etaillées des
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FIG.2.4 – A-Sch́ema de principe d’une pucèa ADN. B- Puce en présence d’une solution de brins incon-

nus. C-Reconnaissance spécifique de monobrins cibles par hybridation d’oligonucléotides sondes et cibles

compĺementaires

applications des pucesà ADN, on pourra se reporterà un article de J. P. Clewley [11].

Le diagnostic ǵeńetique constitue certainement aujourd’hui un des champs d’application les

plus importants des pucesà ADN. En effet, l’introduction du diagnostic géńetique dans le milieu

médical s’affiche comme un outil puissant d’analyse pour les maladies ainsi que pour l’adaption

individualiśee des th́erapies. La ńecessit́e de comprendre comment une modification de l’expres-

sion des g̀enes est transféŕee en terme d’effets fonctionnels au niveau cellulaire, est l’un des aspects

les plus importants des recherches actuelles. Le but est d’établir un sch́ema de classification des

maladies. Dans ce paragraphe, on donne quelques exemples de systèmes de puces de génotypage

qui ontét́e mis au point pour le diagnostic clinique.

Un des exemples les plus marquants de ces dix dernières anńees est tr̀es certainement la fa-

brication d’une pucèa ADN permettant l’identification du virus du SIDA. Cette puce appelée :

HIV1 GeneChipR© aét́e d́evelopṕee parAffymetrix. C’est d’ailleurs la première puce commerciale

destińeeà des applications cliniques. Elle comportait 12000 plots d’oligonucléotides de 15 bases

de long,élaboŕes pour tester la position des gènes codant pour deux enzymes responsables du

virus du SIDA : la prot́ease et la transcriptase (HIV1) [12]. Depuis, un grand nombre de systèmes

de reconnaissance de virus ontét́e mis au point. On citeràa titre d’exemple, une puce construite

en 2002, par Wanget al.[13], de 1600 oligonucléotides de 70 bases, permettant de tester simul-

tańement 140 śequences caractéristiques de virus pathogènes des affections respiratoires et celle

de Rotaet al.en 2003, qui a permis de détecter le virus du SRAS̀a l’aide d’une puce 11000 plots

de 70 bases [14].
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D’autres applications dans le milieu médical ont vu le jour. On trouve aujourd’hui un grand

nombre de puces fabriquées dans le but de détecter des mutations patogènes, permettant en parti-

culier de d́etecter des cancers. Golubet al. propose une classification de nombreuses tumeurs en

fonction de l’expression de certains gènes caractéristiques [15]. Ainsi, les puces peuvent aider au

diagnostic clinique de plusieurs cancers dont les plus fréquents : cancer du sein chez la femme

[16] et de la prostate chez l’homme [17].

Enfin, les biopuces peuventégalement̂etre utiliśees pour tester les interactions possibles entre

traitements, et analyser la toxicité dans le corps humain de certaines molécules actives. Par exemple,

dans le cas de traitements contre le cancer, telles que la chimiothérapie et l’immunoth́erapie, qui

s’avèrent ǵeńeralement̂etre assez toxiques, des polymorphismes spécifiques permettent d’identi-

fier la cat́egorie de patients pour qui le traitement sera efficace [18].

Un autre champ d’application qui connait de plus en plus de succès, est le d́eveloppement de

contr̂oles bact́eriologiques dans l’agroalimentaire. Des puces permettant la détection par ǵeno-

typage de microbactéries ont rapidement vu le jour. Un partenariat entre Affymetrix, bioMérieux

et la Lyonnaise des Eaux a conduit par exempleà la mise au point de puces d’analyses micro-

bact́eriennes de l’eau [19]. W.-S. Junget al.[20] ont publíe ŕecemment les résultats obtenus sur la

mise au point d’une puce permettant une détection multiple des micro-organismes nocifs (tels que

les salmonelles) que l’on trouve dans les produits alimentaires.

La détection d’agents bactériologiques est́egalement utiliśee dans des applications militaires.

Dans la crainte actuelle de l’utilisation d’armes biologiques dans les domaines militaires et civils,

de nombreux pays ont dopé la recherche pour l’élaboration d’outils fins de d́etection d’agents

pathog̀enes. Les chercheurs du centre Lawrence Livermore National Laboratory, USA, ont par

exemple d́evelopṕe une puce de 53660 plots capables d’identifier cinq virus, onze procaryotes et

deux eucariotes, considéŕes comme agents pathogènes [21].

2.2 Les principales voies de fabrication

Depuis la premìere puce ŕealiśee par l’́equipe russe de Mirzabekov en 1989 [22], ces systèmes

ont grandement́evolúe pour atteindre aujourd’hui des densités de plots immobiliśes avoisinant les

400000 plots par cm2. Dans cette partie, on présentera les différentes stratégies d’́elaboration des

puces̀a ADN et leurs voies de synthèse. Ce travail bibliographique s’appuie sur plusieurs rapports

récents ŕediǵes sur le sujet [23, 24].
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On distinguera deux grandes voies pour la préparation des pucesà ADN. La premìere consiste

à fixer des brins pŕesynth́etiśes, on parle alors de ḿethode ”ex-situ”. La seconde proc̀edeà la

construction des sondes base par base directement sur la puce. Il s’agit de la méthode ”in-situ”.

Chacune d’elles conduità des puces de caractéristiques tr̀es diff́erentes en fonction de la stratégie

choisie.

2.2.1 Immobilisation de brins présynth́etisés - ”ex-situ”

Le principe de la synth̀ese ”ex situ” repose sur l’immobilisation de monobrins d’ADN préala-

blement synth́etiśes et purifíes. Elle permet donc l’élaboration de puces avec une grande pureté,

mais cette technique reste limitéeà de faibles densités de plots (< 1000 plots) dans le cadre de la

synth̀ese d’un faible nombre de puce, en raison du coût important impośe par la synth̀ese pŕealable

des sondes. Dans ce cas on parlera de puce defaible densit́e.

La fixation d’oligonucĺeotides sur un support solide est réaliśee depuis longtemps sur des

plaques de microtitration en plastique et sur bandelettes en nitrocellulose. Cependant, en raison

du faible nombre de sondes qu’elles permettent d’immobiliser, ces techniques ontét́e abandonńees

au profit de nombreuses innovations. Plusieurs types de supports ont ainsiét́e retenus, pour leur

capacit́e à offrir des voies d’immobilisation pour les acides nucléiques. On trouve la famille des

verres, silice et silicium [30–33], qui nécessite une fonctionnalisation préalable, mais aussi des

gels polym̀eres [25, 26] tels le polypropylène et le polyacrylamide et des métaux comme l’or [34].

Parmi les principaux protocoles mis au point, on distinguera les protocoles d’immobilisation

par adsorption des sondes, de ceux qui impliquent un greffage covalent des monobrins d’ADN

avec les moĺecules du support.

a- Immobilisation par adsorption

L’ équipe russe de Mirzabekov a dévelopṕe un protocole d’immobilisation de brins d’ADN par

gel [25]. Dans cette procédure, l’immobilisation de sondes s’opère par une simple polyḿerisation

d’un gel de polyacrylamide auquel les sondes sont préalablement couplées par ŕeaction entre les

groupements amines des sondes et des groupements hydrazides du gel.

Une autre proćedure consistèa immobiliser des sondes par polymérisation d’une ŕesine. C’est

sur ce principe que la sociét́e françaiseCis-Bio en collaboration avec le CEA-LETÌa Grenoble

a d́evelopṕe une technique originale d’immobilisation. Un mélange d’oligonucĺeotides et de ŕesine

de polypyrrole est d́epośe sur un substrat de silicium recouvert d’un réseau de minusculesélectrodes

d’or. Chaquéelectrode peut̂etre polariśee ind́ependamment l’une de l’autre pour provoquer la po-
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lymérisation de la ŕesine et ainsi l’immobilisation des brins voir figure 2.5 [26].
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FIG.2.5– Accrochage de monobrins d’ADN (ODN) par polymérisation du polypyrrole pilot́e parélectrode.

D’après Livache et al. [26]

Sur le m̂eme principe, la sociét́e Nanogenutilise desélectrodes en platine sur un substrat

de silicium [27]. La puce est recouverte d’un gel d’agarose contenant de la streptavidine et les

sondes̀a immobiliser sont porteuses d’une biotine. Les sondes se fixent ainsi par association an-

tigène/anticorps. Ces protocoles présentent une excellente reproductibilité mais sont l̀a encore

limit ésà des synth̀eses de puces de basses densités.

Le groupe de Patrick Brown et Mark Schena de l’université deStanforda quant̀a lui dévelopṕe

un proćed́e fond́e sur la grande capacité de la polylysinèa adsorber des molécules d’ADN [28].

Des gouttes (de quelques microlitres) contenant les oligonucléotides sondes̀a immobiliser, sont

dépośees sur des lames de microscope recouvertes de polylysine. Le dép̂ot s’effectue via une

pointe ou tube capillairèa l’aide d’un robot [29]. Ce proćed́e est d́esormais largement utilisé et est

conventionnellement appelé ”Spotter”. Cette technique, facilèa mettre en oeuvre, présente cepen-

dant quelques inconvenients pour la réalisation de d́ep̂ots homog̀enes et reproductibles. En effet,

l’ étalement ainsi que l’h́et́eroǵeńeité du śechage des gouttes dépośees sont des facteurs limitant la

reproductibilit́e du processus.

b- Immobilisation par greffage covalent - des puces ŕeutilisables

L’immobilisation d’oligonucĺeotides par greffage covalent est certainement l’une des voies

qui a suscit́e le plus grand nombre de travaux de recherche. En effet, la réalisation d’une fixation

chimique, stable en milieu aqueux, et présentant une bonne tenue en température dans la gamme

0-100o, conf̀ere aux puces une grande résistance de leur structure aux rinçages. Les puces ainsi
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élaboŕees sont donc réutilisables, ce qui constitue un avantage certain du point de vue commercial.

L’immobilisation par voie chimique implique la formation d’une couche dited’accrochage

qui établit le lien entre le substrat et l’oligonucléotideà fixer. On peut souligner que les oligo-

nucĺeotides utiliśes actuellement sont quasiment toujours modifiés. Ils poss̀edent en particulier un

espaceur (composé ǵeńeralement d’une chaı̂ne carbońee) qui a pour objectif d’augmenter l’ac-

cessibilit́e de la sonde immobilisée dans la phase d’hybridation. La fonction situéeà l’extrémit́e

de l’espaceur constitue le site actif de réaction entre la couche d’accrochage et l’oligonucléotide,

appeĺee fonction d’accrochage. Deux liaisons stables doivent doncêtreétablies : la première entre

le substrat et la couche d’accrochage, la seconde entre les groupements terminaux des molécules

de la couche d’accrochage et l’espaceur de l’oligonucléotide.

Deux types de substrat ont ainsiét́e retenus en raison de leur capacité à établir des liaisons

covalentes stables dans les conditions préćedemment mentionnées. On trouve ainsi la famille des

verres, silice et silicium qui peuventétablir des pont siloxanes (Si-O-Si) entre leurs groupements

silanols de surface Si-OH et la fonction terminale Si-X d’un organosilane (X-Si-(CH2)n-Y) et des

surfaces recouvertes d’or vaporisé quiétablissent des liaisons stables avec les thiols (H-S-(CH2)n-

Z).

Les organosilanes constituent une famille extrêment vaste. On citera ici quelques exemples

de moĺecules utiliśees, mais cet exposé reste non exhaustif. En règle ǵeńerale, on trouvera au

niveau du groupement Si-X une fonction facilement hydrolisable comme les alkoxy, les chloro

ou des amino et leurs composés, qui s’́eliminera sous la forme X-H (aprèsétablissement du pont

siloxane).

Le choix du groupement actif situé à l’autre extŕemit́e de l’organosilane peutêtre varíe. On

répertorie diff́erents groupements terminaux : des amines(APTS, Joss [30]), des acides(TETU,

DDSUM, Ecole Centrale de Lyon-Rosatech [33]), desépoxys (GPTS, Southern [31]), des thiols

(MPTS, Rogers [32])... (voir figure 2.6). La nature chimique des groupements terminaux choisis

dépend de la nature des fonction d’accrochage de l’espaceur. Dans le cas des amines beaucoup

de fonctions d’accrochage peuventêtre utiliśees, parmi elles nous citerons la fonction acide car-

boxylique. Pour une fonction d’accrochage de typeépoxy, l’espaceur devra porter une fonction

ammonium. Pour les thiols, la réaction se fait par une réaction d’́echange thiol/disulfide...

De même, sur les substrats d’or, le greffage covalent s’effectue entre le groupement réactif

terminal de la moĺecule thioĺee et la fonction sitúeeà l’extrémit́e de l’espaceur. On retrouvera par

exemple un groupement terminal acide du thiol, en vue de l’établissement d’une liaison avec la

fonction ammonium de l’espaceur [34].
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2.2.2 Synth̀ese ”in-situ”

La fabrication in situ consistèa synth́etiser base par base les séquences d’ADN d́esiŕees, di-

rectement sur le support par des réactions localiśees. Le principal avantage de la synthèse ”in

situ” est qu’elle permet la synthèse d’un nombre beaucoup plus important de sondes de séquences

diff érentes, allant jusqu’à 400000 plots [35]. En opposition aux pucesélaboŕees par immobili-

sation d’oligonucĺeotides, on parlera de puces dehaute densit́e. On distingue deux procédures

utilisées : la synth̀ese par voie photochimique et la synthèse par microprojection. Chacune d’elles

comporte deux́etapes principales : la déprotection et le couplage.

a- Synthèse par voie photochimique

Ce proćed́e aét́e principalement d́evelopṕe par la socíet́eAffymetrix, qui s’affiche aujourd’hui

comme leader mondial de cette approche [36].

La construction des sondes se fait par cycle successifs d’injection de l’un des nucléotides cor-

respondant aux quatre bases azotées. Les nucléotides inject́es sont prot́eǵes par des groupements

photolabiles pouvant̂etreéliminés par radiation UV. Ainsi,̀a l’aide de masques similairesà ceux

utilisés en photolithogravure, on sélectionne les plots auxquels on souhaite ajouter une base de

nature donńee. La zone est alors déprot́eǵee par radiation UV, lib́erant ainsi le groupement de

surface du groupement photolabile et permettant l’établissement de la liaison entre le support et

la premìere base. La liaison entre bases s’effectuera ensuite de la même façon. La base préćedente

sera tout d’abord d́eprot́eǵee de son groupement photolabile par radiation UV. Son amine sera

alors accessible pourétablir la liaison avec le nucléotide suivant (voir figure 2.7). Ce principe re-

pose sur le principe de la chimie combinatoire. Pour obtenir une puce de4k oligonucĺeotides, òu

k est le nombre de bases par sonde, il faudra donc4× k cycles de synth̀ese.

b- Synthèse localiśee par microprojection

La fabrication par microprojection est inspirée des techniques d’impression des imprimantes

jet d’encre. Un système de microprojection par injecteurs piézo-́electriques, permet de déposer

les quatre bases en très petites quantités ( de l’ordre de la centaine de picolitres)à la surface

d’un support. Les ŕeactions de couplage ont lieu par confinement des produits soit grâceà une

micro-structure grav́ee sur le support (Ecole Centrale de Lyon : micropuits avec un silane actif au

fond), soit par l’́elaboration d’un substrat micro-structuré chimiquement. La sociét́eProtogen[37]

définit par exemple des zones hydrophiles et hydrophobes en utilisant une grille de téflon pośee

sur une lame de verre. Les réactions oṕeŕees sur ces supports passent par la déprotection du site

de la liaison, l’apport de la liaison et la protection des sites réactifs jusqu’̀a la ŕeaction suivante.

Ces proćed́es s’appuient sur la chimie des phosphoramidites. La difficulté de cette ḿethode ŕeside



2.3. LES PUCES ŔEALISÉES AU LABORATOIRE LEOM 61

�� � � � � �� � 	 
 � �
 � � �

�� ���

�

�
��

�

��

�

�

�
�

�

�
��

� � � � �  !

"# $ % &

' (

) * + , - . /

01 2 3 4

5 6

7 8 9 : 9 ; < = > 9 : ? @ : A 9 B C 9 D = E F G ? @ 8 A H A I D ?

C 9 D = E F G ? @ 8 A H A I D ?

JK L M N O P

Q R S T S U V W X S T Y Z T [ S \ ] ^ _ ` a b c d c e f a

g _ h i ^ f j f k l a

FIG.2.7 – Description des diff́erenteśetapes inmpliqúees dans la synthèse photochimique G. McGall et al.

[36].

dans l’injection successive sur un même plot.

2.3 les puces ŕealiśees au laboratoire LEOM

De nombreuses voies existent donc pour la préparation des puces̀a ADN. Nous pŕesentons

maintenant les puces̀a ADN qui sont ŕealiśees et d́evelopṕees au laboratoire, dans l’équipeBio-

pucedirigée par J. R. Martin. L’avancement des travaux de recherche réaliśes depuis le milieu des

anńees 1990 a donné naissance en 2001à la start-upRosatech.

La strat́egie choisie pour la synthèse de puces̀a ADN repose sur l’implication de liaisons co-

valentes̀a chacune deśetapes de la préparation des puces. Cette stratégie pŕesente deux avantages

consid́erables : elle permet d’obtenir des puces réutilisables (jusqu’̀a plus de 20 fois, travaux de la

thèse de Marl̀ene Bras [38]) et d’atteindre un bon niveau de reproductibilité.

Les substrats choisis sont la silice et le verre. La réalisation de la couche d’accrochage par sila-

nisation a fait l’objet de nombreusesétudes (th̀eses de Vincent Dugas [39] et François Bessueille

[40]). La moĺecule retenue pour la réalisation de la couche d’accrochage est un monochlorosi-

lane. Le silane śelectionńe est le [diḿethyl(diméthylamino)silyl] und́ecanoate, noté DDSUM. On

proc̀edeà la d́eprotection de la terminaison ester en terminaison acide de manièreà établir une

liaison amide entre la sonde et la molécule de silane activée. Contrairement̀a la quasi totalit́e des

silanes rencontrés dans la litt́erature qui sont des silanes trifonctionnels possèdant trois groupe-

ments ŕeactifs sur leur terminaison silylée, la śelection d’un silane monofonctionnel constitue un

choix objectif en vue d’obtenir la meilleure robustesse possible de la couche d’accrochage. En

effet, les silanes trifonctionnels permettent l’ancrage de la molécule paŕetablissement d’un pont
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siloxane avec un groupement silanol de la surface du substrat, mais ils peuventégalement interagir

entre eux et́etablir des liaisons siloxanes latéralement. Ce ph́enom̀ene se rencontre géńeralement

dans le cas de couche dense où les moĺecules de silanes sont très proches les unes des autres.

Il en résulte une interaction entre chaı̂nes carbońees. La couche ainsi constituée poss̀ede donc

une bonne coh́esion, dans le sens où les moĺecules s’organisent autour d’une conformation verti-

cale, parfois inclińee, appeĺee dans ce cas configuration ”trans”. Cependant, bien qu’offrant une

forte coh́esionà la couche d’accrochage, l’interaction latérale des molécules peut s’av́erer être

également un inconvénient, car la ŕealisation de ponts siloxanes entre molécules de silanes n’as-

sure pas l’́etablissement d’un point d’ancrage au substrat pour chacune des molécules de silanes

[41, 42]. Le choix d’un silane monofonctionnel permet de s’affranchir de ces problèmes d’inter-

actions lat́erales entre molécules conduisantà la formation d’une monocouche et garantit donc un

ancrage fort par liaison chimique pour chacune des molécules de la couche d’accrochage.

Cette couche d’accrochage permet par la suite de développer la synth̀ese de pucèa ADN

suivant les deux voies de synthèse mentionńees pŕećedemment : par immobilisation d’oligo-

nucĺeotides pŕesynth́etiśes, synth̀eseex-situ, ou par combinaison base par base par voie de synthèse

in-situ. Les deux voies ont́et́e d́evelopṕees parall̀element au laboratoire pour produire des puces

destińeesà des applications variées.

a- Procédé d’immobilisation ex-situ

Ces puces par immoblisation d’oligonucléotides pŕesynth́etiśes sont ŕealiśees̀a l’heure actuelle

avec une machine de 256 microprojecteursà vanne de 5 nL. Ce procéd́e permet une grande vi-

tesse de fabrication des puces jusqu’à 50 puces de 256 plots par heure. La machine travaille sous

atmosph̀ere controĺee (Temṕerature et Taux d’humidité) et poss̀ede des projecteurs isolés les uns

des autres ce qui permet de s’affranchir des contaminations. Ces puces, compte tenus de leur petit

nombre de plots et de leur rapidité de fabrication, sont destinéesà la production de masse pour le

diagnostic.

b- Procédé d’immobilisation in-situ

En ce qui concerne la synthèsein situ, on trouve deux niveaux de développement. A l’heure

actuelle, une machine opère la synth̀ese base après base par projection des nucléotides sous forme

de gouttes de 5 nL. La réaction de couplage baseà base repose sur la chimie des phosphoramidites.

La localisation de la projection est obtenue en utilisant des masques de silicone, qui définissent

des puits permettant ainsi de confiner les constituants contenus dans l’acétonitryl qui est un sol-

vant extr̀emement mouillant. Les masques peuvent comprendre jusqu’à 600 plots de 500µm de

diamètre espaćes de 750µm centreà centre. On parle de basseà moyenne int́egration pour ces
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syt̀emes. Ce proćed́e permet une fabrication rapide et flexible de puces en quelques exemplaires.

Elles sont principalement destinéesà la mise au point de protocoles biologiques.

La mise au point d’un proćed́e de synth̀esein situ à haute integration està l’heure actuelle en

cours de d́eveloppement. La voie choisie reposeégalement sur la chimie des phosphoramidites,

et passe par la projection de très petits volumes : 3 pL. Ce procéd́e devrait permettre d’atteindre

rapidement des puces beaucoup plus intégŕees.

2.4 Les ḿethodes de lecture des puces

De nombreuses ḿethodes existent pour lire les puces, on se contentera de présenter dans cette

partie celles qui sont le plus souvent utilisées, en pŕecisant leurs avantages et inconvénients. Ces

techniques sont conventionnellement classées en deux grandes catégories : les ḿethodes dites

directes, qui ne ńecessitent pas d’opérations supplémentaires dans les protocoles d’élaboration et

d’hybridation, et celles qui sont indirectes, qui requièrent unéetape de marquage préalable afin de

détecter les molécules cibles.

Chacune d’entre-elles est caractériśee par trois param̀etres : la ŕesolution spatiale (le plus pe-

tit élément de surface détectable), le seuil de détection (correspondant au plus bas signal analy-

sable) et la sensibilité (d́efinissant les plus petitśecarts d́ecelables). Ces paramètres sont diffici-

lement comparables d’une méthodeà l’autre, car les proćed́es mis en jeu peuventêtre extr̂ement

diff érents. Ońetablira tout de m̂eme une comparaison entre les deux méthodes qui seront uti-

lisées par la suite dans le cadre de cette thèse : la microscopie de fluorescence et l’analyse par

radioactivit́e.

2.4.1 Les ḿethodes directes

Parmi les ḿethodes directes de lecture des puces, on trouve des techniques anciennes comme

les microbalances̀a quartz mais aussi des procéd́es originaux comme la spectroscopie de plas-

mon de surface et les mesures d’impédancéelectrochimiques. Toutes ces techniques ne seront pas

dévelopṕees ici.

Le principe de la microbalancèa quartz est fond́e sur le fait que la fŕequence de résonance

du quartz varie inversementà la masse d́epośee sur la surface du quartz. Ainsi, les différences de

masse mesurées avant et après hybridation informeront sur la présence ou non de brins hybridés

[43]. Cette ḿethode pŕesente l’avantage d’être assez rapide et sensible, mais reste limitéeà des

puces de faible densité, puisque chaque plot doitêtre ŕealiśe sur un quartz.
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Une analyse directe des processus d’hybridation peut aussiêtre ŕealiśee en mesurant les va-

riations de la ŕesonance de plasmon de surface . Les variations d’intensité d’une onde ŕefléchieà

la surface de la puce sont enregistrées en fonction de l’angle de réflexion. L’intensit́e de l’onde

réfléchie est modulée par la pŕesence de composant biologiqueà la surface et peut donc rendre

compte de manière in-situ et en temps réel des processus d’hybridationà la surface de la puce [44].

Une troisìeme ḿethode directe consistèa utiliser le principe de mesure d’impédancéelectro-

chimique pour caractériser l’́etat d’hybridation d’une pucèa ADN. Cette ḿethode est mise en

placeà partir de structures̀a base de semi-conducteurs, appéléesEDS(Electrolyte/ Dielectrique/

Semi-conducteur), qui permettent de mettre enévidence par mesure d’impédance une modifica-

tion de la densit́e de charge présente sur leur surface. Ainsi, le nombre de molécules hybrid́ees

en surface peut̂etre d́etermińe car l’hybridation conduit̀a une augmentation du nombre de grou-

pements phosphates provoquant un accroissement de la densité de charges ńegatives en surface.

Cependant, l’́evaluation de l’imṕedancéetant ŕealiśee sur l’ensemble de la surface de la structure,

cette proćedure se limitèa donner des informations globales de l’état d’hybridation en surface

de la puce. Dans le but d’accéderà des informations locales sur les phénom̀enes d’hybridation,

un laser moduĺe peutêtre utiliśe. L’illumination moduĺee de la surface de la puce produit alors

une oscillation du nombre de pairsélectron-trouà proximit́e de l’interface de la jonction. Il est

alors possible d’́etablir une cartographie de l’impédance diff́erentielle locale de la puce avant et

apr̀es hybridation. Pour̂etre utiliśee, cette technique nécessite donc que les puces soientélaboŕees

sur semi-conducteur, le silicium pour des raisons de coût apparâıt être un tr̀es bon candidat. Ce

proćed́e aujourd’hui couramment appelé mesuréelectrochimique áet́e d́evelopṕe par l’́equipe de

J. R. Martinà l’Ecole Centrale de Lyon [45, 46].

2.4.2 Les ḿethodes indirectes

Aujourd’hui, les ḿethodes indirectes de lecture des puces les plus répandues sont les méthodes

de mesures par radioactivité et la microscopie de fluorescence.

Dans le cas de l’analyse par mesures de radioactivité, la d́etection de moĺecules sondes et

cibles ńecessite un marquage préalable de ces molécules avec des atomes radioactifs, par exemple

du 32P. La d́etection s’op̀ere alors par comptage des particulesémises par les atomes radioactifs

introduits dans la molécule. Cette ḿethode permet une mesure quantitative des sondes ou cibles

présentes̀a la surface de la puce. Elle permetégalement d’obtenir une cartographie de la surface

de la puce, avec une bonne sensibilité. Cependant, cette méthode reste assez limitée sur le plan de

la résolution spatiale. En effet, les meilleurs scanners commercialisés sur le march́e atteignent au

maximum la ŕesolution de 25µm2 pour des temps d’acquisition extrêment long, d’environ 20h.

Le seuil de d́etection est par contre relativement bas et se situe aux alentours de 105 molécules par
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cm2.

La méthode, qui est aujourd’hui la plus utilisée dans le domaine de la lecture de l’hybridation

des pucèa ADN, est tr̀es certainement la microscopie de fluorescence. Cette fois-ci, le marquage

est oṕeŕe par incorporation de molécules fluorescentes, soit directement sur les acides nucléiques,

soit sur les amorces utilisées dans le cas où la synth̀ese est obtenue par PCR (Polymérase Chaine

Reaction). Dans le premier cas, les cibles possèdent plusieurs groupements fluorescents (propor-

tion géńeralement expriḿee en % du nombre de base dans le brin), tandis que dans le second cas

la moĺecule ne poss̀ede qu’un groupement fluorescent, celui de l’amorce. La présence des brins

d’ADN se fait donc par d́etection de la fluorescence, après excitation avec un laser accordé sur

la longueur d’onde d’excitation des molécules fluorescentes. Elle est donc applicableà tout type

de puces : puces de basse, moyenne et haute densité. Cette ḿethode permet elle aussi d’établir

une cartographie de la surface avec une résolution spatialéelev́ee qui peut atteindre les 5µm

pour les syst̀emes les plus performants. De plus cette mesure est quasiment instantanée, ce qui lui

conf̀ere un avantage certain sur les méthodes de mesure par radioactivité. Cependant, son seuil de

détection, qui est de l’ordre de 107 molécules/cm2, reste 100 fois pluśelev́e que celui des mesures

de radioactivit́e.



Conclusions

Ainsi, de nombreuseśequipes de part le monde travaillentà la mise au point de pucesà ADN.

Comme nous l’avons vu dans ce chapitre, il existe de nombreuses voies de préparation de ces

syst̀emes. Les principales voies dévelopṕees sont ŕesuḿees dans le tableau 2.2.

Socíet́e Groupe Fonctionnalisation de surface Densit́e (sondes/cm2)

Stanford Schena Brins pŕesynth́etiśes adsorb́es avec de la poly-

syine

NC

CIS Bio Téoule Brins pŕesynth́etiśes fix́es par polyḿerisation du

polypyrrole pilot́ee paŕelectrodes de platine

1012

Nanog̀ene Heller Brins pŕesynth́etiśes fix́es par association an-

tigène/anticorps pilotée paŕelectrodes

1,6.1012

Affymetrix Trulson Synth̀ese in situ par processus photochimique 1012

Protogene Brennan Synth̀ese in situ sur motif hydro-

phile/hydrophobe

1,3.1012

Rosatech Souteyrand Brins pŕesynth́etiśes fix́es par silanisation 4.1011

Rosatech Souteyrand Synth̀ese in situ, avec fixation covalente sur

verre silaniśe

1011

TAB . 2.2 – Tableau ŕecapitulatif des diff́erents proćed́es de pŕeparation des pucesà ADN.

La courseà la miniaturisation de ces systèmes, dans le but d’augmenter le nombre de plots

et de ŕeduire les quantités de mat́eriaux biologiques ńecessaires, a engagé la recherche vers une

réduction massive de la taille des plots. Les systèmes les plus ”int́egŕes” atteignent,̀a l’heure

actuelle, des diam̀etres de plots de l’ordre de la dizaine de microns. Afin d’atteindre cette minia-

turisation, de nouveaux problèmes sont aujourd’huià ŕesoudre.

Le premier ŕeside bieńevidemment dans la réalisation de plots de plus petite taille. Ceci passe

par le contr̂ole de volumes plus petits que ceux utilisés aujourd’hui (inf́erieur au pL).

Un deuxìeme probl̀eme concerne la sensibilité des ḿethodes de lecture, car la réduction de la

taille des plots va diminuer la quantité de matìere hybrid́ee sur chacun d’eux. Ceci impose donc

une aḿelioration des ḿethodes de lecture afin d’optimiser leur sensibilité et d’abaisser leur seuil

de d́etection.

Le dernier point̀a prendre en compte et non le moindre porte sur le contrôle de la qualit́e des

dép̂ots du point de vue de leur homogéńeité à deśechelles en taille de l’ordre du micron. En effet,

la réduction de la surface des plots ne peut s’opérer correctement que si la couche de greffage et

les processus d’immobilisation sont homogènes̀a l’échelle de la surface de ces nouveaux plots.
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Ainsi, uneétude d́etaillée des protocoles de préparation des pucesà ADN a l’échelle submicro-

nique aét́e engaǵee. L’objectif consistèa analyser l’organisation de couches d’accrochages et de

molécules sondes immobilisées afin de śelectionner les protocoles les plus adaptés en vue d’une

miniaturisation de ces systèmes. Aussi, les ḿethodes de caractérisation et de lecture des puces

ne sont pas toutes adaptéesà cette nouvelle problématique. La microscopièa force atomique, par

sa capacit́e à imager des surfaces,à l’échelle moĺeculaire,à l’air maiségalement en solution, se

présente comme un outil performant pour conduire cetteétude. C’est le choix que nous avons fait

dans le cadre de cette thèse.
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Chapitre 3

Revue bibliographique deśetudes de puces

à ADN par AFM

La microscopieà force atomique, par sa capacité à imager des objets conducteurs, semi-

conducteurs et isolants, dans tout type de milieux :à l’air, sous ultra-vide mais aussi en solution,

est aujourd’hui un des outils les plus utilisés pour la caractérisation d’objets biologiques̀a l’échelle

submicronique. Depuis leur invention, les microscopiesà sonde locale nourrissaient l’espoir de la

résolution de la molécule d’ADN de manìere isoĺee et dans l’espace direct. Ce n’est qu’en 1989,

que les premìeres images d’ADN ŕealiśees par microscopièa effet tunnel (STM) ont́et́e publíees

par le groupe de Lindsay [1]. Drake et al. [2] quantà eux pŕesentaient́egalement en 1989, les

premìeres images d’ADN obtenues en microscopieà force atomique en mode contact. Depuis, les

études de l’ADN par AFM concernent un véritable domaine de rechercheà part entìere [6, 7, 11–

24].

Ce chapitre a pour objectif de présenter uńetat de l’art deśetudes conduites par microsco-

pie à force atomique sur des pucesà ADN ou syst̀emes apparentés (immobilisation de molécules

d’ADN, simple ou double brin). Avant d’aborder les travaux réaliśees sur ces systèmes qui sont

relativement complexes, nous aborderons dans une première partie les principaux problèmes sou-

levés par l’imagerie AFM de brins d’ADN isolés d́epośes sur une surface. Dans un second temps,

nous pŕesenterons un bilan des avancées des diff́erents groupes travaillantà la caract́erisation de

puces̀a ADN ou de l’immobilisation de brins d’ADN, ce qui constitule coeur des travaux réaliśes

au cours de cette thèse.
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3.1 Etudes AFM de moĺecules d’ADN support́ees

Les premìeresétudes AFM sur des brins d’ADN ont mis enévidence la ńecessit́e d’une bonne

fixation des brins sur le substrat. Ainsi, en 1992, deux articles originaux de C. Bustamante [3] et T.

Thundat [4], rapportent la possibilité de ŕealiserdes images reproductibles de l’ADN par fixa-

tion de la moĺecule sur un substrat de mica par traitement ionique par ions multivalents comme

le Mg2+. Depuis, cette condition a largementét́e reprise dans la littérature. Par ailleurs, ces deux

articles mentionnent d’ores et déjà l’influence de plusieurs paramètres, qui s’av̀erent jouer un r̂ole

déterminant pour l’imagerie, comme par exemple la déformation de la molécule d’ADN sous l’ac-

tion de la force exerćee par la pointe, ou l’élargissement latéral de la moĺecule líe à la dilatation

de la pointe avec l’objet et enfin, l’influence du taux d’humidité sur le contraste vertical obtenu.

3.1.1 Choix du substrat

Un des premiers aspects importantsà prendre en compte pour la caractérisation de moĺecules

d’ADN réside dans le choix du substrat. Compte tenu de la taille relativement petite des molécules

à imager (voir tableau 2.1, chapitre 2), les substrats envisageables pour supporter des molécules

d’ADN en vue d’unéetude AFM sont peu nombreux et doivent satisfaireà deux crit̀eres : pŕesenter

la rugosit́e de surface la plus faible possible et disposer de sites chimiquement réactifs aux ligands

nécessairèa la fixation de la moĺecule.

La premìereétude par AFM áet́e ŕealiśee sur des molécules d’ADN d́epośees sur du mica.

Ce substrat est encore aujourd’hui le plus utilisé pour sa faible rugosité de surface (RMS =

0,2 nm) mais aussi pour la possibilité qu’il offre de fixer les moĺecules d’ADN par interaction

électrostatique entre les charges négatives port́ees par les groupements phosphates du squelette de

l’ADN et des ions positifs líesà la surface de mica. D’autreséquipeśevaporent un film mince d’or,

d’épaisseur 4-6 nm, sur du mica pour favoriser l’ancrage des molécules d’ADN [14]. Leur fixation

est alors ŕealiśee par ŕeaction d’un groupement terminal thiolé (pŕealablement fix́e sur l’extŕemit́e

5’ de l’ADN) avec les atomes d’or de la surface. Par ailleurs, l’importance du critère de faible

rugosit́e des substrats a naturellement orienté la recherche vers des surfaces de type cristallines.

Ainsi, Yoshimotoet al. [5] proposent l’utilisation de la surface cristalline ultra-lisse du saphirα -

Al 2O3 (RMS = 0,3 nm), qui apr̀es traitement par Na3PO4 poss̀ede un caractère hydrophile permet-

tant l’adh́esion de l’ADN. Araiet al. [6] quantà eux, utilisent la face (1,1,1) du silicium vicinal

(RMS = 0,3 nm). Cette fois-ci, l’immobilisation de l’ADN sur la surface du semi-conducteur se

fait par interaction des dip̂oles de la moĺecule d’ADN avec ceux de la surface.
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3.1.2 Etudes des conformations de l’ADN

Dans le cadre deśetudes en microscopièa force atomique, on notera que l’ADN n’est plus

libre mais support́ee sur une surface. Sa structure n’est donc plus toutà fait la structurèa trois

dimensions de la molécule libre en solution. Dans toute la suite on supposera que la molécule sup-

port́ee sur une surface peut-être repŕesent́ee par la projection de la structure de la molécule libre

(3D) sur la surface. L’́etude des propriét́es structurales de l’ADN par AFM constitue un grand

champ d’investigation. Nous nous limiteronsà donner quelques exemples d’études de conforma-

tions [7, 11–16].

a- Longueur de brins et transition entre deux conformations

C. Rivetti et al. [7], publient en 2001 des travaux dans lesquels ils montrent qu’une transi-

tion de la conformation B vers la conformation A de brins dépośes sur mica s’op̀ere lorsque la

concentration en sel diminue, réduisant ainsi la longueur totale des brins de 30%. Par ailleurs,

ils discutent de la pŕecision des diff́erents algorithmeśevaluant th́eoriquement la longueur d’un

brin. Ils comparent dans leurs conditions expérimentales les ḿethodes fond́ees sur l’estimation

de Freeman[8], celle de Kulpa [9] et un modèle d’ajustement avec un polynôme de degŕe 3 [10]

et montrent que la longueur de la molécule est presque parfaitement ajustée avec le mod̀ele po-

lynomial. Les ḿethodes d’estimation de la longueur de brins d’ADN et la comparaison entre les

mod̀eles et la lecture de longueur sur des images AFM sont rapportés dans plusieurs articles. On

donneà titre d’exemple celui de V. Ph. Pastushenko[11].

Dans le prolongement de cetteétude, J. Zhenget al.[12] s’intéressent̀a cette m̂eme transition

(entre conformations A et B) en regardant plus spécifiquement l’influence de la nature des ions

présents dans la solution d’hybridation,à concentration constante. Ils en déduisent un ordre d’ef-

ficacit́e des ionśetudíesà provoquer la transition de la conformation B des molécules vers une

conformation A : Sr2+ > Ba2+ > Ca2+ > Mg2+.

Les changements de conformation ont non seulementét́e étudíes en fonction des concentra-

tions en sel des solutions maiségalement en fonction du pH des solutions utilisées. L. S. Shlyakh-

tenkoet al.[13] rapportent par exemple la transition entre une conformation en triple hélice, interne

à une moĺecule d’ADN double brin, vers une conformation B en augmentant le pH du milieu de 5

à 7. Les ḿecanismes impliqúes dans cette transition apparaissent extrêmement complexes passant

par un nombre d’́etats transitoires important.
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b- Quelques conformations exotiques

L’ADN, loin de présenter toujours une structure linéaire simple, peut comporter des conforma-

tions exotiques provenant soit d’interactions entre bases d’un même brin, produisant par exemple

des structures en ”épingle” ou ”hairpin”, soit d’interactions entre bases appartenantà des brins

d’ADN diff érents, donnant alors des triplexes.... Ces structures sont géńeralement rencontrées

sous la d́enomination d’h́et́eroduplexes. Ces formes exotiques sont principalement naturelles dans

le sens òu elles peuvent̂etre obtenues lors de processus biologiques. La zoologie des structures

observables pouvantêtre assez variée, on donne ici quelques exemples.

E. A. Oussatchevaet al. [15] étudient l’influence de la formation d’épingles dans des brins

sur leur mobilit́e dans les processus d’électrophor̀ese. Cettéetude, conduite par AFM, révèle

quelques-unes des structures formées (voir figure 3.1).

�

FIG.3.1– Image AFM d’h́et́eroduplexes. A- fragments de 301 paire de bases (pb) contenant desépingles de

50 pb. B- Imagèa plus haute ŕesolution des m̂emes h́et́eroduplexes. C- Comparaison entre des molécules

présentant deśepingles de 50 pb (a), 27 pb (b), 18 pb (c).E. A. Oussatcheva et al. [15]

Dans des travaux similaires [16], le même groupe montre, par analyse structurale de molécules

d’ADN de type super h́elice, que l’on peut trouver des structures locales, appellées cruciformes,

qui correspondent̀a des recombinaisons de portions d’ADN analogues. Ils obtiennent ainsi des

structures en forme de H ou de X, correspondantà deux conformations différentes. Dans le cas

des structures de type H, les brins d’ADN se recombinent avec une orientation antiparallèle, tandis

que dans le cas de structures de type X, la recombinaison s’effectue suivant le sens parallèle (voir

figure 3.2).

3.1.3 Etudes de la hauteur des brins d’ADN

En ce qui concerne les mesures de la hauteur d’un double brin dépośe sur un substrat, beaucoup

de publications ont́et́e écrites sur le sujet [17–24]. La mesure de la hauteur d’objets biologiques,

dits ”mous” (de module d’Young peúelev́e), et en particulier de l’ADN, constitue une des grandes
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�

�

FIG.3.2– Etude AFM des diff́erentes conformations obtenues par recombinaison de portions d’ADN ana-

logues. L’interaction entre brins analogues conduità deux recombinaisons : recombinaison de manière

parallèle ou antiparall̀ele, conduisant̀a des structures dites en H ou X respectivement. L.Shlyakhtenko et

al. [16]

probĺematiques dans la communauté du champ proche. En effet, le contraste vertical observé sur

des moĺecules d’ADN est tr̀es nettement en dessous de la valeur attendue de 2,34 nm (confor-

mation B). Différents groupes rapportent des valeurs de hauteur allant de 0,28à 1,7 nm [17, 18].

Diff érentes hypoth̀eses ont́et́e avanćees pour expliquer ceśecarts̀a la valeur th́eorique :

– Une dissipation diff́erente entre l’objet biologique et le substrat, lorsque la pointe oscillante

passe de l’uǹa l’autre [19],

– Une d́eformation ḿecanique líeeà l’action (indentation) de la pointe sur un matériau mou

[21],

– Une adh́esion de la moĺecule au substrat [22],

– L’effet de l’humidité et de la d́eshydratation de la molécule d’ADN [20],

– La pŕesence d’une couche de contaminant entourant la molécule [24].

On peut remarquer que les deux premierséléments mentionńes ci-dessus, ne sont pasévalua-

bles śepaŕement, ce qui rend difficile l’analyse de leur impact de manière individualiśee. Un grand

nombre de groupes de recherche travaillent encore actuellementà la mise eńevidence de l’origine

de ces art́efacts de mesures de hauteur sur des matériaux mous. Plusieurs expériences, dont les

param̀etres mentionńees ci-dessus sont contrôlés avec pŕecision, ont́et́e publíees et concluent sur

un effet dominant de l’une ces contributions.
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Les premìeresétudes se sont concentrées sur les problèmes de d́eformation d’́echantillons

mous par indentation ḿecanique de la pointe. Uneétude portant sur ce sujet est celle de Pignataro

et al. [21], qui s’intéressent̀a l’influence du mode d’imagerie sur les mesures de hauteur d’objets

biologiques. Pour ce faire, ils analysent un réseau de molécules d’ADN d́epośees sur du mica dans

les différents ŕegimes du mode dynamique en amplitude, soit les régimes ”attractif” et ”ŕepulsif”,

et comparent les images ainsi obtenues.
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FIG.3.3 – Déformations moĺeculaires ŕesultant de conditions d’imagerie en mode dynamique répulsif. A-

image en ŕegime attractif apr̀es une image réaliśee en ŕegime ŕepulsif (la fen̂etre du scan pŕećedent apparâıt

à droite de l’image), B- visualisatioǹa 3 dimensions de la frontière entre zone endommagée et zone non-

endommaǵee. C- Coupe en hauteur sur image A. B. (Pignataro et al. [21]).

Ainsi, apr̀es imagerie en régime ŕepulsif, ils observent que le réseau d’ADN a subi des défor-

mations irŕeversibles, aiśement identifiables en régime attractif (carŕe sitúe à droite de l’image sur

les figures 3.4-A et -B). Dans cette région, la coupe de la figure 3.4-C montre que les différences

de hauteur mesurées sur l’́echantillon sont bien inférieures̀a celles observ́ees dans la zone imagée

uniquement en ŕegime attractif, passant de 2.(±0,5) nmà 0,75.(±0,25) nm. Cette exṕerience met
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donc enévidence que dans des conditions de régime ŕepulsif dominant en mode dynamique, la

pointe est suffisamment longtemps en contact avec la surface pour lui communiquer de l’énergie

et ainsi induire des d́eformations irŕeversibles sur la surface. Les molécules d’ADN sont donc

écraśees sur la surface, elles apparaissent ainsi plus larges et moins hautes. Donc, pour obtenir

des images AFM d́efinissant l’ADN avec pŕecision, il semble donc important que les conditions

exṕerimentales soient contrôlées avec pŕecision de manière à se placer en régime attractif pour

limiter le contact de la pointe avec l’échantillon.

Outre l’indentation de la pointe dans l’échantillon, on peut s’intéresser̀a l’interaction de

l’ADN avec son substrat. Il s’agit ici de justifier l’écart en hauteur par le fait que la molécule

d’ADN est d́eformée par son interaction avec le substrat. Elle apparaı̂t très souvent aplatie sur

la surface et pŕesente alors une hauteur inférieureà la valeur th́eorique. Pour mettre eńevidence

cet effet, le groupe de J. Vesenka [22] propose de comparer la morphologie observée par AFM

pour des duplexes et des quadruplexes d’ADN dépośes sur du mica, qui présentent des hau-

teurs th́eoriques quasiment identiques, mais des structures internes différentes. On précise que

les quadruplexes sont des structures assemblant quatre brins de séquence identique, géńeralement

(polyG)4.

Ils mesurent sur leurs images une hauteur de 0,5 nm pour les duplexes, ce qui correspond ap-

proximativement̀a 25% de la hauteur attendue, tandis que les quadruplexes présentent une hauteur

de 2 nm proche de la valeur référenćee. Ils proposent de reformuler le problème en terme d’in-

teraction de la molécule d’ADN avec son substrat. En effet, le traitement cationique utilisé pour

la fixation de l’ADN sur des substrats de mica géǹerent des ponts cationiques entre la structure

sucrophosphate et la surface de mica traitée. Si la contrainte exercée par ces ponts est importante,

la moĺecule peut alors se déformer pour venir se plaquer sur la surface, il s’en suit une réduction

de sa hauteur. Ainsi, cette expérience d́emontre qu’une partie des artéfacts de mesure observés au

cours d’́etude sur les objets biologiques trouve son origine dans la fixation de la moléculeà son

substrat.

Un troisìeme axe de recherche consisteà analyser l’influence d’une couche de contaminant de

surface sur les mesures de hauteur. Un des premiers effets mis enévidence concerne l’influence

du taux d’humidit́e. Uneétude assez complète aét́e conduite par X. Jiet al. [23]. Ils montrent

que la hauteur apparente des brins imagés en mode oscillant varie de manière quadratique avec le

taux d’humidit́e. Il constate que plus le taux d’humidité estélev́e, plus la hauteur de la molécule

est faible. Or, ce ŕesultat vàa l’encontre des interprétations mentionnant une transition entre deux

conformations. En effet, plus le taux d’humidité augmente dans l’environnement de la molécule,

plus la conformation B est favorable. La hauteur de la molécule devrait donĉetre proche de la
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FIG.3.4 – A-Image de duplexes et quadruplexes obtenusà l’air, adsorb́es sur du mica. B- Section cor-

respondante (fig A) sur duplexe et quadruplexe. Les flèches indiquent les hauteurs sur les quadruplexes et

duplexes intersectés. On remarque que la hauteur du duplexe représente 25% de la hauteur du quadruplexe.

C- Sch́ema d’interpŕetation par une d́eformation plus importante des duplexes que des quadruplexes. Muir

et al. [22]

valeur attendue. Aussi, interprètent-ils cette diminution de contraste vertical par la limitation im-

pośee par la couche d’eau contaminatrice apparaissant pour des taux d’humidité suṕerieursà 40

%.

L’influence d’une couche de contaminant sur les mesures de hauteur effectués dans les condi-

tions ambiantes áet́e rediscut́ee par le groupe de Barò [24] dans un article entièrement d́edíe

à ce probl̀eme. Ils étudient un système de brins d’ADN d́epośes sur du mica. Leuŕetude se

concentre autour d’un trou (voir figure 3.5-A) dans la couche de contaminant. Ils constatent que

les moĺecules d’ADN dans le trou présentent une hauteur de 1,5± 0,2 nm (figure 3.5-B), alors que

celle entouŕee par la couche de contaminant ne mesure que 0,7± 0,2 nm d’́epaisseur. La couche

contaminante possédant unéepaisseur de 0,8± 0,2 nm (figure 3.5-C), il constate que la réduction

de hauteur de la molécule d’ADN correspond̀a l’épaisseur de la couche entourant la molécule.

3.1.4 Analyses fonctionnelles de l’ADN par AFM

Par ailleurs, le champ desétudes AFM sur ADN ne s’est pas limité à des analyses de structure.

Un grand nombre de groupes de recherche ont rapidement ouvert l’analyse par AFM au champ
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FIG.3.5 – A- Image AFM obtenue en non contactà l’air sur de l’ADN dépośe sur mica. Les molécules

semblent̂etre entouŕees d’une couche de sel, clairement identifiable par le trou visible sur la partie droite

de l’image. Deux coupes ontét́e réaliśees sur cette image, B- renseigne sur la hauteur des molécules

emprisonńees dans la couche de sel, C- permet d’évaluer la hauteur des molécules en dehors de la couche

de sel ainsi que celle de la couche de sel. F. Moreno-Herrero et al. [24]
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FIG.3.6 – Wicaksono et al. utilisent la Streptavidine comme marqueur de position sur un brin d’ADN, afin

de connâıtre le site d’ancrage de la protéine ER-α en mesurant la distance relative entre la Streptavidine

et la prot́eine ER-α [28]

desétudes fonctionnelles des molécules biologiques̀a l’échelle de la molécule [25–28]. En ef-

fet, la possibilit́e de travailler en milieu liquide confèreà l’AFM une configuration tr̀es favorable

pour suivre les processus biologiques dans un milieu proche de leur environnement naturel. A titre

d’exemple, on peut citer deśetudes concernant la dégradation de l’ADN par l’enzyme DNase I

[25], l’observation de la transcription de l’ADN par l’ARN polyḿerase [26], mais aussi la locali-

sation des sites d’ancrage de protéines sur l’ADN [27, 28], voir figure 3.6.

Deux revues d́etaillées ont ŕecemment́et́e publíees par N. C. Santos [29] et L. Tiefenauer [30]

sur les applications de l’AFM au domaine de la biologie et en particulierà l’ADN.

3.2 Application de l’AFM aux pucesà ADN

Lesétudes de molécules d’ADN isoĺees supportées couvrent un vaste domaine de la littérature.

En revanche, leśetudes conduites autour de systèmes plus denses en molécules et en particulier

sur des systèmes de brins immobilisés voisins des pucesà ADN sont assez rares. Pour cesétudes,

la voie morphologique se présente donc comme une possibilité mais ce n’est pas l’unique ! La

sṕecificité de la reconnaissance entre deux brins d’ADN constitue un système id́eal pour effectuer

une caract́erisation en CFM (Chemical Force Macroscopy). Par ailleurs, la modification de la
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charge de surface de la molécule d’ADN entre sońetat de simple brin et sońetat de double brin

offre un syst̀eme favorablèa l’étude par mesure de forces.

3.2.1 Etude par mesures chimiques

On a vu dans le chapitre 1 que l’AFM pouvaitêtre utiliśee pour sonder entre la pointe et la

surface les ḿecanismes de reconnaissance moléculaire. Ce proćed́e, ǵeńeralement appelé CFM

(Chemical Force Microscopy), nécessite la fonctionnalisation de la pointe avec un ”récepteur”

susceptible d’interagir spécifiquement avec les molécules de la surface. Dans ce cas, la force d’in-

teraction entre la pointe et la surface est utilisée pour amplifier le contraste et mettre enévidence

les différences chimiques présentes sur la surface.

L. Mazzolaet al. [31] utilisent le principe de reconnaissance spécifique de deux monobrins

d’ADN complémentaires pour identifier par CFM les zones de la surface possédant les monobrins

d’ADN complémentaires de monobrins fixés à la pointe. Ainsi, une pointe standard, modifiée

avec une bille de latex, puis fonctionnalisée avec des brins de séquence :3
′
-CAG-TTC-TAC-GAT-

GGC-AAGTC, pŕesente une grande affinité avec les zones de la surface possédant les sondes

de śequence complémentaire :5
′
-GTC-AAG-ATG-CTA-CCG-TTCAG, et une affinité plus faible

pour les autres zones comportant des séquences non complémentaires au brin fix́e sur la pointe.

Ils observent une force de friction importante liée à l’appariement partiel des deux brins

compĺementaires, cette force de frictionétant bien inf́erieure sur les zones de la surface ne présentant

pas les sondes complémentaires des brins fixésà la pointe. Ils obtiennent ainsi des images d’un

réseau de monobrins d’ADN en contraste de force latérale (voir figure 3.7), diff́erenciant nette-

ment les zones présentant les monobrins complémentaires̀a la pointe des autres régions de la

puce.

3.2.2 Etude par mesure des variations du potentiel d’interaction pointe-

surface

Une autre voie possible, ”non morphologique”, consisteà analyser les variations de la densité

de charge de surface par mesure des forcesélectrostatiques entre la pointe et la surface. Cette

approche áet́e utilisée par J. Wanget al. [32] pour étudier les processus d’immobilisation et

d’hybridation de manìere indirecte. Ils proc̀edentà l’immobilisation de moĺecules d’ADN simple

et double brins sur un substrat d’or préalablement traité avec une solution contenant des ions

aluminium(III). L’immobilisation des moĺecules d’ADN s’effectue par l’affinit́e ionique des grou-

pements phosphates du squelette de l’ADN avec les ions Al3+ de la surface.

La détection de l’́etat d’hybridation des molécules s’effectue par mesure de la force de répulsion

électrostatique entre une pointe modifiée avec une bille de silice, chargée ńegativement, et les
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FIG.3.7– Images en forces latérales d’un damier de monobrins d’ADN réaliśees avec une pointe fonction-

nalisée avec un monobrin d’ADN complémentaireà certaines zones du damier. Les images sont acquises

dans les deux sens de balayage et soustraites afin d’augmenter le contraste en forces latérales. (Mazzola et

al. [31]).

charges ńegatives que portent les groupements phosphates présents en surface. Les mesures de

forces conduites en AFM montrent une importante augmentation de la force répulsive pour des

substrats pŕesentant des molécules d’ADN hybrid́ees. Cette force répulsive (́electrostatique) est

due à l’augmentation de la charge négative sur la surface, correspondantà l’augmentation du

nombre de groupements phosphates après hybridation, comme montré figure 3.8.

3.2.3 Etudes morphologiques

Un second axe de recherche dévelopṕe pour la caractérisation par AFM de puces̀a ADN

consisteà analyser les diff́erences morphologiques entre les couches successivesélaboŕees au

cours de la ŕealisation de puces. Cette voie bien qu’assez conventionnelle, n’a donné lieu que

récemment̀a des publications.

Les protocoles de préparation des biopuceśetant tr̀es divers (voir chapitre 2), il en résulte

de grandes disparités en terme d’organisation de couchesétudíees, de leur rugosité, en fonction
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� � �
iations des forces qui s'instaurent entre la bille de silice et 

le tapis de monobrins poly(dA) immobilisées sur le substrat 
d'or (a) avant et (b) après hybridation avec du poly(dT).

FIG.3.8– Identification par mesure de forces de la présence de brins simples ou hybridés sur une surface.

La répulsionélectrostatique augmente quand les molécules sont hybrid́ees induisant une densité surfacique

de charge ńegative plus importante sur la surface (Wang et al. [32]).

des voies utiliśees pour la synth̀ese. De manière ǵeńerale, les proćed́es de pŕeparation des puces

nécessitent une fonctionnalisation du substrat. La synthèse s’effectue donc en plusieursétapes.

Compte tenu de la complexité de la pŕeparation de ces systèmes, leśetudes morphologiques par

AFM proposent une caractérisation de chacune desétapes impliqúees dans leur préparation.

En 2001, Ralf Lenigket al. [33] publient la premìereétude morphologique de pucesà ADN,

du substrat̀a l’immobilisation et proc̀edentégalement̀a un test d’hybridation. Les pucesétudíees

sont ŕealiśees sur des substrats de silicium. Les monobrins sondes sont immobilisés de manìere

covalente paŕetablissement d’une liaison disulfide entre les molécules de silanes MPTS de la

couche d’accrochage et une fonction thiolée plaćee sur la terminaison 5’ des monobrins d’ADN.

Dans cettéetude, ils corroborent les analyses AFMà des analyses ellipsométriques, ou meńees

par XPS ou par mesure d’angle de contact. Les mesures d’ellipsométrie effectúees sur la couche de

MPTS donnent unéepaisseur (hmoy ∼3,88 nm) nettement supérieureà celle de la monocouche. Ils

en d́eduisent que les molécules de MPTS ont très certainement polyḿeriśe au cours du d́ep̂ot de la

couche d’accrochage. La rugosité de cette couche, bien que n’étant pas donńee, peut̂etre suppośee

comme relativement importante (quelques nm). En ce qui concerne l’immobilisation des sondes,

la couche forḿee par les sondes apparaı̂t peu dense, et présente des motifs réguliers sugǵerant un

certain arrangement entre molécules-sondes. Les modèles d’ellipsoḿetrie n’́etant pas bien adaptés

à de tr̀es faibles quantités de matìere (monocouche incomplète) l’estimation de l’́epaisseur de la
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couche d’oligonucĺeotides sondes par ellipsométrie reste difficilèa ŕealiser.

L’interprétation des images AFM est rendue délicate par l’absence d’échelle verticale corres-

pondant au niveau de gris des images. Ralf Lenigket al.[33] analysent, dans leur article, la surface

desı̂lots observ́es pour les sondes comparativementà la surface dêılots allonǵes observ́es apr̀es

hybridation (voir images 3.9 -c et -d). Ils mesurent 250 nm2 pour les objets observésà l’étape de

l’immobilisation et 1500 nm2 apr̀es hybridation qu’ils identifient comméetant des structures liées

à la pŕesence de molécules hybrid́ees.

FIG.3.9– Etude de diff́erenteśetapes de pŕeparation d’une pucèa ADN sur substrat de silicium. (a) Silice

rehydroxyĺee, (b) couche autoassemblée de MPTS, (c) oligonucléotides sondes immobilisés sur la couche

de silane, (d) surface de la puce après hybridation de cibles complémentaires. (R. Lenick et al. [33]).

Comme le mentionnent les auteurs, dans leurétude, l’importante rugosité des couches dépośees

constitue un facteur extrêmement limitant pour la précision de mesures par AFM et ellipsométrie.

Cet aspect sera pris en compte tout au long de notreétude. Les protocoles sélectionńes pour cha-

cune deśetapes de préparation des puces̀a ADN seront ceux conduisantà des couches de plus

faible rugosit́e possible.

Cette condition a d’ailleurśet́e reprise un peu plus tard par le groupe de T. Tätte, qui publie en

2003 des ŕesultats concernant un protocole de préparation permettant d’élaborer des couches lisses
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en vue de l’immobilisation de biomolécules [34]. Dans leur protocole, ilśelaborent la couche

d’accrochage par silanisation avec du 3-aminopropyltrimethoxysilane polymériśe linéairement

(APTMS-LPS), par la ḿethode des sols-gels, sur laquelle ils procèdent ensuitèa l’immobilisa-

tion de monobrins d’ADN de 25 bases de long. L’analyse AFM (figure 3.10) montre que la couche

d’accrochage de APTMS -LPS réaliśee par sol-gel est parfaitement lisse. Ils précisent que la rugo-

sité mesuŕee sur ces surfaces est en dessous du niveau de résolution de l’AFM commercial utiliśe.

Après immobilisation d’oligonucléotides, une morphologie granulaire apparaı̂t, identifiée comme

repŕesentatives des sondes immobilisées.

FIG.3.10– Image AFM des diff́erenteśetapes de pŕeparation pour l’immobilisation de monobrins sondes

de 25 bases de long. A- le substrat de mica hydroxylée, B- couche d’APTMS-LPŚelaboŕee par gel apr̀es

nettoyage, C- sondes de 25 bases immobilisées sur la couche de APTMS-LPS (T. Tätte et al. [34]).

Une troisìemeétude dans ce registre aét́e publíee en 2003 par E. Caseroet al.[35]. Ils étudient

en microscopièa force atomique l’immobilisation et l’hybridation d’oligonucléotides sur un sub-

strat d’or, suivant un proćed́e classique. Ils adsorbent des monobrins d’ADN présentant une termi-

naison fonctionnelle thiolée sur un substrat d’or. Les brins sélectionńes dans cettéetude sont des

brins ”mod̀eles” : (HS-polyA). Ils op̀erent ensuite l’hybridation avec une solution de monobrins

(polyT) et observent des changements de morphologiesà chacune deśetapes du d́ep̂ot. Ainsi, la

couche de sondes polyA immobilisée sur la face cristalline (1,1,1) de l’or, apparaı̂t textuŕee et se

démarque ainsi nettement de la morphologie de la surface d’or. Ils mesurent une périodicit́e de 20
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nm, dans les motifs observés sur la couche immobilisée. Apr̀es hybridation de brins polyT, la mor-

phologie de couche se lisse, conduisantà une augmentation de la largeur des structures observées

atteignant les 50 nm. (voir figure 3.11).
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FIG.3.11– Image AFM des oligonucléotides(polyA) adsorb́es sur un substrat d’or -A-, avant -B- et après

-C- hybridation avec des(polyT) (E. Casero et al. [35]).

L’ensemble de ceśetudes reposent sur une comparaison de la morphologie des couches ob-

tenues̀a chacune deśetapes de préparation, du substratà l’hybridation en passant par l’immobi-

lisation des sondes. Ces résultats restent cependant qualitatifs, et dans les troisétudes rapportées

ci-dessus, la ŕesolution atteinte n’est pas suffisante pour permettre une quantification du nombre

de moĺecules immobiliśees ou hybrid́ees.

Dans le but de permettre une quantification de la densité de moĺecules immobiliśees, une

solution consistèa utiliser des marqueurs aisément d́etectables topographiquement en microscopie

à force atomique. Cette idée a conduit A. Cz̀akiet al.[36] à utiliser des brins d’ADN pŕealablement

marqúes avec des nanoparticules d’or de 30 nanomètres de diam̀etre. Ces nanoparticules, compte

tenu de leur taille ”importante”, permettent d’accéderà une ŕesolution lat́erale sanśequivoque.

Dans cette publication, le système de śequences retenues comporte un seul type de molécules

sondes de śequence :5
′
GGG-CGG-CGA-CCT3

′
-(CH2)6-HS, et deux types de molécules cibles :
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FIG.3.12– Quantification de l’hybridation de monobrins d’ADN cibles modifiés avec des nanoparticules

d’or pour différentes concentrations de molécules cibles dans les solutions d’hybridation, A- 1M, B- 2M,

C- 3M et D- 5M. Le graphique E présente l’́evolution de la concentration en molécules hybrid́ees, d́etect́ees

par comptage des nanoparticules d’or, par rapportà la concentration en molécules cibles dans la solution

d’hybridation (A. Cz̀aki et al. [36]).

la śequence5′AGG-TCG-CCG-CCC3
′
-(CH2)6-S-nanoparticule, compĺementaires̀a la sonde et

5′TGC-TTT-TAT-CGG-GCG-GAA-TG3′-(CH2)6-S-nanoparticulejouant le r̂ole de cible non-com-

plémentaire. On remarquera que les séquences choisies ici sont relativement courtes (entre 12 et 20

bases) ce qui rend quasiment impossible la résolution par AFM de ces molécules sans marquage

préalable.

En reprenant le principe d’une analyseétape paŕetape, ils mettent eńevidence chacun des
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brins par la d́etection de la bille d’or qui leur est accolée, et obtiennent ainsi par comptage des

billes la densit́e de surface en brins immobilisés ou hybrid́es. On remarquera que l’extension

spatiale des billes limitera cette voie d’investigation aux systèmes comportant de faible densité en

molécules immobiliśees. Ils peuvent ainsi suivre l’évolution du nombre de molécules hybrid́ees

en fonction de la concentration en brins de la solution d’hybridation, jusqu’à atteindre une densité

maximale de 250 particules/µm2. (voir figure-3.12). Cettéetude rend compte de la possibilité de

qualifier la qualit́e des d́ep̂ots dans les processus d’immobilisation et de quantifier les processus

d’hybridation.



Conclusions

Dans ce chapitre, on a vu que lesétudes AFM sur les brins d’ADN isolés support́es sur

substrat constituaient un vaste champ d’investigation allant de l’étude des conformations de la

moléculeà l’analyse fonctionnelle d’un brin d’ADN impliqúe dans un processus biologique. Les

études pŕesent́ees ont mis eńevidence la difficult́e d’acćederà une topographie exacte de ces

molécules, en particulier pour la mesure de leur hauteur (ou diamètre). Plusieurs param̀etres ont

ét́e discut́es pour tenter de justifier leśecarts observ́es entre les mesures expérimentales et les

valeurs th́eoriques attendues. Il áet́e montŕe que les conditions de fonctionnement en mode os-

cillant (régime attractif ou ŕepulsif) jouent un r̂ole d́eterminant. Par ailleurs, l’interaction de la

molécule avec son substrat peut conduireà un aplatissement de la molécule d’ADN, ŕeduisant par

conśequent sońepaisseur. Enfin, un troisièmeélémentà consid́erer est la pŕesence d’une couche

de contaminant, qui contribuèa ŕeduire le contraste vertical accessibleà la pointe. Chacun de ces

éléments joue donc un rôle fondamental dans le bon déroulement des expériences. Il sera donc

nécessaire de ne pas les perdre de vue au moment de la discussion des résultats.

Jusqu’̀a pŕesent leśetudes morphologiques conduites par microscopieà force atomique sur

des syst̀emes proches des pucesà ADN ont principalement́et́e effectúees par diff́erenciation

des couches les unes par rapport aux autres. Lesétudes sont donc organisées autour d’une ca-

ract́erisation de chacune desétapes impliqúees dans la préparation des puces. Un niveau d’ana-

lyse suppĺementaire áet́e atteint par A. Cz̀aki et al., qui ont pu quantifier la densité des moĺecules

immobilisées ou hybrid́ees en surfacèa l’aide de billes d’or pŕealablement fix́ees aux moĺecules

d’ADN. Ces marqueurs topographiques leur permettent de s’affranchir des problèmes de ŕesolution

li ésà la dilatation de la pointe avec des objets de très petite taille.

C’est dans ce cadre que se situe ce travail, qui propose uneétudetopographiquede puces

à ADN mod̀eles. Cettéetude aét́e conduite autour d’une procédure reposant sur l’analyse de

chacune deśetapes de préparation impliqúees dans la fabrication des puces. Pour ce faire, les

protocoles de pŕeparation seront adaptés en fonction des contraintes imposées par l’analyse en

microscopièa force atomique comme la nécessit́e de travailler avec une rugosité de surface la plus

faible possible.



94 CHAPITRE 3. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE DEŚETUDES DE PUCES̀A ADN PAR AFM
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Chapitre 4

Etudes exṕerimentales de la pŕeparation

des puces̀a ADN par AFM

La revue bibliographique du chapitre 2 a montré que les puces̀a ADN constituent des systèmes

extr̂emement complexes tant par leur mode de préparation que par le grand nombre de facteurs

qu’elles impliquent pour leur bon fonctionnement. Aussi, comme le mentionnent plusieurs publi-

cations [1–3] s’int́eressant̀a la caract́erisation AFM de puces̀a ADN ou de syst̀emes apparentés

(voir chapitre 3), la complexité des puces̀a ADN sugg̀ere d’entamer notréetude par une analyse

détaillée de chacune desétapes de préparation.

Dans notre cas, cette démarche pŕesente plusieurs objectifs. Le premier point concerne l’étude

de la reproductibilit́e des protocoles̀a l’échelle de l’analyse AFM, c’està direà l’échelle du mi-

cron et en dessous. Le second objectif consisteà śelectionner les protocoles de fonctionnalisation

du substrat les plus adaptésà notreétude par microscopièa force atomique. En effet, dans le cha-

pitre 3 nous avons vu que les brins d’ADŃetaient, dans la quasi-totalité des cas, couchés sur la

surface du substrat. Ainsi, afin de favoriser la détection de moĺecules hybrid́ees de manière isoĺee,

il sera crucial de śelectionner les protocoles conduisantà des couches de faible rugosité.

Par ailleurs, les systèmes de puceśetudíes ne sont pas directement les systèmes d́evelopṕes au

laboratoire en vue d’applications commerciales mais une adaptation de ceux-ci entièrement d́edíes

à notreétude. L’AFM ne permettant pas une lecture massive et simultanée, les puceśetudíees ne

poss̀edent donc que quelques plots, de 2à 7, de manìereà analyser un nombre limité de param̀etres

dans des conditions bien contrôlées. Dans le cadre de ce travail, les préparations des puces modèles

ont ét́e ŕealiśees par Vincent Dugas.

Comme nous l’avons présent́e dans la partie 2.3, les puces réaliśees au laboratoire et au sein
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de la socíet́e Rosatechimpliquentà chacune deśetapes de préparation une liaison covalente. La

voie choisie repose sur la réalisation d’une couche d’accrochage par silanisation d’un silane mo-

nofonctionnel. La modification de la terminaison non sylylée permet ensuite l’immobilisation des

oligonucĺeotides sondes par liaison amide. La préparation des puces peut doncêtre sch́ematiśee

en quatréetapes : la pŕeparation du substrat, la réalisation de la couche d’accrochage par sila-

nisation, l’activation de la fonction terminale du silane et enfin l’immobilisation des sondes. Ce

chapitre sera structuré autour des diff́erenteśetapes de préparation des puces̀a ADN. Pour des

questions de lisibilit́e, la description des protocoles de préparation deśechantillons est incluse

dans chaque section présentant unéetape de pŕeparation. L’ensemble des expériences pŕesent́ees

dans cette partie áet́e ŕealiśee en contact intermittentà l’air. Les conditions de travail pour l’AFM

sont celles d́ecrites et śelectionńees au chapitre 1, soit A/Alibre=95%, en ŕegime attractif, avec

Alibre ∈ [10-15] nm.

4.1 Caract́erisation des substrats

L’analyse des substrats constitue la première phase de notréetude. La ŕealisation de la couche

d’accrochage par silanisation impose de sélectionner des substrats présentant des groupements

Si-OH en surface. Deux solutions sont alors possibles : il s’agit du verre ou de la silice. Dans

notre cas, les substrats de verre sont des lames de microscope standard et les substrats de silice

sélectionńes sont des plaquettes de silicium commerciaux possédant une couche d’oxyde ther-

mique de 120̊A d’ épaisseur.

De manìereà augmenter le nombre de sites d’ancrage en vue de la phase de silanisation, les

substrats vont subir dans un premier temps une hydrolyse des ponts siloxanesétablis entre les

groupements silanols de surface. Cette hydrolyse est effectuée par immersion des substrats dans

une solution de piranha (H2SO4/H2O2,7 :3) pendant 1 heurèa 80◦C. Elle est suivie de rinçages

intensifsà l’eau ultrapure. En outre, ce traitement assure un excellent nettoyage des substrats.

Les images obtenues sur chacun de ces substrats sont reportées sur les figures 4.1 et 4.2. La

surface de la silice thermique apparaı̂t lisse et propre. On mesure une rugosité RMS (Root-Mean-

Square) de 0,2 nm et une amplitude des variations de hauteur de l’ordre de 0,4± 0,1 nm, ce qui est

en parfait accord avec les valeurs répertoríees dans la litt́erature [5]. On remarquera cependant la

présence de stries aisément identifiables sur les imagesà grandéechelle (fig. 4.1-A), attribuables

au polissage de la surface. Ces stries restent visibles même apr̀es traitement piranha.

Les lames de verre présentent une morphologie de surface beaucoup plus accidentée avec des

variations de hauteur supérieure au double de celles observées sur la silice. La rugosité de surface
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A B

C

FIG.4.1– Images de la silice thermique avant traitement piranha. A-à grandeéchelle : 5000× 5000 nm2,

B- à moyennéechelle 1500× 1500 nm2 et C-à petiteéchelle 700× 700 nm2.
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A B

C

FIG.4.2– Images du verre avant traitement piranha. A-à grandeéchelle 5000× 5000 nm2, B- à moyenne

échelle 1500× 1500 nm2 et C-à petiteéchelle 700× 700 nm2.
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(RMS)évalúee sur les lames de verre est de 0,8 nm, ce quiéquivaut̀a quatre fois la valeur mesurée

sur la silice. L’amplitude des variations de hauteur mesurées sur cette surface est de l’ordre de 1,5

± 0,2 nm.

Après traitement piranha aucune modification de la surface des subtrats n’aét́e observ́ee.

4.2 La silanisation

La couche d’accrochage est la couche qui assure la fixation entre le support inorganique so-

lide (substrat) et les molécules biologiques. Elle joue donc un rôle primordial dans la fabrica-

tion des puces. Au laboratoire, de nombreusesétudes ont́et́e ŕealiśees afin de śelectionner les

silanes les plus adaptés à la ŕealisation d’une monocouche homogène [6]. Le silane retenu est

un silane monofonctionnel, c’est-à-dire qu’il ne poss̀ede qu’un groupement réactifà son extŕemit́e

sylylée quiétablit le pont siloxane, avec des groupements Si-OH du substrat. Il s’agit du [diméthyl

(diméthylamino)silyl] und́ecanoate de ḿethyl, not́e DDSUM (Figure 4.3). Sa préparation pourra

être trouv́ee dans la ŕeférence [7] et fait l’objet d’un brevet [8]. Pour l’étape de silanisatioǹa

proprement parler, deux protocoles ontét́e mis au point : un protocole dit enphase gaz, et un

protocole parimprégnation.
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FIG.4.3– Formule d́evelopṕee du silane DDSUM.

4.2.1 Les protocoles

a- Silanisation en phase gaz

La silanisation est ŕealiśee sousatmosph̀ere anhydredans un ŕeacteur en verre sous flux d’ar-

gon. Avant toute oṕeration, les substrats sont donc séch́esà 140oC pendant deux heures. A l’issue

de cette première phase, les silanes sont injectés sous forme liquide dans le réacteur. La pres-

sion est ensuite abaissée jusqu’̀a 10−2 mbar et la temṕerature est portéeà 140oC, pendant douze

heures, provoquant ainsi l’évaporation du silane. D’abondants rinçages sont ensuite effectués avec

du t́etrahydrofurane (THF) puis de l’eau ultra-pure.

b- Silanisation par impr égnation
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De la m̂eme manìere que dans le protocole en phase gaz, les substrats sont placés dans un

réacteur en verre sous flux d’argon et subissent une première phase de séchage identique. La sila-

nisation s’effectue ensuite en deuxétapes. Dans un premier temps, le silane, en solution avec du

pentane, est injecté dans le ŕeacteur et maintenùa une temṕerature inf́erieureà 4oC. Le pentane

est ensuitéevapoŕe par tirage sous vide conduisant au dép̂ot des silanes sous forme de film sur les

substrats. C’est la phase d’imprégnation. Dans un second temps, la réaction de greffagèa propre-

ment parler s’effectue par chauffageà 140oC pendant douze heures, toujours sous flux d’argon.

C’est l’étape decondensation. D’abondants rinçages sont ensuite effectués comme dans le cas du

protocole en phase gaz.

4.2.2 Description des ŕesultats

L’analyse de la couche d’accrochage par AFM a doncét́e meńee suivant les deux protocoles de

silanisation, enphase gazet parimprégnation, sur les deux substrats préćedemment pŕesent́es : le

verre et la silice. Les résultats obtenus sur les substrats de verre sont présent́es figure 4.4 pour les

protocoles en phase gaz, figure 4.5 pour les protocoles par imprégnation, et pour les substrats de si-

lice figure 4.6 pour le protocole en phase gaz, et enfin figure 4.7 pour le protocole d’imprégnation.

L’ étude de la silanisation en phase gaz réaliśee sur substrat de verre traduit un changement

de morphologie notoire de l’état de surface. Le dép̂ot de silane laisse apparaı̂tre d̀es les images

à grandéechelle 4.4-A, une organisation enı̂lots lég̀erement alonǵes de taille relativement ho-

mog̀ene. A uneéchelle plus petite de 1800×1800 nm2, image 4.4-B, on observe que cesı̂lots

semblent se superposer les uns sur les autres ce qui rend difficile la mesure de leur hauteur. En

moyenne la hauteur de cesı̂lots avoisine 3̀a 4 nm. A petitéechelle, figure 4.4-C, on obtient un

détail de quelques uns d’entre eux nous permettant d’évaluer leur taille autour de 150×80 nm2.

La rugosit́e RMS est d’environ 1,5 nm soit deux fois la valeur trouvée sur les lames de verre nu,

et traduit bien la rugosification de la surface liéeà la pŕesence de cesı̂lots de silanes.

L’ élaboration de la couche d’accrochage par le protocole d’imprégnation toujours sur verre

donne des ŕesultats bien diff́erents. En effet, l’imagèa grandéechelle, figure 4.5-A, présente un

état de surface proche de celui observé sur le verre. C’est sur l’image de taille 1800×2000 nm2,

figure 4.5-B, que les diff́erences commencentà être perceptibles. En effet, la couche de silane

semble se structurerégalement sous forme d’ı̂lots, mais de bien plus petite taille que ceux obtenus

par le protocole en phase gaz. A petiteéchelle, figure 4.5-C, on observe des petitsı̂lots de taille

50×30 nm2, de hauteur 1,5±0,3 nm, qui suivent la rugosité de la lame de verre. La rugosité RMS

mesuŕee sur ce d́ep̂ot est de 0,86 nm correspondà celle mesuŕee sur le verre nu. Il semble que la

topographie de la couche de silanes refléte ici parfaitement celle du substrat.

Le dép̂ot de silane en phase gaz sur le substrat de silice conduit comme dans le cas du verreà
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A B

FIG.4.4– Images de la couche de silane dépośee sur les lame de verre enphase gaz. A- à grandeéchelle :

5000×5000 nm2, B- moyennéechelle 1800×1800 nm2 et C-à petiteéchelle 500×500 nm2 .
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FIG.4.5 – Images de la couche de silane dépośee sur les lame de verre parimprégnation. A- à grande

échelle : 5000×5000 nm2, B- à moyennéechelle 1800×2000 nm2 et C-à petiteéchelle 500×500 nm2.
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A B

C

FIG.4.6 – Images de la couche de silane dépośee sur les substrats de silice thermique enphase gaz. A- à

grandeéchelle : 5000×5000 nm2, B- à moyennéechelle 1500×1500 nm2 et C- à petiteéchelle 700×700

nm2.
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A B

C

FIG.4.7– Images de la couche de silane dépośee sur les substrats de silice thermique parimprégnation. A-

à grandeéchelle : 5000×5000 nm2, B- à moyennéechelle 1500×1500 nm2 et C-à petiteéchelle 700×700

nm2.
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une rugosification de la surface (voir figure 4.6). A grandeéchelle, fig 4.6-A, les stries observées

sur la silice ont disparu laissant placeà une structure en grains très fins. Les images̀a plus petite

échelle, fig 4.6-B et 4.6-C, mettent enévidence des petitŝılots, de taille variable, de 1,5±0,2

nm de haut et orientés aĺeatoirement. La rugosité de cette couche est de 0,45 nm, soit une valeur

quasiment deux fois supérieureà celle mesuŕee sur la silice (RMSsilice=0,24 nm).

Enfin, les images de la figure 4.7 présentent la morphologie de la couche de silanes dépośee

par impŕegnation sur les substrats de silice thermique. Ces images montrent que la couche d’ac-

crochage nappe parfaitement la surface. En effet,à grandéechelle, Fig 4.7-A, les stries vues sur la

silice sont encore nettement observables après d́ep̂ot de la couche d’accrochage. Sur les imagesà

moyenne B- et petitéechelle C- la pŕesence de la couche se traduit par l’apparition d’une structure

lég̀erement piquetée. La rugosit́e (RMS) mesuŕee sur cette couche d’accrochage est de 0,24 nm,

valeur quasiment identiquèa celle mesuŕee sur le substrat nu et les variations de hauteur observées

sur les couches, de l’ordre de 0,5 nm, sont quantà elles tr̀es ĺeg̀erement suṕerieures̀a celles ob-

serv́ees sur le substrat (∆z = 0,4 nm).

L’ensemble de ces images a fait l’objet de mesures statistiques de rugosité RMS et des mesures

syst̀ematiques des tailles caractéristiques des objets identifiés sur ces couches (hauteur, longueur

et largeur). Ces données sont reportées dans le tableau 4.1.

substrats verre silice

protocole phase gaz imprégnation phase gaz imprégnation

δz (nm) 3-4 1,5 1,5 0,5

RMS (nm) 1,5 0,86 (=RMSverre) 0,45 0,24 (=RMSsilice)

taille caract́eristique 150× 80 nm2 50× 30 nm2 non non

TAB . 4.1 –Tableau ŕecapitulatif des caractéristiques des différentes couches de silanesétudíees

en fonction de la nature du substrat et du protocole employé.

Ces resultats mettent enévidence une faible influence du substrat sur l’organisation du dép̂ot

des moĺecules. En effet, deux morphologies enı̂lots ontét́e obtenues pour le protocole en phase

gaz sur verre et sur silice. De même, les couches obtenues par imprégnation sur le verre et la silice

semblent dans les deux cas reproduire la surface initiale, conservant ainsi les caractéristiques

du substrat (diff́erence de hauteur et rugosité RMS). Ainsi, chaque protocole conduit une même

organisation des molécules de silanes pour les deux substrats.

Pour interpŕeter l’organisation des molécules de silanes, des expériences complémentaires ont

ét́e ŕealiśees par spectroscopie infrarouge et par mesures d’angle de contact. Les mesures d’angle
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de contact conduisentà une valeur commune de 90◦ (à l’avancement) pour l’ensemble des dép̂ots

(en phase gaz et par imprégnation). Or, dans le cas où les moĺecules de silanes occuperaient une

conformation verticale, constituant ainsi une couche compacte, elles présenteraient en surface

leur terminaison ester, hydrophyle, qui devrait conduireà un angle de contact de l’ordre de 50◦.

La valeur mesuŕee de 90◦ rend donc compte d’uńetat de surface plus hydrophobe, qui suggère une

présence massive en surface de groupementsCH2, des châınes alkyl de silanes. Ainsi, il semble

que les moĺecules de silanes occupent une conformation très d́esordonńee.

Par ailleurs, ces résultats cöıncident avec des mesures réaliśees en spectroscopie Infra-Rouge,

sur les couches de silanes obtenues par imprégnation. En effet, cettéetude ŕevèle la pŕesence

de bandes correspondant aux molécules de -CH2 à 2852 et 2921 cm−1, ne traduisant pas une

organisation moĺeculaire au sein du film telle qu’on peut l’observer dans le cas des couches auto-

assembĺees, mais caractéristique d’une couche non organisée, de densité, autour de 9× 1013

silanes/cm2, qui se trouvêetre inf́erieureà la monocouche ( 3× 1014 molécules/cm2).

La couche de silanes est donc une couchepeu densede moĺecules, probablementcouch́ees

sur la surface.

A ce jour, peu de publications traitent du dép̂ot de moĺecules de silanes monofonctionnelles.

En revanche, les ḿecanismes impliqúes dans les protocoles de silanisation des molécules trifonc-

tionnelles, et plus particulièrement les trichlorosilanes, est bien décrit dans la litt́erature [9–18] .

La richesse de cette littérature provient du fait qu’un grand nombre de paramètres jouent un r̂ole

important dans la formation de ces dép̂ots, comme la pŕesence d’eau en surface, la température de

dép̂ot [13, 15], la nature du substrat [16] et la longueur des molécules de silanes [17].

Une premìere approche de ces mécanismes áet́e propośee par Brzoskaet al. [13]. Ils étudient

la formation de couchesauto-assembĺeesde moĺecules de trichlorosilanes sur des substrats de

silice. Ils établissent un schéma en quatréetapes pour expliquer les processus d’organisation : la

premìere phase d́ecrit la physisorption des molécules de trichlorosilanes sur la fine couche d’eau

présente en surface du substrat. Cette couche est nécessaire pour que s’effectue l’étape suivante

d’hydrolyse avec la transformation des trichlorosilanes Si(Cl)3 en trisilanols Si(OH)3. Elle per-

met aussi aux molécules de se d́eplacer lat́eralement dans le plan par mouvement brownien. La

troisièmeétape est l’́etape de greffagèa proprement parler où les moĺecules de silaneśetablissent

un pont siloxane Si-O-Si avec les groupement silanols de surface de la silice. Enfin, une fois les

molécules de silanes greffées, si les distances entre les molécules et leur orientation sont favo-

rables, des liaisons intermoléculaires se forment alors (”cross-linking”) par les têtes tri-silanols.

Cette quatrìemeétape s’appelle phase deréticulationou decondensation lat́erale. On obtient ainsi

un ŕeseau 2D de polysiloxanes.

Quels sont les param̀etres qui jouent sur l’organisation des molécules de silanes ?
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Brzoskaet al.[14] ont d́emontŕe par mesures d’angles de contact l’existence d’unetempérature

critique T c au del̀a de laquelle la couche ne s’auto-organise plus. Ils observent que la tension de

surface de goutelettes possèdant̀a leur interface une couche de trichlorosilanesévolue en fonction

de la temṕerature. A basse température, une valeur constante d’environ 20,5 mN/m est obtenue

quelle que soit la longueur des chaı̂nes du silane (de 10̀a 22 groupements -CH2). Puis, la tension de

surface augmente progressivementà partir d’une temṕerature donńee, traduisant ainsi la présence

d’un mélange de groupements CH2 et CH3 à l’interface air/monocouche, et non plus les seules

terminaison CH3. Ceci marque donc l’apparition de désordre dans la couche de trichlorosilanes.

Ils ont montŕe que cette temṕerature critique constituait une propriét́e intrins̀eque du silane

et variait en fonction de la longueur de chaı̂ne. Ils donnent des valeurs Tc= 0◦C, Tc= 28◦C et

Tc= 38◦C pour n=10 , n=18 et n=22 respectivement. Cependant, K. Iimuraet al. [15] proposent

d’autres valeurs pour des dép̂ots ŕealiśes sur lame de verre (n=16 Tc = 0◦C, n=18 Tc=10◦C et n=22

Tc=30◦C) et attribuent ces différences̀a la nature du substrat età sa pŕeparation.

A ce sujet, Bierbaumet al.[18] ont suivi la formation du d́ep̂ot de moĺecules d’octad́ecyl-

trichlorosilane, commuńement not́e OTS, sur silice. Au bout de quelques secondes d’immersion,

une couche se forme par nucléation d’̂ılots de quelques microns de diamètre de forme dendritique.

Au bout de quelques minutes, une seconde nucléation de petitŝılots se produit, remplissant l’es-

pace entre les premiers. Une monocouche complète est ainsi obtenue au bout de 30à 40 minutes.

La taille deŝılots obtenus d̀es les premìeres minutes varie suivant les conditions de dép̂ot. Au cours

de ce d́ep̂ot, deux ph́enom̀enes sont en compétition : d’une part, les chaı̂ne alkyles peuvent inter-

agir entre-elles, permettant ainsi une organisation latérale des molécules entre elles, d’autre part

le greffage par formation d’un pont siloxane entre la terminaison sylyl de l’OTS et un groupement

silanol Si-OH du substrat. On peut ainsi définir deux voies de formation de la couche de silane :

soit les moĺecules se rassemblent formant des clusters mobiles et ordonnés de taille importante

qui viennent ensuite se fixer par quelques points d’ancrage sur la surface, soit les molécules se

fixent individuellement sur la surface et forment des petitsı̂lots immobiles entre lesquels viennent

se placer d’autres molécules.

Ainsi, quand le substrat présente beaucoup de sites d’ancrage, le greffage prédomine. Bier-

baumet al. [18] ont montŕe que pour une m̂eme temṕerature de d́ep̂ot, desı̂lots plus petits se

formaient sur un substrat soumisà une exposition prolongée à l’air (3 heures) et dans l’eau (4

heures) puis śech́e. Sous conditions ambiantes, la présence de quelques monocouches d’eau ad-

sorb́ees sur la surface favorise la création de liaisons Si-OH et donc de sites d’ancrage. La dif-

fusion des moĺecules est limit́ee par le grand nombre de sites possibles. Les molécules se fixent

alors directement sur le substrat.

L’ étude de l’influence des sites d’ancrage du substrat sur le dép̂ot aét́e poursuivi par Brunner
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et al. [16]. Ils analysent les diff́erences de cińetique entre deux d́ep̂ots d’OTS ŕealiśes sur mica et

sur du mica pur et sur du mica recouvert d’une monocouche de silice. Ils observent que pour une

duŕee de d́ep̂ot identique, ils obtiennent deuxétats d’avancement dans la formation de la couche.

La couche forḿee sur mica atteignant plus rapidement unétat dense que celle réaliśee sur de la

silice. Ils justifient ces disparités par la diff́erence de densité de site d’ancrage entre le mica et la

silice. En effet, le mica présente peu de sites d’ancrage Si-OH, la diffusion des molécules sera

alors favoriśee et la croissance desı̂lots s’effectue lat́eralement avant greffage sur la surface.

La pŕesence d’eaùa l’interface, la faible densité de sites d’ancrage, une température faible,

une longueur de chaı̂ne importante sont ainsi des facteurs favorablesà la formation de couches

denses par condensation latérale.

Alors que les ph́enom̀enes de condensation latérale entre chaı̂ne semblent̂etre un facteur im-

portant pour la ŕealisation de couche dense nous allons maintenant discuter de facteurs limitant

cette stabilit́e. L’organisation verticale des chaı̂nes dans une couche auto-assemblée est favoriśe

par l’énergie de coh́esion entre les groupements CH2 de 2 moĺecules. Ceśenergies augmentent

linéairement en fonction du nombre de groupements CH2 . Israelachvili [19] donne une valeur

de 6à 7,5 kJmol-1 par groupement CH2 présent dans les molécules aliphatiques. Ainsi, l’énergie

de coh́esion entre deux molécules augmente quand le nombre d’interaction entre groupements

CH2 augmente, soit lorsque la longueur de chaı̂ne s’accrôıt. Il sera donc toujours plus difficile

de positionner les molécules en conformation trans lorsque leur chaı̂ne alkyle est courte. Ces

consid́erations ont́et́e observ́ees exṕerimentalement par Y. Z. Duet al. [17] qui ont compaŕe le

dép̂ot de C11Ac et de C16 Ac (Cl3 - Si- CnH2n-OCOCH3) sur du siliciumà temṕerature am-

biante. Ils trouvent que le taux de croissance est inversement proportionnelà la taille, les couches

de C11Ac se forment plus rapidement que les couches de C16Ac par aggloḿeration de petitŝılots

très proches les uns des autres.

Toutes ces considérations nous permettent de mieux comprendre la morphologie de nos couches.

Les silanes C10 présentent deux facteurs favorables au greffage direct sur la surface. Comme ce

sont des châınes courtes, l’́energie de coh́esion entre les molécules est faible, les interaction entre

châınes seront donc faibles et comme ils sont monofonctionnels, aucun phénom̀ene de ŕeticulation

ne peut̂etre observ́es. De plus, les substrats utilisés, verre et silice, présentent un nombre de sites

d’ancrage tr̀es important (environ 1014 site/cm2) et voisins.

Toutefois, les deux protocoles de dép̂ot ne conduisent pas̀a la m̂eme morphologie. Bien qu’ils

soient tout deux ŕealiśes sous atmosphère śeche (anhydre) et̀a la pression de 10−2 mbar, un fac-

teur important diff̀ere : la temṕerature. Elle est avant la phase de condensation dans les deux cas

(4◦C pour l’impŕegnation et 140◦C pour le protocole en phase gaz) supérieureà la valeur cri-
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tique Tc définie par Brzoska (pour n=10, : Tc = 0◦C) et traduit ainsi l’impossibilit́e de ŕealiser des

couches organisées. Cependant, pour la phase gaz, la température est de 140◦C, très suṕerieure

à la temṕerature critique Tc et on peut alors supposer que les molécules se groupent entre elles

de façon d́esordonńee en petits agrégats par conversion partielle des groupements esters en grou-

pements acides plus réactifs. La morphologie obtenue avec desı̂lots larges dispośes les uns sur

les autres peut̂etre le ŕesultat du d́ep̂ot degouttelettesqui viennent se greffer sur le substrat les

unes apr̀es les autres. Ces gouttelettes adoptent une forme stable définie par les conditions de

dép̂ot (temṕerature, pression). Elles n’apparaissent pas dans le dép̂ot réaliśe par impŕegnation, car

la temṕerature de d́ep̂ot de 4◦C n’est pas favorablèa leur formation. Les molécules de silanes

se d́eposent de façon isolée sur le substrat. Comme leur densité de greffage est faible, 9× 1013

molécules/cm2, elles peuvent donc se coucher sur la surface.

En reprenant les critères de śelectionénonćes au d́ebut de ce chapitre, on rappelle que, pour

la suite de notréetude, seuls les protocoles conduisant auxétats de surface de plus faible rugo-

sité seront retenus. Ainsi, dans la suite de ce travail, l’élaboration de la couche d’accrochage sera

réaliśee sur des substrats desilice thermique suivant leprotocole d’impr égnation. On garde

donc en ḿemoire les caractéristiques de cette couche : molécules couch́ees sur la surface du sub-

strat, variations en hauteur de l’ordre de 0,5 nm et une rugosité extr̂emement faibléegaleà celle

du substrat de silice de 0,24 nm.

4.3 La phase d’activation

Afin de fixer les oligonucĺeotides, unéevolution chimique de l’extŕemit́e libre du silane est

nécessaire. La terminaison ester du silane greffé est modifíee en acide activ́e, afin d’́etablir la liai-

son amide entre l’amine de l’espaceur des sondes et le silane. La terminaison ester est transformée

en terminaison acide par action d’une solution de iodothriméthylsilane de 0,1M dans du CCl4 sous

atmosph̀ere s̀echeà 60oC pendant douze heures puis hydrolysée : c’est la phase dedéprotectionde

l’ester en acide carboxylique. Les substrats sont ensuite séch́es sous vide et l’acide obtenuà l’étape

préćedente est activ́e par ŕeaction simultańee de l’acide avec du NHS (N-hydroxysuccinimide)

0,1M et du di(isopropyl)carbodiimide 0,1M dans du THF pendant cinq heures. Les substrats sont

ensuite abondamment rincés avec du THF et stockés sous atmosphère s̀eche (voir figure 4.8). C’est

la phase d’activation.

Les images de la figure 4.9 montrent l’évolution morphologique après activation. Les stries ob-

serv́ees sur le substrat et la couche non activée sont encore observables. La rugosité de la couche

d’accrochage reste néanmoins tr̀es faible, aux environs de 0,29 nm, soit très ĺeg̀erement suṕerieure

à celle mesuŕee sur la couche avant modification, soit 0,24 nm. Cependant, la résolution des images
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FIG.4.8 – Réactions successives transformant la terminaison ester du silane en acide activé. (a) Etape de

déprotection de l’ester en acide. (b) Activation de l’acide.



4.3. LA PHASE D’ACTIVATION 115

A B

C

FIG.4.9 – Images de la couche de silanes déprot́eǵee au TMSI et d́epośee sur les substrats de silice ther-

mique par impŕegnation. A-̀a grandeéchelle : 5000× 5000 nm2, B- à moyennéechelle 1500× 1500 nm2

et C-à petiteéchelle 700× 700 nm2.
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à moyenne (figure 4.9-B) et petiteéchelle (figure 4.9-C) est moins bonne que celle obtenue sur les

images avant d́eprotection. Cette différence peut trouver son origine dans le changement de la na-

ture chimique de la surface, qui devient plus hydrophile quand la terminaison ester est transformée

en terminaison acide.

4.4 L’immobilisation

L’immobilisation d’oligonucĺeotides sondes est l’étape ultime de la préparation des puces̀a

ADN. Dans cettéetude, on souhaite regarder l’influence de lalongueur des brinsainsi que celle

de lanature des śequencessur la morphologie des couches immobilisées. Pour ce faire, des puces

mod̀eles regroupant trois types de longueur correspondantà 12, 25 et 36 bases ontét́e analyśees,

avec dans le cas des sondes de 12 bases deux types de sondes de séquences voisines et dans le

cas des sondes de 25 et 36 bases des sondes de séquences totalement différentes. De nombreuses

puces mod̀eles ont́et́e ŕealiśees comprenant de 2̀a 5 plots comportant des sondes de 12, 25 et/ou

36 bases.

4.4.1 Le prototype de la puce mod̀eleà 3 plots

Pour d́ebuter notréetude une première śerie d’exṕeriences áet́e effectúee sur des puces modèles

à trois plots. L’objectif est de tester dans un premier temps le niveau de résolution que l’on peut

atteindre sur ce type de systèmes et de d́efinir les crit̀eres suivant lesquels on pourra discuter la

morphologie des sondes immobilisées. Cette puce comporte trois sondes de 25 bases de long (voir

figure 4.10). Deux plots sont constitués de sondes de 25 bases de séquences totalement différentes

l’une de l’autre. Dans la suite du manuscrit, elles seront notées : 25C pour la séquence :5
′
GCT-

AAT-CCA-ACG-CGG-GCC-AAT-CCT-T3
′

et 25NC,5
′
CTC-CTA-CCA-TGC-GGA-CGA-TCC-

ATA-G3′, où la notation ”C” (et ”NC”) fait ŕeférencèa la compĺementarit́e (non-compĺementarit́e)

de la sonde avec une des cibles choisies. Le troisième plot, not́e 25C+ CY3, comporte les sondes

25C dot́ees d’un chromophoreCY 3 fixé à leur extŕemit́e 5’. La ŕealisation de ce plot a pour objec-

tif de vérifier le bon d́eroulement des processus d’immobilisation par microscopie de fluorescence

avant d’engager l’́etude par AFM [21].

L’ensemble des sondes utilisées sont dotées d’un espaceur fixé à la terminaison 3’ des brins,

H2N-(CH2)6-3
′
, de manìereà favoriser leur accessibilité durant la phase d’hybridation.
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FIG.4.10– Prototype de la puce modèle à trois plots. Il comporte deux plots constitués de sondes de 25

bases : 25C et 25NC et un plot témoin constitúe des sondes 25C munies d’un marqueur fluorescent CY3.

a- Protocole d’immobilisation des sondes

Les sondes seront toutes immobilisées dans les m̂emes conditions et ce simultanément pour

chacune des puces réaliśees. Les brins-sondes sont fournis sous forme lyophilisés. Ils sont dans

un premier temps solubilisés dans une solution tampon appelée PBS (Phosphate Buffered Saline

solution [150mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3mM Na2HPO4.7H2O, 1,4mM K2H2PO4]), à une concen-

tration de 25µM. L’immobilisation des brins s’effectue parévaporation, sous condition ambiante,

de petites gouttes de volume de 2,5µL dépośees sur la surface fonctionnalisée. La puce est ensuite

abondamment rinćee dans une solution de 10% de SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) dans de l’eau

ultrapureà 80o durant une heure. Leśechantillons sont ensuite passés aux ultrasons̀a 80o dans de

l’eau ultrapure pouŕeliminer des traces de SDS. Enfin, une dernièreétape de pŕeparation consiste

à neutraliser les sites actifs de la couche d’accrochage n’ayant pas réagi, en transformant par ad-

dition de ḿethyle amine, l’ester activ́e du silane en amide (NH2). C’est la phase de protection

appeĺee capping. Cettéetape joue un r̂ole crucial au moment de la phase d’hybridation, car elle

interdit la ŕeaction d’immobilisation pour les brins cibles.

Chacune des puces ainsi prépaŕees est soumisèa une analyse par microscopie de fluorescence

[21]. Elle permet de v́erifier que la phase d’immobilisation s’est bien dérouĺee en contr̂olant le

rendement d’immobilisation des sondes 25C marquées.

b- Etude AFM de la puceà trois plots :

Nous avons choisi de qualifier l’état de surface des puces suivant trois tailles d’images ca-

ract́eristiques : (5000×5000) nm2, (1600×1600) nm2 et (400×400) nm2, caract́erisant chacune

un niveau d’organisation de la couche de molécules immobiliśees.

Les images̀a grandéechelle (5000×5000) nm2 (voir figure 4.11) ont comme objectif de nous

renseigner sur l’homoǵeńeité des d́ep̂ots ainsi que sur l’́etat de propreté de nos surfaces.
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FIG.4.11– Etude de l’immobilisation des sondes par AFM. Images de grandes tailles 5000×5000 nm2. A-

les sondes 25C, B- les sondes 25NC, et C- les sondes de 25C marquées.
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Ces images mettent enévidence un bońetat de propreté des surfaces, puisqu’en moyenne le

nombre d’impuret́es observ́ees se situe autour de 1-2 impuretés/µm2. Par ailleurs, l’́etude mor-

phologique ŕealiśee sur les trois plots̀a l’échelle de (5000× 5000) nm2 , montre que l’immobili-

sation conduit̀a des d́ep̂ots ĺeg̀erement diff́erents pour chacune des trois sondes. Les sondes 25C

semblent parfaitement reproduire la surface de silanes, laissant transparaı̂tre les structures striées

observ́ees sur les substrats de siliceà cetteéchelle (voir image 4.1). Au contraire, les sondes

25NC s’organisent non pas en un tapis homogène et lisse mais autour de petits trous tandis que les

sondes marqúees, 25C + CY3, semblent former un d́ep̂ot dense et homogène masquant totalement

les stries du substrat. L’absence de régions de moins grande densité, indique que ce d́ep̂ot est pro-

bablement plus compact que celui observé sur les sondes 25C et 25NC.

Les images de la figure 4.12 rendent compte des morphologies observées sur ces trois plots

avec plus de d́etails sur des ŕegions de 1600×1600 nm2.

On retrouve les diff́erences d́ejà évoqúees sur les imagesà grandéechelle. On constate que les

sondes 25C (fig. 4.12-A) s’organisent sous forme de structures en petitsı̂lots d’épaisseur 1,5±0,1

nm, distribúes de manìere homog̀ene sur la surface. Le dép̂ot ainsi constitúe poss̀ede une rugosité

(RMS) toujours faible de 0,45 nm. Les sondes 25NC (fig. 4.12-B) semblentégalement s’arranger

sous forme d’une structure enı̂lots d’épaisseur 1,8±0,2 nm, valeur ĺeg̀erement suṕerieureà celle

des sondes 25C. En revanche, elles se démarquent des sondes 25C par leur organisation corres-

pondantà une structure en dentelle dont les trous présentent une bonne homogéńeité en taille,

d’environ 100 nm de diam̀etre sur l’image pŕesent́ee. L’h́et́eroǵeńeité de ce d́ep̂ot conduità une

lég̀ere augmentation de la rugosité (RMS) qui est de 0,55 nm. Les sondes 25C dotées d’un chro-

mophore CY3 se structurent quant-à elles en plateaux denses (fig. 4.12-C). Les hauteurs d’ı̂lots

mesuŕees sur ces images sont de 2,5±0,1 nm soit une valeur nettement supérieureà celles ob-

serv́ees sur les sondes non marquées, 25C et 25NC. La rugosité RMS mesuŕee sur ces plateaux

est de 0,46 nm.

Le tableau 4.2 donne les caractéristiques obtenues par des mesures statistiques sur chacun de

ces plots.

Sondes Silanes 25C 25N 25C+CY3

∆z (nm) 0,5±0,1 1,5±0,1 1,8±0,2 2,5±0,1

RMS (nm) 0,27 0,45 0,55 0,46

TAB . 4.2 – Tableau ŕecapitulatif des caractéristiques des trois types de sondes : mesure de la

hauteur deŝılots et mesure de la rugosité (rms) sur les images de (1600×1600)nm2.
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FIG.4.12 – Etude de l’immobilisation des sondes par AFM. Images de taille moyenne 1600×1600 nm2.

A- les sondes 25C, B- les sondes 25NC, C- les sondes de 25C marquées et D- la couche de silanes avant

immobilisation.
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A la premìere observation de ces images, on constate donc une différence morphologique

notoire entre l’́etat de surface avant (fig. 4.12-D) et après immobilisation (fig. 4.12-A,-B et -C) et

ce quel que soit le plot analysé. Alors que le d́ep̂ot de silanes obtenu par imprégnation conduisait

à une couche lisse et homogène dont les diff́erences de hauteur se situaient autour de 0,5 nm et la

rugosit́e (RMS) autour de 0,27 nm, les morphologies observées sur les sondes présentent toutes

les trois des structurations (plateaux, morphologie en dentelle ou dép̂ot homog̀ene d’̂ılots). De

plus, l’augmentation de la rugosité de la surface (RMS) de 0,27 nm pour les silanesà des valeurs

autour de 0,5 nm après d́ep̂ots des sondes et le passage des différences de hauteur de 0,5 nmà

des valeurs comprises entre 1,5 et 2,5 nm, traduisentégalement la pŕesence effective des sondes

apr̀es immobilisation. On est donc capable d’identifier par différence morphologique la présence

de sondes après immobilisation.

Pour poursuivre notre analyse, revenons un instant sur les caractéristiques des objets imagés.

Les sondes immobiliśees dans les trois plots de cette puce sont toutes constituées de 25 bases. La

taille de ces sondes peut donc en première approximation̂etre estiḿeeà partir de la longueur par

base dans un monobrin définie par Tinlandet al. [22]. La longueur d’un monobrin deN basesest

alors donńee par l’expression :

LNbases(nm) = 1, 5(espaceurC6) + N × 0, 43 (4.1)

On remarquera que les valeurs de longueur par base (définies tableau 2.1, chapitre 2) corres-

pondent̀a des brins libres et en solution. Dans le cadre de ce travail, les conditions d’études sont

diff érentes puisque d’une part la caractérisation est effectúeeà l’air et d’autre part les brins sont

immobilisés sur un substrat. Cependant, lesétudes sur les brins d’ADN, présent́ees au chapitre

3, ont montŕe que l’on pouvait, en première approximation, attribuer la longueur mesuré à l’air à

celle de la conformation correspondante en milieu liquide.

Ainsi, pour les sondes de 25 bases, on s’attendà une longueur de 12,3 nm. Or, sur les images

obtenues après immobilisation, les diff́erences de hauteur mesurées sont comprises entre 1,5 et

2,5 nm, soit des valeurs très inf́erieures aux 12,3 nm attendus. On peut donc en conclure que les

sondes immobiliśees sontcouch́eessur la surface de la puce, comme les molécules de silane.

En ce qui concerne les différences morphologiques mises enévidence pour ces sondes, la

présence de trous observés de manìere reproductible sur les sondes 25NC, avec une structure en

dentelle plus ou moins aéŕee, n’est jamais observée sur les sondes 25C, qui semblent toujours se

distibuer de manière homog̀ene sur la surface. Ces morphologies ayantét́e obtenues sur l’ensemble

des puces analysées, une dizaine environ, nous pouvons doncécarter tout effet des conditions de

dép̂ot sur ces organisations. Il resteà discuter l’interaction entre molécules sondes au moment de

l’immobilisation. Les sondes 25C et 25NC présentant des séquences totalement différentes, il est

donc probable qu’elles interagissent différemment entre elles. Aussi, ces différences morpholo-
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giques mettent-elles peut-être eńevidence un effet líe à la śequence des bases.

L’organisation des sondes marquées par un groupement CY3 s’avère tr̀es diff́erente de celle

observ́ee sur les m̂emes sondes 25C mais non marquées. Cette diff́erence confirme l’influence des

molécules mises en jeu et de leurs interactions latérales au moment du dép̂ot.

A plus petiteéchelle, les trois images reportées sur la figure 4.13 montrent que les trois dép̂ots

obtenus avec les sondes 25C, 25NC et les sondes 25C marquées, poss̀edent tous une structure

de base en̂ılots. Lesı̂lots identifíes sur les plots des sondes non marquées pŕesentent une forme

lég̀erement allonǵee, on les caractérisera donc par deux grandeurs, une largeur et une longueur.

Ainsi, des mesures statistiques sur les sondes 25C nous donne une longueur de 22,3 nm±1,3 nm

pour une largeur de 12,4 nm±0,9 nm et pour les sondes 25NC, une longueur de 19,1 nm±1 nm et

une largeur de 11,2 nm±0,7 nm. Du point de vue de l’organisation morphologique de cesı̂lots, on

constate qu’ils apparaissent plutôt distants les uns des autres sur la zone des sondes 25NC, tandis

que sur le plot des sondes 25C, ils semblent se chevaucher par endroit.

Lesı̂lots observ́es dans la zone correspondant aux sondes 25C+CY3 ont quant-̀a eux un aspect

diff érent. Ils sont de forme oblongue de taille caractéristique, environ 10× 50 nm2, soit d’ex-

tention spatiale ĺeg̀erement suṕerieureà ceux observ́es sur les sondes non marquées. Ils semblent

plats sur le haut et se démarquent fortement les uns des autres.

Compte tenu des tailles extrêmement faibles des objets identifiés sur nos surfaces, environ 10

nm, il est indispensable de s’interroger quant-à l’impact de l’extension spatiale de nos pointes sur

ces mesures. Aussi, pour poursuivre notre analyse il sera nécessaire de s’intéresser aux problèmes

de dilatation de pointe sur des objets dont la taille caractéristique est proche de celle-ci. Un modèle

couramment utiliśe pour ces discussions est le modèle ǵeoḿetrique de dilatation d’une pointe

d’extrémit́e sph́erique avec un objet de section circulaire (on pourra se référer à l’article d’Ikai

[23]). On peut mod́eliser la situation par le schéma de la figure 4.14.

Dans ce cadre, l’élargissement induit par la pointe est donné par l’expression :

W =
4(Rc + Rm)

√
Rm(Rc−Rm)

Rc
(4.2)

pour Rm¡Rc òu, Rc est le rayon de courbure de l’extrémit́e de la pointe, Rm le rayon de l’objet

circulaire imaǵe et W l’élargissement résultant.

Dans notre cas, on approximera donc nosı̂lots par des objets de section circulaire, dont les

rayons seront d́efinis par la demi hauteur desı̂lots. Enévaluant̀a partir des images lesélargissements

W desı̂lots liésà la dilatation de la pointe, on peut ainsi remonterà une valeur approximative du

rayon de courbure des pointes utilisées durant ces expériences. Les résultats obtenus sont reportés
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FIG.4.13– Etude de l’immobilisation des sondes par AFM. Images de petite taille 400×400 nm2. A- les

sondes 25C, B- les sondes 25NC et C- les sondes 25C + CY3.
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FIG.4.14 – Dilatation géoḿetrique d’une pointe de rayon de courbure Rc avec un objet de section ap-

proximée circulaire de rayon Rm, conduisantà l’ élargissement total noté W.

dans le tableau 4.3.

Sondes Longueur -L et Largeur - W (nm) Hauteur-H Rc -rayon de courbure pointe

25C W=12,4±0,9 nm - L=22,3±1,3 nm (38) H = 1,5 nm Rc=11,2 nm

25NC W=11,2±0,7 nm - L=19,1±1 nm (40) H = 1,8 nm Rc=7,9 nm

TAB . 4.3 –Analyse de la taille deŝılots observ́es sur les plots 25C et 25NC. Toutes les valeurs

sont donńees en nanom̀etre. Les nombres indiqués entre parenth̀eses indiquent le nombre de points

exṕerimentaux moyennés. Les valeurs de Rc ontét́e calcuĺeesà partir de l’expression 4.2.

L’ évaluation du rayon de courbure ainsi opéŕee, montre que les pointes utilisées durant ces

exṕeriences possédaient de tr̀es bonnes sṕecifications. On notera tout particulièrement la valeur

de 8 nm de rayon de courbure mesuréeà partir d’une śerie d’images (dont une seule est présent́ee

ici) sur le d́ep̂ot des sondes 25NC. Cette valeur, relativement faible, se trouveêtre inf́erieure aux

sṕecifications donńees par le constructeur [24]. Pour la suite des discussions, considèrons un rayon

de courbure moyen de nos pointes de 10 nm.

Pŕećedemment, nous avons indiqué que les sondes adoptaient probablement une configuration

couch́ee sur la surface et que la longueur attendue pour un monobrin de 25 bases de longétait de

12,3 nm. Aussi, leŝılots observ́es ne peuvent-ils paŝetre chacun une sonde ?

Si l’on s’intéresse aux̂ılots observ́es sur le plot des sondes 25NC, on constate qu’ils possèdent

une longueur de 19,1 nm et une largeur de 11,2 nm, l’imageétant obtenue par l’interḿediaire

d’une pointe de 8 nm de rayon de courbure. Or, la dilatation d’un objet de 12,3 nm de long avec

une pointe de 8 nm de rayon de courbure donne une image de la longueur d’objet attendue autour

de 20 nm. Ce qui est en bon accord avec la mesure de longueur obtenue pour lesı̂lots. Il semble

donc que chaquêılot correspondeà une sonde.

Par ailleurs, unéevaluation de la densité surfacique deŝılots a ét́e effectúee sur plusieurs
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images de petite taille, pour les plots 25C et 25NC. Le nombre d’ı̂lots trouv́es se situe entre 70

et 90 par aire de 200×200 nm2 pour ces deux plots, correspondantà une densit́e de l’ordre de

2±0,25.1011sondes/cm2. Cette valeur se trouvêetre en parfait accord avec la densité surfacique de

sondes mesurée par des mesures de radioactivité (marquage des sondes avec du32P). Une densit́e

surfacique ”macroscopique” moyenne de 2.1011 sondes/cm2 est alorśevalúee [25]. Cette compa-

raison nous conforte donc dans notre interprétation òu chaquêılot est associé à une sondes. Ainsi,

ces ŕesultats montrent que l’AFM permet d’opérer un comptage des sondes de 25 bases molécule

par moĺecule et donc d’́evaluerà l’échelle locale, la densité moĺeculaire en sondes immobilisées

avec une bonne précision (erreur de 25%).Ce résultat constitue la premìere caract́erisation

à l’ échelle moĺeculaire de la densit́e en sonde immobiliśee.Ces exṕeriences sont̀a rappro-

cher de l’́etude publíee par A. Cs̀aki et al. en 2001 [26] òu ils op̀erent un comptage des sondes

immobilisées par l’interḿediaire de marqueur topographique, de billes d’or de 30 nm de diamètre.

Enfin, la forme oblongue desı̂lots observ́es sur les sondes marquées et leur taille ĺeg̀erement

plus importante, ne nous permettent de conclure sur l’identification du nombre de sondes qu’ils

comprennent. Ces différences morphologiques peuventêtre discut́ees autour de quelques hy-

poth̀eses. La molécule de CY3 étant une moĺecule tr̀es apolaire, une id́ee consisterait̀a consid́erer

que dans la solution aqueuse, la partie comportant le chromophore aura tendanceà fuir le solvant.

Le regroupement des molécules sondes formant des structures de type micellaire serait alors fa-

vorisé avec les molécules fluorescentes (hydrophobes) au centre de l’assemblage et les chaı̂nes

de bases azotées (plus hydrophiles)̀a l’extérieur de la structure. Au moment du dép̂ot, ces struc-

tures fond́ees sur des interactions faibles vont pouvoirêtre conserv́ees d̀es lors qu’une molécule

de l’assemblage sera immobilisée. Les autres seront contraintes, du fait de cette interaction au

sein de l’assemblage moléculaire,à s’ancrer̀a proximit́e de la premìere sonde fix́ee. Ceci permet

donc la conservation de ces assemblages une fois les molécules sondes supportées sur la surface.

Une question reste tout de même en suspens : quelle place occupe le chromophore dans cette

configuration ?

On rappelle que la couche de molécules sondes marquées poss̀ede unéepaisseur plus impor-

tante (∆z=2,5 nm) que celle mesurée sur les m̂eme sondes non marquées (∆z≤1,8 nm). Ceci

nous invite, du fait de l’homoǵeńeité de la hauteur des plateaux observés sur les sondes marquées,

à supposer que la molécule fluorescente est couchée sur ou sous les sondes. La configuration où

le chromophore serait couché sous les sondes apparaı̂t plus plausible du fait que le substrat fonc-

tionnaliśe au moment du d́ep̂ot pŕesente un caractère plut̂ot hydrophobe.
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4.4.2 Analyses de systèmes compĺementaires

Les analyses conduites sur les puces modèlesà trois plots, ne comportant que des sondes de 25

bases de long, ont montré que la ŕesolution moĺeculaire des sondesétait accessible. Nous allons

maintenant nous intéresser̀a des brins de diff́erentes longueurs de manièreà d́efinir l’impact de

la longueur des brins sur l’organisation des sondes et le niveau de résolution de nos expériences.

Deux autres longueurs de brins ont ainsiét́e śelectionńees : des brins de 12 bases et des brins de 36

bases de long. De plus, l’organisation des sondes sembleêtre caract́eristique de l’interaction des

sondes entre elles au moment du dép̂ot et donc probablement de la nature des séquences des mo-

nobrins d’ADN śelectionńes. Afin de confirmer ou d’infirmer cette hypothèse, nous analyserons

l’organisation du d́ep̂ot de sondes de séquence quasiment identique,à l’exception d’une base.

Plusieurs puces présentant des plots diversifiés en sondes ont ainsiét́e élaboŕees et́etudíees

par AFM. On ŕesumera ici l’ensemble de cesétudes autour d’un modèle de pucèa 4 plots.

Ces puces comportent deux plots de sondes de 12 bases de long, dont les séquences sont iden-

tiquesà une base près. On les appellera dans toute la suite 12C, ”C” comme Complémentaire

à la cible correspondante, la séquence5
′
AGC-CCG-GAG-GCA3

′
et 12NC, ”NC” comme Non-

Compĺementaires, la śequence5′AGC-CCA-GAG-GCA3′. Les deux autres plots se composent

quantà eux de deux sondes de 36 et 37 bases de long de séquences totalement différentes, appelées

36C pour la śequence5
′
GTA-AAC-GTA-GTA-TAC-TCA-CGC-CAC-CTC-AAT-ATG-CAG3′ et

37NC,5
′
ATT-CTG-ATC-GGT-ATT-TCG-ATC-TAA-GAT-CAA-ATG-CATT3′ (voir figure 4.15).
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FIG.4.15– Sch́ema des puces modèles compĺementaires analysées. Elles comportent deux plots de sondes

courtes de 12 bases : 12C et 12NC ne possèdant qu’une base d’écart, et deux plots de sondes plus longues

de 36 et 37 bases notés 36C et 37NC.

L’immobilisation a toujourśet́e oṕeŕee suivant le protocole décrit au paragraphe 4.4.1, avec

des solutions de concentration identique ( 25µM) pour l’ensemble des sondesétudíees.

A nouveau, l’́etude d’images̀a grandéechelle de 5000×5000 nm2 (voir fig. 4.16), rend compte

de l’état de propreté des surfaces. Tandis que les plots des sondes de 12 bases font apparaı̂tre

(images 4.16-A et -B), en particulier sur le plot 12NC, quelques impuretés en surface, aucune n’a



4.4. L’IMMOBILISATION 127

� �

�
�

FIG.4.16– Etude de l’immobilisation des sondes par AFM. Images de grandes tailles 5000×5000 nm2. A-

les sondes 12C, B- les sondes 12NC, C- les sondes 36C, et D- les sondes 37NC.

ét́e observ́ee sur les plots de 36C et 37NC (figure 4.16-C et -D).

Les d́ep̂ots des sondes de 36 et 37 bases de long (images 4.16-C et -D) apparaissent parfaite-

ment lisses et homogènes. Quelques petites taches plus sombres apparaissent sur l’image du dép̂ot

des sondes 36C, correspondantà des ŕegions de plus faible densité. Les stries observées sur la

silice ayant ici totalement disparu, les sondes semblent donc napper parfaitement la surface. En ce

qui concerne les sondes de 12 bases, leur dép̂ot est moins homog̀ene, s’agŕegeant par endroit en

plateaux plus denses, particulièrement visibles sur l’image 4.16-A.

A moyennéechelle, on obtient les images caractéristiques pŕesent́ees sur la figure 4.17-Àa D.

Du point de vue morphologique, les sondes de 12 bases décrites par les images 4.17-A et -B,

présentent une organisation en petitsı̂lots, d’épaisseur environ 1,2-1,3 nm, distribués de manìere

homog̀ene sur la surface. Cette organisation est proche de celle observée sur les sondes 25C (voir
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FIG.4.17– Etude de l’immobilisation des sondes par AFM. Images de taille moyenne 1600×1600 nm2 des

sondes A- 12C, B- 12NC, C- 36C, D- 37NC, en réf́erenceà la morphologie des sondes 25C image E-.
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image 4.17-E). Les sondes de 36 bases de long possèdentégalement une structure enı̂lots, dont

l’identificationà cettéechelle semble plus délicate. L’image 4.17-D, met eńevidence en son centre

un trou de 300×200 nm2, illustrant probablement une densité en sondes immobilisées plus faible

que la zone pŕesent́ee sur le d́ep̂ot de sondes 36C (image 4.17-C). Lesı̂lots poss̀edent ici une

épaisseur de 1,1̀a 1,2 nm,́egaleà celle mesuŕee sur leŝılots des sondes de 12 bases. La rugosité

(RMS) de ces couches (sondes 36C et 37NC) est située autour de 0,4 nm, valeur plus faible que

celle mesuŕee sur l’ensemble des autres dép̂ots de sondes. Cette diminution de la rugosité (RMS)

de surface est̀a rapprocher de l’homogéńeité des d́ep̂ots constitúes sur les sondes de 36 et 37 bases

de long, dont la caractérisation deŝılots apparâıt plus difficile à analyser.

Les principales grandeurs caractéristiques obtenues sur les différents plots sont reportées dans

le tableau 4.4.

Sondes 12C 12NC 36C 37NC 25C 25NC Silanes

∆z (nm) 1,2±0,1 1,3±0,1 1,2±0,1 1,1±0,1 1,5±0,1 1,8±0,2 0,5±0,1

RMS (nm) 0,47 0,49 0,4 0,39 0,45 0,55 0,27

TAB . 4.4 –Tableau ŕecapitulatif des caractéristiques des différentes sondes : mesure de la hauteur

desı̂lots et de la rugosit́e (rms) des d́ep̂ots des sondes 12C, 12NC, 36C, 37NC en réf́erence avec

celles obtenues sur les sondes 25C, 25NC et les silanes (images de 1600×1600 nm2.

Aussi, les mesures effectuées sur les sondes de 12 et 36 bases de long mettent-elles enévidence

à nouveau une différence morphologique entre l’état de surface avant et après immobilisation des

sondes. L’augmentation de la rugosité (RMS) de 0,27 nm̀a des valeurs supérieures̀a 0,4 nm, ainsi

que l’augmentation du contraste vertical qui passe de 0,5 nm sur les silanesà environ 1,2 nm sur

les d́ep̂ots des sondes traduisent bien la présence des sondes. La longueur des sondes ne semble

pas jouer sur l’́epaisseur de la couche, car les sondes de 12 et 36 bases de long conduisentà un

dép̂ot d’épaisseur identique de 1,2 nm, tandis que les sondes de 25 bases possèdent unéepaisseur

de 1,5à 1,8 nm. Or, si l’on se reportèa l’expression 4.1, ońevalue la longueur des sondes de

12 bases̀a 6,7 nm et celle des sondes de 36 basesà 17 nm. On constate alors que les différences

de hauteur mesurées sont toujours bien inférieures aux longueurs des molécules sondes. On peut

donc en d́eduire que l’ensemble des sondes dans nosétudes occupent une conformationcouch́ee

sur la surface.

Par ailleurs, l’organisation des sondes semble dans la quasi totalité des cas constituer une

couche homog̀ene d’̂ılots de petite taille, dont on a vu qu’ilśetaient attribuables aux molécules

sondes pour les oligonucléotides de 25 bases (voir partie pucesà 3 plots, 4.4.1). Seules les sondes

25NC poss̀edent une organisation différente, s’arrangeant autour d’une structure en dentelle, où les
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sondes semblent se repousser les unes les autres. Dans la partie préćedente, nous avions avancé le

fait que cette diff́erence pouvait peut-être trouver son origine dans une interaction entre molécules

au cours du d́ep̂ot. Or, l’étude des morphologies observées sur les plots des sondes de 12 bases,

12C et 12NC, qui ne possèdent qu’une base d’écart, s’av̀ere identique ce qui semble conforter

notre hypoth̀ese. En revanche, les sondes 36C et 37NC, qui possèdent des śequences respectives

totalement diff́erentes l’une de l’autre, conduisent toutes les deuxà la formation d’une distribution

homog̀ene d’̂ılots constituant les plots.

Cetteétude montre qu’un travail plus poussé s’av̀ere indispensable pour mieux comprendre

l’origine des interactions laterales entre molécules.

L’analyseà petiteéchelle ŕealiśee sur les puces̀a quatre plots est présent́ee sur les images de

la figure 4.18. Elles montrent que la structure commune en entitésı̂lots observ́ee sur les sondes de

25 bases, se retrouveégalement sur les sondes de 12 et 36 bases.

Lesı̂lots identifíes sur le d́ep̂ot des sondes 12C et 12NC présentent non plus une forme allongée

comme on a pu l’observer sur les sondes de 25 bases, mais possèdent une ǵeoḿetrie circulaire de

11,1±0,5 nm de diam̀etre pour les sondes 12C et de 10±0,6 nm pour les sondes 12NC. Cesı̂lots

sont distribúes de manìere homog̀ene sur la surface et sont bien distincts les uns des autres. A l’in-

verse, leŝılots des sondes de 36 bases présentent une forme allongée, comme on a pu l’observer

sur les sondes de 25 bases. On définit pour ceŝılots les caract́eristiques suivantes : longueur de 15

nm±0,5 nm et largeur de 8,9 nm±0,3 nm pour les sondes de 36C et longueur de 19,33 nm±0,8

nm et largeur de 11 nm±0,3 nm pour les sondes de 37NC. Leur distribution en surface est relati-

vement homog̀ene et d’apparence moins dense que celle observée sur les sondes plus courtes de

12 et 25 bases.

Ainsi, les sondes de 12 bases présentent une structure enı̂lots de plus petites tailles que ceux

observ́es sur les sondes de 25 et 36 bases de long. En revanche, lesı̂lots observ́es sur les sondes

de 36 bases possèdent une extension spatialeéquivalentèa celle des sondes de 25 bases. La suite

de l’analyse de ces images nécessite d’oṕerer uneévaluation des contributions de la pointeà

l’extension spatiale des objets,à l’aide du petit mod̀ele ǵeoḿetrique de dilatation d́ejà utilisé

section 4.4.1. Les données obtenues sont résuḿees dans le tableau 4.5.

Les rayons de courbure des pointes utilisées lors deśetudes sur les sondes de 12 bases sont

estiḿes entre 10 et 11 nm. En dépit du fait que les sṕecifications de ces pointes sont toutà fait

remarquables, elles ne nous garantissent pas d’atteindre la résolution moĺeculaire sur les sondes

de 12 bases, qui sont extrèmement courtes ( l = 6,7 nm, avec l’espaceur). Ainsi, sur les sondes de

12 bases de long un̂ılot peut contenir une ou deux sondes.

En ce qui concerne les sondes de 36 bases de long ( l= 17 nm), un raisonnement similaire peut
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FIG.4.18– Etude de l’immobilisation des sondes par AFM. Images de taille moyenne 400×400 nm2 des

sondes A- 12C, B- 12NC, C- 36C, D- 37NC, en réf́erenceà la morphologie des sondes 25NC images E-.
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Sondes Longueur -L et Largeur - W (nm) Hauteur-H Rc -rayon de courbure pointe

12C W=11,1±0,5 nm (16) H = 1,3 nm Rc=11,2 nm

12NC W=10±0,6 nm (32) H = 1,2 nm Rc=9,8 nm

36C W=8,9±0,3 nm - L=15±0,5 nm (17) H=1,2 nm Rc=7,7 nm

37NC W=11±0,3 nm - L=19,33±0,8 nm (12) H=1,1 nm Rc=12 nm

25NC W=11,2±0,7 nm - L=19,1±1 nm (40) H = 1,8 nm Rc=7,9 nm

TAB . 4.5 –Bilan des tailles d’̂ılots mesuŕees sur les plots 12C, 12NC, 36C, 36 NC et 25NC des

puces. Toutes les valeurs sont données en nanom̀etre. Les nombres entre parenthèses indiquent

le nombre de points expérimentaux moyennés. Les valeurs de Rc ontét́e calcuĺeesà partir de

l’expression 4.2.

être conduit. Les pointes utilisées poss̀edantégalement de bonnes spécifications, entre 7 et 12 nm

pour le rayon de courbure, on peut en conclure que chaqueı̂lot observ́e peutêtre associé à une

molécule sonde. A nouveau pour les sondes de 36 et 37 bases de long,la r ésolution moĺeculaire

a puêtre atteinte.

Cependant, un fait marquant est qu’elles apparaissent plus courtes que celles de 25 bases de

long, alors que le rayon de courbure des pointes utilisées reste du m̂eme ordre de grandeur. Plus

surprenant, la longueur moyenneévalúee sur les sondes 36C est inférieureà la longueur atten-

due pour une sonde de 36 basesétendues qui est de 17 nm (avec l’espaceur de 1, 5 nm). Pour

justifier ce ŕesultat, une hypoth̀ese serait de considérer que les sondes n’occupent pas une confor-

mation compl̀etementétendue mais qu’elles soient lég̀erement replíees sur elles-m̂emes. Cette

hypoth̀ese s’appuie sur des travaux de Steel et al.[27], dans lesquels ils ontétudíe l’effet de la

longueur des sondes sur leur organisation au sein d’une couche immobilisée. Ils montrent que le

taux de couverture en sondes immobilisées sur une surface d’or thiolée diminue quand la lon-

gueur des sondes augmente. Ils expliquent cet effet par une configuration polymérique des sondes

de longueur suṕerieureà 24 bases, qui peuvent donc prendre des formes de pelote, induisant ainsi

une ŕeduction de la longueur apparente et une diminution du taux d’ancrage des sondes. Ainsi,

la lég̀ere diminution de la densité en sondes immobilisées observ́ee sur les images AFM pour les

sondes de 36 bases (figure 4.18-C et D) et la réduction de leur taille apparente sont en bon accord

avec l’interpŕetation donńee par Steelet al. [27]. On retiendra cette explication pour justifier la

réduction de la taille deŝılots observ́ee dans le cas des sondes de 36 bases.



Conclusions

L’ étude de l’ensemble desétapes de préparation des pucesà ADN a ét́e ŕealiśee suivant une

proćedure d’analyséetape paŕetape, par comparaison de la morphologie des couches obtenuesà

l’issue de chacune des phases. Dans le cadre de notre travail, ces analyses successives ont permis

de śelectionner les protocoles de préparation conduisant̀a l’état de surface répondant aux deux

critèresénonćes au d́ebut de cette partie : une bonne homogéńeité des protocoles̀a l’échelle du

micron ainsi qu’une rugosité des couches la plus faible possible. Ainsi, la préparation des puces

a rapidement́et́e orient́ee vers l’́elaboration de la couche d’accrochage sur les substrats de si-

lice thermique suivant les protocoles d’imprégnation. A l’issue de la phase de silanisation, il a

ét́e montŕe que les moĺecules de la couche d’accrochage constituéeétaient couch́ees sur la sur-

face (∆z=0,5 nm), permettant ainsi de conserver une rugosité (RMS) proche de celle du substrat,

évalúeeà 0,24 nm. L’́etude de la phase d’immobilisation a montré que les moĺecules sondes mo-

difiaient consid́erablement la morphologie de la surface, apparaissant organisée autour d’̂ılots de

petite taille, diam̀etre∼10 nm, et d’́epaisseur comprise entre 1 et 2 nm. Ces résultats montrent

que, comme pour les silanes, les sondes apparaissent couchées sur la surface. L’immobilisation

conduit par ailleurs̀a une augmentation de la rugosité (RMS) de 0,24 nm̀a des valeurs autour de

0,5 nm, traduisant ainsi la présence des sondes.

L’originalit é de ce travail ŕeside dans la caractérisation des sondesà l’échelle moĺeculaire. En

effet, la seule approche quantitative de l’immobilisation de sondes publiéeà ce jour concerne des

sondes possédant un marqueur topographique, des billes d’or de 30 nm de diamètre. Ceci avait

permisà A. Cs̀aki et al. [28] de contourner la difficult́e de la ŕesolution lat́erale líee au rayon de

courbure des pointes. Dans notreétude, lar ésolution moĺeculaire sur les sondes de longueur

supérieure ou égaleà 25 bases áeté obtenue, permettant d’acćederà la densit́e de sondes im-

mobilisées,à l’échelle microscopique, par un comptageà partir des images AFM des molécules

sondes. On retrouve la densité en sondeśevalúees par mesure de radioactivité de 2±0,25.1011

sondes/cm2, valeur qui se trouvêetre en parfait accord avec des mesures macroscopiques réaliśees

par radioactivit́e. Notreétude montre que l’AFM s’av̀ere être un outil tr̀es performant pour ca-

ract́eriser de manière quantitative le nombre de sondes immobilisées par une caractérisation mor-

phologique directe sans avoir recoursà l’utilisation de marqueurs topographiques.

Enfin, la longueur des sondes et la nature des séquences des monobrins sondes sont appa-

rues comme deux paramètres jouant un r̂ole fondamental sur l’organisation des couches dépośees

et donc la morphologie observée. En effet, les tailles caractéristiques mesurées sur̂ılots-sondes

de 36 bases se sont avéŕees inf́erieuresà celles rapportées sur les sondes de 25 bases. Cet effet
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s’explique par un ph́enom̀ene de repliement des monobrins sondes sur eux-mêmes, tel qu’on peut

le trouver dans le cas des polymères, d̀es qu’ils d́epassent une taille critique située autour de 25

bases. En revanche, l’analyse des effets des interactions entre molécules au moment du dép̂ot a

montŕe un effet notoire de la présence ou non de chromophore, ainsi qu’un rôle important de la

nature des śequences sur l’organisation des sondes immobilisées. Ainsi, deux śequences quasi-

ment identiques, comme celles des sondes 12C et 12NC, conduisentà deux d́ep̂ots identiques.

Au contraire, deux śequences totalement différentes comme les sondes 25C et 25NC conduisaità

deux arrangements totalement différents des sondes. Cesétudes ne constituent que les premières

constatations d’un effet séquence observé à l’échelle moĺeculaire et ńecessitent d’̂etre poursuivies.
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Chapitre 5

Etude exṕerimentale des puces hybrid́ees

par AFM

La finalité des puces̀a ADN étant d’oṕerer la reconnaissance de séquences de brins inconnus

en solution, une seconde partie de ce travail aét́e consacŕee à la lecture de tests d’hybridation

par microscopièa force atomique. L’ensemble de ces tests aét́e ŕealiśe sur les puces modèles

présent́ees pŕećedemment. L’objectif de cettéetudeétait dans un premier temps de tester si l’AFM

permettait de ŕealiser la lecture d’un test d’hybridation et, si oui, quelle précision pouvait̂etre

atteinte. L’́etude morphologique conduite jusqu’à pŕesent a donćet́e poursuivie jusqu’̀a la lecture

de tests d’hybridation. Enfin, on présentera quelques essais de manipulations par pointe.

Pour l’ensemble de l’étude morphologique les conditions expérimentales seront identiques

à celles utiliśees jusqu’̀a pŕesent et d́efinies dans le chapitre 1. En revanche, elles seront très

diff érentes pour leśetudes par nanomanipulation, on les précisera au moment de la description

de chacune des expériences effectúees.

5.1 Analyses de tests d’hybridation par AFM

L’ étude áet́e guid́ee par l’analyse de l’influence de deux paramètres : la longueur et la ”nature”

des brins cibles utiliśes. Ainsi, trois longueurs de brins ontét́e test́ees : 84, 600 et 1500 bases de

long. En ce qui concerne la nature des brins cibles, deux caractéristiques principales serontà

prendre en compte : la présence ou non de molécules fluorescentes le long du brin, ainsi que la

configuration monobrin ou double brin des cibles utilisées. Les caractéristiques seront d́etaillées

au moment de la présentation des résultats.
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5.1.1 Les syst̀emesétudiés

Les trois cibles utiliśees sont pŕesent́ees ci-dessous. Le schéma de la figure 5.1 met enévidence

le positionnement de la zone d’hybridation sur le brin cible.

a- Les cibles de 1500 bases complémentaires des sondes 25C :

La cible de 1500 bases de long est issue de réaction d’amplification sur le g̀ene 16S de

l’ Agrobact́erium Tumefaciens(bact́erie des sols) souche B6 par PCR. Ces brins possèdent une

séquence de 1500 bases de long et s’hybrident avec les sondes de 25C, de la base no 185 à la

base no 210 (Sens antiparallèle : 3’ - 5’). Les brins cibles utiliśes seront de plusieurs types :

doubles brins monomarqúes(ne poss̀edent qu’un groupement fluorescent CY3, comme sur la fi-

gure [1]) oudoubles brins multimarqués CY3 (poss̀edent plusieurs groupements fluorescents

par molécule)(voir figure : 5.1-a) [1].

b- Les cibles de 600 bases complémentaires des sondes 36C :

La cible correspondante aux sondes 36C est unmonobrin de 600 bases de long. On notera

que la position de la zone d’hybridation est situéeà 164 bases de la terminaison 3’ des brins (voir

figure : 5.1-b). Ces brins sontélaboŕes par synth̀ese enzymatique,̀a l’aide de laReverseTrans-

criptase, à partir de brins issus d’une bactérie symbiotique du puceron appelée Buchnera. Il s’agit

donc demonobrins non marqués ou multimarqués. Dans le cas òu les brins sont marqués, les

groupements fluorescents sont exclusivement portés par les bases Thymine. Un comptageà l’issue

de la synth̀ese donne un taux de 90% de thymines marquées, ainsi en moyenne, 24% de la lon-

gueur de la śequence totale est marquée. La taille des cibles est donnée avec une distribution de

± 100 bases autour de la longueur de 600 bases, correspondantà une progression plus ou moins

avanćee de l’enzyme en fin de synthèse [2]. Le sens de propagation de l’enzymeétant de 5’ en 3’

sur l’ARN compĺementairèa notre brin, on ne peut donc connaı̂tre avec pŕecision la position de la

zone d’hybridation que par rapportà l’extrémit́e 3’ du brin.

c- Les cibles de 84 bases de long complémentaires des sondes 12C :

La cible correspondante aux sondes 12C est unmonobrin de 84 bases de long, monomarqué

avec une moĺecule de CY3 dont la śequence est : - CY3-5
′
TGG-GCT-CCT-GTC-TTA-CAG-GCC-

CTG-CCT-CCG-GGC-T CA-CCT-CGC-TGT-GAC-CTG-AAG-GAG-AAT-CTG-CTG-AAG-GAT-

AAC-TGT-GCC-CCA3′. La portion de śequence en gras indique le lieu de l’hybridation avec la

sonde compĺementaire 12C (voir figure : 5.1-c). Ces monobrins sont prépaŕes par synth̀ese chi-

mique.
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FIG.5.1– Trois syst̀emes ont́et́eétudíes : (a) des sondes de 25 bases de long, avec une cible correspondante

de 1500 bases, (b) des sondes de 36 bases de long, avec une cible de 500 bases, et (c) des sondes de 12

bases de long, avec une cible correspondante de 84 bases. Les cibles sont présent́ees dans le sens 3’ - 5’.

5.1.2 Protocoles d’hybridation

Les cibles nous sont fournies sous forme lyophilisée. Avant toute oṕeration, elles seront donc

solubiliśees dans une solution de [SSC5X] = 0,1M (SSC5X : 0,75 M de NaCl et 0,075M de SSC-

Salt Sodium Citrate) et SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) 0,1% en masse, afin d’obtenir une solution

de concentration 10−6 Mol (moles de brins par litre de solution)à pH de 8,5.

La phase d’hybridation effective est opéŕee enétalant une goutte de 50µL sur la puce, plaćee

entre lame et lamelle. La puce est alors placée dans un ŕeacteur̀a Tm-5◦C , où Tm est la temṕerature

de fusion de chacune des cibles, sous une atmosphère satuŕee en vapeur d’eau, pendant environ 2

heures. Les puces sont ensuite abondamment lavées avec une solution de SSC2X (SSC2X : 0,3

M de NaCl et 0,03M de SSC- Salt Sodium Citrate) et finalement rincées brìevement̀a l’eau de

manìereà retirer les sels.

Lorsque les brins̀a hybrider sont fournis sous forme de doubles brins (c’est en particulier
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le cas de brins de 1500 bases de long) uneétape supplémentaire est ńecessaire avant la phase

d’hybridation. Il s’agit de la d́enaturation des brins. Pour ce faire, la solution d’hybridation est

chauff́eeà 95oC pendant 10 minutes de manièreà briser les liaisons hydrogèneśetablies entre les

deux brins hybrid́es. On obtient ainsi la séparation du double brin en deux monobrins isolés. La

solution est ensuite imḿediatement d́epośee sur la puce et le processus d’hybridation peut débuter.

On pourra remarquer que les conditions d’hybridation des pucesà ADN retenues dans le

cadre de ce travail sont assez différentes des protocoles géńeralement rencontrés, dans lesquels

la phase d’hybridation dure souvent beaucoup plus longtemps, environ douze heures. Notre ob-

jectif consisteà optimiser les conditions d’hybridation. En choisissant des temps courts, on fa-

vorise l’hybridation sṕecifique aux d́epens de l’adsorption des molécules cibles sur la puce. Par

ailleurs, les abondants rinçages contribuentà retirer les brins qui malgré tout se seraient adsorbés.

En d́efinitive, on pourra supposer que, dans ces conditions, tout brin cible présent sur la puce est

hybridé.

Pour contr̂oler le bon d́eroulement des processus d’hybridation, les puces, dont les cibles sont

marqúees, seront analysées par microscopie de fluorescence.

5.1.3 Hybridation de doubles brins de 1500 bases

Les premìereétudes sur l’hybridation ont́et́e ŕealiśees avec des brins de grande taille, brins de

1500 bases, de manièreà s’affranchir autant que possible des problèmes de ŕesolution. Comme

nous l’avons dit plus haut, ces brins sont des brins issus de PCR et nous ontét́e fournis sous

forme dedoubles brins. L’ étape de d́enaturation par chauffage a doncét́e ŕealiśee avant d’oṕerer

la phase d’hybridation.

La figure 5.2 pŕesente une caractérisation par microscopie de fluorescence d’une puce après le

processus d’hybridation et les rinçages. Seuls les plots correspondant aux sondes 25C et 25C+CY3

renvoient un signal de fluorescence. Si, sur le plot 25C+CY3, le signal est principalement dû aux

sondes, sur le plot 25C, il est représentatif de l’hybridation. Toutefois, le niveau de signal d’hybri-

dation est relativement faible, Shybrid=0,075 u.a., et ne se situe que très ĺeg̀erement au dessus du

niveau de bruit Sbruit=0,045 u.a. La densité en brins hybrid́es avoisine donc la limite de résolution

de la microscopie de fluorescence, soit une densité de brins hybrid́es de l’ordre de 108 brins/cm2.

La figure 5.3 pŕesente les images AFM obtenues sur la zone hybridée des sondes 25C.

L’image de grande taille, fig. 5.3-A, met aisément eńevidence un nombre important de brins,

couch́es sur la surface. Ces brins sont distribués de manìere homog̀ene sur la surface et présentent

des orientations aléatoires. Du point de vue morphologique, ils apparaissent tantôt isoĺes, tant̂ot ils
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25C+CY3

25C 25NC

FIG.5.2 – Spectre de fluorescence obtenu après hybridation des molécules cibles de 1500 bases de long.

Le niveau de signal obtenu sur le plot hybridé est de 0,075 u.a. pour un niveau de bruit de 0,045 u.a. avec

comme signal de réf́erence celui obtenu sur les sondes marquées qui est le 1,2.
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A

B

1

2

C

FIG.5.3– Images AFM, obtenues après hybridation de brins monomarqués de longueur 1500 bases. A- A

grandeéchelle : 5000×5000 nm2, à moyennéechelle : 2500×2500 nm2 et enfin -C̀a petiteéchelle 400×400

nm2

se chevauchent conduisantà des structures plus complexes, observables en particulier sur la partie

centrale de l’image. Une mesure statistique du nombre de brins hybridés, sur plusieurs images,

donne une densité des brins hybrid́es de 5 brins/µm2, ce quiéquivautà 5.108 brins/cm2.

L’image 5.3-B, de plus petite taille, rend compte avec plus de détails des conformations prises

par ces brins. Dans cette zone, contrairementà l’image de grand format, les brins semblent tous

être orient́es dans la m̂eme direction. Cet effet provient probablement des conditions de rinçages

pratiqúes sur la puce. Une analyse plus précise de ces brins montre qu’ils ne présentent pas tous

les m̂emes caractéristiques. Deux catégories peuvent̂etre identifíees : des brins identiquesà celui

indiqué par la fl̀eche 1, poss̀edant une longueur moyenne d’environ 650 nm, une largeur de 12

nm, avec sur une grande partie de leur longueur une hauteur de 1 nm. On remarquera aux 5/6 de
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la longueur du brin une petite zone de contraste plus claire de hauteur 2 nm. La flèche 2 indique

le second type de brins qui possèdent quant̀a eux une longueur comprise entre 550 et 650 nm,

une largeur de 22 nm, et une hauteur plus importante située entre 2 et 3 nm sur la totalité de la

longueur du brin.

Les images des figures 5.3-C et 5.4, réaliśeesà petiteéchelle, pŕesentent une vue plus détaillée

des brins 1 et 2 respectivement. On retrouve en arrière plan, la morphologie en̂ılots de taille

13×22 nm2 correspondant aux sondes 25C.

L’image 5.4-A met eńevidence un brin de longueur environ 600 nm, hybridé avec une sonde

du plot 25C. L’image 5.4-B est un zoom sur la zone représent́ee par le cadre blanc de l’image

A-. Les coupes notées 1 et 2 sont reportéesà droite de l’image 5.4-B. Ce brin présente donc une

hauteur moyenne située autour de 1 nm, comme le montre la section 1à l’exception de la zone

indiquée par le pointeur sur l’image A- qui présente un contraste vertical de 2 nm sur une longueur

de 25 nm et qui est situéeà environ 85 nm du d́ebut du brin.

Sur chacune des puces analysées, les zones non-complémentaires ont́et́e syst̀ematiquement

imaǵees. Ces caractérisations n’ont jamais mis eńevidence la pŕesence de brins cibles adsorbés.

A titre d’exemple, la figure 5.5 présente deux images obtenues sur le plot des sondes 25NC après

hybridation des molécules cibles de 1500 bases de long. Comme le montre ces images obtenues

sur deux zones différentes, la surface est complètement d́epourvue de cibles. On retrouve ainsi la

morphologie en dentelle plus ou moins aéŕee des sondes 25NC présent́ees au chapitre préćedent

4. Nos ŕesultats semblent indiquer que les brins observés sont bien effectivement hybridés et que

les rinçages sont suffisamment efficaces pour retirer tout matériau biologique adsorbé de manìere

non sṕecifiqueà la surface des puces.

Discussion

De façon ǵeńerale, l’ensemble de nos images AFM démontre que les brins cibles sont aisément

identifiables sur les zones des sondes complémentaires et uniquement sur elles. Ils apparaissent

allonǵes sur la surface, parfois orientés comme sur l’image de 2500×2500 nm2 (figure 5.3). Une

analyse plus pŕecise des brins hybridés a mis eńevidence deux catégories de brins témoignant de

l’existence de plusieurs ”conformations” possibles. On rappelle que l’hybridation aét́e effectúee

avec une solution contenant les brins complémentaires aux sondes 25C, non pas sous forme de

monobrins mais sous forme de doubles brins préalablement d́enatuŕes. La solution d’hybridation

contient donc le brin complémentaire des sondes 25C maiségalement le complémentaire de celui-

ci. Ainsi, les deux types de brins peuventêtre analyśes comme deux processus d’hybridation

diff érents. En effet, le brin de type 1 semble correspondreà la configuration simple, initialement

attendue et d́ecrite sur la figure 5.6-A. Le monobrin complémentaire hybrid́e à une sonde 25C
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FIG.5.4– Zoom sur un brin hybrid́e de 1500 bases sur les sondes de type 25C. L’image A présente le brin

dans sa globalit́e. Le zoom, image B, dont la zone est représent́ee par le carŕe blanc sur l’image A met en

évidence la zone d’hybridation avec les coupes correspondantesà droite.
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FIG.5.5– Images AFM obtenues sur le plot des sondes non complémentaires 25NC, après hybridation des

brins de 1500 bases de long.

poss̀ede ainsi sur la quasi totalité de sa longueur unéepaisseur correspondant au monobrin, soit

les 1 nm mesuŕes, et sur une petite zone, une hauteur de 2 nm pouvant correspondreà la zone òu

a ét́e oṕeŕee l’hybridation.

Le brin de type 2 serait le résultat de deux hybridations successives : l’une du brin PCR avec la

sonde et l’autre entre la cible hybridée et son complémentairéegalement pŕesent dans la solution.

Cette hypoth̀ese est en bon accord avec les hauteurs mesurées sur les brins de cette catégorie,

comprises entre 2 nm dans le cas où on a un double brin et de 3 nm pour le lieu de la première

hybridation. Ces configurations bien que surprenantes sont en fait très pŕesentes̀a l’état naturel,

puisqu’on peut les obtenir̀a chaque fois qu’il y a transcription d’une séquence par l’interḿediaire

d’un ARNm (ARN messager) [3].

Les images de petite taille 5.4-A et -B réaliśees dans le cas de l’hybridation ”simple” montrent

la pŕesence d’une zone de contraste vertical nettement plus important passant de 1 nmà 2 nm sur

une longueur de 25 nm. Par ailleurs, la position de cette zone aét́e évalúeeà 85 nm du d́ebut du

brin. En reprenant le schéma pŕesentant les diff́erents syst̀emes śelectionńes pour les tests d’hybri-

dation 5.1, on constate que dans le cas des brins cibles de 1500 bases de long, la zone d’hybridation

est sitúeeà 185 bases de l’extrémit́e 3’, correspondant̀a une longueur de 80 nm. Compte tenu de

la convolution de la pointe, ces deux distances peuventêtre mises en relation et on peut donc en

conclure que la zone de hauteur 2 nm estla zone d’hybridation entre les monobrins sondes et

cibles.

Une évaluation th́eorique de la longueur des brins cibles peutêtre effectúee en prenant 0,43

nm [5] pour la longueur par base dans le cas d’un monobrin et 0,34 nm [4] pour la longueur
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FIG.5.6 – Interprétation des configurations observées sur les brins de 1500 bases. A- la configuration

attendue òu une moĺecule cible s’hybride avec une sonde 25C. On notera cette catégorie : 1. B- Une confi-

guration plus complexe correspondantà la préćedente avec le complémentairèa la cible qui se ŕehybride

sur l’ensemble de sa longueur. Cette catégorie est not́ee 2.

d’une base dans le cas d’un double brin (en conformation B). On obtient ainsi pour les brins de

la cat́egorie 1 une longueur de 643 nm et pour ceux de la catégorie 2 une longueur de 510 nm.

On constate que dans le cas des brins de type 1, les longueurs mesurées (Lexpe ∼650 nm) sont en

bon accord avec l’évaluation th́eorique (Lth ∼643 nm). En revanche, dans le cas des brins de type

2, l’intervalle de longueur trouv́e exṕerimentalement (Lexp ∈ [550 − 650] nm) est important et

les longueurs mesurées sont quasiment toujours supérieures̀a la valeur th́eorique(Lth ∼510 nm).

Desélongations de brins d’ADN ont déjà ét́e constat́ees lors d’exṕeriences oṕerant par peignage

moléculaire sur des doubles brins [6]. Ces expériences ont montré qu’il était possible d’atteindre

une élongation des brins allant jusqu’à 30% de leur longueur initiale. Sans atteindre des effets

aussi importants, il est probable que les abondants rinçages effectués apr̀es la phase d’hybridation

aient conduit̀a étirer ĺeg̀erement les brins hybridés, conduisant ainsià une augmentation de leur

longueur. On remarquera que cet effet ne se manifeste pas dans le cas des brins de type 1, car

ceux-ci poss̀edent une flexibilit́e naturelle bien suṕerieure aux doubles brins, leur permettant ainsi

de ne pas subir d’élongation de leur structure durant les rinçages.

Jusqu’̀a pŕesent, on ne s’est paśetonńe de mesurer des hauteurs qui se trouvaientêtre en

excellent accord avec les valeurs obtenues par d’autres types d’expériences et en particulier les

exṕeriences par diffraction X [7]. Or, ce fait n’est pas commun dans lesétudes par microscopie

à force atomique. En effet, nous avons montré dans le chapitre 3.1.3 que la mesure des hauteurs

sur l’ADN constitue un vrai d́ebat dans la communauté du champ proche. En effet, de nombreux

travaux dans la fin des années 90 et m̂eme encore aujourd’hui ont rapporté des valeurs de hauteur
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d’ADN double h́elice, allant de 0,7̀a 1,6 nm [8, 9], valeurs bien inférieuresà celle attendue de

2,34 nm (pour la conformation B). De nombreuses expériences [10–13] ont́et́e ŕealiśees dans le

seul but de comprendre pourquoi la mesure de la hauteur de l’ADN posait tant de problèmes. Or,

dans nos exṕeriences on retrouve bien les valeurs attendues. La petite discussion qui va suivre a

pour objet d’expliquer pourquoi notre expérience nous permet de mesurer des valeurs proches des

valeurs th́eoriques.

Dans le chapitre 3, nous avons mentionné trois arguments permettant d’expliquer les artéfacts

de mesures de l’épaisseur de la molécule d’ADN : l’écrasement de la molécule d’ADN par la

pointe en situation de Contact Intermittent (CI), l’effet de l’adhésion de la moĺecule sur son sub-

strat et enfin, les changements d’interaction entre le substrat et la molécule. En ce qui concerne le

premier point, les conditions expérimentales ont́et́e choisies pour notréetude de manièreà éviter

tout contact entre la pointe et leséchantillons (voir la discussion des conditions expérimentales,

à la fin du chapitre 1). Ce mode de travail est appelé par Garcìa et al. [14] non contact AM-

AFM, c’est-̀a-dire que la ŕetroaction est bien effectuée sur l’amplitude, comme dans le cas du

mode Contact Intermittent, mais en se plaçant sur la branche de ”petite amplitude” suivant la-

quelle la pointe n’est jamais en contact avec l’échantillon. Toute la difficult́e dans nos exṕeriences

a ét́e de trouver ces conditions expérimentales pour l’ensemble des 250 pointes utilisées. En ce

qui concerne l’effet de l’adh́esion de la moĺeculeà son substrat, il est plus difficile de trancher

sur ce point. En effet, rien ne peut empêcher que les bases de la cible opèrent des hybridations

partielles avec des bases de sondes n’ayant pas réagi. Or, on a vu que pour les brins réhybrid́es,

on observait une nette augmentation de l’épaisseur des molécules passant ainsi de 1à 2 nm. Il

semble donc qu’un appariement partiel aurait plutôt comme conśequence d’augmenter la hauteur

de la moĺecule d’ADN, plut̂ot que de la ŕeduire. Enfin, le dernier argumenténonće concerne les

probl̀emes de changement de nature de l’interaction entre la pointe et la surface quand la pointe

passe du substrat, ici les sondes,à la moĺecule d’ADN. Cet argument a en effetét́e souvent avancé

dans les exṕeriencesétudiant des systèmes de brins d’ADN d́epośes sur du mica, òu le chan-

gement de la nature des interactions est important [15, 16]. Or, dans notre cas, pour les brins

hybridés, les brins analysés sont d́epośes sur un tapis de molécules de m̂eme nature, n’induisant

de ce fait que peu de changement d’interaction au moment où la pointe d́ecrit la moĺecule cible.

Toutes les conditions sont donc favorablesà uneévaluation pŕecise de la hauteur de molécules

d’ADN et nous conduisent bieǹa mesurer des hauteurs d’objets en bon accord avec les valeurs

attendues.

5.1.4 Hybridation de monobrins de 600 bases

Une deuxìemeétude aét́e engaǵee avec des brins de plus petite taille, 600 bases environ,

fournis sous forme desimples brins de manìere à s’affranchir des problèmes d’interpŕetation
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des diff́erentes configurations rencontrés dans l’́etude pŕećedente. On espère par ailleurs pouvoir

confirmer la mise eńevidence de la position de la zone d’hybridation attendueà 164 bases de

l’extrémit́e 3’ du brin (voir figure 5.1). Deux types de brins ontét́e étudíes : des brins multi-

marqúes, posśedant 24% de leur longueur marquée et des brins non marqués.

a- Hybridation des molécules multimarquées

La premìereétude áet́e ŕealiśee sur les brins multimarqués, de manièreà pouvoir contr̂oler la

présence effective de cibles par microscopie de fluorescence. A l’issue de la phase d’hybridation

l’analyse par microscopie de fluorescence (figure 5.7) met enévidence la pŕesence de brins hy-

bridés sur la zone des sondes 36C, complémentaires de ces cibles. L’absence de signal sur la zone

37NC confirme que l’hybridation est bien spécifique. Le niveau du signal sur la zone hybridée

est proche du niveau de bruit de fond. Une fois encore, l’analyse est réaliśee dans des conditions

correspondant aux limites de détection de la microscopie de fluorescence.

Par ailleurs, on constate sur cette image que le signal de fluorescence présente de grandes

disparit́es. Sur la partie gauche du plot le niveau de signal détect́e est de 0,16 u.a. et avoisine qua-

siment le double du signal détect́e sur la zone droite du plot, qui est de 0,09. Pour expliquer cet

effet, une premìere hypoth̀ese serait de considérer que le d́ep̂ot de sondes est inhomogène sur l’en-

semble de la surface du plot, induisant une densité surfacique en sondes immobilisées beaucoup

plus importante dans la partie extérieure gauche du plot qu’ailleurs. Cependant, l’étude conduite

sur les cibles de 1500 bases de long donne une densité en cibles hybrid́ees (∼ 108 cibles/cm2)

qui s’av̀ere être 1000 fois inf́erieureà la densit́e de sondes immobilisées (∼ 1011 sondes/cm2).

On peut donc en conclure que le paramètre influant sur le rendement d’hybridation n’est pas le

nombre de sondes immobilisées mais la concentration de la solution en cibles et les conditions

exṕerimentales durant la phase d’hybridation. Resteà prendre en compte les conditions de dép̂ot

qui n’ont pas encoréet́e discut́ees. On rappelle que dans le protocole utilisé, voir 5.1.2, l’hybrida-

tion est oṕeŕee en d́eposant une goutte de la solution d’hybridation sur la surface. Cette goutte est

ensuitéetaĺee pour constituer un film mince entre lame et lamelle. Cette procédure, bien que limi-

tant l’influence des perturbations extérieures, ne garantit cependant pas unétalement homog̀ene

de la solution sur l’ensemble de la surface. En particulier, la présence d’asṕerité à la surface de

la puce peut perturber le mouillage lors du dép̂ot de la solution d’hybridation et conduirèa des

disparit́es importantes sur le rendement d’hybridation.

L’analyse AFM aét́e effectúe sur la zone ”dense” du plot. L’imagèa grandéechelle (figure

5.8-A) permet d’identifier les brins cibles de 600 bases de long. Ils sont distribués de manìere

homog̀ene sur la surface et semblentêtre isoĺes les uns des autres. Leur densité est relativement
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36C 37NC

25C
+CY3

FIG.5.7 – Spectre de fluorescence obtenu après hybridation des molécules cibles de 600 bases de long. Le

niveau de signal obtenu sur le plot hybridé est de 0,16 u.a. pour un niveau de bruit de 0,071 u.a. avec

comme signal de réf́erence celui obtenu sur les sondes marquées qui est le 0,7 u.a..
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FIG.5.8– Images AFM obtenues sur les monobrins cibles de 600 bases de long multimarqués. A- Image de

”grande” taille 2700×2700 nm2, B- Image de 1500×1500 nm2, C- Image de 700×700 nm2 et D- Image

de 400×400 nm2, avec les coupes correspondantes notées de 1̀a 3.
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FIG.5.9– Histogramme des longueurs des monobrins cibles de 600 bases de long.

importante et est́evalúee autour de 15-20 brins/µm2. L’imageà moyennéechelle 5.8-B montre les

brins avec plus de d́etails et permet d’observer quelques structures plus complexes correspondant

à des assemblages de plusieurs brins, visibles en particulier au centre de l’image. A plus petite

échelle, les images -C et -D mettent enévidence une structure granuleuse sur les brins cibles

de 600 bases. En effet, les brins affichent sur la quasi-totalité de leur longueur des ”grumeaux”

d’épaisseur de 2 nm ( voir coupe 2), tandis que le restant du brin possède unéepaisseur de 1,2

nm (voir coupe 3). On remarquera une zone de contraste vertical allant jusqu’à 3 nm (voir coupe

1) que l’on retrouve sur un grand nombre de brins. Sur cette même image on peut par ailleurs

observer une morphologie impliquant deux brins, notée Y et un brin ”standard”, noté X.

Des mesures de la longueur des brins de 600 bases ontét́e ŕealiśees de manièreà obtenir une

statistique sur leur longueur. Ces résultats sont reportés sur la figure 5.9. On obtient ainsi une lon-

gueur moyenne des brins de 208 nm avec unécart type tr̀es important de 57 nm.

Discussion

Les brins de 600 bases apparaissent donc aisément identifiables̀a toutes leśechelles pŕesent́ees.

Ils sont ǵeńeralement isoĺes les uns des autres,à l’exception de quelques morphologies ”exo-

tiques”. Leur morphologie grumelée conduità une augmentation de l’épaisseur des monobrins

passant de 1 nm̀a 2 nm sur une bonne partie de leur longueur. Plusieurs hypothèses peuvent

expliquer cet effet. La première s’appuie sur la nature des brins. Les brins analysés ici sont des
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FIG.5.10– Formule d́evelopṕee des molécules fluorescentes utilisées pour le marquage des brins de 600

bases de long.

monobrins multimarqúes. Ils sont donc jalonnés de moĺecules fluorescentes CY3 sur environ 24%

de la longueur de leur séquence (voir paragraphe 5.1.1 en début de ce chapitre). Aussi, ces struc-

tures en grumeaux peuventêtre interpŕet́ees par la pŕesence de ces chromophores (voir la formule

dévelopṕee figure 5.10), qui ajoutent uneépaisseur d’environ 1 nm̀a la basèa laquelle ils sont

fixés, conduisant̀a uneépaisseur du brin de 2 nm pour les bases marquées. Cette valeur est en

bon accord avec les valeurs obtenues par les coupes sur ces objets. Une seconde hypothèse serait

d’envisager des repliements au sein du monobrin multimarqué. Cette hypoth̀ese est difficilèa dis-

cuter car les simulations ne permettent pasà l’heure actuelle de prendre en compte la présence de

chromophores. Or, comme un quart de la longueur de la molécule est marqúe, il apparâıt difficile

de s’affranchir de la présence des chromophores du point de vue des simulations.

L’analyse des caractéristique des molécules rend compte d’une disparité importante de leur

longueur. La distribution en taille attendue devraitêtre centŕee autour de 254± 43 nm ( 600±100

bases). Or, la statistique obtenue donne une valeur moyenne bien inférieure, centŕee autour de 208

nm avec une dispersion de 57 nm autour de cette valeur. Cette distribution recouvre bien la valeur

attendue de 254 nm mais ne la place pas en contribution dominante. Deux conditions peuventêtre

mises en avant pour expliquer ce résultat. Les longueurs de brins ontét́e simuĺees avec comme

valeur de la longueur par base : 0,43 nm pour les simples brins et 0,34 nm pour les doubles brins.

Or, il n’est pas exclu que la présence de chromophores limite la flexibilité des brins, conduisant

ainsià une ŕeduction de la longueur. A titre indicatif, si l’on choisit une longueur par base de 0,34

nm pour l’ensemble de la séquence, on trouve une longueur de 204 nm pour les brins cibles, valeur

qui se trouvêetre proche de la valeur mesurée. Le second aspectà prendre en compte concerne

la méthode de pŕeparation des brins. En effet, ces brins sont issus d’une synthèse enzymatique.
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Ainsi, la longueur des brins obtenus est conditionnée par deux param̀etres : le temps de réaction

et le moment òu l’enzyme a d́ebut́e la synth̀ese. Il est donc probable que pour ces brins le temps

de la synth̀ese aitét́e lég̀erement plus court que le temps caractéristique permettant d’obtenir la

longueur souhaitée (600 bases), conduisant ainsià une ŕeduction de la taille moyenne des brins

ainsi ǵeńeŕes [2].

Un dernier point restèa discuter. Il s’agit de la présence de la zone d’épaisseur 3 nm. Compte

tenu de la configuration complexe de ces brins du fait de la présence des chromophores, son in-

terpŕetation est difficile. On peut tout de même constater que la valeur de 3 nm peut correspondre

à l’épaisseur de 2 nm d’un double brin auquel vient s’ajouter 1 nm d’épaisseur d̂ue aux chromo-

phores fix́es sur les bases thymines de la cible. La zone de 3 nm d’épaisseur pŕesente donc toutes

les caract́eristiques attendues pourêtre identifíee comme la zone d’hybridation (voir figure 5.10)

. Cependant il n’est pas̀a exclure que l’augmentation de l’épaisseur puisse correspondreà des

repliements au sein de la molécule cible. Aussi, nous ne nous avancerons donc pas d’avantage sur

cette interpŕetation.

b- Hybridation des brins non marqués

De manìereà vérifier l’origine des structures grumelées observ́ees sur les cibles multimarquées,

une étude aét́e ŕealiśee avec des oligonucléotides cibles non marqués. Ces brins sont́elaboŕes

suivant un protocole identiquèa celui des cibles multimarquées,à la différence pr̀es que les

nucĺeotides thymine marqués sont ici remplaćes par des nucléotides thymine standards. Dans ce

cas, aucunéetude par microscopie de fluorescence n’a puêtre ŕealiśee avant d’entamer l’étude par

microscopièa force atomique.

La caract́erisation AFMà l’échelle de (2200× 2200)nm2 (figure 5.11-A) ŕevèle la pŕesence

de brins en surface de la puce. Cependant, leur distribution s’avère peu homog̀ene, laissant ap-

parâıtre l’absence de brins sur des zonesétendues (voir la partie supérieure de l’image). La den-

sité des brins pŕesents sur la surface est de 2-3 brins/µm2 et donc bien inf́erieureà celle observ́ee

apr̀es hybridation de brins de m̂eme longueur mais multimarqués (environ 20 cibles /µm2). Par

ailleurs, l’image de 1500 nm de côté (figure 5.11-B) montre que l’identification de brins s’avère

plus d́elicate que dans le cas des brins multimarqués (image 5.8-B).

Les images̀a petiteéchelle, d’environ 250 nm de côté (figure 5.12), pŕesentent des brins de

configurations diff́erentes. On distingue un brin A, allongé sur la surface dans une formeétirée,

un brin B qui adopte une configuration courbée et le brin C qui se boucle sur lui-même. Si, on

pousse plus loin l’analyse, on constate que, bien qu’apparemment plutôt différentes, ces structures
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FIG.5.11 – Images AFM obtenues après hybridation des brins cibles de 600 bases sur leurs sondes

compĺementaires 36C, A-̀a échelle de 2000×2000 nm2, et B-à l’ échelle 1500×1500 nm2.

poss̀edent quelques caractéristiques morphologiques communes. En effet, ces trois brins semblent

se structurer en cinq parties. Les deux extrémit́es se pŕesentent comme deux structures enı̂lots de

hauteur 2 nm et de longueur 15-20 nm pour celle dont les coupes (figure 5.12) sont notées 4, et

des longueurs plus variables pour l’autre partie (voir figure 5.13), allant de 20 nm pour le brin A,

à 60 nm pour le brin B (coupe noté 1). La partie centrale du brin atteint globalement uneépaisseur

de 1à 1,5 nm de haut sauf sur une zone situéeà environ 137 nm de l’extrémit́e 4 òu le brin s’́elève

à 2 nm (coupes notés 2).

Ces ŕesultats nous am̀enent dans un premier tempsà nous interroger sur la différence de ren-

dement de l’hybridation quand on passe de brins multimarquésà des brins non marqués. En effet,

la densit́e en brins hybrid́es multimarqúes aét́e évalúee autour de 20 cibles/µm2, tandis qu’elle

n’est que de 2-3 cibles/µm2 dans le cas des cibles non marquées. De nombreuses zones ontét́e

analyśees sur 5 hybridations différentes (avec les cibles non marquées) conduisant toutes̀a ce

résultat. Quelle est donc l’origine de cesécarts de rendement des processus d’hybridation ?

Un contr̂ole par les protocoles biologiques de caractérisation paŕelectrophor̀ese [17] aét́e

effectúe et nous affirme que la concentration en cibles des solutions d’hybridation est très voisine

pour les deux catégories de cibles marquées et non marquées. L’origine de ces disparités ŕeside

donc a priori dans la phase d’hybridation. A ce niveau, deux scénarios peuvent̂etreévoqúes.

Un premieŕelément pouvant justifier ces différences de rendement réside dans la conformation

de ces brins au moment de l’hybridation. Dans le cas où les brins poss̀edent des structures secon-

daires suffisamment stables, il aét́e montŕe par E. A. Oussatchevaet al. [18] qu’elles pouvaient
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FIG.5.12– Trois zooms sur des molécules cibles isolées. Elles sont présent́ees avec leurs coupes corres-

pondantes notées : 1, 2, 3, et 4, pour chacune des figures.
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FIG.5.13– Images de petite taille avec description des longueurs caractéristiques.
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fortement perturber l’hybridation, jusqu’à l’inhiber compl̀etement.

Le second́elément rel̀eve des problèmes d’ad́equation des conformations des molécules cibles

et sondes. En effet, dans les puces le brin sonde est immobilisé sur un substrat, ce qui limite for-

tement sa mobilit́e. De ce fait, il est donćegalement possible que les deux brins cible et sonde, en

fonction de leur conformation propre, aient du malà s’hybrider. Cependant, cet argument va en

sens inverse de notre situation. En effet, du fait de la présence de nombreux chromophores le long

des cibles multimarqúees, ces brins devraient présenter une mobilité plus faible que les brins non

marqúes, ce qui conduirait̀a une baisse du rendementà l’hybridation. Or, nous observons l’in-

verse. Ceci nous incitèa penser que l’origine du faible rendement pour des cibles non marquées

provient du fait qu’elles possèdent des structures secondaires stables. Au contraire, la présence

des chromophores au sein de la cible multimarquée peut induire une gêneà la formation de ces

structures secondaires, de part l’encombrement stérique de ces molécules fluorescentes et une ri-

gidité plus importante de l’ensemble du brin. Ceséléments permettent d’obtenir une première

justification de la diff́erence de rendementà l’hybridation.

Les morphologies observéesà petiteéchelle, figures 5.12 et 5.13, semblent quantà elles ren-

voyerà une conformation plutôt reproductible, structurée autour de la constitution de 5 zones. La

figure 5.14 mod́elise la structure observée de manìere reproductible sur ces images.

� � � � � � � � � �

� � 	 
 � � 	 
 � � � 
 �


 � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �

� � �

�  ! " # $ # % & ' % ( ' ) � $ $ !
*  ! + , (  ! - $ � ' . %  " % $ / 0

/ (  ! - $ � 1 $ ! 2 3 4 $

5 6 7 8 9 : 8 ; < = > ? 8 9 8 @ A B ; C D B A E ; F B @ ; ? 9 A

G 6 7 8 9 : 8 ; < = > ? 8 9 = > > B 9 H E B = I ; J A K L @ ; ? H = > ? 8 9 H B A M ? @ F B A H B N O O @ = A B A H B F 8 9 P

Q R ST U
VWX

Y Z [ \ Z ] ^ _ Y ] ^` a b c a d e f g h d e

i j k l mn o p

q r s t

u v w x y w z { v z | v } ~ yy � x z y � y x � � �

FIG.5.14– A- Conformation attendue du brin. B- Schématisation de la conformation observée sur les trois

brins. Les brins semblent constitués de 5 zones différentes, d’́epaisseur et de longueur spécifiques.

La régularit́e avec laquelle nous observons ces cinq zones nous a rapidement amené à nous

intéresser aux problèmes des repliements internes du brin sur lui-même. De manièreà pousser plus

loin notre discussion, nous allons analyser la possiblité de constituer des structures secondaires
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dans nos conditions expérimentales ( T= Tm-5oC, [Na+]=0,3 M). Nous nous appuyerons sur le

logiciel de calcul de structures appelé mfold et mis au point par le groupe Zucker [19–21]. Ces

simulations sont fond́ees sur une minimisation de l’énergie dans la structure du monobrinétudíe

[20]. Le logiciel analyse les repliements possibles et les classe en fonction de leur stabilté d’un

point de vuéenerǵetique. Les brins sont considéŕes libres en solution saline (en présence de contre-

ions Na+ ou Mg2+) de concentration choisie. Ces simulations ne décrivent donc pas parfaitement

notre syst̀eme. En effet, dans notre cas, les brins sont hybridés avec une sonde de la surface. Ils ne

sont donc pas libres, mais fixésà la surface par la zone d’hybridation. Par ailleurs, l’ensemble de

nos exṕeriences AFM ont́et́e conduites̀a l’air. On fera donc ici l’hypoth̀ese que la cible ”̀a sec”

conserve la structure qu’elle possèdait en solution après hybridation.

La longueur de la śequencéetant d́efinie par la progression de l’enzyme sur l’ARN de référence,

la longueur du brin ǵeńeŕe est variable et comprise entre 500 et 700 bases de long avec une exten-

sion plus ou moins importante de la terminaison 5’. En revanche, l’extrémit́e 3’ est bien d́efinie du

fait du processus de reconnaissance de la séquence par l’enzyme.

On pŕesente ici deux ŕesultats de simulations obtenus de manière reproductible pour deux

longueurs de brin : un brin cible de 633 bases (figure 5.15) et un brin de 763 bases (figure 5.16).

Les ŕesultats pour les deux longueurs simulées sont coh́erents et mettent eńevidence les

mêmes zones de repliements pour leurs parties communes. Ils indiquent que ce brin cible possède

de nombreux repliements, de taille plus ou moins importante allant de petites ”boucles” impli-

quant une dizaine de bases ou moins,à des assemblages de très grande taille pouvant regrouper

jusqu’̀a 130 bases, comme c’est le cas pour le repliement 1 (fig.5.15 et 5.16). La stabilité de ces

repliements peut̂etre estiḿee en terme de solidité en comptant le nombre de liaisons formées entre

bases, maiśegalement en comparant le nombre de liaisons C-G et le nombre de liaisons A-T. En

effet, la liaison entre C-Ǵetant plus robuste puisqu’elle implique 3 liaisons hydrogènes, elle sera

donc dominante sur la liaison A-T. Ainsi, les régions comportant un nombre important de paires

de bases C-G seront donc les régions les plus stables. Aussi, les deux repliements notés 1 et 2 se-

ront assez stables car ils impliquent tous deux un nombre important de liaisons C-G successives.

A titre d’exemple, le repliement 2 résulte de la formation de 21 liaisons dont 11 sont des liaisons

C-G.

Sur le restant de la séquence, on n’observe que quelques petits regroupements susceptibles

d’être robustes, on peut noter dans le cas de la séquence la plus longue de 763 bases, la formation

de 4 ”́epingles” au d́ebut de la śequence en 5’, impliquant respectivement 6 (C-G), 9, 10 et 6

(dont 5 G-C) liaisons successives qui confèrentégalement une bonne stabilité de ces structures.

A l’autre extŕemit́e des brins en 3’, on trouve quelques structures impliquant 4-5 paires de bases,

mais avec un nombre important de liaisons A-T. La formation de ces structures sera donc moins

stable que celles observéesà l’autre extŕemit́e qui implique d’avantage de liaisons C-G.
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FIG.5.15 – Conformation secondaire stable du brin de 633 bases de long simulée à partir du logiciel

”mfold”. Les séquences sont présent́ees de 5’ en 3’. Les ”points rouges” représentent les liaisons entre

guanine et cytosine, impliquant 3 liaisons hydrogènes et les points bleus les liaisonsétablies entre thy-

mine et ad́enine, impliquant 2 liaisons hydrogènes. On remarque deux repliements majeurs le long de cette

séquence de 633 bases : un rempliement englobant les bases comprises entre la base n◦19 et la base n◦

151, not́e repliement 1 et un second englobant les bases comprises entre 349 et 416, noté repliement 2. La

zone d’hybridation se situe entre les bases n◦ 433 et 469.

En ce qui concerne la zone d’hybridation, on remarque qu’elle comporteégalement deux pe-

tites structures secondaires, enépingle impliquant 3 paires de bases chacunes. Ces structure bien

que moins stables que celles mentionnées pŕećedemment a tout de m̂eme une bonne probabilité

d’exister. Si l’on rapproche ce résultat du faible rendement d’hybridation discuté pŕećedemment,
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FIG.5.16 – Conformation secondaire stable du brin de 763 bases de long simulée à partir du logiciel

”mfold”. Les séquences sont présent́ees de 5’ en 3’. Les ”points rouges” représentent les liaisons entre

guanine et cytosine, impliquant 3 liaisons hydrogènes et les points bleus les liaisonsétablies entre thy-

mine et ad́enine, impliquant 2 liaisons hydrogènes. On remarque deux repliements majeurs le long de cette

séquence de 763 bases : un rempliement englobant les bases comprises entre la base n◦149 et la base

n◦281, not́e repliement 1 et un second englobant les bases comprises entre 479 et 546, noté 2. La zone

d’hybridation se situe entre les bases n◦ 563 et 599.

on constate qu’ils sont cohérents et confirment que c’est probablement la présence de repliements

de la śequence dans la zone d’hybridation qui limite le rendement du processus d’hybridation.

Si, on compare les résultats de ces simulations avec la structure en 5 parties décrite pour les

brins observ́es en AFM (figure 5.14), on constate, que les variations de longueur de la zone notée

1 peuventêtre associéesà la pŕesence d’une ou plusieursépingles d́ecrites par les simulations

vers l’extŕemit́e 5’ de la śequence, en fonction de celle-ci. La zone 3 décrite sur la figure 5.14,

peut alorŝetre associée au repliement noté 1. En effet, cet assemblage de 130 bases sous forme de

double brin (2 nm) repŕesente une zone de 13 nm de l’épaisseur d’un double brin s’il est couché

sur la surface. Il est attenduà environ 65 nm quand la séquence est longue de 763 bases, ce qui est

en bon accord avec les observations AFM.

En revanche la confrontation des images AFM avec les simulations est plus délicate pour les

parties 4 et 5 (d́efinies figure 5.14), en particulier en ce qui concerne le positionnement relatif des

repliements et de la zone d’hybridation. Dans la quatrième ŕegion, l’épaisseur du brin varie faisant
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apparâıtre par endroits des zones lég̀erement plus contrastées. Ces zones ont des positionnements

diff érents sur les trois images présent́ees, qui rend leur interprétation difficile. Enfin, l’extŕemit́e

3’ du brin pŕesente uńepaisseur de 2 nm qui traduit la présence probable d’un ou plusieurs replie-

ments correspondant peut-être aux 2́epingles mises eńevidence dans les simulationsà l’extremit́e

3’, qui on le rappelle, est bien définie.

5.1.5 Hybridation de monobrins de 84 bases

Enfin, pour poursuivre l’́etude en fonction de la longueur des brins cibles, une dernière taille

de brins aét́e analyśee. Des monobrins de 84 bases de long, ontét́e hybrid́es sur les puces. A

l’issue de la phase d’hybridation, l’analyse par microscopie de fluorescence met enévidence la

présence de brins hybridés sur la zone des sondes complémentaires 12C. Le signal détect́e est

faible, environ 0,425 u.a. pour un niveau de bruit avoisinant les 0,410 u.a. (voir figure 5.17). Le

taux d’hybridation se situe, comme dans le cas des brins de 1500 bases,à la limite de d́etection de

la microscopie de fluorescence, correspondantà 108cibles/cm2.

Les images obtenues après hybridation des monobrins de 84 bases sur les sondes de type 12C

sont report́ees sur les figures 5.18 et 5.19.

A grande et moyennéechelle (figure 5.18-A et -B), elles montrent unétat de surface lisse et

relativement homog̀ene. En comparant l’image 5.18-B avec une image caractéristique obtenue sur

les sondes 12C avant hybridation, figure 5.18-C, on constate que les deux surfaces possèdent des

morphologies similaires. Cependant, la rugosité (RMS) est́evalúeeà 0,71 nm apr̀es hybridation,

ce qui marque une lég̀ere augmentation par rapportà celleévalúee pour les sondes seules qui est

de 0,47 nm.

A plus petiteéchelle, les images des figures 5.19-B et -D, mettent enévidence des structures

en filaments enchevêtŕes. Si on comparèa nouveau ces images avec des images de taille identique,

700×700 nm2 et 400×400 nm2, obtenues sur les sondes 12C avant hybridation, on constate un

net changement de morphologie entre ces deuxétapes. Avant hybridation, les molécules sondes

s’organisent en petitŝılots circulaires de diam̀etre 11 nm environ, alors qu’après hybridation les

structures filaires semblent recouvrir le tapis d’ı̂lots encore visible par endroit en arrière plan. Cette

diff érence morphologique peut doncêtre interpŕet́ee comme la mise eńevidence des molécules

cibles hybrid́ees sur la surface. La densité de moĺecules cibles semblêetre relativement́elev́ee

dans cette zone.

Une image de tr̀es petite taille autour d’uńelément isoĺe sur la surface est rapportée figure

5.20. Le brin se pŕesente sous une forme allongée avec une longueur d’environ 40 nm de long et

15 nm de large. L’́epaisseur du brin est, en moyenne, de l’ordre de 1 nm,à l’exception d’une zone

d’épaisseur de 2 nm, de longueur environ 12 nm, situéeà 25 nm de l’extŕemit́e marqúee par le
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FIG.5.17– Spectre de fluorescence obtenu après hybridation des molécules cibles de 84 bases de long. Le

niveau de signal obtenu sur le plot hybridé est de 0,425 u.a. pour un niveau de bruit de 0,41 u.a. avec

comme signal de réf́erence celui obtenu sur les sondes marquées qui est de 1,2 u.a..

curseur.

Discussion

Le premierélément remarquable dans cetteétude est une plus grande difficulté à d́etecter les

brins hybrid́es, par rapport aux́etudes pŕećedentes. En effet, leur présence a principalementét́e

caract́eriśee par diff́erence morphologique entre l’état de surface des sondes seules et celui après

hybridation. Plusieurs raisons peuventêtre avanćees pour justifier ce point. Les images de taille

moyenne mettent eńevidence les brins hybridés non pas de manière isoĺee, mais emm̂elés, ce qui

n’était pas le cas pour les deux autres systèmeśetudíes.

Ceci traduit le fait que dans cette zone la densité en cibles hybrid́ees est relativementélev́ee et

probablement nettement supérieure aux densités mesuŕees sur les cibles de 1500 et 600 bases. Un

second́elément ŕeside dans la taille des molécules cibles̀a d́etecter. En effet, la longueur attendue

est relativement petite, environ 35 nm (voir figure 5.1) et se trouve très proche de la taille de nos
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FIG.5.18– Images AFM obtenues sur la zone 12C hybridée avec des monobrins de 84 bases de long. A-

Image de grande taille : 5000× 5000µm2, B- image de taille moyenne, 1500× 1500µm2, en ŕef́erence

on rappelle l’image C- d́ecrivant les sondes 12C avant hybridation.
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FIG.5.19– Images AFM obtenues sur la zone 12C hybridée avec des monobrins de 84 bases de long, en

les comparant̀a des images de taille identique obtenues sur les sondes 12C avant hybridation. A- Image

de 700× 700µm2 sur les sondes 12C, avant hybridation, B- image de 700× 700µm2 sur les sondes 12C

après hybridation avec les monobrins de 84 bases, C- image de 450× 450µm2 sur les sondes 12C, avant

hybridation et D- image de 500× 500µm2 sur les sondes 12C après hybridation avec les monobrins de 84

bases.
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FIG.5.20– Images d’un brin cible de 84 bases hybridé avec une sonde 12C de taille 70×70 nm2, avec deux

coupes not́ees 1 et 2 reportéesà droite de l’image.

pointes (environ 10 nm). Ainsi, on peut penser que si les molécules sont nombreuses, elle sont

donc tr̀es proches les unes des autres. La convolution de la pointe limitera alors fortement notre

résolution et ne permettra pas de distinguer les molécules cibles de manière isoĺee.

Compte tenu de la convolution avec la pointe, la longueur mesurée est conforme avec la valeur

attendue pour la cible de 84 bases. Les coupes présent́ees rendent compte d’une augmentation de

l’ épaisseur de la molécule passant de 1̀a 2 nm. De plus, cette augmentation apparaı̂t à 25 nm d’une

des extŕemit́es du brin. Il est donc probable que cette zone corresponde au lieu de l’hybridation.

Cependant, parfois des molécules cibles hybrid́ees ont pûetre ŕesolues, en travaillantà tr̀es haute

résolution, comme sur l’image de la figure 5.20.

5.2 Premiers essais de manipulation

Jusqu’ici, nous nous sommes uniquement intéresśesà l’étudemorphologique des processus

d’hybridation. Une autre voie d’étude de ces phénom̀enes áet́e entreprise par manipulation de

pointe. L’objectif consistait̀a mettre eńevidence la zone d’hybridation par poussée ”mécanique”

des brins. Les sondesétant greff́ees de manière covalente au substrat, on espère ainsi faire ”pi-

voter” les brins cibles autour de leur point d’ancrage correspondantà la zone d’hybridation. Ce

type d’́etudes constitue un nouveau domaine d’applications des techniques de champ proche et

est maintenant plus communément appelé : exṕeriences denanomanipulation. Pour connâıtre
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quelques-uns des principaux travaux réaliśes sur des matériaux biologiques, on pourra se référerà

un article de D. Fotiadiset al., publié en 2002 [22].

Dans toute cette partie les conditions expérimentales seront doncéminemment diff́erentes de

celles utiliśees jusqu’̀a pŕesent (voir description des conditions expérimentales chapitre 1). L’en-

semble de ces expériences áet́e ŕealiśe sur des puces hybridées avec de longs brins de 1500 bases

de longmultimarqu és, présent́ees dans la section 5.1.3 de ce chapitre. Il s’agit ici de s’affranchir

de tout souci de d́etection des brins, pour ne s’intéresser qu’aux problèmes de la manipulation

de brins d’ADN. Pour ce faire, deux catégories d’essais ontét́e effectúees : des essais en mode

Contactet des essais en modeContact Intermittent.

5.2.1 Essai en mode contact

Des essais préliminaires ont́et́e ŕealiśes en mode contact. Les expériences ont́et́e ŕealiśees de

la manìere suivante : dans un premier temps, la surface est imagée en contact intermittent avec des

leviers de fŕequence propre 150 kHz, de raideur 4,5 N/m. Une fois les brins hybridés identifíes,

l’AFM est bascuĺe en mode contact pour opérer un premier passage sur la zoneà analyser. Une

fois le premier passage effectué, l’appareil est rebasculé en mode contact intermittent et on opère

une image de plus grand format de manière à observer l’effet de ce premier passage en mode

contact. Les essais ontét́e ŕealiśes en limitant au maximum la force exercée par la pointe sur la

surface. Un exemple des images obtenues est reporté sur la figure 5.21.

L’image de la figure 5.21-A met bien enévidence la pŕesence de brins hybridés sur la surface.

Après le premier passage en mode contact sur la zone marquée par le carŕe blanc, on remarque, sur

les images B- et C-, l’apparition d’une zone dépourvue de relief et de brins, possédant une rugo-

sité relativement faible de 0,33 nm. Par ailleurs, on observe en bord de zone,à droite, l’apparition

d’amas de matière absents sur l’image obtenue avant passage en mode contact. En comparant la

morphologie de la zone balayée en mode contact et celle en dehors, on constate (en particulier

sur l’image C) qu’elle semble dans les deux cas s’organiser autour d’ı̂lots de taille 20× 30 nm2,

bien qu’ils poss̀edent une hauteur de 1,5 nmà l’extérieur de la zone et 0,7 nm dans la zone balayée.

Ces ŕesultats montrent qu’après un passage en mode contact la surface aét́e d́eformée de

manìere irŕeversible. Les morphologies observées hors et dans la zone imagée en mode contact

semblent identiques, ce qui porteà croire que les sondes sont toujours bien présentes après le

passage en mode contact, mais qu’elles sont tout simplementécraśees sur la surface du substrat.

Ceci est en bon accord avec la réduction de rugosité de 0,78 nm avant,à 0,33 nm apr̀es passage en

mode contact. En revanche, les brins hybridés observ́es initialement sur la zone ont complètement

disparus. Ils semblent avoirét́e arrach́es et pousśes par la pointe en bord de zone, conduisantà la
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FIG.5.21– Test de d́eplacement de brins en mode contact. A- Image obtenue en mode CI sur la zone avant

passage en mode contact. Le carré blanc indique la zone qui vâetre balaýee en mode contact. Les images

B- et C- rendent compte de l’état de surface après un passage en mode contact.

formation d’un amas de matière en bord de scan.

Ainsi, les ŕesultats obtenus par poussée en mode contact ne semblent pas très adapt́es pour

réaliser des poussées śelectives de brins. Une des origines de l’échec de ces manipulations en

mode contact se situe probablement dans le choix de nos pointes. En effet, les pointes utilisées ici

sont des pointes de raideur assezélev́ee, environ 4,5 N/m, destinéesà l’imagerie en mode contact

intermittent. Il est donc plus difficile de contrôler l’énergie ćed́eeà la surface du fait d’un contrôle

moins pŕecis sur la consigne. Il serait donc préférable de travailler avec un levier de raideur plus

faible, levier de raideur 0,01N/m (destiné au mode contact) pour menerà bien cettéetude. On
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remarquera que dans ce cas la résolution des images en mode CI devraitêtre nettement affectée

du fait d’un facteur de qualité bien moindre.

5.2.2 Essais en mode Contact Intermittent appuýe

Une seconde série d’essais ont donćet́e effectúes en travaillant en contact intermittent. Quelques

travaux, ŕecemment publiés, ont montŕe la possibilit́e de d́eplacer des objets en mode oscillant

[23–25]. Pour ce faire, il suffit que la distance moyenne entre la position de la pointe et la surface

de l’échantillon soit inf́erieureà la hauteur de l’objet̀a d́eplacer. Il va donĉetre ńecessaire de

diminuer drastiquement l’amplitude de travail pour se placer dans ces conditions.

Les exṕeriences sont là encore effectúees en trois temps. Une premièreétape consistèa reṕerer

la zone sur laquelle on va opérer la pousśee. Dans cette phase, les conditions expérimentales

sont celles qui ont́et́e śelectionńees pour cettéetude, soit A0=10 nm et ASP /A0=95%. Dans un

deuxìeme temps, on abaisse l’amplitude de travailà une valeur proche de 0 puis on image la zone

qui nous int́eresse avec ces conditions. Dans un troisième temps, on se replace dans les conditions

de la premìere phase et on réalise une image de plus grand format pour observer les effets du

passage en Contact Intermittent ”appuyé”. Ces troisétapes sont oṕeŕees autant de fois qu’il est

nécessaire, en abaissant progressivement la consigne, jusqu’à atteindre obtenir une modification

de l’état de surface.

a- La dissection de brins d’ADN

Une premìere śerie de tests a conduità des ŕesultats du type de ceux présent́es sur les images

5.22.

L’image 5.22-A pŕesente l’́etat de surface avant de procéder aux diff́erents passages avec

réduction d’amplitude. L’image B- quantà elle montre le brin śelectionńe par le rectangle blanc

apr̀es 3 passages et une amplitude réduiteà environ 3 nm. Sur cette image, on observe que la forme

du brin est identiquèa sa forme initiale. Ainsi,̀a cette amplitude les passages n’ont pas eut une

grande influence sur la morphologie du brin. Enfin, l’image C présente le ŕesultat obtenu après six

passages et une réduction de l’amplitudèa moins de 1 nm. On constate que le brin aét́e sectionńe

et se compose désormais de deux parties : l’une est restée fixe et l’autre (illustŕee par un cercle

blanc) aét́e arrach́ee et se retrouve plus loiǹa gauche sur l’image.

Cette exṕerience montre qu’en diminuant l’amplitude, la pointe peut céder suffisamment d’éner-

gie à l’échantillon pour d́ecouper le brin. Ces expé-riences sont̀a rapprocher des premières dis-

section de brin isolé ŕealiśees en mode contact publiées en 1992 par le groupe d’Helen Hansma

et al. [26, 27]. Dans ces expériences, ils ont montré qu’ils pouvaient sectionner de manière re-
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FIG.5.22– Test de d́eplacement de brins en mode contact intermittent. A- image avant passage en réduction

d’amplitude. B- image après 3 passages en réduction d’amplitude enfin l’image C- rend compte de l’état

de surface apr̀es 6 passages et une réduction d’amplitudèa moins de 0,5 nm. Le graphique représente

les courbes approches-retrait en amplitude (trait continu) et en phase (trait en pointillé). Les diff́erentes

valeurs de SP choisies pour les passages successifs sont tracées qualitativement.

productible des brins d’ADN en appliquant des forces de l’ordre de 5nN. Dans notre cas, il est

relativement difficile de contrôler avec pŕecision l’́energie ćed́ee par la pointe. Le contrôle de ce

param̀etre ńecessite uńetalonnage précis de nos leviers̀a chacune deśetape du processus, ce qui

n’a pasét́e effectúe.
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b- Le dézippage d’un triple brin

L’ensemble des exṕeriences ŕealiśees suivant la procédure de ”pousśee” en contact intermittent

par ŕeduction de l’amplitude ont ǵeńeralement conduit̀a la cassure du briǹa pousser. Cependant,

un test a conduit̀a un ŕesultat original òu le brin a pûetre effectivement poussé. C’est ce que nous

nous proposons de voir maintenant.

La figure 5.23 rend compte de la série d’images obtenues expérimentalement. L’image 5.23-A

montre le brin sur lequel vont̂etre oṕeŕes les multiples passages. On remarque qu’il possède une

épaisseur comprise entre 2à 3,5 nm. Apr̀es un premier passage, on observe sur l’image 5.23-B

que le brin áet́e effectivement d́eplaće dans la zone d́elimitée par les deux fl̀eches. Il semble que la

mobilité du brin aitét́e limitée par deux points d’ancrage (notés par leśetoiles sur la figure 5.23-

B) autour desquels le brin áet́e d́eplaće. Ils apparaissent sous la forme de deux points d’inflexion

dont la courbure s’accentue après le premier passage (voir image -A). L’explication de ces points

d’ancrage peut faire l’objet d’une discussion sur la nature des brins utilisés. On rappelle que les

brins sont des brins multimarqués, or, il se trouve que les molécules de CY3 ont tendancèa facile-

ment s’adsorber pouvant donc constituer des points d’ancrages forts. La poursuite des expériences

avec des brins monomarqués devrait permettre de conclure sur l’origine de ces points d’ancrage.

Après un second passage, on observe toujours la présence du brin poussé au passage préćedent,

mais on noteráegalement l’apparition d’un troisième brin de contraste plus faible, correspondant

à une hauteur de 1 nm̀a comparer̀a l’autre brin dont l’́epaisseur est de deux nm (voir la coupe D).

De plus, le second brin sembleêtre beaucoup plus fin, de largeur proche de 15 nm tandis que la

largeur du brin initial avoisine le 25 nm. Il apparaı̂t donc que ce brińetait probablement enroulé

autour d’un brin ŕehybrid́e (en ŕeférence aux deux catégories identifíees 5.1.3).

Ces images mettent donc enévidence la possibilité de d́eplacer les brins des brins d’ADN en

mode contact intermittant. De plus cette expérience a permis d’identifier la présence d’un triplexe

brin enrouĺe autour d’un double brin, par dezippage de celui-ci. Ces images consituent donc une

preuve effective de l’existence de triple hélice [3].
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FIG.5.23 – Test de d́eplacement de brins en contact intermittent appuyé. L’image A- pŕesente le brin

sélectionńe pour le test ainsi que le sens du balayage. L’images B- (topographie) montre le brin après

un premier passage en contact intermittent appuyé avec une ŕeduction d’amplitude autour de 1 nm et les

images C-(topographie) et E-(phase) celles obtenues après un second passage, avec D- la coupe corres-

pondante.



Conclusions

L’ensemble deśetudes conduites sur les processus d’hybridation montre que l’AFM offre

de grandes possibilités pour l’investigation des phénom̀enes biologiques̀a l’échelle moĺeculaire.

Ainsi, une identification individuelle des brins aét́e obtenue pour l’ensemble de trois longueurs

de cibles analyśees : 1500, 600 et 84 bases, permettant une quantification du nombre de molécules

hybridés, y compris pour des brins non-marqués, qui ne peuvent faire l’objet d’une caractérisation

par microscopie de fluorescence.

En outre, des analyses morphologiques précises ont mis eńevidence des conformations parti-

culières. D’une part, les brins de 1500 bases apparaissent suivant deux configurations : des brins

hybridés avec la sonde, maiségalement une configuration plus complexe où le brin hybrid́e avec sa

sonde peut subir une recombinaison par son complémentaire. D’autre part, la comparaison entre

les structures obtenues sur les brins de 600 bases multi- et non-marqués montre que les morpholo-

gies de brin obtenues pour une même śequence, avec (ou sans) molécules fluorescentes, s’avérent

foncièrement diff́erentes. Ainsi, alors que les brins multimarqués pŕesentent des structures en gru-

meaux de 2 nm d’épaisseur traduisant la présence des chromophoresà la surface du brin, les brins

non marqúes poss̀edent une structure relativement complexe impliquant un grand nombre de re-

pliements tout au long de la séquence.

Par ailleurs, les analyses des longueurs et desépaisseurs des brins de 1500 et 84 bases ont

permis d’identifier le lieu de l’hybridation.

Enfin, des premiers essais de manipulations ont illustré la possibilit́e de d́eplacer des brins

d’ADN en Contact Intermittant. Cependant, bien qu’assez prometteurs ces tests ont montré la

nécessit́e de controler la ŕeduction d’amplitude avec une grande précision de manièreà atteindre

les conditions de manipulations et non celles de dissections. Or, au vue desépaisseurs des objets

à d́eplacer, qui sont de l’ordre de 1̀a 2 nm, la fen̂etre des conditions de manipulation est très

restreinte. La recherche de conditions reproductibles devra faire l’objet d’uneétude d́etaillée pour

opérer des manipulations de brins d’ADN controlées et reproductibles.
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Conclusion Générale

Le sujet de ce travail concernait la caractérisation par microscopièa force atomique de puces

à ADN de l’élaborationà l’hybridation. Nous rappelons que cetteétude aét́e conduite suivant

deux objectifs. Le premier objectif résidait dans la compréhension de ḿecanismes de greffage

des oligonucĺeotides sondes sur la puce. Le second relevait d’une réflexion sur les conditions de

fonctionnement de l’AFM dans le but d’optimiser la caractérisation de ces systèmes complexes

constitúes de plusieurs couches de matériaux ”mous”.

Dans unéetude pŕeliminaire, nous avons discuté le choix des conditions expérimentales. Nous

avons ainsi montŕe la ńecessit́e d’éviter autant que possible le contact entre la pointe et la surface

deséchantillons. Les conditions que nous avons sélectionńees correspondentà un choix objectif

visantà acćederà une bonne caractérisation topographique de noséchantillons avec la meilleure

résolution possible. Ainsi, nous avons réaliśe la quasi-totalit́e de nos exṕeriences (̀a l’exception

des tests en poussée sur les brins hybrid́es) en non contact, suivant le mode de fonctionnement

Amplitude-Modulation AFM, avec une très faible ŕeduction d’amplitude ASP /Alibre ∼95 % pour

des amplitudes libres comprises entre 10 et 15 nm.

En vue d’́etudier les processus impliqués dans la fabrication des puces, nous avons mis en

place une proćedure de caractérisationétape paŕetape, allant de la préparation des substrats,à

l’immobilisation d’oligonucĺeotides sondes en passant par l’étape de silanisation pour former la

couche d’accrochage.

Dans lesétudes ŕealiśees sur la couche d’accrochage, obtenue par silanisation d’un mono-

chlorosilane, nous avons découvert de tr̀es grandes disparités dans la morphologie des couches en

fonction des protocoles de préparation. Ainsi, deux protocoles de fonctionnalisation ontét́e ana-

lysés en d́etail. Pour le premier, appeléen phase gaz, qui proc̀edeà haute temṕerature (T=150◦C),

nous observons qu’il conduit toujoursà la formation d’̂ılots quel que soit le substrat. Pour le se-

cond oṕerantà basse temṕerature (T=4◦C), appeĺe imprégnation, nous constatons qu’il réalise

sur le verre comme sur la silice une couche peu dense qui nappe parfaitement la surface. A partir

d’une discussion sur la nature des substrats, la température de d́ep̂ot et l’absence d’une fine couche
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d’eau en surface des substrats nous avons démontŕe que dans tous les cas ces dép̂ots ne peuvent

conduire qu’̀a une couche d́esordonńee. A l’issue de cette phase, nous avons sélectionńe la couche

conduisant̀a la plus faible rugosité et aux plus faibles variations de hauteur, soit le dép̂ot obtenu

par impŕegnation sur silice.

Les analyses conduites sur l’immobilisation ontét́e ŕealiśees suivant deux critères : la longueur

des monobrins sondes ainsi que la nature de leur séquence. A l’issue de cesétudes, nous mon-

trons que l’arrangement des sondes en surface de la puce est piloté par les interactions latérales

qui s’établissent entre molécules au moment du dép̂ot. Nous constatons que l’on peut obtenir

diff érentes organisations après immobilisation des sondes sur la puce en fonction de la séquence

des monobrins sondes. Par ailleurs,à l’issue d’une analyse précise d’images̀a petiteéchelle, nous

avons montŕe que chaque sondeétait ŕesolue individuellement, pour des longueurs supérieures ou

égalesà 25 bases (l = 10nm), donnant ainsi accèsà la ŕesolution moĺeculaire. Un comptage du

nombre de sondes immobilisées, nous a permis d’évaluer une densité locale en sondes de 2×1011

sondes/cm2, qui se trouvêetre en parfait accord avec la densité mesuŕee macroscopiquement par

radioactivit́e. Ces ŕesultats confortent notre mesure et démontrent́egalement que les dép̂ots des

sondes sont relativement homogènes sur l’ensemble de la surface des plots.

Enfin, nous avons réaliśe la lecture de tests d’hybridation pour 3 longueurs de brins correspon-

dantà 1500, 600, et 84 bases, présentant des caractéristiques diff́erentes (monobrins, ou double

brins ; non marqúes ou multimarqúes). Pour chacune de ces trois longueur, les brins apparaissent

isolés et poss̀edent une faible densité de surface. Par ailleurs, nous présentons la première mise

en évidence de la zone d’hybridation pour des monobrins cibles hybridés de 1500 et 84 bases

poss̀edant une configuration simple du brin cible allongé sur le surface et hybridé avec une sonde.

Cependant, nous observons que des conformations plus complexes comme la présence de nom-

breux repliements internes sur des cibles non marquées de 600 bases de long, ce qui rend impos-

sible l’identification de la zone d’hybridation sur ces cibles pourtant de grande taille. Nous avons

également identifíe d’autres conformations telles que des recombinaisons sous forme de triplexe,

dans le cas òu les cibles ne sont disponibles que sous forme de double brin.

Ainsi, l’ensemble de ceśetudes, ŕealiśeesà l’air, a montŕe la puissance de la caractérisation

par AFM sur ces systèmes : ŕesolution moĺeculaire etévaluation locale (́echelle de la centaine

de nanom̀etres) des propriét́es caract́erisant la structure des puces. Cependant, la compréhension

de certaines morphologies observées sur ces puces doit encore faire l’objet d’études. A l’avenir

des exṕeriences in situ en milieu liquide devrait permettre de mieux comprendre la formation des

arrangements entre sondes. En effet, la modification des interactionsélectrostatiques entre sondes

peut être modifíee en faisant varier la concentration en sels des solutions. En ce qui concerne,



les études de conformations des brins hybridés, l’ajout de moĺecules de formamide au sein de la

solution devrait permettre de limiter les phénom̀enes de repliements.



Résuḿe : Les puces̀a ADN constituent aujourd’hui un outil d’analyse incontournable dans le domaine des biotechno-
logies. Elaboŕeesà partir d’un substrat dur sur lequel sont greffées des oligonucléotides-sondes de séquences connues,
elles permettent d’identifier dans une solution les monobrins d’ADN possèdant la śequence complémentaire. Dans un
contexte de miniaturisation des puces, en vue d’augmenter le nombre de plots par puce, uneétude morphologiquèa
l’ échelle submicronique áet́e engaǵee. L’AFM par sa capacité à imager des systèmesà l’échelle moĺeculaire,à l’air
mais aussi en solution, apparaı̂t comme une technique bien adaptée pour cettéetude.

Cette th̀ese s’int́eressèa la caract́erisation par microscopièa force atomique de pucesà ADN, de leuŕelaboration
jusqu’̀a l’hybridation. Nous utiliserons le mode en modulation d’amplitude (AM-AFM) et nous montrerons que l’ob-
tention d’informations topographiques précises sur ces systèmes impose de travailler en non-contact, avec une faible
réduction d’amplitude, A/Alibre = 95%, òu Alibre est compris entre 10 et 15 nm.

Des puces mod̀eles ont́et́e ŕealiśees pour discuter de l’influence de la longueur et de la nature des séquences des
sondes sur les processus d’immobilisation. Cesétudes ont montré la possibilit́e d’atteindre la ŕesolution moĺeculaire
pour des sondes de longueur supérieureà 25 bases. Unéevaluation de la densité locale des sondes de 25 bases de
2 ± 0.25×1011 brins/cm2 a ét́e évalúee par mesures statistiques sur les images AFM. Cette valeur locale, qui se
trouve en parfait accord avec de mesures macroscopique effectuées par radioactivité, illustre la bonne homogéńeité
de ces couches. De plus, des arrangements spécifiques, observ́es pour des sondes de même longueur et de séquences
diff érentes, montrent que les interactions entre sondes durant la phase d’immobilisation jouent un rôle fondamental
sur la morphologie des couches.

Les investigations sur les processus d’hybridation ontét́e conduites sur trois longueurs de brins : 1500, 600
et 84 bases, en solution soit pur soit sous forme de double-brins dénatuŕes. Les brins, identifíes individuellement,
apparaissent couchés et disperśes sur le plot complémentaire. La première identification d’une zone d’hybridation
est pŕesent́ee pour les cible de 1500 bases. De plus, différentes conformations de brins ontét́e identifíees comme la
formation de triplexèa partir des solutions de cible double brin de 1500 bases et la présence de repliement sur cible
de 600 bases.

Mots clé : Microscopieà Force Atomique - Modulation en amplitude - ADN - Puceà ADN - Simple brin - Silanisa-
tion - Immobilisation - Hybridation - Ŕesolution Moĺeculaire - Interaction moléculaire.

Abstract : Recently, devices for array-based genetic diagnostics, called DNA chips, have become an important area
in biotechnology. They rely on the specific interaction of immobilized single strand DNA (ssDNA), called probe and
free ssDNA, called target, in solution. The desire to integrate even more active areas on chips has stimulated a great
deal of interest in understanding its basic physicochemical constitution under micron scale. Atomic Force Microscopy
(AFM), by its ability to characterize biological surfaces at the molecular scale, in air but also in solution, has emerged
as one of the well adapted techniques.

In this work, we use Amplitude Modulation AFM (AM-AFM) to characterize DNA chips from elaboration to
hybridization. We show that to obtain accurate topographic information the AFM has to work in non-contact mode,
with a low amplitude reduction A/Alibre = 95%, where Alibre is between 10 and 15 nm.

Model chips were realized to discuss the influence of the length and the nature of the probes on the immobilization
process. These studies have demontrated that molecular resolution can be achieved for probes length longer than 25
bases. A local density of 2± 0.25×1011 probes/cm2 has been statistically measured on AFM images. This value,
in agreement with macroscopic radioactivity measurements, illustrates the good homogeneity of the probes layer.
Besides, specific arrangements obtained for different sequences show that interactions between probes during the
immobilization process play a fondamental role on the layer morphology.

Hybridization processes corresponding to three target lengths (1500, 600 and 84 bases), in different solutions
containing single or double strand DNA, were studied. All AFM investigations showed scarcely distributed target
lying only on the complementary probes area. The first observation of the hybridized zone is presented for the 1500
bases targets. Besides, several conformations were identified such as the formation of triplexes for double strands
targets and the evidence of some hairpins on the 600 bases sequences.

Keywords : Atomic Force Microscopy - Amplitude Modulation-AFM - DNA chip - DNA - Single strand DNA
-Silanization - Immobilization - Hybridization - Molecular resolution - Molecular Interaction.
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